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RESUMO

FONSECA, J.G.D.S. Avaliacao dos efeitos sistémicos de lipopolissacarideo sobre o
eixo neuroimune de frangos de corte. [Evaluation of systemic effects of
lipopolysaccharide on the neiroimune axis of broiler chickens].2019.106 f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A avicultura brasileira destaca-se no cenario da agropecuaria mundial por sua alta
produtividade e grande tecnicidade. Para atingir estes altos niveis produtivos os
animais sao muitas vezes submetidos a condigdes estressantes de manejo e que, por
isso mesmo, ativam tanto o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) quanto o sistema
nervoso autdénomo simpatico (SNS). O presente trabalho foi realizado para descrever
os eventos neuroimunes decorrentes da administracdo intravenosa de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) em frangos de corte e do manejo dos
mesmos para tratamento e coleta de material. Foram realizados sete experimentos
para mostrar, sob uma perspectiva de neuroimunomodulacéo, os efeitos decorrentes
da aplicacdo de estressores infecciosos e/ou fisicos sobre o comportamento e sobre
as atividades dos sistemas nervoso, endocrino e imune de frangos de corte. Para
tanto, frangos de corte foram separados em 3 grupos, sendo submetidos,
respectivamente a tratamento com LPS, com NaCl 0,9% ou mantidos sem
manipulagao (controle: naive). A administracdo de LPS promoveu ativagdo do SNS e
do eixo HHA atuando, desta forma como um estressor infeccioso, isto €, aumentando
as concentragoes circulantes de corticosterona e de adrenalina nas aves. Os frangos
que receberam LPS apresentaram ainda, uma série de comportamentos englobados
no rol do que se denomina “comportamento doentio” e que aparece na vigéncia de
processos infecciosos, sendo atribuidos a presenca de citocinas pro-inflamatérias no
SNC. De fato, os frangos que receberam LPS apresentaram maiores niveis de IL-1
tanto no hipotalamo quanto na hipdfise, quando comparadas as aves dos grupos
controle e NaCl 0,9%. Estes animais apresentaram, também, maior atividade neural,
evidenciada pelo aumento da expressao dos genes c-fos e EGR-1 no hipotalamo. A
contencdo dos frangos para administracdo de NaCl 0,9% e posterior coleta dos

materiais para analise também provocou alteragdes comportamentais, nervosas e



imunes em relagdo aos animais do grupo controle (naive), evidenciando estes

achados que este tipo de manejo € estressor de “per se”.

Palavras-chave: Neuroimunomodulagdo. Avicultura. Lipopolissacarideo. Estresse.

Bem-estar animal.



ABSTRACT

FONSECA, J.G.D.S. Evaluation of systemic effects of lipopolysaccharide on the
neuroimmune axis of broiler chickens. [Avaliacdo dos efeitos sistémicos de
lipopolissacarideo sobre o eixo neuroimune de frangos de corte.].2019. 106f.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Brazilian poultry industry stands out in the agricultural scenario due to its high
productivity and technicity. In order to reach such productive levels, the animals are
frequently submitted to stressful handling conditions that activate both the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HHA) and the autonomic sympathetic nervous
system (SNS). The present work was carried out to describe the neuroimmune events
resulting from an intravenous injection of Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) in
broiler chickens, and the effects induced by animals management for treatment and
harvest of biological samples. Seven experiments were carried out to show, from a
neuroimmunomodulation perspective, the effects of infectious and / or physical
stressors application on behavior and on the activities of the nervous, endocrine and
immune systems of broilers. For this, broiler chickens were separated into 3 groups,
respectively, undergoing LPS treatment, 0.9% NaCl administration or kept without
manipulation (control: naive). LPS administration activated the SNS and the HHA axis
increasing the circulating concentrations of corticosterone and adrenaline in the birds
thus, acting as an infectious stressor. The chickens that received LPS also presented
a series of behavioral alterations that are included in the list of what is called "sickness
behavior" and that appears in the presence of infectious processes, being attributed to
the presence of proinflammatory cytokines in the CNS. In fact, chickens receiving LPS
had higher levels of IL-1 in both the hypothalamus and pituitary in relation to birds of
the control and 0.9% NaCl groups. These animals also had greater neural activity,
evidenced by the increased expression of the c-fos and EGR-1 genes in the
hypothalamus. Management of broilers for 0.9% NaCl administration and subsequent
collection of samples for analysis also caused behavioral, nervous and immune
changes in relation to the animals of the control group (naive), thus evidencing this

type of handling is stressor itseft.



Keywords: Neuroimmunemodulation. Poultry Science. Lipopolysaccharide. Stress.

Animal Welfare.
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1 INTRODUGAO

A adocdao de um sistema intensivo na avicultura moderna expde
constantemente as aves a estressores como: alta densidade populacional,
elevados niveis de aménia, variagdes bruscas de temperatura ambiente e
agentes infecciosos. Em decorréncia, séo frequentemente relatados disturbios
na atividade do sistema nervoso central (SNC) que culminam em modificagdes
neurais, comportamentais, endécrinas e imunes.

Estudos realizados na area de neuroimunomodulacdo utilizam
classicamente modelos experimentais conduzidos com mamiferos.
Recentemente, os efeitos de estressores que impactam os animais de producao
vém chamando a atencdo dos pesquisadores, particularmente daqueles que
estudos os elos existentes entre neuroimunomodulagao, ambiéncia/ bem-estar
animal e avicultura (QUINTEIRO-FILHO, 2013; BORSOI et al., 2015; HONDA et
al., 2015; CALEFI, 2016a).
O sistema nervoso autbnomo simpatico (SNS) e o eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HHA) sao os principais atores da neuroimunomodulagdo. Durante o
estresse, a ativacdo do SNS promove aumento da liberagao de catecolaminas e
aquela do eixo HHA estimula a liberagao de glicocorticoides na corrente
sanguinea. Juntos, estes dois sistemas permitem ao organismo se proteger do
potencial lesivo representado pelos estressores, sendo considerados, por esta
razao, como integrante das respostas organicas adaptativas (BESEDOVSKY et
al., 1979; BERKENBOSCH et al., 1987; SHINI et al., 2008b; ALVES et al., 2010).

Entretanto, as catecolaminas liberadas pela ativagdo do SNS atuam de

forma intensa, via ativacdo de beta-adrenoceptores, modulando a atividade de
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células do sistema imune; também a corticosterona, principal corticosteroide
liberado pela glandula adrenal das aves, modula de forma intensa a atividade de
células do sistema imune. Em conjunto, elas provocam importantes altera¢des
da funcao imune resultando, entre outros efeitos, na redugao da transcricdo de
citocinas (DANTZER; WOLLMAN; YIRMIYA, 1998; GOEHLER et al., 2000a;
ZIEGLER; HERMAN, 2002; JARVIS et al., 2005; SHINI et al., 2008a).

Estressores, sejam eles de origem infecciosa ou fisica, ativam o eixo HHA
e 0 SNS, de forma que seus efeitos podem ser medidos e monitorados por meio
de parametros fisioldgicos, imunes e comportamentais. Estes parametros tém
sido empregados como indicativos do estado de bem-estar dos animais, de sua
capacidade de resposta a desafios infecciosos e/ou fisicos e, até mesmo, dos
niveis de produtividade dos plantéis. Em seu conjunto, as alteragdes do SNS e
do eixo HHA produzem efeitos centrais como, por exemplo, aumento de
atividade em vias catecolaminérgicas e expressao de genes no SNC; produzem,
ainda, outros efeitos como, por exemplo, aumento das concentracdes circulantes
de catecolaminas e de corticosterona, com reflexos importantes sobre a
imunidade.

A administracao intraperitoneal de LPS em condi¢gdes experimentais € um
modelo de estressor infeccioso amplamente utilizado em estudos no campo da
neuroimunomodulacdo. Sua administracdo aos animais desencadeia a
biossintese de citocinas proé-inflamatorias, que por sua vez ativam a transcricao
génica de outras citocinas no SNC e em érgaos da periferia. Coloca, portanto,
0s organismos em um estado ativado, pronto para responder a injurias

mimetizando, desta forma, os desafios infecciosos enfrentados pela industria
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avicola (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001b; RAETZ; WHITFIELD, 2002; KARROW,
2006; CRUZ-MACHADO, 2010).

Nos ultimos anos, as exigéncias da populagdo em geral e dos criadores
em particular em relagdo as questdes ligadas ao bem-estar dos animais de
producao e a qualidade dos alimentos de origem animal vém aumentando de
forma progressiva. Torna-se, assim, relevante compreender de forma mais
verticalizada as mudangas neuroquimicas, comportamentais, enddcrinas e
imunes que ocorrem em frangos de corte submetidos a desafios por estressores
sejam eles provenientes de erros de manejo ou da presencga de patdégenos.

O presente estudo pretende esclarecer, dentro de uma perspectiva
neuroimune, os eventos que acompanham a exposigao intravenosa de frangos
de corte ao lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), descrevendo os efeitos
neuroldgicos, enddcrinos, comportamentais e imunes que ele induz nas aves.
Pretende, ainda, verificar se a contengdo dos frangos para administragao
intravenosa de NaCl 0,9% e, posteriormente, para coleta de materiais destinados

a analises laboratoriais € estressora de “per se”.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A avicultura atinge na atualidade niveis de produtividade elevados, fato
que tem permitido o fornecimento de proteina animal de baixo custo tanto para
0 mercado nacional como para exportagao. Estes objetivos vém se viabilizando
por meio do uso de modernos processos de criagdo animal que possuem como
pilares o melhoramento genético, a melhora dos indices sanitarios e o
investimento em modernas tecnologias relacionadas a formulagcéo de racéo e a
nutricdo animal. Em seu conjunto, estes fatores vém contribuindo para a
elevacao dos indices de conversao alimentar, da precocidade, da uniformidade
dos planteis e, também, para o aumento da produtividade e das taxas de
sobrevivéncia (TAVARES, 2007; GENTILINI; ANCIUTI, 2013; ABPA, 2016a).

Entretanto, a adocido de um sistema produtivo altamente intensificado tem
como consequéncia a possibilidade de exposicdo dos animais a diversos tipos
de estressores como, alta densidade populacional, elevados niveis de amdnia,
alteragbes bruscas de temperatura ambiente e maior exposicdo a agentes
infecciosos. Como resultado, tém sido frequentemente relatados disturbios na
homeostase dos animais e na qualidade da microbiota intestinal dos mesmos
(QUINTEIRO-FILHO et al., 2012a; GOMES et al., 2014; CALEFI et al., 2017).

Apesar da grande diversidade de origem, os estressores fisicos atuando
de forma isolada ou conjunta, modificam a atividade do SNC das aves,
aumentando as concentracdes de corticosterona e de catecolaminas circulantes
e, em decorréncia a relagao heterofilos/linfécitos no sangue dos animais (SHINI

et al., 2008b; CALEFI et al., 2014; CHENG et al., 2014).
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Neste contexto, os estudos conduzidos por Hans Selye em 1936 em ratos
sdo considerados pioneiros na andlise dos efeitos gerais de “agentes nocivos”
sobre a homeostase. Selye sugeriu o desenvolvimento, nos animais que
estudou, de uma sindrome chamada de “Sindrome de Adaptacdo Geral”
(SELYE, 1936). Em 1955, mostrou-se que essa sindrome decorria de processos
adaptativos ou homeostaticos desencadeados por estimulos externos adversos
(frio ou calor intensos, aplicacédo de choque elétrico nas patas, injuria tecidual,
excesso de exercicios, etc.) que tinham em comum o fato de aumentar o
tamanho das adrenais e produzir Ulcera gastrica. Mostrou-se, também que, se
estes estimulos fossem muito intensos ou mantidos por tempo prolongado, eles
culminavam por induzir redug¢ao do tamanho de érgéos linféides como timo, bago
e linfonodos, fatos estes que representam uma ameaca a vida ou a seguranga
dos organismos. Esta constatacdo levou este processo a ser posteriormente
denominado de estresse e, ao agente que o desencadeava, de estressor
(SELYE, 1955; SZABO; TACHE; SOMOGYI, 2012). Emprestou-se o termo
estresse da fisica de metais.

Neste contexto, designa-se como estressor em biologia, qualquer
estimulo (ambiental, psicolégico, imune ou comportamental) capaz de gerar uma
alteracao fisiologica de estresse, mensuravel por meio dos niveis de
corticosteroides e/ou de adrenalina e noradrenalina circulantes. Em curto prazo,
a reacao ao estressor é geralmente adaptativa (chamada de euestresse), sendo
responsavel pela preservagao da vida em situagdes de riscos a integridade fisica
(reacdo de Iluta ou fuga). Observa-se nestas condigbes: hiperglicemia,
vasoconstricao, piloerecao, midriase, taquicardia e, entre outros, hiperpinéia. No

entanto, se o estressor persiste, sua cronicidade desencadeia efeitos adversos
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de gravidade diferenciada em fungcdo da magnitude e da duragcdo de sua
apresentagdo (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002; PINTO, 2004;
ALVES; PALERMO-NETO, 2007). Gera-se, nestas condi¢cbes estremas gera-se
0 que se convencionou chamar de distresse.

Os estressores influenciam a atividade do SNC por meio de duas vias
principais: a primeira, decorrente de uma resposta nervosa rapida do SNS com
consequente liberacdo de noradrenalina pelas terminacbes simpaticas e de
adrenalina pela medula da glandula adrenal; a segunda relacionada a ativagéo
do eixo HHA, isto é, envolve uma resposta mais lenta e de carater hormonal.
Neste ultimo caso, a liberacdo de CRH pelo nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) diretamente nos vasos no sistema porta-hipofisario estimula a sintese e
secrecao de ACTH pela hipdfise que, por sua vez, caindo na circulacio
sanguinea estimula o cortex da glandula adrenal a liberar glicocorticoides na
corrente sanguinea. Um mecanismo de retroalimentacéo (do inglés, feedback)
exercido pelos glicocorticoides no hipotalamo/ hipdfise reduz os niveis de CRH,
mantendo-se a homeostase (HERMAN; CULLINAN, 1997; KARROW, 2006;
ALVES; PALERMO-NETO, 2007; QUINTEIRO-FILHO, 2013).

A ativacao do eixo HHA é um dos principais responsaveis pela regulagao
imune durante o estresse; atua via liberagdo de glicocorticoides na corrente
sanguinea que, juntamente com as ativagdes do SNS e das glandulas adrenais
- via catecolaminas - reduz a quimiotaxia de neutrdfilos e eosindfilos para os
focos de lesdo e inibe a transcricao de citocinas alterando, assim, a resposta
imune/inflamatéria (BASSO et al., 2003; ALVES et al., 2010). Os glicocorticoides
também reduzem a ativagao de leucdcitos e a producédo de moléculas de adesao

e de seus respectivos receptores; diminuem, desta forma a transcricdo de fatores
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como o NFKB diminuindo, consequentemente, a producéo de citocinas e inibindo
a acao de enzimas como a fosfolipase A e a COX2, isto é, diminuindo a
magnitude da resposta inflamatéria (KARROW, 2006; QUINTEIRO-FILHO,
2013).

Mais recentemente, mostrou-se que o sistema imune também controla a
atividade do SNC por meio de citocinas liberadas durante processos imune-
inflamatorios. Besedovsky e seus colaboradores foram pioneiros ao mostrar que
as interagdes neuroimuno-enddcrinas sao bidirecionais, pois ndo apenas o SNC
influencia a resposta imune por ativacdo do eixo HHA e do SNS como, em
contrapartida, a ativacao do Sl altera a atividade do SNC e a produgcao hormonal.
Mostraram, de forma muito especial a presenca de alteracdes na atividade de
neurénios hipotalamicos apoés ativagdo do sistema imune (SI) por vacinagao ou
administracao sistémica de lipopolissacarideo (LPS); evidenciaram, ainda, que
os fatos observados eram coincidentes com um aumento nas concentragoes
séricas tanto de ACTH como de corticosterona (BESEDOVSKY; SORKIN, 1977).

As observagdes mais recentes da presenca de receptores para citocinas,
neurotransmissores, horménios e neuropeptidios em células nervosas e imunes
e a producao de citocinas e de neurotransmissores por neurdnios e células
imunes acabaram por confirmar e reforcar a existéncia das relacdes bidirecionais
entre os sistemas nervoso e imune (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996). Estavam,
assim, solidificadas as bases para o desenvolvimento de uma nova e relevante
area do conhecimento denominada de Neuroimunomodulagao ou, também de
Psiconeuroimunologia.

Mais especificamente, chama-se Neuroimunomodulacdo a area do

conhecimento que estuda as interagdes imuno-neuroenddcrinas, ou seja, 0s
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mecanismos pelos quais os sistemas nervoso e imune trocam informacgdes e
controlam-se reciprocamente (ALVES; PALERMO-NETO, 2007). A Figura 1

ilustra estas relagdes.

Figura 1: Principais vias de interacéo entre os Sistemas Nervoso e Imune
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Legenda: Ativacéo do sistema Nervoso Central por estressores provenientes do sistema imune, representados
pelo LPS. LC= locus coeruleus. PVN=nucleo paraventricular do hipotalamo. RVM=medula rostral ventrolateral.
AP=area postrema. NTS= nucleo do trato solitario. NE=noradrenalina. EPI= adrenalina. Adaptado de Karrow,
2006.

Neste contexto, sabe-se, ha algum tempo, que a ocorréncia de infecgdes
e a consequente ativacdo do sistema imune altera o comportamento dos
animais. Coube, no entanto, a Benjamin Hart, influenciado pelos trabalhos de
Selye, descrever em maiores detalhes, as rea¢gdes comportamentais expressas
por animais de laboratério apds exposicdo ao LPS (um polissacarideo
constituinte da membrana externa de bactérias Gram negativas capaz de ativar
a resposta imune); Hart denominou ao conjunto destas alteragbes de
“Comportamento doentio” (HART, 1988).

De maneira geral, considera-se que o comportamento doentio caracteriza-

se por manifestacbes comportamentais inespecificas como letargia, hiper ou



27

hipotermia (dependendo da gravidade e duragédo do estimulo), hipofagia ou até
mesmo anorexia, redugao da atividade exploratéria, reducao da libido e aumento
de sonoléncia (MENDES; TADEU; BORGES, 2007; DUNN, 2009; ALVES et al.,
2010).

De forma interessante, mostrou-se que o comportamento doentio nao era
decorréncia de uma depressao inespecifica do SNC, mas sim de uma reducéao
de atividade em neurdnios de areas do sistema limbico ligadas a motivagcéo. De
fato, ratas mantidas em temperatura ambiente muito baixa resgatavam seus
filnotes e reconstruiam seus ninhos em tempo menor que aquelas submetidas
ao mesmo desafio, mas mantidas em temperatura ambiente variando entre 25
a 30° C (AUBERT et al., 1997; AUBERT, 1999).

Citocinas inflamatérias como a IL-1 tém sido responsabilizadas pelas
alteracbes comportamentais observadas em animais doentes; de fato, a
liberacdo de citocinas na circulagao culmina em reducéo da atividade motora e
dos comportamentos exploratério e alimentar dos animais, mecanismos
evolutivos que se acredita estejam relacionados a conservacéo da energia que
se faz necessaria para a recuperagao dos animais enfermos. A IL-1 atua ainda
promovendo febre, uma resposta que limita a replicagdo de patdégenos no
organismo e aumenta a capacidade do sistema imune de neutralizar estes
microrganismos (MCEWEN, 2000; LARSON; DUNN, 2005; STERNBERG,
2006). Neste contexto, mostrou-se que dentre as citocinas pro-inflamatodrias, a
IL-1 tem um papel fundamental na indugdo do comportamento doentio,
particularmente na redugcao da atividade motora e do comportamento alimentar

(DANTZER, 2008).



28

Para estudar mais profundamente os efeitos de agentes infecciosos sobre
a atividade do eixo HHA e o papel das citocinas no SNC, Dunn e seus
colaboradores administraram o virus da influenza por via intra-nasal em
camundongos. Observaram uma correlagao direta entre os sintomas da doencga
e a ativacao do eixo HHA; mais especificamente, observaram que a medida em
que os animais apresentavam sintomas mais severos de “doeng¢a”, aumentavam
nos mesmos as concentracdes séricas de ACTH e de corticosterona. De
relevancia, mostraram que o0s animais apresentavam, ainda, aumento de
atividade em vias noradrenérgicas e serotoninérgicas centrais, de maneira muito
semelhante aos padrdes observados em estudos conduzidos com o emprego de
estressores fisicos como, por exemplo, apds contencéao fisica ou restricdo de
movimento (DUNN et al., 1989). Mostrou-se, posteriormente, idéntico tipo de
respostas apds contaminagao experimental por agentes infecciosos, como
bactérias, virus e protozoarios (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; HONDA, 2013).

Em nossos laboratérios, Basso e colaboradores (BASSO et al., 2003)
mostraram um aumento de atividade neural em areas do SNC diretamente
relacionadas com o comportamento ansioso e com a emocg¢ao (NPV do
hipotalamo e nucleo central da amigdala), apés um unico desafio oral com
ovoalbumina (OVA) em camundongos tornados alérgicos a esse antigeno.
Costa-Pinto observou resultados semelhantes apés a administracao intranasal
de OVA em camundongos OVA-sensibilizados (COSTA-PINTO, 2004).

O papel das citocinas na resposta aos estressores infecciosos foi
confirmado por Besedovsky (1986) e por Dunn (1992) ao mostrarem efeitos
semelhantes aos de estressores fisicos apds o tratamento de camundongos por

via intraperitoneal com IL-1; mais especificamente, relataram aumento nas
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concentracdes séricas de ACTH e de corticosterona e hipotalamicas de MHPG
e b5-HIAA (principais metabdlitos da noradrenalina e da serotonina,
respectivamente).

Acredita-se que estes efeitos sejam decorrentes de uma acéao direta da
IL-1 em receptores presentes em neurdnios aferentes ao SNC (em especial, em
aferéncias vagais) que seriam responsaveis pelo reconhecimento da IL-1
liberada por células do sistema imune na periferia (vide Figura 1). A ativagao
destes receptores, por sua vez, traduziria o sinal recebido para células imunes e
neurénios presentes em regides do SNC, induzindo a sintese e a secreg¢ao desta
mesma citocina e/ou de neurotransmissores no hipotalamo que, ao aumentar a
secrecdo de CRF ativariam o eixo HHA (BESEDOVSKY et al., 1986; HART,
1988; DUNN et al., 1989; GOEHLER et al., 2000). Nesse sentido, ha também
relatos que apontam para uma acéao central direta da IL-1 secretada na periferia;
neste caso, ela adentraria o SNC ao cruzar regides em que a barreira cérebro-
sangue é mais permeavel (ZIEGLER; HERMAN, 2002; DA SILVA, 2010). De
forma interessante, mostrou-se também que citocinas como a IL-1 podem ser
sintetizadas dentro do SNC, podendo ela atuar na modulagdo de emocdes e
comportamentos, além de interferir com mecanismos de memoria (CHROUSOS,
1995; DANTZER et al., 2008).

Sabe-se que modificacbes nos niveis e/ou na atividade de
neurotransmissores no SNC sdo fundamentais para modulacdes
comportamentais; por isso, a partir da década de 80, muitos estudos
neuroquimicos e/ou etoldgicos passaram a analisar de forma mais sistematica
as respostas aos estressores e o comportamento doentio (DUNN, 2009).

Estudos com animais de laboratério mostraram que estressores agudos (como
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choque elétrico nas patas ou contencgao fisica), assim como interleucinas,
alteram diversos componentes neuroquimicos. De maneira especial, aumentam
a atividade dos sistemas noradrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos
(LARSON; DUNN, 2001).

Utilizando-se de técnicas altamente sensiveis, como as de microdialise e
voltametria in vivo, mostrou-se aumento no “turnover” de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) e serotonina (5-HT) no SNC de roedores imunologicamente ou
fisicamente estressados. As alteracbes de atividade de vias noradrenérgicas e
serotoninérgicas foram relatadas em todo o SNC, devido a uma distribuicao mais
difusa dos neurbnios que contém estes neurotransmissores; entretanto, aquelas
relatadas no sistema dopaminérgico foram mais “restritas” as regides
mesolimbicas, mesocorticais e, ainda mais frequentemente, ao sistema
nigrostriatal (MILLAN, 2003; DUNN, 2009).

No entanto, além da II-1, outras citocinas modulam a atividade de vias
noradrenérgicas, serotoninérgicas e dopaminérgicas centrais. Mostrou-se que a
administracao de altas doses de TNF-alfa aumentou o turnover de NA e de 5-HT
no hipotalamo de camundongos (DUNN, 1992, 1999). De forma similar, Zalcman
e seus colaboradores mostraram que a administragcdo sistémica de IL-2
aumentou o turnover de NE e de DA no hipotalamo de camundongos BALB/c
(ZALCMAN et al., 1994; DUNN, 2006, 2009; ALVES et al.,2010). Em condigbes
experimentais in vitro, mostrou-se que o IFN-a reduz a expressao de receptores
de serotonina em varias linhagens de células neurais, sendo este efeito revertido
pela incubacgao prévia dos neurbnios com farmacos antidepressivos como, por

exemplo, com fluoxetina (CAl et al., 2005; DANTZER et al., 2007). Experimentos



31

como este abriram uma avenida de investigagdes a respeito de uma possivel
relacdo causal entre citocinas e depressao.

As citocinas anti-inflamatoérias sdo importantes mediadores da resposta
inflamatdria no SNC, regulando a intensidade e a duragdo do comportamento
doentio, via inibicdo da producdo das citocinas proé-inflamatérias e,
consequentemente, da diminuigdo de suas vias de ativacio e de sinalizagdo. Em
particular, mostrou-se que a administragcdo de IL-10 diretamente no SNC
diminuiu a expressédo do comportamento doentio induzida pela injecao sistémica
de LPS (LEON et al., 1999; CAPURON; DANTZER, 2003; DANTZER et al.,
2008). De maneira semelhante, a administracdo intraperitoneal de LPS em
camundongos deficientes em IL-10 resultou em um aumento na expressao de
comportamento doentio, fato este associado a um aumento concomitante da
expressao de citocinas pro-inflamatérias em regides do SNC dos animais, em
comparagao com animais wildtype (LEON et al., 1999). Estes dados corroboram
com a ideia de que o equilibrio natural entre as citocinas pro e anti-inflamatadrias
no SNC, assim como em 6rgaos periféricos, regula a intensidade e a duragao
das respostas aos estressores infecciosos (CONTI et al., 2003; DUNN, 2009;
SUNDMAN et al., 2011).

A evolugdo temporal da resposta neuroquimica a injecdo de LPS
diretamente no SNC variou conforme o tipo de neurotransmissor analisado. Em
roedores, a resposta noradrenérgica teve seu pico de atividade registrada 2
horas apds o estimulo, estando completamente dissipada 4 horas apds a
exposicao; o aumento dos niveis de serotonina e de 5-HIAA, por outro lado,
comegou a ser observado mais tardiamente uma vez que o pico maximo de

concentracido ocorreu 6-8 horas apds a exposicdo ao LPS, dissipando-se mais
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lentamente que o relatado para a noradrenalina. Estes fatos sugerem que as
repostas neuroquimicas ao LPS envolvem diferentes mecanismos
(SAWCHENKQO et al., 1983; BREBNER et al., 1999; DUNN, 2009).

Recentemente, estudos realizados em nossos laboratorios por Calefi e
seus colaboradores mostraram que a resposta neuroquimica em aves segue
padroes semelhantes as respostas observadas em mamiferos. Aves
cronicamente estressadas por calor e desafiadas por C. perfrigens apresentaram
perfil neuroquimico consistente com a expressdo de comportamento doentio.
Mais especificamente, observou-se um aumento da concentragao de serotonina
na regiao rostral do palio (pallium rostral) e redugdo desta monoamina no
hipotalamo; mostrou-se, também no trabalho um aumento da atividade
catecolaminérgica (indicada pelo aumento do metabdlito MHPG) e aumento no
“turnover” de dopamina no hipotalamo (CALEFI et al., 2019).

Além de alterar o padrdo neuroquimico, mostrou-se que estimulos
infecciosos também alteraram a modulagao da expressao dos genes de ativagao
imediata (do inglés “immediate early genes” - IEGs) no SNC. Os IEGs foram
descritos como uma classe de genes expressos de forma rapida e transitéria em
diferentes areas do SNC apds estimulacao especifica. Os produtos proteicos de
IEGs constituem importantes ferramentas para mapeamento da atividade
funcional do SNC; de fato, fazem parte da resposta celular aos estimulos
ambientais (DRAGUNOW et al., 1994; PRADO; BEL, 1998; SLATTERY et al.,
2005).

Os IEGs codificam fatores de transcricao que podem ser induzidos e que
controlam a transcricdo de inumeros genes, como por exemplo, o c-Fos e o

EGR1. O c-Fos € um proto-oncogene da classe dos IEGs que codifica a proteina
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fos. Ja foi demonstrado que a ativagcao da proteina fos por estimulos como:
estressores, convulsdes ou nocicepg¢ao, ocorre principalmente em estruturas do
encéfalo envolvidas com respostas emocionais e, em particular, com aquelas
que participam do componente afetivo da dor (DRAGUNOW et al.,, 1994;
PRADO; BEL, 1998; WINDLE et al., 2004; XIE et al., 2010). Em nossos
laboratérios Basso e colaboradores mostraram ativacido de c-Fos no nucleo
central da amigdala e no nucleo paraventricular do hipotdlamo apds
administracao oral de OVA em camundongos OVA-sensibilizados (BASSO et al.,
2003).

Ja a proteina EGR1 (do inglés: early growth response protein1) atua como
um fator de transcricdo associado a alteragdes de homeostasia ou plasticidade
neural. Relatou-se que a expressao basal desta proteina ocorre durante a
neurogénese e, também, que ela se manifesta apds injuria cerebral em animais
adultos. Sua atividade tem sido ainda relacionada a regulacéo da exocitose na
fenda sinaptica, sendo considerada um mediador das respostas neurais
(KNAPSKA; KACZMAREK, 2004).

Neste sentido, tanto o c-Fos quanto o EGR1 tém sido amplamente
utilizados para o estudo das respostas neurais aos estressores (DRAGUNOW et
al., 1994; LIM; JAIN; CAO, 1998; BASSO et al., 2003; SLATTERY et al., 2005;
CESPEDES, 2007). Os dois genes s&o considerados ferramentas que refletem
a atividade neural devido a capacidade que tém de regular a transcricao génica.
No entanto, o EGR1 ¢é induzido de maneira mais rapida, tanto por fatores de
crescimento quanto por citocinas. De fato, sabe-se que o gene c-Fos demora
pelo menos 4 horas para comecar a ser expresso no SNC apds a exposicao a

um estimulo (LIM; JAIN; CAO, 1998; SLATTERY et al., 2005).
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Os estudos realizados na area de Neuroimunomodulagao raramente tém
como objeto os animais de produgdo. Entretanto observa-se na atualidade um
crescente interesse pelos elos existentes entre Neuroimunomodulacao,
ambiéncia e producdo animal, especialmente em avicultura e suinocultura
(QUINTEIRO-FILHO, 2008; CALEFI et al., 2016a; QUINTEIRO-FILHO et al.,
2017). Recentemente, até mesmo o desenvolvimento de bactérias resistentes a
antimicrobianos tem sido relacionado ao excesso de uso destes medicamentos
em fungdo de desbalangos imunes decorrentes de estressores de manejo;
acredita-se que em suinocultura os estresses de manejo estejam relacionados,
entre outros, a superlotacdo, desmame precoce e mistura de animais de
diferentes origens, todos com reflexos na homeostase intestinal (WORLD
ANIMAL PROTECTION, 2018).

De modo semelhante ao que ocorre com as células imunes de mamiferos,
células de origem linféide e nao-linféide sao responsaveis pela defesa
imunoldgica especifica e ndo especifica de animais de produgéao e, dentre eles,
das aves. O heterdfilo aviario tem funcdo homodloga ao leucécito
polimorfonuclear de mamiferos, atuando predominantemente na mediacédo da
inflamacdo aguda por meio da fagocitose de microrganismos (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; VILA; FIORAVANTI, 2013). Os linfécitos respondem a
uma variedade de estimulos e deslocam-se para os 6rgaos linféides secundarios
onde realizam a apresentagdo de antigenos apos serem desafiados por
antigenos bacterianos como, por exemplo, pelo LPS (HECKERT; ESTEVEZ,
1998; MASHALY et al., 1998; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; EL-LETHEY;
HUBER-EICHER; JUNGI, 2003; SHINI et al., 2008a, 2008b, QUINTEIRO-FILHO

etal., 2010, 2012b).
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Estudos ja desenvolvidos na area de Neuroimunomodulagdo mostraram
que frangos estressados apresentaram menores indices de desempenho
zootécnico, depressao do sistema imune e comportamento doentio (HECKERT;
ESTEVEZ, 1998; MASHALY et al., 1998; SHINI et al., 2008b; QUINTEIRO-
FILHO et al., 2010, 2012a, CALEFI et al., 2012, 2017). Evidéncias disponiveis
atualmente sugerem que frangos de corte respondem aos estressores
ambientais por meio de mudangas comportamentais, hormonais e fisiolégicas
(DEBUT et al., 2005). Korte e seus colaboradores mostraram que a aplicagéo do
estresse de contengdo em aves de postura da linhagem White Leghorn alterou
de forma significante os niveis de corticosterona e de catecolaminas no sangue
das aves (KORTE et al., 1997).

Observamos, em nossos laboratérios, que o estresse por aumento da
temperatura ambiente em frangos de corte afetou os indices zootécnicos e a
imunidade dos plantéis, alterando especialmente o ganho de peso, 0 consumo
de racdo e parametros imunes (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012a; CALEFI,
2016a; CALEFI et al., 2017). Mostramos, também, que estresse induzido por alta
densidade populacional diminuiu a atividade de macréfagos, aumentou a
migragdo de microrganismos para o figado das aves, produziu inflamagéao na
mucosa intestinal e reduziu os niveis séricos da imunoglobulina G, em
comparagao a aves nao estressadas (GOMES et al., 2014).

Desafiando experimentalmente aves estressadas com microrganismos
observamos que o estresse térmico, tanto por calor quanto por frio, foi capaz de
influenciar negativamente a imunidade das aves, ao reduzir o peso relativo de
bursa de Fabricius, diminuir a atividade de macrofagos peritoneais e aumentar

0s niveis séricos de corticosterona, além de produzir enterite caracterizada por
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um infiltrado inflamatdrio linfo-plasmocitario na Iamina prépria do jejuno e maior
migragao dos patdgenos para o bago das aves (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010,
2012a, 2017, CALEFI et al., 2012, 2016b, 2017; BORSOI et al., 2015; HONDA
et al., 2015).

Alguns trabalhos mostraram que aves que receberam LPS em condicdes
experimentais apresentaram alteragbes comportamentais, sinais clinicos de
doenca e alteragbes no peso relativo de 6rgaos imunes até 1 hora depois da
exposicao (JOHNSON et al., 1993; XIE et al., 2000; ROSSI-GEORGE et al.,
2005). Estes trabalhos, no entanto, ndo foram conduzidos dentro de uma
perspectiva de Neuroimunomodulagado, isto &, relataram os fatos de forma
isolada n&o os relacionando de forma légica e temporal.

Como ja comentado, o LPS é um fosfolipidio encontrado na composi¢ao
da monocamada externa das membranas da maioria das bactérias Gram
negativas, incluindo-se aqui muitos microrganismos patogénicos, como a
Escherichia coli. De forma mais especifica, essa endotoxina é conhecida por ser
uma potente ativadora de genes relacionados a resposta inflamatéria aguda
aumentando a sintese de citocinas durante a fase pro-inflamatoria da resposta
imune. A possibilidade de gerar novas proteinas amplifica e perpetua, portanto,
o sinal inicialmente gerado pelo LPS (CRUZ-MACHADO, 2010).

Nos macréfagos o LPS desencadeia a biossintese de diversos
mediadores da inflamagao como, por exemplo, de TNF-a e IL1-3, e ativa a
producao de moléculas co-estimuladoras necessarias para o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; RAETZ;
WHITFIELD, 2002; KARROW, 2006). O NFkB ¢é o fator de transcrigao fulcral da

resposta inflamatdria, sendo expresso tanto na periferia quanto no SNC, nos
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macrofagos e nas células da glia, respectivamente. Sua ativagao por estimulos
inflamatdrios como citocinas pré-inflamatérias ou LPS resulta na transcricdo de
varios genes, levando as células a um estado ativado, prontas para responder a
injurias e, também, para gerar outras proteinas que induzem a finalizagao
adequada do processo (CRUZ-MACHADO, 2010).

Diversos estudos demonstraram que a administragao sistémica de LPS
alterou a regulacéo da expressao génica de citocinas no SNC (DANTZER et al.,
2008). Em condigdes experimentais verificou-se que essa resposta inicia-se
minutos apds a administragao da endotoxina, antes mesmo de que se detecte a
presenca de citocinas na circulagao (GOEHLER et al., 2000; SHERIDAN, 2003;
SERRATS et al., 2010). Além disso, mostrou-se que regides do SNC em que a
barreira hemato-encefalica € mais permeavel, expressam receptores TLR4 e
CD14, da mesma forma como observado nos 6rgaos circunventriculares -
regides encefalicas com alta vascularizagao de capilares fenestrados - o que,
como se disse, permite a passagem de moléculas que de outra forma néo
adentrariam outras areas do cérebro (HERMAN; CULLINAN, 1997; BUTLER;
COTTERILL, 2006; DA SILVA, 2010). Nessas areas, em que a comunicagao do
tecido nervoso com o sistema vascular € mais acessivel, mostrou-se que LPS
promove a transcricdo de genes para citocinas (RIVEST, 2003; CRUZ-
MACHADO, 2010). Em relagdo a funcionalidade dessa produgédo central de
citocinas desencadeada pelo LPS sugere-se que o processo module tanto a
excitabilidade neuronal como os processos de neurodegeneragao e/ou de
neuroprotecao (RIVEST, 2003).

Assim, pela relevancia do tema em avicultura pretende-se caracterizar,

dentro de uma perspectiva neuroimune, as alteracdes comportamentais,
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neuroquimicas, enddocrinas e imunes desencadeadas em frangos de corte pelo
desafio com LPS. Acredita-se que a compreensao da presenca e da patogénese
dos fatores de risco relacionados a imunossupressao seja essencial para o
sucesso da avicultura e para a otimizacado da saude e do bem-estar das aves,
permitindo a utilizacdo de todo o potencial genético e nutricional investido na
criacédo (BROOM, D.M.; MOLENTO, 2004; DAHIYA et al., 2006). Pretende-se,
ainda, caracterizar possiveis efeitos decorrentes do estresse de manejo
representado pela contencdo dos frangos de corte para administragdes
intravenosas de substancias quimicas como, por exemplo, de LPS e posterior
coleta de material; para isto empregou-se a contengdo dos animais para

administragao de NaCl 0,9%.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar dentro de uma perspectiva neuroimune os efeitos da injegao

intravenosa de LPS de Escherichia coli e da contengdo dos animais para

administracao e coleta de materiais para analises laboratoriais sobre parametros

comportamentais, neuroquimicos, enddcrinos e imunes de frangos de corte.

Objetivos Especificos

Avaliar em frangos de corte e sob uma perspectiva neuroimune, os efeitos

da injecao intravenosa de LPS e de NaCl 0,9% estéril sobre:

O comportamento;

A concentragao de monoaminas e de seus metabdlitos no hipotalamo, na
hipofise e na glandula adrenal;

A atividade do eixo HHA e do SNS, quantificando-se os niveis de
corticosterona sérica e o de catecolaminas plasmaticas;

A relacao entre heterdfilos e linfocitos no sangue circulante;

A imunofenotipagem de leucdcitos circulantes e esplénicos;

O perfil de expresséao de citocinas no encéfalo e na glandula adrenal.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Sao Paulo, em estrita conformidade com os principios e diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) como aprovado
pelo Comité de Etica para o uso de animais de experimentacéo (CEUA) desta

faculdade, protocolado sob o numero 7245020217.

Animais

Foram utilizados 120 pintinhos com 1 dia de vida, da linhagem Ross®
obtidos de incubatério comercial. As aves foram alojadas segundo as condi¢des
recomendadas para a espécie durante os primeiros 27 dias de vida. Desta forma,
elas foram alojadas em boxes coletivos em uma densidade de 10 aves/m?. Estes
boxes possuiam, inicialmente um sistema de alimentacgao préprio para pintinhos.
A partir do 7° dia de vida e até o final do experimento cada espaco recebeu dois
alimentadores tubulares convencionais. Agua potavel e racdo foram fornecidas
ad libitum em bebedouros pendulares e comedouros tubulares, respectivamente,
durante todo o experimento.

No 28° dia de vida os frangos de corte foram separados aleatoriamente

em trés grupos experimentais com 40 animais cada, a saber:

Controle (C): Nao receberam qualquer tipo de tratamento;
Salina (S): Tratados, via i.v. com solugéo de NaCl 0,9%;

LPS (L): Tratados, via i.v.com solugcéo de LPS diluido em NaCl 0,9%.
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Farmacos

No 28° dia de vida, os animais do grupo “LPS” receberam 0,2mg/kg de
LPS proveniente de Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma Aldrich Inc., St
Luis MO) diluido em solugédo salina estéril. Esta dose foi escolhida segundo
dados obtidos de literatura (SHINI et al., 2008a)

Os animais do grupo “Salina” receberam no mesmo dia, idéntico volume
(0,2mL/kg) de NaCl 0,9% estéril pela mesma via, de acordo com o protocolo
desenvolvido por Shini e colaboradores (SHINI et al., 2008a).

Os animais do grupo “Controle” ndo receberam qualquer tipo de

tratamento, permanecendo nos boxes sem qualquer tipo de manipulagao.

Procedimentos
Eutanasia e coleta de amostras

Transcorridas 3 horas da administracédo das solucdes de LPS ou de NaCl
0,9%, foi realizada coleta de sangue e logo apds, abateram-se 20 aves de cada
um dos 3 grupos (eutanasia 1). A eutanasia dos frangos foi realizada por meio
de deslocamento cervical, método que concorda com recomendacdes da
Resolugao Normativa do CONCEA. Imediatamente apds a eutanasia, os frangos
foram individualmente necropsiados para coleta das amostras de tecidos, que
foram imediatamente acondicionados e armazenadas de acordo com as
exigéncias de analise a ser realizada.

Este procedimento foi repetido nos 20 animais remanescentes dos 3
grupos, apos 24 horas da administragao das solugdes de LPS ou de NaCl 0,9%
nos (eutanasia 2). A eutanasia foi realizada conforme descrito acima. A Figura 2

ilustra estes procedimentos.
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Figura 2: Representagéo cronolégica do delineamento experimental
ADMINISTRAGAO

DAS
SOLUGOES
ALOJAMENTO T1 T2 T3 ™
I I | ] | | | |
| | | |
ED1 ED27 ED28
Eutanasia 1 Eutanasia 2
(E1) (E2)

Legenda: Representagéo cronoldgica dos procedimentos experimentais. ED1: primeiro dia experimental.
ED27: vigésimo sétimo dia experimental. ED28: vigésimo oitavo dia experimental. E1: primeira eutanasia.
E2: segunda eutanasia. T1: primeira avaliacgdo comportamental. T2: segunda primeira avaliagdo
comportamental. T3: terceira avaliagdo comportamental. T4: quarta avaliagado comportamental.

Delineamento Experimental

Experimento 1: Analise comportamental

A avaliagdo do comportamento dos animais foi realizada conforme
protocolos recomendados pelo Animal Welfare Indicators (AWIN, 2015), Welfare
Quality (QUALITY WELFARE, 2009) e, também, conforme propostas constantes
de trabalhos realizados por Baert e seus colaboradores, adaptados as nossas
condigdes experimentais (BAERT et al., 2005; CALEFI et al., 2016a).

Desta forma, avaliou-se o comportamento das aves dos 3 grupos, por
meio de observagao direta durante os “periodos experimentais”, registrando-se
o comportamento dos animais em sua moradia durante 10 minutos consecutivos

em 04 momentos (periodos experimentais) distintos:
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- T1: 1 hora antes da injegao das solug¢des de LPS ou de NaCl 0,9%;
- T2: 1 hora apés a injegao das solug¢des de LPS ou de NaCl 0,9%;
- T3: 8 horas apds a injegao das solugdes de LPS ou de NaCl 0,9%;

- T4: 24 horas ap06s a injegao das solugdes de LPS ou de NaCl 0,9%.

O comportamento das aves foi avaliado e categorizado conforme os
parametros propostos na Tabela 1; esta tabela apresenta as diferentes

categorias de comportamentos avaliados e a descrigcdo que os caracteriza.

Tabela 1: Descrigao dos comportamentos expressos pelas aves e avaliados no
presente experimento

Comportamento Parametro Descrigao

Comer Frequéncia de alimentacdo Ave posicionada em frente
ao comedouro, ingerindo
alimento.

Beber Frequéncia de ingestdo Ave posicionada em frente

hidrica ao bebedouro, ingerindo

agua.

Deitar Frequéncia de descanso Ave em estado de repouso,

com o peito e a cabeca
sobre a cama.

Parar Frequéncia de parada Ave parada e em estacao,
sem expressar qualquer
outro comportamento.

Andar Frequéncia de locomogdo  Ave caminhando.

Limpar penas Frequéncia de limpeza Ave realizando
autolimpeza ou arrumando
suas penas.

Legenda: Comportamentos observados para quantificagcdo do nivel de bem-estar das aves.

Estes parametros foram escolhidos, uma vez que permitem a
quantificacdo da expressao de comportamentos indicativos do nivel de bem-

estar dos animais, assim como da expressdao do chamado “‘comportamento
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doentio” em aves. Os parametros foram quantificados e comparados de acordo
com o numero de vezes que cada ave de um mesmo grupo realizou um
determinado tipo de comportamento, ou seja, a frequéncia de sua expressao. Os
dados foram expressos como a somatoéria da frequéncia de expressao do
comportamento de todas as aves do grupo, naquele momento.

Para evitar observagdes comportamentais subjetivas e verificar a
adequacgao das definicbes dos comportamentos analisados, trés avaliadores
distintos (todos familiarizados com o comportamento de frangos de corte e cegos
aos tratamentos realizados) analisaram o comportamento das aves, atribuindo
em tabelas, notas a cada comportamento expresso pelos frangos durante estas
janelas de tempo de observagao. Os dados registrados individualmente por eles
foram submetidos a estudos de correlagao para avaliar a acuidade do sistema
de escores atribuido. Como se vera em RESULTADOS, as correlagdes entre os
dados registrados de forma independente por estes 3 pesquisadores foram

positivas. Portanto, os parametros comportamentais medidos foram objetivos.

Experimento 2: Quantificagdo de monoaminas cerebrais e de seus
metabdlitos

Para a quantificagdo das concentracdées de monoaminas, o cérebro das
aves foi removido do cranio imediatamente apds a eutanasia, sendo lavado com
solucao de NaCl 0,9% gelada (4°C) e, imediatamente dissecado sobre placa de
gelo, rodeado por gelo seco para a remogao do hipotalamo. As amostras de
tecido coletadas foram individualmente colocadas em tubos de polipropileno do
tipo “eppendorf’, sendo estocadas em nitrogénio liquido, a -80°C. As

monoaminas dopamina (DA) e os seus respectivos metabdlitos acido
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homovanilico (HVA) e acido 4,4-diidroxifenilacético (DOPAC); serotonina (5-HT)
e seu metabdlito acido 5-hidroindol, 3-acético (5-HAAIA); e, noradrenalina (NOR)
e seu metabdlito acido 3-metdxi-4-hidroximandélico (MHPG) foram quantificadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), com detector
eletroquimico. Os dados foram expressos em ng/g de tecido.

Os resultados obtidos foram, posteriormente, usados para calcular as
relacbes DOPAC+HVA/DA, 5HAAIA/5-HT e MHPG/NOR, empregadas como
indicadores da taxa de renovagao (turnover) de DA, 5-HT e NOR,
respectivamente. O Limite de Detecgdo do método foi de 0,7 ng/g e o de
quantificacdo de 1 ng/g. Os dados foram expressos em ng/g de tecido.

As glandulas adrenais foram dissecadas neste momento, sendo coletadas
sob as mesmas condicdes para quantificacao das concentragcdoes de Adrenalina

e de Noradrenalina.

Experimento 3: Quantificagcao de catecolaminas plasmaticas

Amostras de sangue coletadas da veia braquial das aves foram colocadas
em tubos de polietileno com EDTA 10% e mantidas em gelo moido até a chegada
ao laboratério. Em sequéncia, estas amostras foram centrifugadas a 2.000 g por
15 minutos a 4°C, para obtencdo do plasma. Imediatamente apds a
centrifugacédo, estas amostras foram separadas em aliquotas, que foram
congeladas e armazenadas a -80° C até o momento da realizagdo das
quantificacbes. As monoaminas, adrenalina (A) e noradrenalina (NOR) foram
dosadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), acoplada a um
detector eletroquimico. O Limite de Detecgdo do método foi de 0,7 ng/mL e o de

Quantificagdo de 1 ng/mL. Os dados foram expressos em ng/mL de plasma.
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Experimento 4: Quantificagdo da corticosterona sérica

Amostras de sangue coletadas da veia braquial das aves foram colocadas
em tubos de polietileno e mantidas em gelo moido até a chegada ao laboratério.
Em sequéncia, estas amostras foram centrifugadas a 2.000 g por 15 minutos a
4°C, para obtencdo do soro. Os niveis de corticosterona sérica foram
quantificados por meio de um kit comercial de ELISA (Ensaios Arbor, Michigan,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante, precedidos pelas diluigcdes
padronizadas. A concentracao de corticosterona foi determinada com auxilio de

uma curva padrao expressa em picogramas de corticosterona por mililitro no soro

(pg/mL).

Experimento 5: Determinagao da relagao heteréfilos: linfécitos circulantes
(H/L)

Amostras de sangue coletadas da veia braquial das aves foram colocadas
em tubos de polietileno com EDTA 10% e mantidas em gelo moido até a chegada
ao laboratério. Uma aliquota de 10uL de sangue de cada ave foi utilizada para
preparar um esfregaco que foi, posteriormente, corado com kit comercial de
corante pandtico rapido. A relagao H/L foi obtida por meio da divisdo do numero
de heterdfilos pelo numero de linfocitos, apés contagem diferencial de 100
leucécitos em cada esfregagco, conforme método descrito por Siegel e

colaboradores (SIEGEL; GROSS, 1983; KODAIRA, PEREIRA; SOARES, 2015).

Experimento 6: Imunofenotipagem de leucécitos circulantes e esplénicos
Para a imunofenotipagem dos leucdécitos circulantes, aliquotas de 300uL

de sangue total coletado por pung¢ao da veia braquial foram transferidas para
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tubos de polietileno com EDTA 10% e mantidas em gelo moido até o momento
de chagada ao laboratério. Para a fenotipagem dos leucdcitos esplénicos, os
bacos das aves foram coletados imediatamente apdés a eutanasia, sendo
armazenados em meio RPMI 1640 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) em gelo
moido até a chegada ao laboratério. Em sequéncia, eles foram cortados em
fragmentos de aproximadamente 1 mm?, suavemente triturados com o émbolo
de uma seringa estéril e filtrados por passagem em cell strainer com malha de
0,7um (Becton Dickinson, USA). Os leucécitos viaveis foram contados em
hemocitdbmetro empregando-se o corante azul de tripan para exclusdo das
células mortas.

Amostras com 1 x10° células esplénicas e 25uL de sangue total foram
tratados de forma tal a provocar a lise das hemacias, pela adicao de 5 ml de
solucgdo de lise ACK (Thermo Fisher Scientific, USA) durante 5 segundos a 37°C.
Foram realizadas marcacgdes simples empregando-se anticorpos diluidos em 1
a 3 ug em 100 uL de PBS. Empregaram-se marcadores para identificacdo das
subpopulag¢des de macréfagos utilizando-se o marcador M@/Mondcito (Southern
Biotech, Birmingham, AL, USA) especifico para macrofagos de Gallus gallus
domesticus, e o0 marcador da proteina de superficie MHC-II (Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA). Subpopulagdes de linfécitos B e T foram identificadas
empregando-se os marcadores Bul1, CD8 e CD4, respectivamente, € em
associagao ao marcador de leucécitos CD45 (Southern Biotech, Birmingham,
AL, USA).

As amostras contendo as células e os anticorpos foram mantidas em
ambiente escuro e a 4°C durante 45 minutos. Apds o periodo de incubacéo, elas

foram lavadas com 2 mL de PBS e centrifugadas a 400 g por 8 minutos. Realizou-
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se, entdo, a marcacao multipla. A aquisicdo dos eventos foi feita em um
equipamento BD FACSCalibur (BD Biosciences CA, EUA). O equipamento esta
equipado com um laser azul 488 nm, que permite a deteccao de trés cores (filtros
de banda 530/30, 575/26 e 650LP), e um laser de635 nm, vermelho que permite
uma detecgao de uma cor (filtro 670LP). Foi adquirido um total de 10.000 eventos
de cada amostra. A titulacdo de todos os anticorpos foi realizada antes do
experimento para determinacdo das concentragdes 6timas de coloragdo. Um
painel multicolor foi produzido utilizando-se os controles de fluorescéncia —
menos um (FMO), e os controles de isotipo para cada fluoréforo. A analise dos
dados obtidos foi realizada empregando-se o software FlowdJo v10.0.7 (FlowJo,

OR, EUA).

Experimento 7: Determinagdao do perfil de expressao de citocinas e de
genes de ativagao imediata no encéfalo das aves

Apo6s eutanasia, o cérebro das aves foi dissecado para coleta do
hipotalamo e da hipdéfise e de uma glandula adrenal como descrito acima. Os
tecidos removidos foram acondicionados em solugdo de RNA /ater (Ambion,
USA) e mantidos em temperatura ambiente por 24 horas sendo, posteriormente,
armazenadas a -80° C até o memento de seu processamento.

O RNA total foi extraido pelo método organico, com auxilio do reagente
Trizol (Invitrogem Canada Inc. Burlington, Ont., Canada), conforme método
previamente estabelecido em nossos laboratérios (CALEFI, 2016). Em
sequéncia, o RNA foi processado para obtengao do cDNA, utilizando-se para
tanto um kit comercial de transcricdo reversa, conforme instrugoes do fabricante

(iScript, Biorad, USA).
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A quantificacdo da expressao relativa das citocinas representadas na
Tabela 1, foi realizada por meio de técnica de PCR em tempo real. As amostras
foram processadas para obtengdo do cDNA (1:10 em agua tratada com DEPC)
sendo quantificadas com auxilio do equipamento QuantStudio 5 (Thermo Fisher
Scientific, Walthran, MA, USA).

De forma breve, as condigdes de amplificacdo empregadas foram: pré-
incubacéao por 10 min a 94° C, seguido de 60 ciclos de 95°C por 10 s; 54° a 64°C
para anelamento por 5 s e aquisi¢ao e elongagao a 72°C por 10 s. A analise da
curva de melting foi realizada em trés etapas: 95°C por 10 s, resfriamento até
55° C por 1 min e aquecimento a 97° C. A média geométrica de dois genes
controles endogenos (genes da B-actina e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
[GAPDH]) foi utilizada para analisar a expressao relativa de cada gene. Foi
empregado o ciclo limiar relativo (Ct) para determinacao da expressao do gene
alvo em relagao ao controle (calibrador). Para cada amostra, a média do Ct do
gene alvo foi normalizada utilizando-se a formula ACt = Cr gene alvo — CTmedia GAPDH
e p-actina. Para a determinacgao dos niveis de expressao relativa, a seguinte formula
foi usada: AACt= ACr(amostra) - ACT (calibrador); €5S€ Valor foi também empregado para

o célculo da expresséo relativa, utilizando-se a expressdo 2-24Ct,
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Tabela 2: Sequéncias de primers a serem utilizados para avaliagao da expressao
de citocinas.

Gene alvo Senso Anti-senso

IFN-alfa 5-ATCCTGCTGCTCACGCTCCTTCT-3' 5-GGTGTTGCTGGTGTCCAGGATG-3'
IFN-gamma | 5-ACACTGACAAGTCAAAGCCGCACA-3' 5-AGTCGTTCATCGGGAGCTTGGC-3'
IL-1beta 5-GTGAGGCTCAACATTGCGCTGTA-3' 5-TGTCCAGGCGGTAGAAGATGAAG-3'
IL-2 5-TGCAGTGTTACCTGGGAGAAGTGGT-3' | 5-ACTTCCGGTGTGATTTAGACCCGT-3'
IL-10 5-AGCAGATCAAGGAGACGTTC-3' 5-ATCAGCAGGTACTCCTCGAT-3'

IL-12 5-CTGAAGGTGCAGAAGCAGAG-3' 5-CCAGCTCTGCCTTGTAGGTT-3'
EGR-1 5-ACTTCATCATCGCCATCCTC-3' 5-TGGAATTGGGAAATGTTGGT-3'

c-fos 5-AGCTGGAGGAGGAGAAGTCC-3' 5-TCGACCTCCTCCTCTTCAGG-3'
Beta-actina 5-CAACACAGTGCTGTCTGGTGGTA-3' 5-ATCGTACTCCTGCTTGCTGATCC-3'
GAPDH 5-GGTGGTGCTAAGCGTGTTAT-3' 5-ACCTCTGTCATCTCTCCACA-3'

Legenda: Primers utilizados para avaliagdo da expresséao relativa de citocinas e quimiocinas pela técnica de
PCR em tempo real (CALEFI, 2016).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados em um primeiro momento para
verificagcao de serem eles paramétricos ou néo, por meio do teste de Bartlet. Em
sendo paramétricos, foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste
de Bonferroni para verificagdo dos contrastes. Sendo nao-paramétricos foram
avaliados por meio do teste de Kruskall-Whallis seguido pelo teste de Dunnet.
As anadlises estatisticas foram realizadas empregando-se o software
GraphPadPrism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA). Todos

os dados obtidos foram avaliados e comparados entre si. As diferencas

estatisticas foram consideradas significantes para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Experimento 1: Avaliagao comportamental

Os resultados das avaliagdbes das frequéncias de expressao
comportamental das aves, feitas por 3 pesquisadores independentes e com
experiéncia no manejo de aves comerciais, empregando como referéncia o
descrito na Tabela 1 apresentaram forte correlagdo positiva entre si (Teste de
correlagado de Pearsons: r = 0.929; p<0,0001). Desta forma e de relevancia,
mostra-se que o critério de escores atribuidos aos diferentes comportamentos
na Tabela 1 foi objetivo, sendo replicavel.

Os dados comportamentais obtidos foram paramétricos. Desta forma, a
Tabela 3 mostra e a Figura 3 ilustra as médias e os desvios-padrao da somatéria
das frequéncias atribuidas a cada parametro comportamental avaliado.

Analise estatistica dos dados relativos a frequéncia de alimentacado dos
animais (Figura 3A) mostrou diferengas significantes entre os grupos. Em
especial, observou-se reducao significante na frequéncia de ingestdo de ragéo
nas trés observacdes realizadas apds a administracdo de LPS e de salina,
quando comparados aos animais do grupo controle (Fs13=1,86; p<0,05). No
entanto, deve destacar-se que nao se observaram diferengas significantes entre
os dados dos grupos LPS e salina.

Os dados de frequéncia de ingestao hidrica (Figura 3B) foram peculiares.
Curiosamente, as aves do grupo “controle” apresentaram frequéncia de ingestao
hidrica minima nos periodos experimentais T2 e T3, o que tornou dificil a
verificagado do efeito do LPS nestes momentos, pois também as aves deste grupo

deixaram de ingerir liquido nestes momentos. No periodo T2, a frequéncia de



52

ingestao hidrica foi maior nas aves do grupo “salina”. No periodo de observagao
T4 as aves dos grupos “LPS” e “salina” apresentaram consumo menor que
aquelas do grupo “controle” (Fs18=9,64; p<0,05); porém, nenhuma diferenca
significante foi observada entre os dados destes dois grupos.

Quanto a atividade motora dos animais, a ANOVA de duas vias para
medidas repetidas mostrou um aumento significante na frequéncia de descanso
(Fe,18=3,41; p<0,05) nos animais que receberam LPS em comparacdo aos
animais do grupo “controle” (Figura 3C). Este aumento foi acompanhado por uma
diminuicdo na frequéncia de locomogdo das aves (Figura 3E) (Fs,18=12,89;
p<0,001); a frequéncia de parado também foi menor nas aves do grupo LPS
(Figura 2D) (Fs,18=5,21 ; p<0,05), o que significa que os animais deste grupo
apresentaram reducdao de sua movimentagdo, mas nao permaneceram
totalmente parados. Finalmente, as aves do grupo LPS ndo apresentaram
comportamento de limpeza nos momentos T2, T3 e T4; a pequena expressao
deste comportamento, no entanto, impediu a observagcdo de diferencas
significantes entre os grupos.

Os dados de frequéncia de limpeza (Figura 3F) mostraram que os animais
do grupo LPS n&o expressaram este comportamento nos periodos T2, T3 e T4,
ao contrario das aves dos outros grupos que o expressaram nos momentos T3
e T4 de observacdo. Mais especificamente, observamos que a frequéncia de
limpeza das aves do grupo salina foi estatisticamente maior que aquela medida

nas aves do grupo LPS no periodo T3 (Fs,18=3,90; p<0,05).
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Tabela 3: Avaliagdo comportamental de aves tratadas ou ndo com LPS de E. coli (0127:B8) ou NaCl 0,9%.

T1 T2 T3 T4

COMPORTAMENTO Controle Salina LPS Controle  Salina LPS Controle Salina LPS Controle Salina LPS

Frequéncia de alimentagdo 250,47 2246,13 24+1,25 9+1,25  0+0®  0+0° 70,82 0+0® 0+0P 12+2,16 510,472 4+1,25P
Frequéncia de ingestao

hidrica 4+0,94 340,82 240,94 010,47 340,823 040° 0+0 240,47 0+0® 742,45 1+02 540,472
Frequéncia de descanso 16+5,75 10+0,47 17+2,49 8+2,16  5%1,25 10+0 310,47 741,25 1010 51,25 8+2,94 9+0,94
Frequéncia de parada 211,63 611,41 6%1,25 4+0,5 3+1,63 140,822 140,47 240,47 010 241,25 0+0 0+0

Frequéncia de locomogao 6+1,41 7+1,7 11+0,82 3#0,82 3+1,25 0+03 2+0,47 240,47 00 4+0,94 0+02 240,47

Frequéncia de limpeza 310,82 4+1,25 440,94 0+0,47 0+0 0+0 140,47 340,47 0£0,94° 0+0 1+0,47 0+0

Legenda: Frequéncias de expressdo comportamental em aves que receberam por via intravenosa solugéo salina (Salina), 0,2mg/kg de LPS (LPS) ou nenhuma injecéo (Controle).
Sao apresentadas as médias e os desvios padrdo para cada grupo de animais em cada uma das 4 avaliagbes: T1= 1hora antes da inje¢cdo; T2= 1 hora apds a injecao; T3= 8
horas apds a injecao; T4= 24 horas apos a inje¢éo. a= diferente em relagéo ao grupo controle T1 com p< 0,05; b=diferente em relagdo ao grupo salina T1 com p< 0,05 (ANOVA
de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).
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Figura 3: Efeitos da administracdo intravenosa de solugdo salina ou de LPS no
comportamento de frangos de corte
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Legenda: Frequéncias de expressao comportamental em aves que receberam por via intravenosa solugéo salina
(Salina), 0,2mg/kg de LPS (LPS) ou nenhuma inje¢cdo (Controle). S&o apresentadas as médias e os desvios
padréo para cada grupo de animais em cada uma das 4 avaliagdes: T1= 1hora antes da inje¢do; T2= 1 hora apds
a injecao; T3= 8 horas apos a injecado; T4= 24 horas apos a injecdo. a= diferente em relagao ao grupo controle
T1 com p< 0,05; b= diferente em relagéo ao grupo salina T1 com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni).
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Experimento 2: Quantificagdo das monoaminas cerebrais e de seus

metabolitos

Os niveis de monoaminas cerebrais e de seus metabdlitos, expressos em ng/g
de tecido, e as respectivas relacdes de turnover sao representados nas Tabelas 4, 5
e 6. Os dados obtidos foram paramétricos.

A Tabela 4 mostra as médias e desvios-padrao das concentracdes
hipotalamicas de dopamina (DA), &acido homovanilico (HVA) e acido 4,4-

diidroxifenilacético (DOPAC).

Tabela 4: Efeitos da administracdo intravenosa de solucdo salina ou LPS nos niveis
de dopamina e de seus metabdlitos no hipotalamo de frangos de corte

CONTROLE SALINA LPS

Eutanasia 1 33998 + 1298 5131 £1273 4228 £1670

DA Eutanasia 2 5095 * 1294 4164 £ 1174 6331 £ 1273

Eutanasia 1 5683 * 2980 3582+ 2222  8254+1871°

HVA Eutanasia 2 5095+ 1294 4648 + 830 4843 + 1425

Eutanasia 1 1070+ 681 2069+ 823 3754+2595

DOPAC  Eutanasia 2 2134+ 879,8 1592 + 415,1  8023167522P

Legenda: Concentracdo de Dopamina e seus metabdlitos no hipotalamo das aves. Dados apresentados em (ng/g
de tecido). a= diferente em relagao ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com
p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Figura 4 representa graficamente as concentragdes desta monoamina e de
seu turnover no hipotalamo. Observa-se um aumento estaticamente significante na
concentracdo de dopamina nos animais que receberam LPS, em comparacido aos

animais que receberam solucdo salina 24 horas apds estes procedimentos
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(F2,15=2,97; p<0,05), (Figura 4 A). Ao comparar as concentragcées de HVA e DOPAC
nos animais que receberam LPS com os dados dos outros dois grupos, observa-se
um aumento significante na concentragdo de HVA 3 horas apds a administragao das
solugdes (F2,15=2.47; p<0,05),(Figura 4 B) e um aumento mais tardio (24 horas apos
a injecédo das solugdes) na concentragao de DOPAC (F2,15= 3,33; p<0,05),(Figura 3
C). Estas alteragdes nas concentragdes hipotalamicas destes metabdlitos resultaram,
muito provavelmente, de um aumento estatisticamente significante do turnover de
dopamina nos animais que receberam LPS em relagdo aos animais dos outros dois

grupos (Figura 4 D).

Figura 4: Efeitos da administracao intravenosa de solugao salina ou LPS nos niveis
de dopamina e seus metabdlitos no hipotalamo de frangos de corte.
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Legenda: Concentragdo de dopamina e seus metabodlitos no hipotalamo das aves. DA= dopamina, HVA =acido
homovanilico e DOPAC = &cido 4,4-diidroxifenilacético. a= diferente em relagdo ao grupo controle com p< 0,05;
b= diferente em relagéo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do
teste de Bonferroni).
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A Tabela 5 mostra as médias e os desvios padrdo das concentragdes de
serotonina (5-HT) e de seu metabdlito acido 5-hidroindol, 3-acético (5HAAIA) no

hipotalamo das aves. Os dados sao apresentados em ng/g de tecido.

Tabela 5: Efeitos da administracao intravenosa de LPS ou de solugao salina nos niveis
de serotonina e de seu metabdlito acido 5-hidroindol, 3-acético no hipotalamo de
frangos de corte.

CONTROLE SALINA LPS

5-HT Eutanasia 1 12.221 +4.888 34.580 + 14.6552 37.891 + 14.400°

Eutanasia 2 30417 £ 19535 29584 + 6331 24396 * 7396

S5HAAIA  Eutanasia 1 13344 + 3370 19785 + 5478 19938 + 3619

Eutanasia 2 21037 + 7637 19990 + 1891 19636 + 7586

Legenda: Concentragéo de Serotonina e seu metabdlito no hipotalamo das aves. a= diferente em relagéo ao grupo
controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Figura 5 representa graficamente as concentragdes desta monoamina e de
seu metabolito, bem como do seu turnover. Observa-se um aumento estatisticamente
significante nos niveis de serotonina 3 horas apos a injegao das solugdes (E1), tanto
nos animais que receberam solugao salina quanto naqueles que receberam LPS, em
comparagao com os animais do grupo controle (F2,15= 4,65; p<0,05), (Figura 5 A).
Observa-se, também, um aumento significante do turnover deste neurotransmissor no
hipotalamo das aves que receberam LPS e salina (F2,15=1,32; p<0,05) (Figura 4 C);
os niveis do metabdlito 5SHAAIA, no entanto, mantiveram-se praticamente constantes
(Figura 5 B), o que pode indicar reducgao da liberagdo do neurotransmissor pela fibra

pré-sinaptica.
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Figura 5: Efeitos da administragao intravenosa de LPS ou de solugéo salina nos niveis
de serotonina e seu metabdlito no hipotalamo de frangos de corte.
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Legenda: Concentragéo de Serotonina e seu metabdlito no hipotalamo das aves. a= diferente em relagéo ao grupo
controle com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Tabela 6 mostra as médias e os desvios padrdo das concentragdes de

noradrenalina (NOR) e de seu metabdlito 3-metdxi-4-hidroximandélico (MHPG) no

hipotalamo dos frangos. Os dados sédo apresentados em ng/g de tecido
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Tabela 6: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugao salina nos niveis
de noradrenalina e de seu metabdlito MHPG no hipotalamo de frangos de corte

CONTROLE SALINA LPS

NOR Eutanasia 1 22504 £ 7715 45942 + 9888 24911 £ 6273"

Eutanasia 2 30043 + 11754 35232 + 4593 34652 + 7918

MHPG Eutanasia 1 4232 + 4157 5387 + 3485 5701 £ 1088

Eutanasia 2 3372 + 1836 3381 + 1327 13123 + 13894 2P

Legenda: Concentragdo de noradrenalina (NOR) a e seu metabdlito MHPG no hipotalamo das aves. a= diferente em
relagdo ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relacdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Figura 6 representa graficamente as concentragbes de noradrenalina e de
seu metabdlito assim como o turnover deste neurotransmissor no hipotalamo das
aves. Observa-se um aumento significante dos niveis de noradrenalina nos animais
que receberam solugao salina apds na primeira eutanasia (E1: 3 horas apds a injegéao
das solugdes) em comparagdo com os animais dos grupos controle e LPS (F2,15=6,29;
p<0,05) (Figura 6 A).

Apods a segunda eutanasia (realizada 24 horas apos a injecdo das solugdes)
observou-se um aumento na concentracido de MHPG nos animais que receberam LPS
quando comparados aos dos outros dois grupos (Figura 6 B); este aumento nao se
traduziu por alteragao significante do turnover de noradrenalina (Figura 6 C). Apesar
de ndo se ter observado diferenga estatisticamente significante entre os dados,
observando-se o turnover da noradrenalina com mais acuidade, pode-se notar uma
importante tendéncia de diminuigcdo neste indicador de atividade neuronal 3 horas

apos a injegao de LPS (Figura 6 C).
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Figura 6:Efeitos da administragao intravenosa LPS ou de solugao salina nos niveis de
noradrenalina e seu metabdlito no hipotalamo de frangos de corte.
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Legenda: Concentragcdo de noradrenalina e seu metabdlito no hipotdlamo das aves. a= diferente em relagéo ao
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

Quantificacdo de catecolaminas na glandula adrenal

Os dados obtidos foram paramétricos. A Tabela 7 mostra as médias e desvios
padrdo das concentragdes de noradrenalina (NOR) e de adrenalina (ADR) nas
glandulas adrenais das aves dos diferentes grupos. Os dados sao apresentados em

ng/g tecido.
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Tabela 7: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solucido salina na
concentragcao de catecolaminas na glandula adrenal de frangos de corte

CONTROLE

SALINA

LPS

NOR Eutanasia 1

Eutanasia 2

5508,50 + 1651,46

5781,60 + 2284,62

6426,15 + 2332,69

5868,33 + 1964,48

7047,71 + 4891,80

4794,66 + 1296,49

ADR Eutanasia 1

Eutanasia 2

5834,91+ 637,07

4490,46 + 852,86

4466,28 + 315,64

5209,30 + 483,42

4821,65 + 402,02

3022,25+ 689,27

Legenda: Concentragao catecolaminas na adrenal das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni, considerando diferengas estatisticas significantes

para p<0,05.

A figura 7 representa graficamente os resultados apresentados na tabela 7. Nao

foram observadas diferengcas estatisticas significantes entre os niveis de

catecolaminas na glandula adrenal das aves, em quaisquer dos momentos avaliados.

Figura 7: Efeitos da administragao intravenosa de solugéo salina ou LPS nos niveis
de catecolaminas da glandula adrenal de frangos de corte
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Legenda: Concentragdo catecolaminas na glandula adrenal das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni, considerando diferengas estatisticas

significantes para p<0,05.
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Experimento 3: Quantificagdo de catecolaminas plasmaticas

Os dados obtidos foram paramétricos. A Tabela 8 mostra as médias e desvios
padrdo das concentragcdes plasmaticas de noradrenalina (NOR) e adrenalina (ADR)
circulantes nos animais dos diferentes grupos nos dois momentos em que foi realizada

a coleta de sangue (E1 e E2). Os dados sao apresentados em ng/ml de plasma.

Tabela 8: Efeitos da administracao intravenosa de LPS ou solug¢ado salina nos niveis
plasmaticos de noradrenalina de adrenalina em frangos de corte

CONTROLE SALINA LPS
NOR Eutanasia 1 17 +7,15 23,28 + 12,81 24,07 + 8,63
Eutanasia 2 9+3,05 19,12 + 9,18 5,9 +2,53
ADR Eutanasia 1 18,57 + 4,88 6,94 +2,17 59,10 + 18,09 2P
Eutanasia 2 6,94 +2,17 14,66 + 14,45 11,15+ 5,48

Legenda: Concentracédo catecolaminas no plasma das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina. a= diferente
em relagao ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagao ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Figura 8 representa graficamente os resultados apresentados na tabela 8.
Observa-se um aumento estatisticamente significante na concentragao de adrenalina
circulante nos animais que receberam LPS em comparagdo com os animais dos

outros dois grupos, 3 horas apds a administragcdo das solugdes (F2,15=22.54; p<0,05).
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Figura 8: Efeitos da administragao intravenosa de LPS ou de solugao salina ou nos
niveis plasmaticos de catecolaminas em frangos de corte
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Legenda: Concentragcdo de noradrenalina e adrenalina circulantes nas aves. a= diferente em relagdo ao grupo

controle com p< 0,05; b= diferente em relagéo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni).

Experimento 4: Quantificagdo da Corticosterona Sérica

Os dados obtidos foram paramétricos. A Tabela 9 mostra as médias e desvios
padrao das concentragdes de corticosterona no sangue periférico das aves. Os dados

sdo apresentados em ng/ml de sangue.

Tabela 9: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugao salina nos niveis
séricos de corticosterona em frangos de corte

CONTROLE SALINA LPS
Eutanasia 1 17,76+2,81 15,48+1,90 23,27+8,44
Eutanasia 2 24,56+7,47 24,66+ 2,12 41,81+15,55?

Legenda: Concentragao corticosterona no sangue das aves. a= diferente em relagcdo ao grupo

controle com p< 0,05; (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de
Bonferroni).

A Figura 9 representa graficamente os resultados apresentados na tabela 9.
Observa-se um aumento estatisticamente significante na concentracédo de

corticosterona circulante nos animais que receberam LPS em comparagdo com o0s
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animais dos outros dois grupos decorridas 24 horas da administragdo (F2,15= 0,98;

p<0,05).

Figura 9: Efeitos da administragao intravenosa de LPS ou de solugéo salina nos niveis
plasmaticos de corticosterona em frangos de corte.
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Legenda: Concentragéo de corticosterona sérica nas aves. a= diferente em relagao ao grupo controle e salinacom
p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

Experimento 5: Determinagao da relagao heteréfilos: linfécitos circulantes

(HIL).

Os dados obtidos foram paramétricos. Os valores das médias e dos desvios
padrao obtidos a partir do calculo da relacédo entre o numero de heterofilos e o numero
de linfocitos no sangue periférico das aves dos diferentes grupos sdo apresentados

na Tabela 10.
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Tabela 10: Efeitos da administracao intravenosa de LPS ou de solucido salina na
relacao heterdfilo/linfécito no sangue periférico das aves

CONTROLE SALINA LPS
HT/LT Eutanasia 1 2,75 +1,39 6,19+247° 4,36 + 0,74°
Eutanasia 2 1,18 + 0,22 0,64 + 0,35 0,79+0,14

Legenda: Relagao heterdfilos / linfécitos no sangue periférico de frangos de corte. a= diferente em relagao ao grupo
controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A Figura 10 representa graficamente os resultados apresentados na tabela 10.
Observa-se um aumento significante na relagdo entre os heterdfilos/linfocitos no
sangue periférico dos animais que receberam solugéo salina em relagao aos animais
dos outros dois grupos, 3 horas apds a administragao (F 2, 15 = 8,86; p<0,05). Embora
se tenha observado um aumento desta relagcdo nos animais do grupo LPS, este

aumento nao foi significante.

Figura 10: Efeitos da administracédo intravenosa de LPS ou de solugao salina na
relacao heterdfilo/linfécito no sangue periférico das aves.
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Legenda: Relagao heterdfilos / linfocitos no sangue periférico de frangos de corte. a= diferente em relagdo ao grupo
controle com p< 0,05; b= diferente em relagéo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni).



66

E interessante notar também que houve uma marcante diminuicdo desta
relacdo nas aves de todos os grupos no segundo dia de eutanasia e, em especial
naquelas dos grupos NaCl 0,9% e LPS, o que decorreu, muito provavelmente, em
decorréncia de uma redugao geral da contagem de leucdcitos no sangue periférico

das aves 24 horas ap6s a administracao das solucdes.

Experimento 6: Imunofenotipagem de leucécitos circulantes e esplénicos

As figuras 11 a 15 apresentam as porcentagens de células marcadas
positivamente para o marcador especifico da superficie de leucdcitos, o receptor
CD45. Apos a identificagdo desta marcagao inicial, foram selecionadas
subpopulagdes especificas de leucdcitos que foram concomitantemente positivos para
outros marcadores de superficie especificos para cada tipo celular de interesse, tanto
para os leucdcitos circulantes no sangue periférico, quanto para aqueles que se
encontravam no bago das aves no momento das eutanasias.

A figura 11 mostra que decorridas 24 horas da administracdo das solugoes,
observou-se uma redugao estatisticamente significante na porcentagem de linfocitos
B esplénicos nas aves tratadas com LPS em comparagdo com aquelas dos grupos
controle e salina (F2, 15 = 2,79;p<0,05); entretanto esta reducdo ndo se traduziu
diretamente por aumento da porcentagem destas células no sangue periférico dos

animais.
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Figura 11: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugao salina na

porcentagem de linfécitos em frangos de corte.
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Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfécitos B (Bu-1). a= diferente em relagdo ao
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com

medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

Para avaliacdo dos linfécitos T, foram utilizados os marcadores: CD4

(caracteristico dos linfocitos Theper); € CD8 (caracteristico dos linfécitos T citotoxicos). A

populagao de linfécitos T duplamente positiva esta representada na Figura 12.
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Figura 12: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugao salina na
porcentagem de linfécito T duplamente positivos em frangos de corte
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Legenda: Porcentagem de células positivas para os marcadores de linfocitos TCD4 e TCD8:a= diferente em relagao
ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagdo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

No bago das aves a porcentagem de células T marcadas positivamente para
os dois marcadores aumentou significantemente nos animais que receberam LPS,
tanto 3 quanto 24 horas apds a exposi¢ao (F 2, 15 = 2,36; p<0,05). No primeiro
momento, esta diferenca foi observada apenas em relagdo aos animais do grupo
controle; no entanto, 24 horas apés a administracao das solugdes, observou-se
também um aumento desta populagdo em relagéo as aves do grupo salina.

Quando avaliamos a populagao de linfocitos Theiper (CD4*/CD8"), representada
na Figura 13, observamos que decorridas 24 horas da manipulagéo das aves observa-
se uma reducgao significante da porcentagem destas células no bago dos animais dos
grupos salina e LPS em relagéo as aves do grupo controle (F 2, 15 = 3,41; p<0,05). No
mesmo momento observamos um aumento destas células no sangue periférico

apenas nas aves que foram expostas a endotoxina, isto €, do grupo LPS.
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Figura 13: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugdo salina na
porcentagem de linfécito T CD4 positivos em frangos de corte
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Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfocitos TCD4. a= diferente em relacéo ao
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagéo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com

medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

Como ilustrado pela figura 14, ao avaliarmos a populagcédo dos linfécitos T

citotoxicos (CD4/CD8"), observamos uma redugéo significante desta populagdo no

baco das aves que receberam LPS em comparagao aquelas dos grupos controle e

salina (F2, 15 = 2,62, p<0,005). Entretanto essa redugédo nado se traduziu em aumento

da porcentagem destas células no sangue periférico das aves.
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Figura 14: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugdo salina na
porcentagem de linfécito TCD8 em frangos de corte
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Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfocitos TCD8. de frangos de corte. a=
diferente em relagéo ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagao ao grupo salina com p< 0,05
(ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

A figura 15 mostra o comportamento dos macréfagos apds a administragcéo de

solucao salina ou de LPS nas aves.
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Figura 15: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugao salina na
porcentagem de macrofagos em frangos de corte
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Legenda: Porcentagem de células positivas para os marcadores de macréfagos e mondcitos. a= diferente
em relagéo ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relagéo ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA
de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

No momento da segunda eutanasia (E2) observou-se uma reducédo na
porcentagem de macrofagos no bago das aves que receberam LPS em relagdo aos
animais do grupo controle, e uma tendéncia de aumento destas células na circulagéao

das aves que receberam LPS, em comparagao aquelas do grupo controle (F 2, 15 =

6,6; p<0,05).

Experimento 7: Determinagcao do perfil de expressdo de citocinas e de

genes de ativagao imediata no encéfalo das aves

O perfil de expressao de citocinas e dos genes de ativagdo imediata c-Fos e
EGR1 no hipotalamo, na hipéfise e na glandula adrenal das aves foi avaliado pela
técnica de PCR em tempo real (QPCR), seguida pelo método de quantificagéo relativa
delta-delta CT (224€). Inicialmente foi proposta a avaliagdo de 8 diferentes produtos

nos 3 tecidos de interesse, entretanto em nenhum dos tecidos foi possivel observar
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quantidades detectaveis de IL-10 ou de INF-gamma, motivo pelo qual ndo seréao
apresentados dados referentes a expressao destas citocinas.

Nos trés tecidos foram observados padrdes diferentes de expressao de cada
produto: no hipotalamo foi possivel detectar a expressao de IL-1, IL-12, INF-alfa, c-
Fos e EGR1. Na hipdfise e na glandula adrenal detectamos IL-1, IL-2, INF-alfa e c-
Fos. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significantes na média da
expressao de nenhum dos genes avaliados, em nenhum dos tecidos (ANOVA de uma
via, seguida do teste de Tukey: F 2,3)=1; p>0,05).

A figura 16 mostra a expressao relativa das citocinas IL-1, IL-12 e INF-alfa, e
dos genes c-Fos e EGR-1 no hipotalamo das aves, decorridas 3 e 24 horas apos a
administracao de solugao salina ou LPS nas aves.

A expressao hipotalamica de IL-1 (Figura 16 A) foi detectada apenas nos
animais que receberam LPS, e apenas 24 horas ap6s a administracao das solucdes
(E2). Apesar da n&o ocorréncia de diferencgas significantes entre os grupos pode-se
observar uma importante tendéncia de aumento da expressao de IL-1 no hipotalamo
destas aves do grupo tratado com LPS em relagdo aquelas dos outros grupos neste
momento (E2).

No momento da primeira eutanasia (E1), observamos uma tendéncia de
aumento da expressao de IL-12 nos animais que receberam LPS, em comparacao
com aqueles dos demais grupos (Figura 16 B). De forma semelhante, a expressao de
EGR1-1 (Figura 16 E) também parece ter sido maior nas aves que receberam LPS 3
horas apds a exposi¢ao aos estimulos, ndo sendo mais detectada esta atividade em
E2. O LPS né&o produziu alteragbes na expressdo de INF-alfa e de c-Fos no

hipotalamo.
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Figura 16: Efeitos da administracao intravenosa de LPS ou de solugdo salina sobre a
expressao génica hipotalamica das aves
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Legenda: Expresséo relativa de citocinas e genes de ativagdo imediata no hipotalamo de frangos de corte.

A Figura 16 mostra, ainda, que administragcdo da solugdo salina alterou a

expressao génica de INF-alfa (Figura 16 C) e de c-Fos (Figura 16 D), no momento da

segunda eutanasia (E2).
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A figura 17 apresenta graficamente a expressao relativa das citocinas IL-1, IL-
2 e INF-alfa, e do gene c-Fos na hipdfise das aves. Ndo foram detectados niveis

significantes de expresséao de IL-10, IL-12, INF-gamma ou de EGR1.

Figura 17: Efeitos da administracdo intravenosa de LPS ou de solugdo salina na
expressao génica hipofisaria das aves
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Legenda: Expresséo relativa de citocinas e genes de ativagéo imediata na hipofise de frangos de corte.

Na hipéfise observou-se uma tendéncia de aumento na expressao dos genes
IL-1, IL-2, INF-alfa e do c-Fos apenas em E1. No entanto, ndo se observou expressao
significativa dos genes avaliados em E2. Desta forma, a administracdo de LPS
aumentou a expressao de IL-1, IL-2 e INF-alfa. Observa-se, ainda que a administracao
de solugéo salina produziu aumento na expressao de IL-2, INF-alfa e do gene c-Fos

na hipofise das aves.
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A figura 18 mostra a expressao relativa das citocinas IL-1, IL-2 e INF-alfa, e do
gene c-Fos na glandula adrenal das aves, 3 e 24 horas apds a administracdo de
solucao salina ou de LPS nas aves.

Observa-se que a administracdo de LPS produziu uma importante tendéncia
de aumento da expressao de IL-1 em E2 na adrenal. A inje¢cao da endotoxina
aumentou, também, a expressao do gene c-Fos na adrenal das aves em comparagao
com aquelas do grupo controle, tanto em E1 quanto em E2. Saliente-se que nao foi

possivel detectar a expressao destes produtos na adrenal as aves nao manipuladas.
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Figura 18: Efeitos da administracao intravenosa de LPS ou de solugdo salina sobre a

expressao génica na glandula adrenal das aves
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Legenda: Expresséo relativa de citocinas e genes de ativagdo imediata na glandula adrenal de frangos de corte.

Observou-se, na adrenal, que a administragao de solugao salina produziu uma

tendéncia de aumento, da expressao de IL-2 e de c-Fos em E1 em comparacao as

aves dos outros 2 grupos. O manejo das aves para administragcdo de NaCl 0,9%

promoveu, também, um importante aumento na expressao do c-Fos em relacédo as

aves dos outros grupos, 3 horas apds a manipulagao (E1). A expressao de INF-alfa

na adrenal foi muito semelhante entre as aves do grupo controle e do grupo LPS nos

dois momentos avaliados.
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5 DISCUSSAO

A injecao sistémica de LPS é uma ferramenta experimental que tem sido muito
utilizada no estudo das relagdes bidirecionais entre os sistemas nervoso e imune, ou
seja, em neuroimunomodulagado (DUNN, 2009). De fato, o LPS estimula macréfagos
residentes a produzir, entre outras moléculas IL-1 e TNF-a que, caindo na circulacéo,
modificam a atividade do SNC. O modo pelo qual ocorre esta acdo tem sido muito
discutido; ocorreria por estimulagdo de aferéncias vagais (Figura 1), por travessar a
barreira cérebro-sangue nos locais em que ela € permeavel ou, ainda, por induzir
modificacdes na expressao de interleucinas no SNC que, por sua vez, seriam
responsaveis pelos efeitos finais (ALVES; PALERMO-NETO, 2007). De qualquer
forma, as modificacbes centrais produzidas pela liberagdo de citocinas na periferia
resultam na ativagao de diversas regides do SNC, incluindo-se aqui o hipotalamo e
muito especialmente os nucleos hipotalamicos responsaveis pelas atividades do SNS
e do eixo HPA; modulam, assim, tanto a liberacdo hormonal como a de catecolaminas
e as respostas comportamentais dos animais (DANTZER et al., 2008). Atuariam,
portanto, da mesma forma que os estressores fisicos como, por exemplo, contencao
fisica, frio ou calor intensos, ruidos, natacio forcada, medo condicionado, etc.

Muitos autores analisaram as alteragcdes comportamentais, neuroquimicas,
enddcrinas ou imunes induzidas pelo LPS em animais de laboratério. Poucos o
fizeram em aves. Menor ainda o numero daqueles que analisaram os efeitos do LPS
em aves dentro de uma perspectiva neuroimune, como proposto neste trabalho.

Os resultados do presente estudo mostram que a injecao de LPS em aves
produziu alteracbes comportamentais importantes como, por exemplo: reducdo das

frequéncias de alimentacio, de locomocéo, e de limpeza, ocorréncias associadas a
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um aumento concomitante da frequéncia de descanso. Estes dados em seu conjunto
caracterizam a expressao do comportamento doentio em aves apds exposicao ao LPS
em nosso modelo experimental.

Dados obtidos em animais de laboratério mostram que estressores fisicos,
agudos ou crénicos, produzem redugédo da ingestdo de alimentos e/ou de agua e
perda de peso nos animais (PARE; GLAVIN, 1993). Mostram, ainda, reducéo da
atividade exploratéria (KENETH et al., 1986; WEISS et al., 1980). Fatos que
confirmam a natureza estressora do LPS em aves.

E interessante notar que as aves do grupo SALINA, que passaram pelo mesmo
estresse de manejo (contencdo e inje¢cdo), mas nao receberam o LPS, também
apresentam alteracbes comportamentais importantes, como reducao nas frequéncias
de alimentacdo e de locomogao, e aumento na frequéncia de descanso. Estes
achados séao relevantes, pois mostram o efeito deletério de um estresse de manejo no
comportamento das aves. Mostram, também, e reforcam a necessidade de inclusao
de um grupo controle nao manipulado em experimentos conduzidos com aves, em
especial naquelas em que se pretende coletar amostras de sangue ou abater para
coleta de tecidos.

Acredita-se que a expressido do comportamento doentio induzido pelo LPS em
mamiferos néo seja decorrente de uma depressao inespecifica do SNC uma vez que
a redugao dos comportamentos motores (de locomogao, exploragao e de alimentacgao)
foi atribuida a reducdo de motivacdo. Relatou-se que camundongas lactantes
injetadas com LPS e expostas a temperatura ambiente baixa (6° C) recolhiam seus
filnotes e reconstruiam seus ninhos em tempo menor que aquelas mantidas em
temperatura agradavel para a espécie (22° C) (AUBERT et al., 1997; COHN; DE SA-

ROCHA, 2006).
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Os presentes dados comportamentais obtidos em aves nao permitem, de per
se, que se faca idéntica inferéncia, embora os efeitos motores induzidos pelo LPS
tenham vindo acompanhados por reducao das frequéncias de parado e de descanso;
ou seja, as aves podem ter apresentado outros comportamentos que nao os
registrados. No entanto, como ndo se mediram outros comportamentos, fica dificil
extrair conclusdes relativas a alteracbes motivacionais induzidas pelo LPS nos
frangos. Mas, esta ocorréncia ndo € de todo impossivel; para comprova-la, seria
necessario mostrar que a redugao de atividade motora induzida pelo LPS é revertida
pela exposicdo dos animais a situacdes motivacionais importantes como, por
exemplo, a um jejum alimentar. Futuros experimentos poderdo comprovar esta
hipbtese.

De qualquer forma, os achados comportamentais deste trabalho apds
administracado do LPS em frangos de corte tém grande relevancia em avicultura por
demonstrar redugdo da frequéncia de alimentagdo na vigéncia de um modelo
experimental de infecgao, confirmando observagdes de ordem pratica decorrentes do
manejo de frangos de corte; embora ndo se tenha quantificado o consumo de ragao
neste trabalho, infere-se que uma reducao da frequéncia de alimentacao implique em
reducdo do consumo e consequente aumento da conversao alimentar.

O hipotalamo é a regido do SNC responsavel pelo controle regulatério dos
sistemas homeostaticos essenciais para a sobrevivéncia do organismo. Por meio de
suas conexdes sinapticas com diversas outras regides do SNC o hipotalamo € parte
importante do sistema limbico controlando tanto a liberagdo hormonal pela hipdfise
como a atividade do SNA (GOEHLER et al., 2000; DUKES, 2006).

Em mamiferos, a ativacdo do eixo HHA pela administracido de LPS provoca

alteragcbes neuroquimicas importantes no SNC, resultando em aumento nos niveis de
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noradrenalina, dopamina e de serotonina no hipotdlamo 2 horas apds sua
administragdo (KABIERSCH et al., 1988; ZALCMAN et al., 1994; DUNN; SWIERGIEL;
DE BEAUREPAIRE, 2005). De maneira muito semelhante, observamos em nosso
modelo experimental com frangos de corte, um aumento no “turnover” de dopamina
nos animais expostos ao LPS, em especial no momento E2 (24 horas apds o LPS).
Observamos, ainda, um aumento nos niveis e no “turnover” de serotonina nos animais
que receberam tanto LPS quanto solucao salina trés horas apds a administragao das
solucdes. Ainda, observamos um aumento das concentracdes de MHPG 24 horas pés
a administracdo de LPS e uma reducgao do “turnover” de noradrenalina 3 horas apés
o tratamento, indicando estes dados um aumento da utilizacdo de noradrenalina.

Embora a analise de neurotransmissores no hipotalamo nao possa ser
diretamente relacionada com a atividade locomotora, restrita muito mais a alteraces
na atividade de neurénios dopaminérgicos da substancia nigra (BERNARDI et al.,
1981; FRUSSA-FILHO E PALERMO-NETO, 1988), o aumento de “turnover’ de
dopamina presentemente relatado aponta fortemente nesta direcao.

Neste sentido, a dopamina desempenha papel de relevancia na elaboragao da
resposta de animais de laboratério aos estressores fisicos (HERMAN et al.,
1982;ROTH et al., 1988). Tem sido sugerido que estressores ativam neurdnios das
areas mesolimbica e mesocortical destes animais (CARLSON et al., 1987;
ABERCROMBIE et al., 1989) e, ainda, que o sistema dopaminérgico mesolimbico seja
essencial para o aparecimento das respostas organicas aos estressores (RAY;
HENKE; SULLIVAN, 1988). Em seu conjunto, estes dados sugerem que a dopamina
seja um neurotransmissor necessario para a prote¢cao dos organismos de mamiferos

aos efeitos deletérios dos estressores (PARE; GLAVIN, 1993). Os presentes
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resultados obtidos em aves apontam para a mesma diregao apds a administragao do
LPS, ou seja, na vigéncia de um estressor infeccioso em aves.

Como comentado, o aumento das concentracées de MHPG no hipotalamo das
aves observado 24 horas apés a administragao do LPS sugere ocorréncia de aumento
da atividade em neurénios noradrenérgicos; neste caso, esta ocorréncia nao teria sido
compensada, pelo menos neste momento, por aumento do “turnover’” de
noradrenalina. No entanto, este achado parece também refletir as decorréncias do
estresse induzido pelo LPS (estressor infeccioso) uma vez que inumeros relatos
mostraram aumento de atividade de neurdnios noradrenérgicos hipotaldamicos em
ratos e camundongos na vigéncia de estressores fisicos ou psicologicos (ALVES;
PALERMO-NETO, 2007; HANKE et al., 2012). E possivel que a resposta do sistema
noradrenérgico hipotaldamico aos estressores seja mais lenta em aves. De qualquer
forma, também n&o observamos alteracbes do turnover de noradrenalina no
hipotalamo dos animais do grupo salina 3 e 24 horas apos o estresse fisico de
contencao do manejo.

Neste contexto, assim como discutido para a dopamina, a maioria dos trabalhos
encontrados na literatura aponta para a necessidade da integridade dos tratos
noradrenérgicos centrais para uma resposta organica efetiva contra os estressores
(GLAVIN et al., 1983a). Mostrou-se que a exposi¢cao a estressores fisicos aumentou
o “turnover” de noradrenalina em ratos, fato este verificado por meio da determinacao
das concentragdes de MHPG (GLAVIN et al., 1983b). Em particular, observou-se que
regides limbicas que incluem o hipotalamo, a amigdala e o hipocampo evidenciaram
um rapido aumento no “turnover” de noradrenalina no SNC de ratos apds contencao
fisica ou aplicagdo de choque elétrico nas patas (TANAKA et al., 1982; GLAVIN et al.,

1983b).
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Um dos efeitos mais dramaticos das alteracdes induzidas pelos estressores
fisicos nos sistemas noradrenérgicos de animais de laboratério € a redugédo das
atividades motora e exploratéria, fato que vem acompanhados por desmotivacéo e
reducao na ingestao de alimentos (ANISMAN; ZACHARKO, 1982). Destaque-se que
estes achados tém sido muito explorados por aqueles que estudam o papel dos
estressores na depressdo endégena como, por exemplo, por Anisman (ANISMAN;
ZACHARKO, 1982).

Juntando-se as alteracdes discutidas acima, nos parece factivel afirmar que os
sistemas catecolaminérgicos centrais desempenhem importante papel na
susceptibilidade ou resisténcia de aves aos efeitos do LPS.

Embora menos explorada que os outros neurotransmissores, também a
serotonina foi objeto de estudo em animais de laboratério estressados. Mostrou-se,
em particular, que estressores fisicos de diferentes naturezas produziram aumento do
“turnover” de serotonina no SNC (DUNN; ELFVIN; BERRIDGE, 1986;PARE; GLAVIN,
1993). Os presentes resultados obtidos 3 horas (E1) apds administracdo do LPS em
aves apontam na mesma direcao.

Calefi e seus colaboradores observaram em nossos laboratérios que aves
estressadas por calor e submetidas concomitantemente a um desafio infeccioso
apresentaram aumento nas concentragdes hipotalamicas dos metabdlitos MHPG e
HVA, e no “turnover’ de serotonina e de dopamina. Nos presentes experimentos,
observamos resultados muito semelhantes, de forma que a inje¢ao sistémica de LPS
também promoveu aumento no “turnover” de dopamina e de serotonina no hipotalamo
das aves, mostrando que, de fato, a resposta desencadeada por agentes infecciosos
em aves ocorre de maneira analoga ao que se observa em mamiferos apos aplicagéao

de estressores fisicos (TURNBULL; RIVIER, 1995; CALEFI et al., 2019). Saliente-se
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que os presentes resultados também mostram aumento do turnover de serotonina
apos o estresse de manejo + inje¢ao (grupo salina).

De relevancia, os presentes achados concordam também com dados
provenientes de experimentos que mostraram ser a expressao do comportamento
doentio, tanto em mamiferos quanto em frangos de corte de ocorréncia simultdnea ao
aumento das concentragdes de serotonina no hipotalamo (JOHNSON et al., 1993;
DANTZER et al., 2007; CALEFI et al., 2016a)

De forma interessante e como ja apontado para os dados comportamentais,
nossos resultados mostram algumas alteragbes neuroquimicas nas aves que
receberam NaCl 0,9% indicando esse fato e, mais uma vez, que a manipulagédo das
aves para tratamento e coleta de sangue e/ou de tecidos é estressora de per se. Este
fato evidencia a importancia da adocédo de técnicas de manejo adequadas na
avicultura industrial, de modo a promover o bem-estar das aves e se evitarem perdas
econdmicas relacionadas a ativagao do eixo HHA (ABPA, 2016b).

Alteracbes de atividade nervosa em vias monoaminérgicas centrais resultam
na ativacdo do SNAS e do eixo HHA e, consequentemente, das concentragdes de
catecolaminas e de corticosterona circulantes nos animais (BESEDOVSKY; SORKIN,
1977; PALKOVITS. M, 1981; KARROW, 2006). Em concordancia com estes dados,
observamos em nossos experimentos que as aves do grupo “LPS” apresentaram
maiores concentragdes sanguineas tanto de adrenalina (3 horas apds a
administracdo) como de corticosterona (24 horas apdés a administragdo), em
comparagdo com as aves dos outros grupos.

Sabe-se ser a resposta do SNAS aos estressores mais rapida que aquela do
eixo HHA pois depende de fenbmenos elétricos decorrentes da ativagao de fibras

sensoriais aferentes do nervo vago e da liberagdo de neurotransmissores no nucleo
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do trato solitario e do locus coeruleus da medula oblonga. A ativagao destes nucleos
resulta em uma cadeia de eventos neuronais que culminam na estimulacdo de vias
simpaticas direcionadas a medula da adrenal que, por sua vez, libera adrenalina na
circulagado. Ja a resposta do eixo HHA ao LPS demora algumas horas para ser
detectada apds o inicio da resposta inflamatdria. Ela depende da regulacdo da
expressao dos fatores de liberacdo hormonal hipotalamicos e da liberagao do ACTH
pela hipdfise; somente apds estes eventos ela se manifesta por meio da liberacdo dos
glicocorticoides pela glandula adrenal (VANDENBORNE et al.,, 2005; KARROW,
2006).

Dados relativos as concentracdes plasmaticas de noradrenalina medidas em
idénticos momentos nas aves tratadas com LPS concordam com os resultados
neuroquimicos de noradrenalina no hipotalamo: observamos uma tendéncia de
reducdo na concentracido de noradrenalina circulante nos animais que receberam LPS
24 horas apos o estimulo, indicando, a exemplo do que ocorreu no hipotalamo, maior
uso desta monoamina sem concomitante aumento de sua sintese. Entretanto, ha que
ressaltar que a quantidade de noradrenalina liberada pela adrenal € bem menor que
aquela de adrenalina e, também que a noradrenalina liberada pelos terminais
nervosos do SNAS é rapidamente metaboliza nas sinapses. De qualquer forma, o
aumento da liberacado de catecolaminas pela adrenal reforca a presenca de estresse
infeccioso induzido pelo LPS em aves.

A medida dos niveis séricos de corticosterona e plasmaticos de adrenalina tem
sido usada para avaliar o nivel de estresse nos animais de producdo. Neste contexto,
a mensuragao dos niveis de estresse em aves é de grande interesse, pois estes

animais sao frequentemente expostos a estressores fisicos ou infecciosos que
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reduzem a produtividade e, consequentemente, levam a importantes perdas
econdémicas (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b; CALEFI et al., 2016a).

Curiosamente e de forma inesperada frente aos dados discutidos
anteriormente, o estresse fisico de contencéo para injecao de NaCl 0,9%, coleta de
sangue e eutanasia ndo modificou as concentragdes plasmaticas de adrenalina, de
noradrenalina ou de corticosterona dos frangos (grupo salina), em relagao aos animais
do grupo naive. Nao temos, no momento, explicagdo plausivel para este fato,
mormente se comparado aos dados discutidos anteriormente nos animais do grupo
NaCl 0,9%.

O aumento da corticosterona circulante tem efeitos imunes importantes. Em
especial, aumenta a migracdo de leucdcitos do bago e da medula 6ssea para a
circulagao e dai, aos 6rgaos periféricos provocando leucocitose e um aumento na
resposta imune celular. Observa-se maior proporcao de linfécitos CD4* em relacao
aos linfocitos CD8* e migragao destas células para os sitios de lesao ativa, tanto em
mamiferos como em aves (HILL, 1965; KARROW, 2006; ALVES; PALERMO-NETO,
2007; CALEFI et al., 2012).

Em aves, relatou-se um aumento na relacio heterdfilos/linfécitos em situagoes
de estresse, devido a capacidade que tem a corticosterona de promover linfopenia,
ao redistribuir os linfécitos do sangue para os tecidos linfoides (SHINI et al., 2008a).
Entretanto, em nossos laboratérios Quinteiro-Filho n&o observou alteragdes
importantes no leucograma de frangos de corte submetidos a um modelo de estresse
térmico por calor (QUINTEIRO-FILHO, 2008).

A homeostase sanguinea é muito sensivel e responde a presenga de
estressores ambientais ou infecciosos sendo, por isso mesmo, considerada como um

importante indicador da presenca de estresse em aves (SHINI et al.,, 2008b). Os
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polimorfonucleares séo os leucdcitos que circulam em maior quantidade no sangue
da maior parte das espécies de animais. Sabe-se que na presenca de estressores
ocorre um aumento no numero destas células. Desta forma, uma proporcéo heterofilo/
linfécito (H:L) superior a 0,3 é, geralmente, indicativa do inicio de uma enfermidade
infecciosa ou da ocorréncia de estresse. Mais especificamente, a relacdo H:L é
modificada em decorréncia do aumento do numero de heterdfilos e da reducdo
daquele de linfécitos (ROSA et al., 2011). Por este motivo, a relagdo H:L tem sido
considerada um parametro eficiente para a mensuragdo do grau de bem-estar de
aves, especialmente em aves de postura (MASHALY et al., 2004; QUINTEIRO-FILHO
et al., 2010; KODAIRA, V;PEREIRA, .D. F; SOARES, 2015).

Resultados deste trabalho mostram que o estresse induzido pela manipulacao
das aves de per se produziu um aumento significante da relagao H/L, reforgando, mais
uma vez, a necessidade de introdugdo de um grupo naive em experimentos com aves.
De fato, e de forma muito interessante, a alteracao da relacao H/T foi mais evidente
nas aves do grupo injetado com NaCl 0,9% que naquelas do grupo LPS. E possivel
que o estresse infeccioso produzido pelo LPS tenha ativado centros neurais que
reduzem os efeitos de um estressor fisico como a contencido das aves. Sabe-se que
as respostas organicas aos estressores dependem do tipo de estressor, da magnitude
do estressor e de sua duragao (KARROW, 2006; ALVES et al., 2010). De qualquer
forma, a relagdo H:L caracterizou o efeito estressor do manejo (contengao + inje¢ao)
a que foram submetidas as aves dos grupos salina e LPS deste trabalho.

Cabe ressaltar ainda, que a relagao H/T das aves dos grupos LPS e NaCl 0,9%
ja haviam retornado a niveis préximos dos considerados “normais” ou fisiolégicos 24

horas apds as injegdes, o que indica uma possivel associagado entre os niveis de
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leucdcitos circulantes e a rapida liberagdo de noradrenalina pelas terminacdes do
SNAS e/ou de catecolaminas pelas glandulas adrenais.

A imunofenotipagem dos leucdcitos € uma ferramenta interessante que permite
avaliar, em maiores detalhes, a dindmica das células imunes. Este método tem sido
muito utilizado no campo da imunologia aviaria e das relagbes entre patdégenos e
hospedeiros (BOHLS et al., 2006; BOEVER et al., 2010).

Em nossos laboratérios, Honda e seus colaboradores observaram os efeitos do
estresse por calor sobre a eficiéncia da vacina contra a doenca de Newcastle. Aves
termicamente estressadas apresentaram reducdo dos linfécitos B circulantes e
aumento dos linfécitos T CD4* e T CD8"no sangue periférico, mas menor resposta
vacinal. De maneira semelhante, Borsoi observou que o estresse por frio reduziu a
proporcgao de linfécitos circulantes ao mesmo tempo em que aumentou a migragao de
Salmonella Heiderberg do intestino para a circulagédo (BORSOI et al., 2015; HONDA
et al., 2015).

No presente experimento, observamos que o LPS também foi capaz de alterar
as populacdes de leucécitos esplénicos e circulantes. De fato, observou-se uma
reducao na propor¢ao de macréfagos no bago, e uma clara tendéncia de aumento
desta proporcdo na circulacdo 24 horas apds a exposicdo de aves ao LPS.
Observamos, também neste momento, uma redugcdo na proporcédo de linfocitos B,
Thelpers € Teitotoxicos NO bago; estes dados concordam com aqueles de Monjam e
Collector em animais de laboratério. Estes autores observaram que niveis elevados
de corticosteroides eram acompanhados por reducdo no numero de células
esplénicas viaveis em camundongos submetidos a um modelo de estresse agudo

(MONJAN; COLLECTOR, 1977).
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As aves que receberam LPS apresentaram, ainda, um aumento de células T
duplamente marcadas no bacgo, o que pode ser apenas um reflexo da saida dos outros
tipos celulares deste 6rgao.

Entretanto, o efeito do LPS na populagado de células circulantes mostrou-se
estatisticamente significante apenas para os linfécitos CD4*, que apresentaram
aumento de propor¢cdo no sangue 24 horas apds a exposicdo a endotoxina. A
administracdo de NaCl 0,9% reduziu significantemente a porcentagem de células
CD4* no bago das aves e ndo alterou estas células no sangue. Mais uma vez,
depreende-se um efeito diferencial do estresse de manejo (fisico) daquele de natureza
infecciosa (LPS).

Portanto, quer nos parecer que o LPS tenha promovido o recrutamento de
células imunes do baco, fato representado pela redug¢ao generalizada da porcentagem
de leucdcitos 24 horas ap6s a administragdo das solugdes. No sangue, observou-se
apenas um aumento dos macrofagos e dos linfocitos TCD4* (Theper) qQue estariam,
muito provavelmente atuando na vigilancia e organizagao da resposta imune, frente
ao desafio representado pela endotoxina.

De maneira semelhante, o tratamento de aves com glicocorticoides reduziu as
populagdes de linfocitos esplénicos B, TCD8"* e a produgao de imunoglobulinas IgM
em aves tratadas com glicocorticoides, em comparagao com aves do grupo controle
(ISOBE; LILLEHOJ, 1992; VANDENBORNE et al., 2005). Este efeito foi semelhante
aquele observado em mamiferos, nos quais tanto o estresse agudo, quanto a
administracdo de glicocorticoides inibiram a proliferagcado in vitro de linfécitos T
estimulados pela concavalina A (Con A) ou pela fitohemaglutinina (PE), prejudicando
a produgéao de anticorpos, e suprimindo a produgéao de IL-2 (MONJAN; COLLECTOR,

1977; PRUETT; FISHER; DELOACH, 1987; ISOBE; LILLEHOJ, 1992).
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Até o presente momento ndo foram encontrados na literatura estudos que
tivessem avaliado a expressao de citocinas no SNC de aves utilizando a técnica de
PCR em tempo real, apesar desta técnica ser amplamente utilizada para o estudo dos
efeitos de estressores fisicos e microbioldgicos sobre a imunidade de aves em 6rgaos
periféricos (ALVES et al., 2010; CALEFI, 2016b; QUINTEIRO-FILHO et al., 2017).

Como amplamente discutido neste trabalho, citocinas sdo proteinas
mediadoras da resposta imune capazes de produzir importantes alteragcdes nas
respostas fisiolégicas, neuroenddcrinas e comportamentais por atuar no SNC,
particularmente interferindo na expressao do comportamento doentio e na ativacéo do
eixo HHA. Sao expressas em niveis basais, mas tem sua expressao bastante alterada
em situagdes de injuria (STERNBERG, 1997).

Modelos experimentais com animais de laboratério que se valem da
administragcao periférica de LPS mostraram que a expressdo de citocina pro-
inflamatdrias como IL-1, a IL-2, IL-10, IL-12 e dos interferons alfa e gama no SNC sao
induzidas por injuria tecidual e estresse; mostraram, ainda, que esta expressao é
influenciada pelas concentragdes de glicocorticoides e de catecolaminas circulantes
(STEMBERG, 1997).

Mostrou-se que um aumento nas concentragdes circulantes de corticosterona
suprime a sintese e a producdo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos,
reduzindo a expressado de seus receptores e suprimindo a proliferacdo de células
imunes (STERNBERG, 1997; KARROW, 2006). Como amplamente discutido,
citocinas alteram a atividade do eixo HHA e o metabolismo de neurotransmissores
como de serotonina e de dopamina (LYON et al., 2011).

Estudos conduzidos por Dunn e seus colaboradores mostraram que alteragdes

nos niveis de monoaminas cerebrais e de seus metabdlitos também sao influenciados
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pela expressao de citocinas (DUNN, 2006). De modo particular, aumentos importantes
nas concentragdes hipotaldmicas dopamina e de noradrenalina, foram observados
apoés administracao intraperitoneal de IL-1. Esta citocina também foi capaz de
aumentar o turnover de noradrenalina no hipotalamo e no hipocampo de ratos, além
de aumentar o “consumo” de dopamina no cortex pré-frontal destes animais
(ZALCMAN et al., 1994). Mais recentemente, a ativagao do gene c-Fos no hipotalamo,
também foi associada alteragdes na expressdo de citocinas proé-inflamatorias
(GOEHLER et al., 2000).

De maneira semelhante, mostrou-se que citocinas pro-inflamatdrias
provenientes da periferia como IL-1, IL-6 e TNF- a modulam a atividade de vias
noradrenérgicas e serotoninérgicas no SNC de animais de laboratério, ativando o eixo
HAA e aumentando a liberagédo de ACTH (TURNBULL; RIVIER, 1995).

Classicamente a IL-1 é descrita como a principal citocina responsavel pelo
inicio da resposta de fase a aguda a um agente infeccioso. Em especial, ela tem sido
relatada como sendo a principal citocina induzida apés administracdo periférica de
LPS, respondendo pela ativacdo do eixo HHA. O aumento na expressao de IL-1 no
SNC foi associado ao aumento das concentragdes de ACTH e de corticosterona no
plasma de animais de laboratério, resposta esta dependente da ativacdo do NPV do
hipotdlamo (TURNBULL; RIVIER, 1995; STERNBERG, 1997). De maneira
semelhante observamos, em nosso trabalho, que as aves expostas ao LPS
apresentaram maior expressao de IL-1 na hipdfise e no hipotalamo, maior
concentracdo de adrenalina circulante e aumento na concentracao de corticosterona
circulante.

Destaque-se ser muito importante 0 momento em que cada um destes

parametros foi observado apdés a administracdo do LPS, pois as repostas organicas
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induzidas por este estressor infeccioso sao muito dindmicas. Talvez por isso,
observaram-se, neste trabalho, diferentes respostas ao LPS em cada um dos
momentos de eutanasia. Nos animais que receberam LPS observamos em E1 (3
horas ap6s o estimulo) um aumento da expressao de IL-1 na hipdfise, o que coincidiu
com o0 aumento observado na concentragao de adrenalina circulante sugerindo estes
achados, que os efeitos observados neste primeiro momento tenham sido mediados
por respostas do SNS. Entretanto, em E2 (24 horas apds o estimulo), observamos
aumento da IL-1 no hipotalamo e aumento concomitante da concentracido de
corticosterona circulante, sugerindo que neste momento tenha prevalecido os efeitos
do LPS sobre a atividade do eixo HHA.

A IL-10 é uma citocina classicamente associada a regulagdo da atividade das
células Th1, sendo classificada como “imunossupressora”, limitando a magnitude da
resposta inflamatdria; entretanto mais recentemente foi demonstrado que possui uma
acao muito importante na ativacao do eixo HHA produzida por estressores fisicos em
mamiferos, tendo um papel essencial na inducado da febre apdés a administragao de
LPS (LEON et al., 1999). Estudos realizados por Stafano e seus colaboradores
mostraram que a IL-10 estimula a sintese de CRF e, consequentemente, aumenta a
liberagdo de ACTH (STEFANO et al., 1998). A expressao de IL-10 na glandula adrenal
de mamiferos também foi relacionada ao estresse. Camundongos deficientes em IL-
10 apresentaram niveis basais mais altos de glicocorticoides circulantes e produziram
até 5 vezes mais corticosterona em situagdes de estresse, quando comparados a
animais nao estressados (SMITH et al., 1999).

Entretanto, apesar das fortes evidéncias da participacado da IL-10 na ativacao
do eixo HHA em resposta aos estimulos estressores, ndo observamos, alteragdes na

expressao desta citocina em nosso modelo experimental. Neste sentido, o estudo da
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expressao e da atividade de citocinas € particularmente complicado, pois se tratam de
moléculas com acao rapida e transiente, e que tém a pleiotropia e a redundancia como
importantes caracteristicas funcionais.

O aumento atividade do gene c-Fos na glandula adrenal ja foi relacionado a
ativacao do eixo HHA em casos de sepse em humanos severamente queimados
(CHO et al., 2004). Este aumento também foi induzido pela adicdo de ACTH em
cultura de células da zona fasciculada da adrenal de mamiferos, bovinos e murinos,
sendo, portanto um gene indicativo de maior atividade glandular, de maneira
semelhante ao que ocorre no SNC (PENHOAT et al., 1996; CHO et al., 2004). Desta
forma, quer nos parecer seja possivel sugerir que o aumento da expressao dos genes
c-Fos (na adrenal e na hipofise) e de EGR-1 no hipotalamo das aves sejam indicios
de aumento de atividade do eixo HHA, neste caso provocado tanto pela administracdo
de LPS quanto pelo manejo das aves que receberam solugao salina estéril. Ou seja,
os estressores fisico e infeccioso estariam atuando na mesma direcao.

O manejo das aves para a administracdo de solugédo salina estéril também
promoveu importantes alteracbes na expressdo de citocinas. Mostramos uma
tendéncia a uma maior expressado de INF-a e de c-Fos no hipotalamo das aves 24
horas apds a exposi¢ao ao este estressor fisico (contengédo e manejo para inje¢ao);
este resultado pode ser entendido como um indicio de maior atividade nesta regiao
do sistema nervoso.

De maneira geral a avaliagao da expressao génica de citocinas no SNC e na
glandula adrenal da aves foi semelhante aquela descrita em mamiferos; entretanto ha
que ressaltar que citocinas sdo parte de uma complexa rede de efeitos, que é
dinamica, pleiotropica (uma vez que cada citocina tém multiplos efeitos) e redundante,

pois a agao de uma citocina pode também ocorrer pela presenca de outras citocinas
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(LYON et al., 2011). Estas caracteristicas inerentes as citocinas associadas a
auséncia de dados de literatura sobre o padrao de expressao destas moléculas no
SNC de aves requer que se tenha muito cuidado quando da interpretacdo de dados
experimentais. Assim, quer nos parecer seja relevante expressar que os presentes
achados em aves representam um importante registro da expressao de citocinas em
tecidos que compdem o eixo HHA nos dois momentos de eutanasia das aves.

Em seu conjunto, os resultados deste trabalho mostram sob uma perspectiva
neuroimune, os efeitos resultantes da ativagdo do eixo hipotalamo-adrenal por
estimulos estressores fisicos (contencdo + Injecdo de NaCl 0,9%) e infecciosos
(representados pelo LPS) em frangos de corte. Estes efeitos potencialmente resultam
em importantes prejuizos para a imunidade e para o bem-estar das aves. Assim, ao
mostrar o relevante papel dos estressores na ativacdo do eixo HHA e do SNS na
patogénese da imunossupressao associada a ele, mostramos também a importancia
da adogéao de boas praticas de manejo, em especial do controle de infecgbes para um

maior bem-estar na criacdo das aves e maior rendimento da industria avicola.
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6 CONCLUSOES

Conclusoes Especificas
A administragdo de LPS em frangos de corte produziu:

o Alteracbes comportamentais compativeis com aquelas descritas como
comportamento doentio, caracterizadas por redugcao de atividade locomotora,
comportamento alimentar e ingestao hidrica e realizagcdo de auto-limpeza,
aumentando concomitantemente o tempo de descanso e reduzindo o tempo de
parado das aves.

e Aumento nas concentragdes e no “turnover” de dopamina e de serotonina e
diminui¢cao da concentragcdo de noradrenalina no hipotalamo;

e Aumento na concentracdo plasmatica de adrenalina apés 3 horas de sua
administracdo e aumento subsequente na concentragcdo sérica de
corticosterona 24 apds a mesma;

e Reducgao generalizada de células esplénicas e aumento dos macrofagos e
linfécitos Theper Circulantes 24 horas apds a administragao;

e Aumento na expressao de IL-1 no hipotalamo, na hipdéfise e na adrenal e
aumento de atividade nervosa representada pelo aumento da expressao de

IEGs no hipotadlamo e na glandula adrenal.

Por outro lado, o estresse de manejo dos frangos de corte (contencgéao e injecao de
NaCl 0,9%) produziu:
e Reducao nas frequéncias de alimentacdo e de locomog¢do e aumento da

frequéncia de descanso;
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¢ Aumento da concentracao e o “turnover” de serotonina 3 horas apds o estimulo
estressor e aumento na concentragcao de noradrenalina, sem modificagao do
turnover desta monoamina;

e Aumento da relagao heterofilo/ linfécito 3 horas apds sua aplicacao;

e Redugao da populagao de Theper N0 bago sem aumento de sua proporgao no
sangue.

e Tendéncia de aumento de c-Fos e INF-alfa no hipotalamo; de IL-2, c-Fos e INF-

alfa na hipdfise e de c-Fos também na adrenal das aves.

Conclusao Geral

Tomados em seu conjunto, os presentes resultados decorrentes da
administracao sistémica de LPS em frangos de corte mostram ativacdo neural
induzida pela endotoxina, com reflexos neuroquimicos, comportamentais, de atividade
do SNAS e do eixo HHA e, consequentemente de imunidade, atuando, portanto, como
um estimulo estressor de natureza infecciosa.

De forma relevante, os presentes achados experimentais obtidos apds a
administracao de solugao salina estéril mostram que o manejo das aves de per se é
estressor, promovendo alteragdes neuroimunes importantes evidenciando, este fato,
a necessidade de inclusao de grupos controles adequados em experimentos de
conduzidos com frangos de corte. Ressaltam, ainda, a importancia para a industria
avicola do manejo adequado das aves para evitar perdas associadas as ativagdes do

SNS e do eixo HHA induzidas por estressores fisicos.
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