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RESUMO 

FONSECA, J.G.D.S. Avaliação	dos	efeitos	sistêmicos	de	lipopolissacarídeo	sobre	o	
eixo	 neuroimune	 de	 frangos	 de	 corte. [Evaluation of systemic effects of 
lipopolysaccharide on the neiroimune axis of broiler chickens].2019.106 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019.	

A avicultura brasileira destaca-se no cenário da agropecuária mundial por sua alta 

produtividade e grande tecnicidade. Para atingir estes altos níveis produtivos os 

animais são muitas vezes submetidos a condições estressantes de manejo e que, por 

isso mesmo, ativam tanto o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) quanto o sistema 

nervoso autônomo simpático (SNS). O presente trabalho foi realizado para descrever 

os eventos neuroimunes decorrentes da administração intravenosa de 

lipopolissacarídeo 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 neuroimunomodulação, os efeitos decorrentes 

da aplicação de estressores infecciosos e/ou físicos sobre o comportamento e sobre 

as atividades dos sistemas nervoso, endócrino 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 

manipulação (controle: naive). A administração de LPS promoveu ativação do SNS e 

do eixo HHA atuando, desta forma como um estressor infeccioso, isto é, aumentando 

as concentrações 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 vigência de 

processos infecciosos, sendo atribuídos à presença de citocinas pró-inflamatórias no 

SNC. De fato, os frangos que receberam LPS apresentaram maiores níveis de IL-1 

tanto no hipotálamo quanto na hipófise, quando comparadas às aves dos grupos 

controle e NaCl 0,9%. Estes animais apresentaram, também, maior atividade neural, 

evidenciada pelo aumento da expressão dos genes c-fos e EGR-1 no hipotálamo. A 

contenção dos frangos para administração de NaCl 0,9% e posterior coleta dos 

materiais para análise também provocou alterações comportamentais, nervosas e 



 

imunes em relação aos animais do grupo controle (naíve), evidenciando estes 

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

 

Palavras-chave: Neuroimunomodulação. Avicultura. Lipopolissacarídeo. Estresse. 

Bem-estar animal. 



 

ABSTRACT 

 

FONSECA, J.G.D.S. Evaluation of systemic effects of lipopolysaccharide on the 

neuroimmune axis of broiler chickens. [Avaliação	 dos	 efeitos	 sistêmicos	 de	
lipopolissacarídeo	 sobre	 o	 eixo	 neuroimune	 de	 frangos	 de	 corte.].2019. 106f. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 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: naíve). 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 INTRODUÇÃO 

 

A adoção de um sistema intensivo na avicultura moderna expõe 

constantemente as aves a estressores como: alta densidade populacional, 

elevados níveis de amônia, variações bruscas de temperatura ambiente e 

agentes infecciosos. Em decorrência, são frequentemente relatados distúrbios 

na atividade do sistema nervoso central (SNC) que culminam em modificações 

neurais, comportamentais, endócrinas e imunes.  

Estudos realizados na área de neuroimunomodulação utilizam 

classicamente modelos experimentais conduzidos com mamíferos. 

Recentemente, os efeitos de estressores que impactam os animais de produção 

vêm chamando a atenção dos pesquisadores, particularmente daqueles que 

estudos os elos existentes entre neuroimunomodulação, ambiência/ bem-estar 

animal e avicultura (QUINTEIRO-FILHO, 2013; BORSOI et al., 2015; HONDA et 

al., 2015; CALEFI, 2016a).  

O sistema nervoso autônomo simpático (SNS) e o eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HHA) são os principais atores da neuroimunomodulação. Durante o 

estresse, a ativação do SNS promove aumento da liberação de catecolaminas e 

aquela do eixo HHA estimula a liberação de glicocorticoides na corrente 

sanguínea. Juntos, estes dois sistemas permitem ao organismo se proteger do 

potencial lesivo representado pelos estressores, sendo considerados, por esta 

razão, como integrante das respostas orgânicas adaptativas (BESEDOVSKY et 

al., 1979; BERKENBOSCH et al., 1987; SHINI et al., 2008b; ALVES et al., 2010).  

Entretanto, as catecolaminas liberadas pela ativação do SNS atuam de 

forma intensa, via ativação de beta-adrenoceptores, modulando a atividade de 
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células do sistema imune; também a corticosterona, principal corticosteroide 

liberado pela glândula adrenal das aves, modula de forma intensa a atividade de 

células do sistema imune. Em conjunto, elas provocam importantes alterações 

da função imune resultando, entre outros efeitos, na redução da transcrição 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 física, ativam o eixo HHA 

e o SNS, de forma que seus efeitos podem ser medidos e monitorados por meio 

de parâmetros fisiológicos, imunes e comportamentais. Estes parâmetros têm 

sido empregados como indicativos do estado de bem-estar dos animais, de sua 

capacidade de resposta a desafios infecciosos e/ou físicos e, até mesmo, dos 

níveis de produtividade dos plantéis. Em seu conjunto, as alterações do SNS e 

do eixo HHA produzem efeitos centrais como, por exemplo, aumento de 

atividade em vias catecolaminérgicas e expressão de genes no SNC; produzem, 

ainda, outros efeitos como, por exemplo, aumento das concentrações circulantes 

de catecolaminas e de corticosterona, com reflexos importantes sobre a 

imunidade.  

A administração intraperitoneal de LPS em condições experimentais é um 

modelo de estressor infeccioso amplamente utilizado em estudos no campo da 

neuroimunomodulação. Sua administração aos animais desencadeia a 

biossíntese de citocinas pró-inflamatórias, que por sua vez ativam a transcrição 

gênica de outras citocinas no SNC e em órgãos da periferia. Coloca, portanto, 

os organismos em um estado ativado, pronto para responder a injurias 

mimetizando, desta forma, os desafios infecciosos enfrentados pela indústria 
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avícola (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001b; RAETZ; WHITFIELD, 2002; KARROW, 

2006; CRUZ-MACHADO, 2010). 

Nos últimos anos, as exigências da população em geral e dos criadores 

em particular em relação às questões ligadas ao bem-estar dos animais de 

produção e à qualidade dos alimentos de origem animal vêm aumentando de 

forma progressiva. Torna-se, assim, relevante compreender de forma mais 

verticalizada as mudanças neuroquímicas, comportamentais, endócrinas e 

imunes que ocorrem em frangos de corte submetidos a desafios por estressores 

sejam eles provenientes de erros de manejo ou da presença de patógenos.  

O presente estudo pretende esclarecer, dentro de uma perspectiva 

neuroimune, os eventos que acompanham a exposição intravenosa de frangos 

de corte ao lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS), descrevendo os efeitos 

neurológicos, endócrinos, comportamentais e imunes que ele induz nas aves. 

Pretende, ainda, verificar se a contenção dos frangos para administração 

intravenosa de NaCl 0,9% e, posteriormente, para coleta de materiais destinados 

a análises laboratoriais é estressora de “per se”. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

A avicultura atinge na atualidade níveis de produtividade elevados, fato 

que tem permitido o fornecimento de proteína animal de baixo custo tanto para 

o mercado nacional como para exportação. Estes objetivos vêm se viabilizando 

por meio do uso de modernos processos de criação animal que possuem como 

pilares o melhoramento genético, a melhora dos índices sanitários e o 

investimento em modernas tecnologias relacionadas à formulação de ração e à 

nutrição animal. Em seu conjunto, estes fatores vêm contribuindo para a 

elevação dos índices de conversão alimentar, da precocidade, da uniformidade 

dos planteis e, também, para o aumento da produtividade e das taxas de 

sobrevivência (TAVARES, 2007; GENTILINI; ANCIUTI, 2013; ABPA, 2016a). 

Entretanto, a adoção de um sistema produtivo altamente intensificado tem 

como consequência a possibilidade de exposição dos animais a diversos tipos 

de estressores como, alta densidade populacional, elevados níveis de amônia, 

alterações bruscas de temperatura ambiente e maior exposição a agentes 

infecciosos. Como resultado, têm sido frequentemente relatados distúrbios 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 físicos atuando 

de forma isolada ou conjunta, modificam a atividade do SNC das aves, 

aumentando as concentrações de corticosterona e de catecolaminas circulantes 

e, em decorrência a relação heterófilos/linfócitos 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 

são considerados pioneiros na análise dos efeitos gerais de “agentes nocivos” 

sobre a homeostase. Selye sugeriu o desenvolvimento, nos animais que 

estudou, de uma síndrome chamada de “Síndrome de Adaptação Geral” 

(SELYE, 1936). Em 1955, mostrou-se que essa síndrome decorria de processos 

adaptativos ou homeostáticos desencadeados por estímulos externos adversos 

(frio ou calor intensos, aplicação de choque elétrico nas patas, injúria tecidual, 

excesso de exercícios, etc.) que tinham em comum o fato de aumentar o 

tamanho das adrenais e produzir úlcera gástrica. Mostrou-se, também que, se 

estes estímulos fossem muito intensos ou mantidos por tempo prolongado, eles 

culminavam por induzir redução do tamanho de órgãos linfóides como timo, baço 

e linfonodos, fatos estes que representam uma ameaça à vida ou à segurança 

dos organismos. Esta constatação 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 física de metais. 

Neste contexto, designa-se como estressor em biologia, qualquer 

estímulo (ambiental, psicológico, imune ou comportamental) capaz de gerar uma 

alteração fisiológica de estresse, mensurável por meio dos níveis de 

corticosteroides e/ou de adrenalina e noradrenalina circulantes. Em curto prazo, 

a reação ao estressor é geralmente adaptativa (chamada de euestresse), sendo 

responsável pela preservação da vida em situações de riscos à integridade física 

(reação de luta ou fuga). Observa-se nestas condições: hiperglicemia, 

vasoconstrição, piloereção, midríase, taquicardia e, entre outros, hiperpinéia. No 

entanto, se o estressor persiste, sua cronicidade desencadeia efeitos adversos 
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de gravidade diferenciada em função da magnitude e da duração de sua 

apresentação (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002; PINTO, 2004; 

ALVES; PALERMO-NETO, 2007). Gera-se, nestas condições estremas gera-se 

o 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 rápida do SNS com 

consequente liberação de noradrenalina pelas terminações simpáticas e de 

adrenalina pela medula da glândula adrenal; a segunda relacionada à ativação 

do eixo HHA, isto é, envolve uma resposta mais lenta e de caráter hormonal. 

Neste último caso, a liberação de CRH pelo núcleo paraventricular do hipotálamo 

(PVN) diretamente nos vasos no sistema porta-hipofisário estimula a síntese e 

secreção de ACTH pela hipófise que, por sua vez, caindo na circulação 

sanguínea estimula o córtex da glândula adrenal a liberar glicocorticoides na 

corrente sanguínea. Um mecanismo de retroalimentação (do inglês, feedback) 

exercido pelos glicocorticoides no hipotálamo/ hipófise reduz os níveis de CRH, 

mantendo-se a homeostase (HERMAN; CULLINAN, 1997; KARROW, 2006; 

ALVES; PALERMO-NETO, 2007; QUINTEIRO-FILHO, 2013).  

A ativação do eixo HHA é um dos principais responsáveis pela regulação 

imune durante o estresse; atua via liberação de glicocorticoides na corrente 

sanguínea que, juntamente com as ativações do SNS e das glândulas adrenais 

- via catecolaminas - reduz a quimiotaxia de neutrófilos e eosinófilos para os 

focos de lesão e inibe a transcrição de citocinas alterando, assim, a resposta 

imune/inflamatória (BASSO et al., 2003; ALVES et al., 2010). Os glicocorticoides 

também reduzem a ativação de leucócitos e a produção de moléculas de adesão 

e de seus respectivos receptores; diminuem, desta forma a transcrição de fatores 
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como o NFkB diminuindo, consequentemente, a produção de citocinas e inibindo 

a ação de enzimas como a fosfolipase A e a COX2, isto é, diminuindo a 

magnitude da resposta inflamatória (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-

inflamatórios. Besedovsky e seus colaboradores foram pioneiros ao mostrar que 

as interações neuroimuno-endócrinas são bidirecionais, pois não apenas o SNC 

influencia a resposta imune por ativação do eixo HHA e do SNS como, em 

contrapartida, a ativação do SI altera a atividade do SNC e a produção hormonal. 

Mostraram, de forma muito especial a presença de alterações na atividade de 

neurônios hipotalâmicos após ativação do sistema imune (SI) por vacinação ou 

administração sistêmica de lipopolissacarídeo (LPS); evidenciaram, ainda, que 

os fatos observados eram coincidentes com um aumento nas concentrações 

séricas tanto de ACTH como de corticosterona (BESEDOVSKY; SORKIN, 1977). 

As observações mais recentes da presença de receptores para citocinas, 

neurotransmissores, hormônios e neuropeptídios em células nervosas e imunes 

e a produção de citocinas e de neurotransmissores por neurônios e células 

imunes acabaram por confirmar e reforçar a existência das relações bidirecionais 

entre os sistemas nervoso e imune (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996). Estavam, 

assim, solidificadas as bases para o desenvolvimento de uma nova e relevante 

área do conhecimento denominada de Neuroimunomodulação ou, também de 

Psiconeuroimunologia. 

Mais especificamente, chama-se Neuroimunomodulação a área do 

conhecimento que estuda as interações imuno-neuroendócrinas, ou seja, os 
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mecanismos pelos quais os sistemas nervoso e imune trocam informações e 

controlam-se reciprocamente (ALVES; PALERMO-NETO, 2007). A Figura 1 

ilustra estas relações.  

 

Figura 1: Principais vias de interação entre os Sistemas Nervoso e Imune 

Neste contexto, sabe-se, há algum tempo, que a ocorrência de infecções 

e a consequente ativação do sistema imune altera o comportamento dos 

animais. Coube, no entanto, a Benjamin Hart, influenciado pelos trabalhos de 

Selye, descrever em maiores detalhes, as reações comportamentais expressas 

por animais de laboratório após exposição ao LPS (um polissacarídeo 

constituinte da membrana externa de bactérias Gram negativas capaz de ativar 

a resposta imune); Hart denominou ao conjunto destas alterações de 

“Comportamento doentio” (HART, 1988).  

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

se por manifestações comportamentais inespecíficas como letargia, hiper ou 

Legenda: Ativação do sistema Nervoso Central por estressores provenientes do sistema imune, representados 
pelo LPS. LC= locus coeruleus. PVN=núcleo paraventricular do hipotálamo. RVM=medula rostral ventrolateral. 
AP=área postrema. NTS= núcleo do trato solitário. NE=noradrenalina. EPI= adrenalina. Adaptado de Karrow, 
2006.  
 

Hipófise 
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hipotermia (dependendo da gravidade e duração do estímulo), hipofagia ou até 

mesmo anorexia, redução da atividade exploratória, redução da libido e aumento 

de sonolência (MENDES; TADEU; BORGES, 2007; DUNN, 2009; ALVES et al., 

2010). 

De forma interessante, mostrou-se que o comportamento doentio não era 

decorrência de uma depressão inespecífica do SNC, mas sim de uma redução 

de atividade em neurônios de áreas do sistema límbico ligadas à motivação. De 

fato, ratas mantidas em temperatura ambiente muito baixa resgatavam seus 

filhotes e reconstruíam seus ninhos em tempo menor que aquelas submetidas 

ao mesmo desafio, mas mantidas em temperatura  ambiente variando entre  25 

a 30º C (AUBERT et al., 1997; AUBERT, 1999). 

Citocinas inflamatórias como a IL-1 têm sido responsabilizadas pelas 

alterações comportamentais observadas em animais doentes; de fato, a 

liberação de citocinas na circulação culmina em redução da atividade motora e 

dos comportamentos exploratório e alimentar dos animais, mecanismos 

evolutivos que se acredita estejam relacionados à conservação da energia que 

se faz necessária para a recuperação dos animais enfermos. A IL-1 atua ainda 

promovendo febre, uma resposta que limita a replicação de patógenos 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 pró-inflamatórias, a 

IL-1 tem um papel fundamental na indução do comportamento doentio, 

particularmente na redução da atividade motora e do comportamento alimentar 

(DANTZER, 2008). 
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 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 vírus da influenza por via intra-nasal em 

camundongos. Observaram uma correlação direta entre os sintomas da doença 

e a ativação do eixo HHA; mais especificamente, observaram que à medida em 

que os animais apresentavam sintomas mais severos de “doença”, aumentavam 

nos mesmos as concentrações séricas de ACTH e de corticosterona. De 

relevância, mostraram que os animais apresentavam, ainda, aumento de 

atividade em vias noradrenérgicas e serotoninérgicas centrais, de maneira muito 

semelhante aos padrões observados em estudos conduzidos com o emprego de 

estressores físicos como, por exemplo, após contenção física ou restrição de 

movimento (DUNN et al., 1989). Mostrou-se, posteriormente, idêntico tipo de 

respostas após contaminação experimental por agentes infecciosos, como 

bactérias, vírus e protozoários (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; HONDA, 2013). 

Em nossos laboratórios, Basso e colaboradores (BASSO et al., 2003) 

mostraram um aumento de atividade neural em áreas do SNC diretamente 

relacionadas com o comportamento ansioso e com a emoção (NPV do 

hipotálamo e núcleo central da amígdala), após um único desafio oral com 

ovoalbumina (OVA) em camundongos tornados alérgicos a esse antígeno. 

Costa-Pinto observou resultados semelhantes após a administração 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 físicos após o tratamento de camundongos por 

via intraperitoneal com IL-1; mais especificamente, relataram aumento nas 
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concentrações séricas de ACTH e de corticosterona e hipotalâmicas de MHPG 

e 5-HIAA (principais metabólitos da noradrenalina e da serotonina, 

respectivamente). 

Acredita-se que estes efeitos sejam decorrentes de uma ação direta da 

IL-1 em receptores presentes em neurônios aferentes ao SNC (em especial, em 

aferências vagais) que seriam responsáveis pelo reconhecimento da IL-1 

liberada por células do sistema imune na periferia (vide Figura 1). A ativação 

destes receptores, por sua vez, traduziria o sinal recebido para células imunes e 

neurônios presentes em regiões do SNC, induzindo a síntese e a secreção desta 

mesma citocina e/ou de neurotransmissores no hipotálamo que, ao aumentar a 

secreção de CRF ativariam o eixo HHA (BESEDOVSKY et al., 1986; HART, 

1988; DUNN et al., 1989; GOEHLER et al., 2000). Nesse sentido, há também 

relatos que apontam para uma ação central direta da IL-1 secretada na periferia; 

neste caso, ela adentraria o SNC ao cruzar regiões em que a barreira cérebro-

sangue é mais permeável (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 modulação de emoções e 

comportamentos, além de interferir com mecanismos de memória (CHROUSOS, 

1995; DANTZER et al., 2008).  

Sabe-se que modificações nos níveis e/ou na atividade de 

neurotransmissores no SNC são fundamentais para modulações 

comportamentais; por isso, a partir da década de 80, muitos estudos 

neuroquímicos e/ou etológicos passaram a analisar de forma mais sistemática 

as respostas aos estressores e o comportamento doentio (DUNN, 2009). 

Estudos com animais de laboratório mostraram que estressores agudos (como 
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choque elétrico nas patas ou contenção física), assim como interleucinas, 

alteram diversos componentes neuroquímicos. De maneira especial, aumentam 

a atividade dos sistemas noradrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos 

(LARSON; DUNN, 2001).  

Utilizando-se de técnicas altamente sensíveis, como as de microdiálise 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 alterações de atividade de vias noradrenérgicas e 

serotoninérgicas foram relatadas em todo o SNC, devido a uma distribuição mais 

difusa dos neurônios que contém estes neurotransmissores; entretanto, aquelas 

relatadas no sistema dopaminérgico foram mais “restritas” às regiões 

mesolímbicas, mesocorticais e, ainda mais frequentemente, ao sistema 

nigrostriatal (MILLAN, 2003; DUNN, 2009). 

 No entanto, além da Il-1, outras citocinas modulam a atividade de vias 

noradrenérgicas, serotoninérgicas e dopaminérgicas centrais. Mostrou-se que a 

administração de altas doses de TNF-alfa aumentou o turnover de NA e de 5-HT 

no hipotálamo de camundongos (DUNN, 1992, 1999). De forma similar, Zalcman 

e seus colaboradores mostraram que a administração sistêmica de IL-2 

aumentou o turnover de NE e de DA no hipotálamo de camundongos BALB/c 

(ZALCMAN et al., 1994; DUNN, 2006, 2009; ALVES et al.,2010). Em condições 

experimentais in vitro, mostrou-se que o IFN-α reduz a expressão de receptores 

de serotonina em várias linhagens de células neurais, sendo este efeito revertido 

pela incubação prévia dos neurônios com fármacos antidepressivos como, por 

exemplo, com fluoxetina (CAI et al., 2005; DANTZER et al., 2007). Experimentos 
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como este abriram uma avenida de investigações a respeito de uma possível 

relação causal entre citocinas e depressão. 

As citocinas anti-inflamatórias são importantes mediadores da resposta 

inflamatória no SNC, regulando a intensidade e a duração do comportamento 

doentio, via inibição da produção das citocinas pró-inflamatórias e, 

consequentemente, da diminuição de suas vias de ativação e de sinalização. Em 

particular, mostrou-se que a administração de IL-10 diretamente no SNC 

diminuiu a expressão do comportamento doentio induzida pela injeção sistêmica 

de LPS (LEON et al., 1999; CAPURON; DANTZER, 2003; DANTZER et al., 

2008). De maneira semelhante, a administração intraperitoneal de LPS em 

camundongos deficientes em IL-10 resultou em um aumento na expressão de 

comportamento doentio, fato este associado a um aumento concomitante da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias em regiões do SNC dos animais, em 

comparação com animais wildtype (LEON et al., 1999). Estes dados corroboram 

com a ideia de que o equilíbrio natural entre as citocinas pró e anti-inflamatórias 

no SNC, assim como em órgãos periféricos, regula a intensidade e a duração 

das respostas aos estressores infecciosos (CONTI et al., 2003; DUNN, 2009; 

SUNDMAN et al., 2011). 

A evolução temporal da resposta neuroquímica à injeção 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 após o estímulo, estando completamente dissipada 4 horas após a 

exposição; o aumento dos níveis de serotonina e de 5-HIAA, por outro lado, 

começou a ser observado mais tardiamente uma vez que o pico máximo de 

concentração ocorreu 6-8 horas após a exposição ao LPS, dissipando-se mais 
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lentamente que o relatado para a noradrenalina. Estes fatos sugerem que as 

repostas neuroquímicas ao LPS envolvem diferentes mecanismos 

(SAWCHENKO et al., 1983; BREBNER et al., 1999; DUNN, 2009). 

Recentemente, estudos realizados em nossos laboratórios por Calefi e 

seus colaboradores mostraram que a resposta neuroquímica em aves segue 

padrões semelhantes às respostas observadas em mamíferos. Aves 

cronicamente estressadas por calor e desafiadas por C. perfrigens apresentaram 

perfil neuroquímico consistente com a expressão de comportamento doentio. 

Mais especificamente, observou-se um aumento da concentração de serotonina 

na região rostral do pálio (pallium rostral) e redução desta monoamina no 

hipotálamo; mostrou-se, também no trabalho um aumento da atividade 

catecolaminérgica (indicada pelo aumento do metabólito MHPG) e aumento no 

“turnover” de dopamina no hipotálamo (CALEFI et al., 2019). 

Além de alterar o padrão neuroquímico, mostrou-se que estímulos 

infecciosos também alteraram a modulação da expressão dos genes de ativação 

imediata (do inglês “immediate early genes” - IEGs) no SNC. Os IEGs foram 

descritos como uma classe de genes expressos de forma rápida e transitória em 

diferentes áreas do SNC após estimulação específica. Os produtos proteicos de 

IEGs constituem importantes ferramentas para mapeamento da atividade 

funcional do SNC; de fato, fazem parte da resposta celular aos estímulos 

ambientais (DRAGUNOW et al., 1994; PRADO; BEL, 1998; SLATTERY et al., 

2005).  

 Os IEGs codificam fatores de transcrição que podem ser induzidos e que 

controlam a transcrição de inúmeros genes, como por exemplo, o c-Fos e o 

EGR1. O c-Fos é um proto-oncogene da classe dos IEGs que codifica a proteína 
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fos. Já foi demonstrado que a ativação da proteína fos por estímulos como: 

estressores, convulsões ou nocicepção, 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 

laboratórios Basso e colaboradores mostraram ativação de c-Fos no núcleo 

central da amigdala e no núcleo paraventricular do hipotálamo após 

administração oral de OVA em camundongos OVA-sensibilizados (BASSO et al., 

2003). 

Já a proteína EGR1 (do inglês: early growth response protein1) atua como 

um fator de transcrição associado a alterações de homeostasia ou plasticidade 

neural. Relatou-se que a expressão basal desta proteína ocorre durante a 

neurogênese e, também, que ela se manifesta após injúria cerebral em animais 

adultos. Sua atividade tem sido ainda relacionada à regulação da exocitose na 

fenda sináptica, sendo considerada um mediador das respostas neurais 

(KNAPSKA; KACZMAREK, 2004). 

Neste sentido, tanto o c-Fos quanto o EGR1 têm 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; 

CÉSPEDES, 2007). Os dois genes são considerados ferramentas que refletem 

a atividade neural devido a capacidade que têm de regular a transcrição gênica. 

No entanto, o EGR1 é induzido de maneira mais rápida, tanto por fatores de 

crescimento quanto por citocinas. De fato, sabe-se que o gene c-Fos demora 

pelo menos 4 horas para começar a ser expresso no SNC após a exposição a 

um estímulo (LIM; JAIN; CAO, 1998; SLATTERY et al., 2005). 
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Os estudos realizados na área de Neuroimunomodulação raramente têm 

como objeto os animais de produção. Entretanto observa-se na atualidade um 

crescente interesse pelos elos existentes entre Neuroimunomodulação, 

ambiência e produção 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 função de desbalanços imunes decorrentes de estressores de manejo; 

acredita-se que em suinocultura os estresses de manejo estejam relacionados, 

entre outros, à superlotação, 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 mamíferos, 

células de origem linfóide e não-linfóide são responsáveis pela defesa 

imunológica específica e não específica de animais de produção e, dentre eles, 

das aves. O heterófilo aviário tem função homóloga ao leucócito 

polimorfonuclear de mamíferos, atuando predominantemente na mediação da 

inflamação aguda por meio da fagocitose de microrganismos (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001; VILA; FIORAVANTI, 2013). Os linfócitos respondem a 

uma variedade de estímulos e deslocam-se para os órgãos linfóides secundários 

onde realizam a apresentação de antígenos após serem desafiados por 

antígenos 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 

et al., 2010, 2012b). 
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Estudos já desenvolvidos na área de Neuroimunomodulação mostraram 

que frangos estressados apresentaram menores índices de desempenho 

zootécnico, depressão 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). Evidências disponíveis 

atualmente sugerem que frangos de corte respondem aos estressores 

ambientais por meio de mudanças comportamentais, hormonais e fisiológicas 

(DEBUT et al., 2005). Korte e seus colaboradores mostraram que a aplicação do 

estresse de contenção em aves de postura da linhagem White Leghorn alterou 

de forma significante os níveis de corticosterona e de catecolaminas no sangue 

das aves (KORTE et al., 1997). 

Observamos, em nossos laboratórios, que o estresse por aumento da 

temperatura ambiente em frangos de corte afetou os índices zootécnicos e a 

imunidade dos plantéis, alterando especialmente o ganho de peso, o consumo 

de ração e parâmetros 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 macrófagos, aumentou a 

migração de microrganismos para o fígado das aves, produziu inflamação na 

mucosa intestinal e reduziu os níveis séricos da imunoglobulina G, em 

comparação a aves não 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 macrófagos peritoneais e aumentar 

os níveis séricos de corticosterona, além de produzir enterite caracterizada por 
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um infiltrado inflamatório linfo-plasmocitário na lâmina própria do jejuno e maior 

migração dos patógenos para o baço 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 condições 

experimentais apresentaram alterações comportamentais, sinais clínicos de 

doença e alterações no peso relativo de órgãos imunes até 1 hora depois da 

exposição (JOHNSON et al., 1993; XIE et al., 2000; ROSSI-GEORGE et al., 

2005). Estes trabalhos, no entanto, não foram conduzidos dentro de uma 

perspectiva de Neuroimunomodulação, isto é, relataram os fatos de forma 

isolada não os relacionando de forma lógica e temporal. 

Como já comentado, o LPS é um fosfolipídio encontrado na composição 

da monocamada externa das membranas da maioria das bactérias Gram 

negativas, incluindo-se aqui muitos microrganismos patogênicos, como a 

Escherichia coli. De forma mais específica, essa endotoxina é conhecida por ser 

uma potente ativadora de genes relacionados à resposta inflamatória aguda 

aumentando a síntese de citocinas durante a fase pró-inflamatória da resposta 

imune. A possibilidade de gerar novas proteínas amplifica e perpetua, portanto, 

o sinal inicialmente gerado pelo LPS (CRUZ-MACHADO, 2010). 

Nos macrófagos o LPS desencadeia a biossíntese de diversos 

mediadores da inflamação como, por exemplo, de TNF-α e IL1-β, e ativa a 

produção de moléculas co-estimuladoras necessárias para o desenvolvimento 

da resposta imune adaptativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; RAETZ; 

WHITFIELD, 2002; KARROW, 2006). O NFkB é o fator de transcrição fulcral da 

resposta inflamatória, sendo expresso tanto na periferia quanto no SNC, nos 
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macrófagos e nas células da glia, respectivamente. Sua ativação por estímulos 

inflamatórios como citocinas pró-inflamatórias ou LPS resulta na transcrição de 

vários genes, levando as células a um estado ativado, prontas para responder a 

injurias e, também, para gerar outras proteínas que induzem a finalização 

adequada do processo (CRUZ-MACHADO, 2010). 

Diversos estudos demonstraram que a administração sistêmica de LPS 

alterou a regulação da expressão gênica de citocinas no SNC (DANTZER et al., 

2008). Em condições experimentais verificou-se que essa resposta inicia-se 

minutos após a administração da endotoxina, antes mesmo de que se detecte a 

presença de citocinas na circulação (GOEHLER et al., 2000; SHERIDAN, 2003; 

SERRATS et al., 2010). Além disso, mostrou-se que regiões do SNC em que a 

barreira hemato-encefálica é mais permeável, expressam receptores TLR4 e 

CD14, da mesma forma como observado nos órgãos circunventriculares - 

regiões encefálicas com alta vascularização de capilares fenestrados - o que, 

como se disse, permite a passagem de moléculas que de outra forma não 

adentrariam outras áreas do cérebro (HERMAN; CULLINAN, 1997; BUTLER; 

COTTERILL, 2006; DA SILVA, 2010). Nessas áreas, em que a comunicação do 

tecido nervoso com o sistema vascular é mais acessível, mostrou-se que LPS 

promove a transcrição de genes para citocinas (RIVEST, 2003; CRUZ-

MACHADO, 2010). Em relação à funcionalidade dessa produção central de 

citocinas desencadeada pelo LPS sugere-se que o processo module tanto a 

excitabilidade neuronal como os processos de neurodegeneração e/ou de 

neuroproteção (RIVEST, 2003).  

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

dentro de uma perspectiva neuroimune, as alterações comportamentais, 
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neuroquímicas, endócrinas e imunes desencadeadas em frangos de corte pelo 

desafio com LPS. Acredita-se que a compreensão da presença e da patogênese 

dos fatores de risco relacionados à imunossupressão seja essencial para o 

sucesso da avicultura e para a otimização da saúde e do bem-estar das aves, 

permitindo a utilização de todo o potencial genético e nutricional investido na 

criação (BROOM, D.M.; MOLENTO, 2004; DAHIYA et al., 2006). Pretende-se, 

ainda, caracterizar possíveis efeitos decorrentes do estresse de manejo 

representado pela contenção dos frangos de corte para administrações 

intravenosas de substâncias químicas como, por exemplo, de LPS e posterior 

coleta de material; para isto empregou-se a contenção dos animais para 

administração de NaCl 0,9%.  
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3. OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar dentro de uma perspectiva neuroimune os efeitos da injeção 

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

administração e coleta de materiais para análises laboratoriais sobre parâmetros 

comportamentais, neuroquímicos, endócrinos e imunes de frangos de corte. 

 

Objetivos Específicos 

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

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

• O comportamento; 

• A concentração de monoaminas e de seus metabólitos no hipotálamo, na 

hipófise e na glândula adrenal; 

• A atividade do eixo HHA e do SNS, quantificando-se os níveis de 

corticosterona sérica e o de catecolaminas plasmáticas; 

• A relação entre heterófilos e linfócitos no sangue circulante; 

• A imunofenotipagem de leucócitos circulantes e esplênicos; 

• O perfil de expressão de citocinas no encéfalo e na glândula adrenal. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado nas dependências do Departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade 

São Paulo, em estrita conformidade com os princípios e diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) como aprovado 

pelo Comitê de Ética para o uso de animais de experimentação (CEUA) desta 

faculdade, protocolado sob o número 7245020217. 

 

Animais 

Foram utilizados 120 pintinhos com 1 dia de vida, da linhagem Ross® 

obtidos de incubatório comercial. As aves foram alojadas segundo as condições 

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/m2. Estes 

boxes possuíam, inicialmente um sistema de alimentação próprio para pintinhos. 

A partir do 7º dia de vida e até o final do experimento cada espaço recebeu dois 

alimentadores tubulares convencionais. Água potável e ração foram fornecidas 

ad libitum em bebedouros pendulares e comedouros tubulares, respectivamente, 

durante todo o experimento. 

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

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

 

Controle (C):  Não receberam qualquer tipo de tratamento; 

Salina (S): Tratados, via i.v. com solução de NaCl 0,9%; 

LPS (L): Tratados, via i.v.com solução de LPS diluído em NaCl 0,9%. 
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Fármacos 

No 28º 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) diluído em solução salina estéril. Esta dose foi escolhida segundo 

dados obtidos de literatura (SHINI et al., 2008a) 

Os animais do grupo “Salina” receberam no mesmo dia, idêntico 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” não receberam qualquer tipo de 

tratamento, permanecendo nos boxes sem qualquer tipo de manipulação.  

 

Procedimentos 

Eutanásia e coleta de amostras 

Transcorridas 3 horas da administração das soluções de LPS ou de NaCl 

0,9%, foi realizada coleta de sangue e logo após, abateram-se 20 aves de cada 

um dos 3 grupos (eutanásia 1).  A eutanásia dos frangos foi realizada por meio 

de deslocamento cervical, método que concorda com recomendações da 

Resolução Normativa do CONCEA. Imediatamente após a eutanásia, os frangos 

foram individualmente necropsiados para coleta das amostras de tecidos, que 

foram imediatamente acondicionados e armazenadas de acordo com as 

exigências de análise a ser realizada.  

Este procedimento foi repetido nos 20 animais remanescentes dos 3 

grupos, após 24 horas da administração das soluções de LPS ou de NaCl 0,9% 

nos (eutanásia 2). A eutanásia foi realizada conforme descrito acima. A Figura 2 

ilustra estes procedimentos. 
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Figura 2: Representação cronológica do delineamento experimental 

	

Legenda: Representação cronológica dos procedimentos experimentais. ED1: primeiro dia experimental. 
ED27: vigésimo sétimo dia experimental. ED28: vigésimo oitavo dia experimental. E1: primeira eutanásia. 
E2: segunda eutanásia. T1: primeira avaliação comportamental. T2: segunda primeira avaliação 
comportamental. T3: terceira avaliação comportamental. T4: quarta avaliação comportamental. 
 

Delineamento Experimental 

 

Experimento 1: Análise comportamental 

 A avaliação 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 às nossas 

condições experimentais (BAERT et al., 2005; CALEFI et al., 2016a). 

 Desta forma, avaliou-se o comportamento das aves dos 3 grupos, por 

meio de observação direta durante os “períodos experimentais”, registrando-se 

o comportamento dos animais em sua moradia durante 10 minutos consecutivos 

em 04 momentos (períodos experimentais) distintos: 

 

 

 

 

ED1 ED27 ED28

ALOJAMENTO

ADMINISTRAÇÃO 
DAS

SOLUÇÕES

T1 T2 T3

Eutanásia 1
(E1)

Eutanásia 2
(E2)

T4
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- T1: 1 hora antes da injeção das soluções de LPS ou de NaCl 0,9%; 

- T2: 1 hora após a injeção das soluções de LPS ou de NaCl 0,9%; 

- T3: 8 horas após a injeção das soluções de LPS ou de NaCl 0,9%; 

- T4: 24 horas após a injeção das soluções de LPS ou de NaCl 0,9%.  

 

 O comportamento das aves foi avaliado e categorizado conforme os 

parâmetros propostos na Tabela 1; esta tabela apresenta as diferentes 

categorias de comportamentos avaliados e a descrição que os caracteriza. 

	

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

Comportamento Parâmetro Descrição 

Comer Frequência de alimentação Ave posicionada em frente 
ao comedouro, ingerindo 
alimento.  

Beber Frequência de ingestão 
hídrica 

Ave posicionada em frente 
ao bebedouro, ingerindo 
água. 

Deitar Frequência de descanso Ave em estado de repouso, 
com o peito e a cabeça 
sobre a cama. 

Parar Frequência de parada Ave parada e em estação, 
sem expressar qualquer 
outro comportamento. 

Andar Frequência de locomoção Ave caminhando. 
 

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

Legenda: Comportamentos observados para quantificação do nível de bem-estar das aves. 
	

Estes parâmetros foram escolhidos, uma vez que permitem a 

quantificação da expressão de comportamentos indicativos do nível de bem-

estar dos animais, assim como da expressão do chamado “comportamento 



  44 

doentio” em aves. Os parâmetros foram quantificados e comparados de acordo 

com o número de vezes que cada ave de um mesmo grupo realizou um 

determinado tipo de comportamento, ou seja, a frequência de sua expressão. Os 

dados foram expressos como a somatória da frequência de expressão do 

comportamento de todas as aves do grupo, naquele momento. 

 Para evitar observações comportamentais subjetivas e verificar a 

adequação das definições dos comportamentos analisados, três 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 observação. Os dados registrados individualmente por eles 

foram submetidos a estudos de correlação para avaliar a acuidade do sistema 

de escores atribuído. Como se verá em RESULTADOS, as correlações entre os 

dados registrados de forma independente por estes 3 pesquisadores foram 

positivas. Portanto, os parâmetros comportamentais medidos foram objetivos.  

 

Experimento 2: Quantificação de monoaminas cerebrais e de seus 

metabólitos 

Para a quantificação das concentrações de monoaminas, o cérebro das 

aves foi removido do crânio imediatamente após a eutanásia, sendo lavado com 

solução de NaCl 0,9% gelada (4ºC) e, imediatamente dissecado sobre placa de 

gelo, rodeado por gelo seco para a remoção do hipotálamo. As amostras de 

tecido coletadas foram individualmente colocadas em tubos de polipropileno do 

tipo “eppendorf”, sendo estocadas em nitrogênio líquido, a -80ºC. As 

monoaminas dopamina (DA) e os seus respectivos metabólitos ácido 
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homovanílico (HVA) e ácido 4,4-diidroxifenilacético (DOPAC); serotonina (5-HT) 

e seu metabólito ácido 5-hidroindol, 3-acético (5-HAAIA); e, noradrenalina (NOR) 

e seu metabólito ácido 3-metóxi-4-hidroximandélico (MHPG) foram quantificadas 

por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), com detector 

eletroquímico. Os dados foram expressos em ng/g de tecido.  

Os resultados obtidos foram, posteriormente, usados para calcular as 

relações DOPAC+HVA/DA, 5HAAIA/5-HT e MHPG/NOR, empregadas como 

indicadores da taxa de renovação (turnover) de DA, 5-HT e NOR, 

respectivamente. O Limite de Detecção do método foi de 0,7 ng/g e o de 

quantificação de 1 ng/g. Os dados foram expressos em ng/g de tecido. 

As glândulas adrenais foram dissecadas neste momento, sendo coletadas 

sob as mesmas condições para quantificação das concentrações de Adrenalina 

e de Noradrenalina. 

 

Experimento 3: Quantificação de catecolaminas plasmáticas 

 Amostras de sangue coletadas da veia braquial das aves foram colocadas 

em tubos de polietileno com EDTA 10% e mantidas em gelo moído até a chegada 

ao laboratório. Em sequência, estas amostras foram centrifugadas a 2.000 g por 

15 minutos a 4ºC, para obtenção do plasma. Imediatamente após a 

centrifugação, estas amostras foram separadas em alíquotas, que foram 

congeladas e armazenadas a -80º C até o momento da realização das 

quantificações. As monoaminas, adrenalina (A) e noradrenalina (NOR) foram 

dosadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), acoplada a um 

detector eletroquímico. O Limite de Detecção do método foi de 0,7 ng/mL e o de 

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

Amostras de sangue coletadas da veia braquial das aves foram colocadas 

em tubos de polietileno e mantidas em gelo moído até a chegada ao laboratório. 

Em sequência, estas amostras foram centrifugadas a 2.000 g por 15 minutos a 

4ºC, para obtenção do soro. Os níveis de corticosterona sérica foram 

quantificados por meio de um kit comercial de ELISA (Ensaios Arbor, Michigan, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante, precedidos pelas diluições 

padronizadas. A concentração de corticosterona foi determinada com auxílio de 

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

(pg/mL). 

 

Experimento 5: Determinação da relação heterófilos: linfócitos 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 moído até a chegada 

ao laboratório. Uma alíquota de 10μL de sangue de cada ave foi utilizada para 

preparar um esfregaço que foi, posteriormente, corado com kit comercial de 

corante panótico rápido. A relação H/L foi obtida por meio da divisão do número 

de heterófilos pelo número de linfócitos, após contagem diferencial de 100 

leucócitos em cada esfregaço, conforme método descrito por Siegel e 

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

 

Experimento 6: Imunofenotipagem de leucócitos circulantes e esplênicos 

 Para a imunofenotipagem dos leucócitos circulantes, alíquotas de 300μL 

de sangue total coletado por punção da veia braquial foram transferidas para 



  47 

tubos de polietileno com EDTA 10% e mantidas em gelo moído até o momento 

de chagada ao laboratório. Para a fenotipagem dos leucócitos esplênicos, os 

baços das aves foram coletados imediatamente após a eutanásia, sendo 

armazenados em meio RPMI 1640 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) em gelo 

moído até a chegada ao laboratório. Em sequência, eles foram cortados em 

fragmentos de aproximadamente 1 mm3, suavemente triturados com o êmbolo 

de uma seringa estéril e filtrados por passagem em cell strainer com malha de 

0,7μm (Becton Dickinson, USA). Os leucócitos viáveis foram contados em 

hemocitômetro empregando-se o corante azul de tripan para exclusão das 

células mortas.  

 Amostras com 1 x106 células esplênicas e 25μL de sangue total foram 

tratados de forma tal a provocar a lise das hemácias, pela adição de 5 ml de 

solução de lise ACK (Thermo Fisher Scientific, USA) durante 5 segundos a 37ºC. 

Foram realizadas marcações simples empregando-se anticorpos diluídos em 1 

a 3 μg em 100 μL de PBS. Empregaram-se marcadores para identificação das 

subpopulações de macrófagos utilizando-se o marcador M∅/Monócito (Southern 

Biotech, Birmingham, AL, USA) específico para macrófagos de Gallus gallus 

domesticus, e o marcador da proteína de superfície MHC-II (Southern Biotech, 

Birmingham, AL, USA). Subpopulações de linfócitos B e T foram identificadas 

empregando-se os marcadores Bu1, CD8 e CD4, respectivamente, e em 

associação ao marcador de leucócitos 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. Após o período de incubação, elas 

foram lavadas com 2 mL de PBS e centrifugadas a 400 g por 8 minutos. Realizou-
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se, então, a marcação múltipla. A aquisição dos eventos foi feita em um 

equipamento BD FACSCalibur (BD Biosciences CA, EUA). O equipamento está 

equipado com um laser azul 488 nm, que permite a detecção de três cores (filtros 

de banda 530/30, 575/26 e 650LP), e um laser de635 nm, vermelho que permite 

uma detecção de uma cor (filtro 670LP). Foi adquirido um total de 10.000 eventos 

de cada amostra. A titulação de todos os anticorpos foi realizada antes do 

experimento para determinação das concentrações ótimas de coloração. Um 

painel multicolor foi produzido utilizando-se os controles de fluorescência – 

menos um (FMO), e os controles de isotipo para cada fluoróforo. A análise dos 

dados obtidos foi realizada empregando-se o software FlowJo v10.0.7 (FlowJo, 

OR, EUA). 

 

Experimento 7: Determinação do perfil de expressão de citocinas e de 

genes de ativação imediata no encéfalo das aves 

 Após eutanásia, o cérebro das aves foi dissecado para coleta do 

hipotálamo e da hipófise e de uma glândula adrenal como descrito acima. Os 

tecidos removidos foram acondicionados em solução de RNA later (Ambion, 

USA) e mantidos em temperatura ambiente por 24 horas sendo, posteriormente, 

armazenadas a -80o C até o memento de seu processamento. 

 O RNA total foi extraído pelo método orgânico, com auxílio do reagente 

Trizol (Invitrogem Canada Inc. Burlington, Ont., Canada), conforme método 

previamente estabelecido em nossos laboratórios (CALEFI, 2016). Em 

sequência, o RNA foi processado para obtenção do cDNA, utilizando-se para 

tanto um kit comercial de transcrição reversa, conforme instruções do fabricante 

(iScript, Biorad, USA).  
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 A quantificação da expressão relativa das citocinas representadas na 

Tabela 1, foi realizada por meio de técnica de PCR em tempo real. As amostras 

foram processadas para obtenção do cDNA (1:10 em água tratada com DEPC) 

sendo quantificadas com auxílio do equipamento QuantStudio 5 (Thermo Fisher 

Scientific, Walthran, MA, USA).   

 De forma breve, as condições de amplificação empregadas foram: pré-

incubação por 10 min a 94º C, seguido de 60 ciclos de 95ºC por 10 s; 54º a 64ºC 

para anelamento por 5 s e aquisição e elongação a 72ºC por 10 s. A análise da 

curva de melting foi realizada em três etapas: 95ºC por 10 s, resfriamento até 

55º C por 1 min e aquecimento a 97º C. A média geométrica de dois genes 

controles endógenos (genes da β-actina e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

[GAPDH]) foi utilizada para analisar a expressão relativa de cada gene. Foi 

empregado o ciclo limiar relativo (CT) para determinação da expressão do gene 

alvo em relação ao controle (calibrador). Para cada amostra, a média do CT do 

gene alvo foi normalizada utilizando-se a fórmula ΔCT = CT gene alvo – CTmédia GAPDH 

e β-actina. Para a determinação dos níveis de expressão relativa, a seguinte fórmula 

foi usada: ΔΔCT= ΔCT(amostra) - ΔCT(calibrador); esse valor foi também empregado para 

o cálculo da expressão relativa, utilizando-se a expressão 2-ΔΔCt. 
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Tabela 2: Sequências de primers a serem utilizados para avaliação da expressão 
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 avaliação da expressão relativa de citocinas e quimiocinas pela técnica de 
PCR em tempo real (CALEFI, 2016). 

 

Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados em um primeiro momento para 

verificação de serem eles paramétricos ou não, por meio do teste de Bartlet. Em 

sendo paramétricos, foram analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste 

de Bonferroni para verificação dos contrastes. Sendo não-paramétricos foram 

avaliados por meio do teste de Kruskall-Whallis seguido pelo teste de Dunnet. 

As análises estatísticas foram realizadas empregando-se o software 

GraphPadPrism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califórnia, EUA). Todos 

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

estatísticas foram consideradas significantes para p ≤ 0,05.  
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5. RESULTADOS 

Experimento 1: Avaliação comportamental 

 

Os resultados das avaliações das frequências de expressão 

comportamental das aves, feitas por 3 pesquisadores independentes e com 

experiência no manejo de aves comerciais, empregando como referência o 

descrito na Tabela 1 apresentaram forte correlação positiva entre si (Teste de 

correlação de Pearsons: r = 0.929; p<0,0001). Desta forma e de relevância, 

mostra-se que o critério de escores atribuídos aos diferentes comportamentos 

na Tabela 1 foi objetivo, sendo replicável. 

Os dados comportamentais obtidos foram paramétricos. Desta forma, a 

Tabela 3 mostra e a Figura 3 ilustra as médias e os desvios-padrão da somatória 

das frequências atribuídas a cada parâmetro comportamental avaliado.  

Análise estatística dos dados relativos à frequência de alimentação dos 

animais (Figura 3A) mostrou diferenças significantes entre os grupos. Em 

especial, observou-se redução significante na frequência de ingestão de ração 

nas três observações realizadas após a administração de LPS e de salina, 

quando comparados aos animais do grupo controle (F6,18=1,86; p<0,05). No 

entanto, deve destacar-se que não se observaram diferenças significantes entre 

os dados dos grupos LPS e salina. 

 Os dados de frequência de ingestão hídrica (Figura 3B) foram peculiares. 

Curiosamente, as aves do grupo “controle” apresentaram frequência de ingestão 

hídrica mínima nos períodos experimentais T2 e T3, o que tornou difícil a 

verificação do efeito do LPS nestes momentos, pois também as aves deste grupo 

deixaram de ingerir líquido nestes momentos. No período T2, a frequência de 
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ingestão hídrica foi maior nas aves do grupo “salina”. No período de observação 

T4 as aves dos grupos “LPS” e “salina” apresentaram consumo menor que 

aquelas do grupo “controle” (F6,18=9,64; p<0,05); porém, nenhuma diferença 

significante foi observada entre os dados destes dois grupos. 

Quanto à atividade motora dos animais, a ANOVA de duas vias para 

medidas repetidas mostrou um aumento significante na frequência de descanso 

(F6,18=3,41; p<0,05) nos animais que receberam LPS em comparação aos 

animais do grupo “controle” (Figura 3C). Este aumento foi acompanhado por uma 

diminuição na frequência de locomoção das aves (Figura 3E) (F6,18=12,89; 

p<0,001); a frequência de parado também foi menor nas aves do grupo LPS 

(Figura 2D) (F6,18=5,21 ; p<0,05), o que significa que os animais deste grupo 

apresentaram redução de sua movimentação, mas não permaneceram 

totalmente parados. Finalmente, as aves do grupo LPS não apresentaram 

comportamento de limpeza nos momentos T2, T3 e T4; a pequena expressão 

deste comportamento, no entanto, impediu a observação de diferenças 

significantes entre os grupos.  

Os dados de frequência de limpeza (Figura 3F) mostraram que os animais 

do grupo LPS não expressaram este comportamento nos períodos T2, T3 e T4, 

ao contrário das aves dos outros grupos que o expressaram nos momentos T3 

e T4 de observação. Mais especificamente, observamos que a frequência de 

limpeza das aves do grupo salina foi estatisticamente maior que aquela medida 

nas aves do grupo LPS no período T3 (F6,18=3,90; p<0,05). 

 



  53 

 

Tabela 3: Avaliação comportamental de aves tratadas ou não 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 

Frequência de alimentação 25±0,47 22±6,13 24±1,25 9±1,25 0±0a 0±0b 7±0,82 0±0 a 0±0 b 12±2,16 5±0,47 a 4±1,25b 

Frequência de ingestão 

hídrica 4±0,94 3±0,82 2±0,94 0±0,47 3±0,82 a 0±0 b 0±0 2±0,47 0±0 a 7±2,45 1±0 a 5±0,47 a 

Frequência de descanso 16±5,75 10±0,47 17±2,49 8±2,16 5±1,25 10±0 3±0,47 7±1,25 10±0 5±1,25 8±2,94 9±0,94 

Frequência de parada 2±1,63 6±1,41 6±1,25 4±0,5 3±1,63 1±0,82 a 1±0,47 2±0,47 0±0 2±1,25 0±0 0±0 

Frequência de locomoção 6±1,41 7±1,7 11±0,82 3±0,82 3±1,25 0±0 a,b 2±0,47 2±0,47 0±0 4±0,94 0±0 a 2±0,47 

Frequência de limpeza 3±0,82 4±1,25 4±0,94 0±0,47 0±0 0±0 1±0,47 3±0,47 0±0,94b 0±0 1±0,47 0±0 

Legenda: Frequências de expressão comportamental em aves que receberam por via intravenosa solução salina (Salina), 0,2mg/kg de LPS (LPS) ou nenhuma injeção (Controle). 
São apresentadas as médias e os desvios padrão para cada grupo de animais em cada uma das 4 avaliações: T1= 1hora antes da injeção; T2= 1 hora após a injeção; T3= 8 
horas após a injeção; T4= 24 horas após a injeção.  a= diferente em relação ao grupo controle T1 com p< 0,05; b=diferente em relação 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 administração intravenosa de solução salina ou de LPS no 
comportamento de frangos de corte 
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Legenda: Frequências de expressão comportamental em aves que receberam por via intravenosa solução salina 
(Salina), 0,2mg/kg de LPS (LPS) ou nenhuma injeção (Controle). São apresentadas as médias e os desvios 
padrão para cada grupo de animais em cada uma das 4 avaliações: T1= 1hora antes da injeção; T2= 1 hora após 
a injeção; T3= 8 horas após a injeção; T4= 24 horas após a injeção.  a= diferente em relação ao grupo controle 
T1 com p< 0,05; b= diferente em relação 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: Quantificação das monoaminas cerebrais e de seus 

metabólitos 

 

 Os níveis de monoaminas cerebrais e de seus metabólitos, expressos em ng/g 

de tecido, e as respectivas relações de turnover são representados nas Tabelas 4, 5 

e 6. Os dados obtidos foram paramétricos. 

A Tabela 4 mostra as médias e desvios-padrão das concentrações 

hipotalâmicas de dopamina (DA), ácido homovanílico (HVA) e ácido 4,4-

diidroxifenilacético (DOPAC). 

 

Tabela 4: Efeitos da administração intravenosa de solução salina ou LPS nos níveis 
de dopamina e de seus metabólitos no hipotálamo de frangos de corte  

  CONTROLE SALINA LPS 

 

DA 

Eutanásia 1 33998 ± 1298 5131 ± 1273 4228 ±1670 

Eutanásia 2 5095 ± 1294 4164 ± 1174 6331 ± 1273b 

 

HVA 

Eutanásia 1 5683 ± 2980 3582± 2222 8254±1871 b 

Eutanásia 2 5095± 1294 4648 ± 830 4843 ± 1425 

 

DOPAC 

Eutanásia 1 1070± 681 2069± 823 3754±2595 

Eutanásia 2 2134± 879,8 1592 ± 415,1 8023±6752a,b 

Legenda: Concentração de Dopamina e seus metabólitos no hipotálamo das aves. Dados apresentados em (ng/g 
de tecido). a= diferente em relação ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 concentrações desta monoamina e de 

seu turnover no hipotálamo. Observa-se um aumento estaticamente significante na 

concentração de dopamina nos animais que receberam LPS, em comparação aos 

animais que receberam solução salina 24 horas após estes procedimentos 
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(F2,15=2,97; p<0,05), (Figura 4 A). Ao comparar as concentrações de HVA e DOPAC 

nos animais que receberam LPS com os dados dos outros dois grupos, observa-se 

um aumento significante na concentração de HVA 3 horas após a administração das 

soluções (F2,15=2.47; p<0,05),(Figura 4 B) e um aumento mais tardio (24 horas após 

a injeção das soluções) na concentração de DOPAC (F2,15= 3,33; p<0,05),(Figura 3 

C).  Estas alterações nas concentrações hipotalâmicas destes metabólitos resultaram, 

muito provavelmente, de um aumento estatisticamente significante do turnover de 

dopamina nos animais que receberam LPS em relação aos animais dos outros dois 

grupos (Figura 4 D).  

 

Figura 4: Efeitos da administração intravenosa de solução salina ou LPS nos níveis 
de dopamina e seus metabólitos no hipotálamo de frangos de corte. 
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Legenda: Concentração de dopamina e seus metabólitos no hipotálamo das aves. DA= dopamina, HVA =ácido 
homovanílico e DOPAC = ácido 4,4-diidroxifenilacético. a= diferente em relação ao grupo controle com p< 0,05; 
b= diferente em relação 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 padrão das concentrações de 

serotonina (5-HT) e de seu metabólito ácido 5-hidroindol, 3-acético (5HAAIA) no 

hipotálamo das aves. Os dados são apresentados em ng/g de tecido. 

 

Tabela 5: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina nos níveis 
de serotonina e de seu metabólito ácido 5-hidroindol, 3-acético no hipotálamo de 
frangos de corte. 

  CONTROLE SALINA LPS 

5-HT Eutanásia 1 12.221 ± 4.888 34.580 ± 14.655 a 37.891 ± 14.400 a 

Eutanásia 2 30417 ± 19535 29584 ± 6331 24396 ± 7396 

5HAAIA Eutanásia 1  13344 ± 3370 19785 ± 5478 19938 ± 3619 

Eutanásia 2 21037 ± 7637 19990 ± 1891 19636 ± 7586 

Legenda: Concentração de Serotonina e seu metabólito no hipotálamo das aves. a= diferente em relação ao grupo 
controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 concentrações desta monoamina e de 

seu metabólito, bem como do seu turnover. Observa-se um aumento estatisticamente 

significante nos níveis de serotonina 3 horas após a injeção das soluções (E1), tanto 

nos animais que receberam solução salina quanto naqueles que receberam LPS, em 

comparação 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 

hipotálamo das aves que receberam LPS e salina (F2,15=1,32; p<0,05) (Figura 4 C); 

os níveis do metabólito 5HAAIA, no entanto, mantiveram-se praticamente constantes 

(Figura 5 B), o que pode indicar redução da liberação do neurotransmissor pela fibra 

pré-sináptica.  
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Figura 5: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina nos níveis 
de serotonina e seu metabólito no hipotálamo de frangos de corte.  
 

 

 

Legenda: Concentração de Serotonina e seu metabólito no hipotálamo das aves. a= diferente em relação ao grupo 
controle com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
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Tabela 6: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina nos níveis 
de noradrenalina e de seu metabólito MHPG no hipotálamo de frangos de corte 

  CONTROLE SALINA LPS 

NOR Eutanásia 1 22504 ± 7715 45942 ± 9888 a 24911 ± 6273 b 

Eutanásia 2 30043 ± 11754 35232 ± 4593 34652 ± 7918 

MHPG Eutanásia 1  4232 ± 4157 5387 ± 3485 5701 ± 1088 

Eutanásia 2 3372 ± 1836 3381 ± 1327 13123 ± 13894 a,b 

Legenda: Concentração de noradrenalina (NOR) a e seu metabólito MHPG no hipotálamo das aves. a= diferente em 
relação ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 concentrações de noradrenalina e de 

seu metabólito assim como o turnover deste neurotransmissor no hipotálamo das 

aves. Observa-se um aumento significante dos níveis de noradrenalina nos animais 

que receberam solução salina após na primeira eutanásia (E1: 3 horas após a injeção 

das soluções) em comparação com os animais dos grupos controle e LPS (F2,15=6,29; 

p<0,05) (Figura 6 A). 

Após a segunda eutanásia (realizada 24 horas após a injeção das soluções) 

observou-se um aumento na concentração de MHPG nos animais que receberam LPS 

quando comparados aos dos outros dois grupos (Figura 6 B); este aumento não se 

traduziu por alteração significante do turnover de noradrenalina (Figura 6 C). Apesar 

de não se ter observado diferença estatisticamente significante entre os dados, 

observando-se o turnover da noradrenalina com mais acuidade, pode-se notar uma 

importante tendência de diminuição neste indicador de atividade neuronal 3 horas 

após a injeção de LPS (Figura 6 C). 
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Figura 6:Efeitos da administração intravenosa LPS ou de solução salina nos níveis de 
noradrenalina e seu metabólito no hipotálamo de frangos de corte.  

 

Legenda: Concentração de noradrenalina e seu metabólito no hipotálamo das aves. a= diferente em relação ao 
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com  p< 0,05 (ANOVA de duas vias com 
medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
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Tabela 7: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
concentração de catecolaminas na glândula adrenal de frangos de corte  

  CONTROLE SALINA LPS 

NOR Eutanásia 1 5508,50 ± 1651,46 6426,15 ± 2332,69 7047,71 ± 4891,80 

Eutanásia 2 5781,60 ± 2284,62 5868,33 ± 1964,48 4794,66 ± 1296,49 

ADR Eutanásia 1  5834,91± 637,07; 4466,28 ± 315,64; 4821,65 ± 402,02 

Eutanásia 2 4490,46 ± 852,86 5209,30 ± 483,42 3022,25± 689,27 

Legenda: Concentração catecolaminas na adrenal das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina. ANOVA de 
duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni, considerando diferenças estatísticas significantes 
para p<0,05. 
 

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

foram observadas diferenças estatísticas significantes entre os níveis de 

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

 

Figura 7: Efeitos da administração intravenosa de solução salina ou LPS nos níveis 
de catecolaminas da glândula adrenal de frangos de corte 
 

 

Legenda: Concentração catecolaminas na glândula adrenal das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina. 
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni, considerando diferenças estatísticas 
significantes para p<0,05. 
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Experimento 3: Quantificação de catecolaminas plasmáticas 

 

 Os dados obtidos foram paramétricos. A Tabela 8 mostra as médias e desvios 

padrão das concentrações plasmáticas 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 são apresentados em ng/ml de plasma.  

 

Tabela 8: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou solução salina nos níveis 
plasmáticos de noradrenalina de adrenalina em frangos de corte  

 

  CONTROLE SALINA LPS 

NOR Eutanásia 1 17 ± 7,15 23,28 ± 12,81 24,07 ± 8,63 

Eutanásia 2 9 ± 3,05 19,12 ± 9,18 5,9 ± 2,53 

ADR Eutanásia 1  18,57 ± 4,88 6,54 ± 2,17 59,10 ± 18,09 a,b 

Eutanásia 2 6,54 ± 2,17 14,66 ± 14,45 11,15 ± 5,48 

Legenda: Concentração catecolaminas no plasma das aves. NOR= noradrenalina. ADR= adrenalina. a= diferente 
em relação ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 concentração de adrenalina 

circulante nos animais que receberam LPS em comparação com os animais dos 

outros dois grupos, 3 horas após a administração das soluções (F2,15=22.54; p<0,05).  
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Figura 8: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina ou nos 
níveis plasmáticos de catecolaminas em frangos de corte 
 

 

Legenda: Concentração de noradrenalina e adrenalina circulantes nas aves. a= diferente em relação ao grupo 
controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com  p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
 

Experimento 4: Quantificação da Corticosterona Sérica 

 

Os dados obtidos foram paramétricos. A Tabela 9 mostra as médias e desvios 

padrão das concentrações de corticosterona no sangue periférico das aves. Os dados 

são apresentados em ng/ml de sangue. 

 

Tabela 9: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina nos níveis 
séricos de corticosterona em frangos de corte 

 

 CONTROLE SALINA LPS 

Eutanásia 1 17,76±2,81 15,48±1,90 23,27±8,44 

Eutanásia 2 24,56±7,47 24,66± 2,12 41,81±15,55a 

Legenda: Concentração corticosterona no sangue das aves. a= diferente em relação 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 concentração de 

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

p<0,05).  

 

Figura 9: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina nos níveis 
plasmáticos de corticosterona em frangos de corte. 
 

 

Legenda: Concentração de corticosterona sérica nas aves. a= diferente em relação ao grupo controle e salinacom 
p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
 

Experimento 5: Determinação da relação heterófilos: linfócitos circulantes 

(H/L). 

 

 Os dados obtidos foram paramétricos. Os valores das médias e dos desvios 

padrão obtidos a partir do cálculo da relação entre o número de heterófilos e o número 

de linfócitos no sangue periférico das aves dos diferentes grupos são apresentados 

na Tabela 10. 
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Tabela 10: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
relação heterófilo/linfócito no sangue periférico das aves 
 
  CONTROLE SALINA LPS 

HT/LT Eutanásia 1 2,75 ± 1,39; 6,19 ± 2,47 a 4,36 ± 0,74 b 

Eutanásia 2 1,18 ± 0,22 0,64 ± 0,35 0,79 ± 0,14 

 
Legenda: Relação heterófilos / linfócitos no sangue periférico de frangos de corte. a= diferente em relação ao grupo 
controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 relação entre os heterófilos/linfócitos no 

sangue periférico dos animais que receberam solução salina em relação aos animais 

dos outros dois grupos, 3 horas após a administração (F 2, 15 = 8,86; p<0,05). Embora 

se tenha observado um aumento desta relação nos animais do grupo LPS, este 

aumento não foi significante.  

 

Figura 10: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
relação heterófilo/linfócito no sangue periférico das aves. 

 

Legenda: Relação heterófilos / linfócitos no sangue periférico de frangos de corte. a= diferente em relação ao grupo 
controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
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É interessante notar também que houve uma marcante diminuição desta 

relação nas aves de todos os grupos no segundo dia de eutanásia e, em especial 

naquelas dos grupos NaCl 0,9% e LPS, o que decorreu, muito provavelmente, em 

decorrência de uma redução geral da contagem de leucócitos no sangue periférico 

das aves 24 horas após a administração das soluções. 

 

Experimento 6: Imunofenotipagem de leucócitos circulantes e esplênicos 

 

As figuras 11 a 15 apresentam as porcentagens de células marcadas 

positivamente para o marcador específico da superfície de leucócitos, o receptor 

CD45. Após a identificação desta marcação inicial, foram selecionadas 

subpopulações especificas de leucócitos que foram concomitantemente positivos para 

outros marcadores de superfície específicos para cada tipo celular de interesse, tanto 

para os leucócitos circulantes no sangue periférico, quanto para aqueles que se 

encontravam no baço das aves no momento das eutanásias.  

A figura 11 mostra que decorridas 24 horas da administração das soluções, 

observou-se uma redução estatisticamente significante na porcentagem de linfócitos 

B esplênicos nas aves tratadas com LPS em comparação com aquelas dos grupos 

controle e salina (F2, 15 = 2,79;p<0,05); entretanto esta redução não se traduziu 

diretamente por aumento da porcentagem destas células no sangue periférico dos 

animais. 
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Figura 11: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
porcentagem de linfócitos em frangos de corte. 

 

Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfócitos B (Bu-1). a= diferente em relação ao 
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com 
medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
 

 Para avaliação dos linfócitos T, foram utilizados os marcadores: CD4 

(característico dos linfócitos Thelper); e CD8 (característico dos linfócitos T citotóxicos). A 

população de linfócitos T duplamente positiva está representada na Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

E1 E2
0

2

4

6
CONTROLE

SALINA

LPS

C
él

ul
as

 p
os

iti
va

s 
(%

)

Baço Sangue Periférico

Bu-1

E1 E2
0

10

20

30
CONTROLE

SALINA

LPS

a,b

C
él

ul
as

 p
os

iti
va

s 
(%

)



  68 

Figura 12: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
porcentagem de linfócito T duplamente positivos em frangos de corte 

 

Legenda: Porcentagem de células positivas para os marcadores de linfócitos TCD4 e TCD8:a= diferente em relação 
ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA de duas vias com 
medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 
 

No baço 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 após a exposição (F 2, 15 = 2,36; p<0,05). No primeiro 

momento, esta diferença foi observada apenas em relação aos animais do grupo 

controle; no entanto, 24 horas após a administração das soluções, observou-se 

também um aumento desta população em relação às aves do grupo salina. 

Quando avaliamos a população de linfócitos Thelper (CD4+/CD8-), representada 

na Figura 13, observamos que decorridas 24 horas da manipulação das aves observa-

se uma redução significante da porcentagem destas células no baço dos animais dos 

grupos salina e LPS em relação às 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 à endotoxina, isto é, do grupo LPS. 
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Figura 13: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
porcentagem de linfócito T CD4 positivos em frangos de corte 

 

Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfócitos TCD4. a= diferente em relação ao 
grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 população dos linfócitos T 

citotóxicos (CD4-/CD8+), observamos uma redução significante desta população no 

baço das aves que receberam LPS em comparação àquelas dos grupos controle e 

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

da porcentagem destas células no sangue periférico das aves.  
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Figura 14: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
porcentagem de linfócito TCD8 em frangos de corte 

 

Legenda: Porcentagem de células positivas para o marcador de linfócitos TCD8. de frangos de corte. a= 
diferente em relação ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação 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 macrófagos após a administração de 

solução salina ou de LPS nas aves.  
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Figura 15: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
porcentagem de macrófagos em frangos de corte 

Legenda: Porcentagem de células positivas para os marcadores de macrófagos e monócitos. a= diferente 
em relação ao grupo controle com p< 0,05; b= diferente em relação ao grupo salina com p< 0,05 (ANOVA 
de duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni). 

 

No momento da segunda eutanásia (E2) observou-se uma redução na 

porcentagem de macrófagos no baço das aves que receberam LPS em relação aos 

animais do grupo controle, e uma tendência de aumento destas células na circulação 

das aves que receberam LPS, em comparação àquelas do grupo controle (F 2, 15 = 

6,6; p<0,05). 

 

Experimento 7: Determinação do perfil de expressão de citocinas e de 

genes de ativação imediata no encéfalo das aves 
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quantidades detectáveis de IL-10 ou de INF-gamma, motivo pelo qual não serão 

apresentados dados referentes a expressão destas citocinas.  

Nos três tecidos foram observados padrões diferentes de expressão de cada 

produto: no hipotálamo foi possível detectar a expressão de IL-1, IL-12, INF-alfa, c-

Fos e EGR1. Na hipófise e na glândula adrenal detectamos IL-1, IL-2, INF-alfa e c-

Fos.  Entretanto, não foram observadas diferenças significantes na média da 

expressão 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 expressão relativa das citocinas IL-1, IL-12 e INF-alfa, e 

dos genes c-Fos e EGR-1 no hipotálamo das aves, decorridas 3 e 24 horas após a 

administração de solução salina ou LPS nas aves. 

A expressão hipotalâmica de IL-1 (Figura 16 A) foi detectada apenas nos 

animais que receberam LPS, e apenas 24 horas após a administração das soluções 

(E2). Apesar da não ocorrência de diferenças significantes entre os grupos pode-se 

observar uma importante tendência de aumento da expressão de IL-1 no hipotálamo 

destas aves do grupo tratado com LPS em relação àquelas dos outros grupos neste 

momento (E2). 

No momento da primeira eutanásia (E1), observamos uma tendência de 

aumento da expressão de IL-12 nos animais que receberam LPS, em comparação 

com aqueles dos demais grupos (Figura 16 B). De forma semelhante, a expressão de 

EGR1-1 (Figura 16 E) também parece ter sido maior nas aves que receberam LPS 3 

horas após a exposição aos estímulos, não sendo mais detectada esta atividade em 

E2. O LPS não produziu alterações na expressão de INF-alfa e de c-Fos no 

hipotálamo. 
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Figura 16: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina sobre a 
expressão gênica hipotalâmica das aves 

 

Legenda: Expressão relativa de citocinas e genes de ativação imediata no hipotálamo de frangos de corte. 
 

 A Figura 16 mostra, ainda, que administração da solução salina alterou a 

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

segunda eutanásia (E2).  
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 A figura 17 apresenta graficamente a expressão relativa das citocinas IL-1, IL-

2 e INF-alfa, e do gene c-Fos na hipófise das aves. Não foram detectados níveis 

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

 

Figura 17: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina na 
expressão gênica hipofisária das aves 

 

Legenda: Expressão relativa de citocinas e genes de ativação imediata na hipófise de frangos de corte. 
 

Na hipófise observou-se uma tendência de aumento na expressão dos genes 

IL-1, IL-2, INF-alfa e do c-Fos apenas em E1. No entanto, não se observou expressão 

significativa dos genes avaliados em E2. Desta forma, a administração de LPS 

aumentou a expressão de IL-1, IL-2 e INF-alfa. Observa-se, ainda que a administração 

de solução salina produziu aumento na expressão de IL-2, INF-alfa e do gene c-Fos 

na hipófise das aves.  
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 A figura 18 mostra a expressão relativa das citocinas IL-1, IL-2 e INF-alfa, e do 

gene c-Fos na glândula adrenal das aves, 3 e 24 horas após a administração de 

solução salina ou de LPS nas aves.  

Observa-se que a administração de LPS produziu uma importante tendência 

de aumento da expressão de IL-1 em E2 na adrenal. A injeção da endotoxina 

aumentou, também, a expressão do gene c-Fos na adrenal das aves em comparação 

com aquelas do grupo controle, tanto em E1 quanto em E2. Saliente-se que não foi 

possível detectar a expressão destes produtos na adrenal as aves não manipuladas. 
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Figura 18: Efeitos da administração intravenosa de LPS ou de solução salina sobre a 

expressão gênica na glândula adrenal das aves 

 

Legenda: Expressão relativa de citocinas e genes de ativação imediata na glândula adrenal de frangos de corte. 
 

Observou-se, na adrenal, que a administração de solução salina produziu uma 

tendência de aumento, da expressão de IL-2 e de c-Fos em E1 em comparação às 

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

promoveu, também, um importante aumento na expressão do c-Fos em relação às 

aves dos outros grupos, 3 horas após a manipulação (E1). A expressão 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 DISCUSSÃO 

 

A injeção sistêmica de LPS é uma ferramenta experimental que tem sido muito 

utilizada no estudo das relações bidirecionais entre os sistemas nervoso e imune, ou 

seja, em neuroimunomodulação (DUNN, 2009). De fato, o LPS estimula macrófagos 

residentes a produzir, entre outras moléculas IL-1 e TNF-α que, caindo na circulação, 

modificam a atividade do SNC. O modo pelo qual ocorre esta ação tem sido muito 

discutido; ocorreria por estimulação de aferências vagais (Figura 1), por travessar a 

barreira cérebro-sangue nos locais em que ela é permeável ou, ainda, por induzir 

modificações na expressão de interleucinas no SNC que, por sua vez, seriam 

responsáveis pelos efeitos finais (ALVES; PALERMO-NETO, 2007). De qualquer 

forma, as modificações centrais produzidas pela liberação de citocinas na periferia 

resultam na ativação de diversas regiões do SNC, incluindo-se aqui o hipotálamo e 

muito especialmente os núcleos hipotalâmicos responsáveis pelas atividades do SNS 

e do eixo HPA; modulam, assim, tanto a liberação hormonal como a de catecolaminas 

e as respostas comportamentais dos animais (DANTZER et al., 2008). Atuariam, 

portanto, da mesma forma que os estressores físicos como, por exemplo, contenção 

física, frio ou calor intensos, ruídos, natação forçada, medo condicionado, etc.  

Muitos autores analisaram as alterações comportamentais, neuroquímicas, 

endócrinas ou imunes induzidas pelo LPS em animais de laboratório. Poucos o 

fizeram em aves. Menor ainda o número 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 injeção de LPS em aves 

produziu alterações comportamentais importantes como, por exemplo: redução das 

frequências de alimentação, de locomoção, e de limpeza, ocorrências associadas a 
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um aumento concomitante da frequência de descanso. Estes dados em seu conjunto 

caracterizam a expressão do comportamento doentio em aves após exposição ao LPS 

em nosso modelo experimental. 

 Dados obtidos em animais de laboratório mostram que estressores físicos, 

agudos ou crônicos, produzem redução da ingestão de alimentos e/ou de água e 

perda de peso nos animais (PARÉ; GLAVIN, 1993). Mostram, ainda, redução da 

atividade exploratória (KENETH et al., 1986; WEISS et al., 1980). Fatos que 

confirmam a natureza estressora do LPS em aves.  

 É interessante notar que as aves do grupo SALINA, que passaram pelo mesmo 

estresse de manejo (contenção e injeção), mas não receberam o LPS, também 

apresentam alterações comportamentais importantes, como redução nas frequências 

de alimentação e de locomoção, e aumento na frequência de descanso. Estes 

achados são relevantes, pois mostram o efeito deletério de um estresse de manejo no 

comportamento das aves. Mostram, também, e reforçam a necessidade de inclusão 

de um grupo controle não 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 expressão do comportamento doentio induzido pelo LPS em 

mamíferos não seja decorrente de uma depressão inespecífica do SNC uma vez que 

a redução dos comportamentos motores (de locomoção, exploração e de alimentação) 

foi atribuída a redução de motivação. Relatou-se que camundongas lactantes 

injetadas com LPS e expostas a temperatura ambiente baixa (6º C) recolhiam seus 

filhotes e reconstruíam seus ninhos em tempo menor que aquelas mantidas em 

temperatura agradável para a espécie (22º C) (AUBERT et al., 1997; COHN; DE SÁ-

ROCHA, 2006). 
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Os presentes dados comportamentais obtidos em aves não permitem, de per 

se, que se faça idêntica inferência, embora os efeitos motores induzidos pelo LPS 

tenham vindo acompanhados por redução das frequências de parado e de descanso; 

ou seja, as aves podem ter apresentado outros comportamentos que não os 

registrados. No entanto, como não se mediram outros comportamentos, fica difícil 

extrair conclusões relativas a alterações motivacionais induzidas pelo LPS nos 

frangos. Mas, esta ocorrência não é de todo impossível; para comprová-la, seria 

necessário mostrar que a redução de atividade motora induzida pelo LPS é revertida 

pela exposição dos animais a situações motivacionais importantes como, por 

exemplo, a um jejum alimentar. Futuros experimentos poderão comprovar esta 

hipótese.  

De qualquer forma, os achados comportamentais deste trabalho após 

administração do LPS em frangos de corte têm grande relevância em avicultura por 

demonstrar redução da frequência de alimentação na vigência de um modelo 

experimental de infecção, confirmando observações de ordem prática decorrentes do 

manejo de frangos de corte; embora não se tenha quantificado o consumo de ração 

neste trabalho, infere-se que uma redução da frequência de alimentação implique em 

redução do consumo e consequente aumento da conversão alimentar. 

O hipotálamo é a região do SNC responsável pelo controle regulatório dos 

sistemas homeostáticos essenciais para a sobrevivência do organismo. Por meio de 

suas conexões sinápticas com diversas outras regiões do SNC o hipotálamo é parte 

importante do sistema límbico controlando tanto a liberação hormonal pela hipófise 

como a atividade do SNA (GOEHLER et al., 2000; DUKES, 2006).  

Em mamíferos, a ativação do eixo HHA pela administração de LPS provoca 

alterações neuroquímicas importantes no SNC, resultando em aumento nos níveis de 
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noradrenalina, dopamina e de serotonina no hipotálamo 2 horas após sua 

administração (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 após o LPS). 

Observamos, ainda, um aumento nos níveis e no “turnover” de serotonina nos animais 

que receberam tanto LPS quanto solução salina três horas após a administração das 

soluções. Ainda, observamos um aumento das concentrações de MHPG 24 horas pós 

a administração de LPS e uma redução do “turnover” de noradrenalina 3 horas após 

o tratamento, indicando estes dados um aumento da utilização de noradrenalina.  

Embora a análise de neurotransmissores no hipotálamo não possa ser 

diretamente relacionada com a atividade locomotora, restrita muito mais a alterações 

na atividade de neurônios dopaminérgicos da substância nigra (BERNARDI et al., 

1981; FRUSSA-FILHO E PALERMO-NETO, 1988), o aumento de “turnover” de 

dopamina presentemente relatado aponta fortemente nesta direção.  

Neste sentido, a dopamina desempenha papel de relevância na elaboração da 

resposta de animais de laboratório aos estressores físicos (HERMAN et al., 

1982;ROTH et al., 1988). Tem sido sugerido que estressores ativam neurônios das 

áreas mesolímbica e mesocortical destes animais (CARLSON et al., 1987; 

ABERCROMBIE et al., 1989) e, ainda, que o sistema dopaminérgico mesolímbico seja 

essencial para o aparecimento das respostas orgânicas aos estressores (RAY; 

HENKE; SULLIVAN, 1988). Em seu conjunto, estes dados sugerem que a dopamina 

seja um neurotransmissor necessário para a proteção dos organismos de mamíferos 

aos efeitos deletérios dos estressores (PARÉ; GLAVIN, 1993). Os presentes 
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resultados obtidos em aves apontam para a mesma direção após a administração do 

LPS, ou seja, na vigência de um estressor infeccioso em aves. 

Como comentado, o aumento das concentrações de MHPG no hipotálamo das 

aves observado 24 horas após a administração do LPS sugere ocorrência de aumento 

da atividade em neurônios noradrenérgicos; neste caso, esta ocorrência não teria sido 

compensada, pelo menos neste momento, por aumento do “turnover” de 

noradrenalina. No entanto, este achado parece também refletir as decorrências do 

estresse induzido pelo LPS (estressor infeccioso) uma vez que inúmeros relatos 

mostraram aumento de atividade de neurônios noradrenérgicos hipotalâmicos em 

ratos e camundongos na vigência de estressores físicos ou psicológicos (ALVES; 

PALERMO-NETO, 2007; HANKE et al., 2012). É possível que a resposta do sistema 

noradrenérgico hipotalâmico aos estressores seja mais lenta em aves. De qualquer 

forma, também não observamos alterações do turnover de noradrenalina no 

hipotálamo dos animais do grupo salina 3 e 24 horas após o estresse físico de 

contenção 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 orgânica efetiva contra os estressores 

(GLAVIN et al., 1983a). Mostrou-se que a exposição a estressores físicos aumentou 

o “turnover” de noradrenalina em ratos, fato este verificado por meio da determinação 

das concentrações de MHPG (GLAVIN et al., 1983b). Em particular, observou-se que 

regiões límbicas que incluem o hipotálamo, a amígdala e o hipocampo evidenciaram 

um rápido aumento no “turnover” de noradrenalina no SNC de ratos após contenção 

física ou aplicação de choque elétrico nas patas (TANAKA et al., 1982; GLAVIN et al., 

1983b). 
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Um dos efeitos mais dramáticos das alterações induzidas pelos estressores 

físicos nos sistemas noradrenérgicos de animais de laboratório é a redução das 

atividades motora e exploratória, fato que vem acompanhados por desmotivação e 

redução na ingestão de alimentos (ANISMAN; ZACHARKO, 1982). Destaque-se que 

estes achados têm sido muito explorados por aqueles que estudam o papel dos 

estressores na depressão endógena como, por exemplo, por Anisman (ANISMAN; 

ZACHARKO, 1982). 

Juntando-se as alterações discutidas acima, nos parece factível afirmar que os 

sistemas catecolaminérgicos centrais desempenhem importante papel na 

susceptibilidade ou resistência de aves aos efeitos do LPS.  

Embora menos explorada que os outros neurotransmissores, também a 

serotonina foi objeto de estudo em animais de laboratório estressados. Mostrou-se, 

em particular, que estressores físicos de diferentes naturezas produziram aumento do 

“turnover” de serotonina no SNC (DUNN; ELFVIN; BERRIDGE, 1986;PARÉ; GLAVIN, 

1993). Os presentes resultados obtidos 3 horas (E1) após administração do LPS em 

aves apontam na mesma direção.  

Calefi e seus colaboradores observaram em nossos laboratórios que aves 

estressadas por calor e submetidas concomitantemente a um desafio infeccioso 

apresentaram aumento nas concentrações hipotalâmicas dos metabólitos MHPG e 

HVA, e no “turnover” de serotonina e de dopamina. Nos presentes experimentos, 

observamos resultados muito semelhantes, de forma que a injeção sistêmica de LPS 

também promoveu aumento no “turnover” de dopamina e de serotonina no hipotálamo 

das aves, mostrando que, de fato, a resposta desencadeada por agentes infecciosos 

em aves ocorre de maneira análoga ao que se observa em mamíferos após aplicação 

de estressores físicos (TURNBULL; RIVIER, 1995; CALEFI et al., 2019). Saliente-se 
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que os presentes resultados também mostram aumento do turnover de serotonina 

após o estresse de manejo + injeção (grupo salina).  

De relevância, os presentes achados concordam também com dados 

provenientes de experimentos que mostraram ser a expressão do comportamento 

doentio, tanto em mamíferos quanto em frangos de corte de ocorrência simultânea ao 

aumento das concentrações de serotonina no hipotálamo (JOHNSON et al., 1993; 

DANTZER et al., 2007; CALEFI et al., 2016a) 

De forma interessante e como já apontado para os dados comportamentais, 

nossos resultados mostram algumas alterações neuroquímicas nas aves que 

receberam NaCl 0,9% indicando esse fato e, mais uma vez, que a manipulação das 

aves para tratamento e coleta de sangue e/ou de tecidos é estressora de per se. Este 

fato evidencia a importância da adoção de técnicas de manejo adequadas na 

avicultura industrial, de modo a promover o bem-estar das aves e se evitarem perdas 

econômicas relacionadas a ativação do eixo HHA (ABPA, 2016b).  

Alterações de atividade nervosa em vias monoaminérgicas centrais resultam 

na ativação do SNAS e do eixo HHA e, consequentemente, das concentrações de 

catecolaminas e de corticosterona circulantes nos animais (BESEDOVSKY; SORKIN, 

1977; PALKOVITS. M, 1981; KARROW, 2006). Em concordância com estes dados, 

observamos em nossos experimentos que as aves do grupo “LPS” apresentaram 

maiores concentrações sanguíneas tanto de adrenalina (3 horas após a 

administração) como de corticosterona (24 horas após a administração), em 

comparação com as aves dos outros grupos.  

Sabe-se ser a resposta do SNAS aos estressores mais rápida que aquela do 

eixo HHA pois depende de fenômenos elétricos decorrentes da ativação de fibras 

sensoriais aferentes do nervo vago e da liberação de neurotransmissores no núcleo 
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do trato solitário e do locus coeruleus da medula oblonga. A ativação destes núcleos 

resulta em uma cadeia de eventos neuronais que culminam na estimulação de vias 

simpáticas direcionadas à medula da adrenal que, por sua vez, libera adrenalina na 

circulação. Já a resposta do eixo HHA ao LPS demora algumas horas para ser 

detectada após o inicio da resposta inflamatória. Ela depende da regulação da 

expressão dos fatores de liberação hormonal hipotalâmicos e da liberação do ACTH 

pela hipófise; somente após estes eventos ela se manifesta por meio da liberação dos 

glicocorticoides pela glândula adrenal (VANDENBORNE et al., 2005; KARROW, 

2006).  

Dados relativos às concentrações plasmáticas de noradrenalina medidas em 

idênticos momentos nas aves tratadas com LPS concordam com os resultados 

neuroquímicos de noradrenalina no hipotálamo: observamos uma tendência de 

redução na concentração de noradrenalina circulante nos animais que receberam LPS 

24 horas após o estimulo, indicando, à exemplo do que ocorreu no hipotálamo, maior 

uso desta monoamina sem concomitante aumento de sua síntese. Entretanto, há que 

ressaltar que a quantidade de noradrenalina liberada pela adrenal é 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 liberação de catecolaminas pela adrenal reforça a presença de estresse 

infeccioso induzido pelo LPS em aves. 

A medida dos níveis séricos de corticosterona e plasmáticos de adrenalina tem 

sido usada para avaliar o nível de estresse nos animais de produção. Neste contexto, 

a mensuração dos níveis de estresse em aves é de grande interesse, pois estes 

animais são frequentemente expostos a estressores físicos ou infecciosos  que 
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reduzem a produtividade e, consequentemente, levam a importantes perdas 

econômicas (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b; CALEFI et al., 2016a).  

Curiosamente e de forma inesperada frente aos dados discutidos 

anteriormente, o estresse físico de contenção para injeção de NaCl 0,9%, coleta de 

sangue e eutanásia não modificou as concentrações plasmáticas de adrenalina, de 

noradrenalina ou de corticosterona dos frangos (grupo salina), em relação aos animais 

do grupo naíve. Não temos, no momento, explicação plausível 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 migração de leucócitos do baço e da medula óssea para a 

circulação e daí, aos órgãos periféricos provocando leucocitose e um aumento na 

resposta imune celular. Observa-se maior proporção de linfócitos CD4+ em relação 

aos linfócitos CD8+ e migração destas células para os sítios de lesão ativa, tanto em 

mamíferos como em aves (HILL, 1965; KARROW, 2006; ALVES; PALERMO-NETO, 

2007; CALEFI et al., 2012). 

Em aves, relatou-se um aumento na relação heterófilos/linfócitos em situações 

de estresse, devido à capacidade que tem a corticosterona de promover linfopenia, 

ao redistribuir os linfócitos do sangue para os tecidos linfoides (SHINI et al., 2008a). 

Entretanto, em nossos laboratórios Quinteiro-Filho não observou alterações 

importantes no leucograma de frangos de corte submetidos a um modelo de estresse 

térmico por calor (QUINTEIRO-FILHO, 2008). 

A homeostase sanguínea é muito sensível e responde à presença de 

estressores ambientais ou infecciosos sendo, por isso mesmo, considerada como um 

importante indicador da presença de estresse em aves (SHINI et al., 2008b). Os 
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polimorfonucleares são os leucócitos que circulam em maior quantidade no sangue 

da maior parte das espécies de animais. Sabe-se que na presença de estressores 

ocorre um aumento no número destas células. Desta forma, uma proporção heterófilo/ 

linfócito (H:L) superior a 0,3 é, geralmente, indicativa do início de uma enfermidade 

infecciosa ou da ocorrência de estresse. Mais especificamente, a relação H:L é 

modificada em decorrência do aumento do número de heterófilos e da redução 

daquele de linfócitos (ROSA et al., 2011). Por este motivo, a relação H:L tem sido 

considerada um parâmetro eficiente para a mensuração 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 manipulação 

das aves de per se produziu um aumento significante da relação H/L, reforçando, mais 

uma vez, a necessidade de introdução de um grupo naíve em experimentos com aves. 

De fato, e de forma muito interessante, a alteração da relação H/T foi mais evidente 

nas aves do grupo injetado com NaCl 0,9% que naquelas do grupo LPS. É possível 

que o estresse infeccioso produzido pelo LPS tenha ativado centros neurais que 

reduzem os efeitos de um estressor físico como a contenção das aves. Sabe-se que 

as respostas orgânicas aos estressores dependem do tipo de estressor, da magnitude 

do estressor e de sua duração (KARROW, 2006; ALVES et al., 2010). De qualquer 

forma, a relação H:L caracterizou o efeito estressor do manejo (contenção + injeção) 

a que foram submetidas as aves dos grupos salina e LPS deste trabalho. 

Cabe ressaltar ainda, que a relação H/T das aves dos grupos LPS e NaCl 0,9% 

já haviam retornado a níveis próximos dos considerados “normais” ou fisiológicos 24 

horas após as injeções, o que indica uma possível associação entre os níveis de 
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leucócitos circulantes e a rápida liberação de noradrenalina pelas terminações do 

SNAS e/ou de catecolaminas pelas glândulas adrenais. 

A imunofenotipagem dos leucócitos é uma ferramenta interessante que permite 

avaliar, em maiores detalhes, a dinâmica das células imunes. Este método tem sido 

muito utilizado no campo da imunologia aviária e das relações entre patógenos e 

hospedeiros (BOHLS et al., 2006; BOEVER et al., 2010).  

Em nossos laboratórios, Honda e seus colaboradores observaram os efeitos do 

estresse por calor sobre a eficiência da vacina contra a doença de Newcastle. Aves 

termicamente estressadas apresentaram redução dos linfócitos B circulantes e 

aumento dos linfócitos T CD4+ e T CD8+no sangue periférico, mas menor resposta 

vacinal. De maneira semelhante, Borsoi observou que o estresse por frio reduziu a 

proporção de linfócitos circulantes ao mesmo tempo em que aumentou a migração de 

Salmonella Heiderberg do intestino para a circulação (BORSOI et al., 2015; HONDA 

et al., 2015).  

No presente experimento, observamos que o LPS também foi capaz de alterar 

as populações de leucócitos esplênicos e circulantes. De fato, observou-se uma 

redução na proporção de macrófagos no baço, e uma clara tendência de aumento 

desta proporção na circulação 24 horas após a exposição de aves ao LPS. 

Observamos, também neste momento, uma redução na proporção de linfócitos B, 

Thelpers e Tcitotóxicos no baço; estes dados concordam com aqueles de Monjam e 

Collector em animais de laboratório. Estes autores observaram que níveis elevados 

de corticosteroides eram acompanhados por redução no número de células 

esplênicas viáveis 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 baço, o que pode ser apenas um reflexo da saída dos outros 

tipos celulares deste órgão.  

Entretanto, o efeito do LPS na população de células circulantes mostrou-se 

estatisticamente significante apenas para os linfócitos CD4+, que apresentaram 

aumento de proporção no sangue 24 horas após a exposição à endotoxina. A 

administração de NaCl 0,9% reduziu significantemente a porcentagem de células 

CD4+ no baço das aves e não alterou estas células no sangue. Mais uma vez, 

depreende-se um efeito diferencial do estresse de manejo (físico) daquele de natureza 

infecciosa (LPS).  

Portanto, quer nos parecer que o LPS tenha promovido o recrutamento de 

células imunes do baço, fato representado pela redução generalizada da porcentagem 

de leucócitos 24 horas após a administração das soluções. No sangue, observou-se 

apenas um aumento dos macrófagos e dos linfócitos TCD4+ (Thelper) que estariam, 

muito provavelmente atuando na vigilância e organização da resposta imune, frente 

ao desafio representado pela endotoxina.  

De maneira semelhante, o tratamento de aves com glicocorticoides reduziu as 

populações de linfócitos esplênicos B, TCD8+ e a produção de imunoglobulinas IgM 

em aves tratadas com glicocorticoides, em comparação com aves do grupo controle 

(ISOBE; LILLEHOJ, 1992; VANDENBORNE et al., 2005). Este efeito foi semelhante 

àquele observado em mamíferos, nos quais tanto o estresse agudo, quanto a 

administração de glicocorticoides inibiram a proliferação in vitro de linfócitos T 

estimulados pela concavalina A (Con A) ou pela fitohemaglutinina  (PE), prejudicando 

a produção de anticorpos, e suprimindo a produção de IL-2 (MONJAN; COLLECTOR, 

1977; PRUETT; FISHER; DELOACH, 1987; ISOBE; LILLEHOJ, 1992). 
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 Até o presente momento não foram encontrados na literatura estudos que 

tivessem avaliado a expressão 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 físicos e microbiológicos sobre a imunidade de aves em órgãos 

periféricos (ALVES et al., 2010; CALEFI, 2016b; QUINTEIRO-FILHO et al., 2017). 

 Como amplamente discutido neste trabalho, citocinas são proteínas 

mediadoras da resposta imune capazes de produzir importantes alterações nas 

respostas fisiológicas, neuroendócrinas e comportamentais por atuar no SNC, 

particularmente interferindo na expressão do comportamento doentio e na ativação do 

eixo HHA. São expressas em níveis basais, mas tem sua expressão bastante alterada 

em situações de injúria (STERNBERG, 1997). 

 Modelos experimentais com animais de laboratório que se valem da 

administração periférica de LPS mostraram que a expressão de citocina pró-

inflamatórias como  IL-1, a IL-2, IL-10, IL-12 e dos interferons alfa e gama no SNC são 

induzidas por injúria tecidual e estresse; mostraram, ainda, que esta expressão é 

influenciada pelas concentrações de glicocorticoides e de catecolaminas circulantes 

(STEMBERG, 1997). 

Mostrou-se que um aumento nas concentrações circulantes de corticosterona 

suprime a síntese e a produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos, 

reduzindo a expressão de seus receptores e suprimindo a proliferação 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 alterações 

nos níveis de monoaminas cerebrais e de seus metabólitos também são influenciados 
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pela expressão de citocinas (DUNN, 2006). De modo particular, aumentos importantes 

nas concentrações hipotalâmicas dopamina e de noradrenalina, foram observados 

após administração intraperitoneal de IL-1. Esta citocina também foi capaz de 

aumentar o turnover de noradrenalina no hipotálamo e no hipocampo de ratos, além 

de aumentar o “consumo” de dopamina no córtex pré-frontal destes animais 

(ZALCMAN et al., 1994). Mais recentemente, a ativação do gene c-Fos no hipotálamo, 

também foi associada alterações na expressão de citocinas pró-inflamatórias 

(GOEHLER et al., 2000). 

De maneira semelhante, mostrou-se que citocinas pró-inflamatórias 

provenientes da periferia como IL-1, IL-6 e TNF- α modulam a atividade de vias 

noradrenérgicas e serotoninérgicas no SNC de animais de laboratório, ativando o eixo 

HAA e aumentando a liberação de ACTH (TURNBULL; RIVIER, 1995). 

Classicamente a IL-1 é descrita como a principal citocina responsável pelo 

inicio da resposta de fase a aguda a um agente infeccioso. Em especial, ela tem sido 

relatada como sendo a principal citocina induzida após administração periférica de 

LPS, respondendo pela ativação do eixo HHA. O aumento na expressão de IL-1 no 

SNC foi associado ao aumento das concentrações de ACTH e de corticosterona no 

plasma de animais de laboratório, resposta esta dependente da ativação do NPV do 

hipotálamo (TURNBULL; RIVIER, 1995; STERNBERG, 1997). De maneira 

semelhante observamos, em nosso trabalho, que as aves expostas ao LPS 

apresentaram maior expressão de IL-1 na hipófise e no hipotálamo, maior 

concentração de adrenalina circulante e aumento na concentração de corticosterona 

circulante. 

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

parâmetros foi observado após a administração do LPS, pois as repostas orgânicas 
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induzidas por este estressor infeccioso são muito dinâmicas. Talvez por isso, 

observaram-se, neste trabalho, diferentes respostas ao LPS em cada um dos 

momentos de eutanásia. Nos animais que receberam LPS observamos em E1 (3 

horas após o estímulo) um aumento da expressão de IL-1 na hipófise, o que coincidiu 

com o aumento observado na concentração 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 após o estímulo), observamos 

aumento da IL-1 no hipotálamo e aumento concomitante da concentração 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 regulação da atividade das 

células Th1, sendo classificada como “imunossupressora”, limitando a magnitude da 

resposta inflamatória; entretanto mais recentemente foi demonstrado que possui uma 

ação muito importante na ativação do eixo HHA produzida por estressores físicos em 

mamíferos, tendo um papel essencial na indução da febre após a administração de 

LPS (LEON et al., 1999). Estudos realizados por Stafano e seus colaboradores 

mostraram que a IL-10 estimula a síntese de CRF e, consequentemente, aumenta a 

liberação de ACTH (STEFANO et al., 1998). A expressão de IL-10 na glândula adrenal 

de mamíferos também foi relacionada ao estresse. Camundongos deficientes em IL-

10 apresentaram níveis basais mais altos de glicocorticoides circulantes e produziram 

até 5 vezes mais corticosterona em situações de estresse, quando comparados a 

animais não estressados (SMITH et al., 1999). 

Entretanto, apesar das fortes evidências da participação da IL-10 na ativação 

do eixo HHA em resposta aos estímulos estressores, não observamos, alterações na 

expressão desta citocina em nosso modelo experimental. Neste sentido, o estudo da 
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expressão e da atividade de citocinas é particularmente complicado, pois se tratam de 

moléculas com ação rápida e transiente, e que têm a pleiotropia e a redundância como 

importantes características funcionais.  

O aumento atividade do gene c-Fos na glândula adrenal já foi relacionado a 

ativação do eixo HHA em casos de sepse em humanos severamente queimados 

(CHO et al., 2004). Este aumento também foi induzido pela adição de ACTH em 

cultura de células da zona fasciculada da adrenal de mamíferos, 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 possível sugerir que o aumento da expressão dos genes 

c-Fos (na adrenal e na hipófise) e de EGR-1 no hipotálamo das aves sejam indícios 

de aumento de atividade do eixo HHA, neste caso provocado tanto pela administração 

de LPS quanto pelo manejo das aves que receberam solução salina estéril. Ou seja, 

os estressores físico e infeccioso estariam atuando na mesma direção.  

 O manejo das aves para a administração de solução salina estéril também 

promoveu importantes alterações na expressão de citocinas. Mostramos uma 

tendência a uma maior expressão de INF-α e de c-Fos no hipotálamo das aves 24 

horas após a exposição ao este estressor físico (contenção e manejo para injeção); 

este resultado pode ser entendido como um indício de maior atividade nesta região 

do sistema nervoso.  

 De maneira geral a avaliação da expressão gênica de citocinas no SNC e na 

glândula adrenal da aves foi semelhante àquela descrita em mamíferos; entretanto há 

que ressaltar que citocinas são parte de uma complexa rede de efeitos, que é 

dinâmica, pleiotrópica (uma vez que cada citocina têm múltiplos efeitos) e redundante, 

pois a ação de uma citocina pode também ocorrer pela presença de outras citocinas 
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(LYON et al., 2011). Estas características inerentes às citocinas associadas à 

ausência de dados de literatura sobre o padrão de expressão destas moléculas no 

SNC de aves requer que se tenha muito cuidado quando da interpretação de dados 

experimentais. Assim, quer nos parecer seja relevante expressar que os presentes 

achados em aves representam um importante registro da expressão de citocinas em 

tecidos que compõem o eixo HHA nos dois momentos de eutanásia das aves. 

Em seu conjunto, os resultados deste trabalho mostram sob uma perspectiva 

neuroimune, os efeitos resultantes da ativação do eixo hipotálamo-adrenal por 

estímulos estressores físicos (contenção + Injeção de NaCl 0,9%) e infecciosos 

(representados pelo LPS) em frangos de corte. Estes efeitos potencialmente resultam 

em importantes prejuízos para a imunidade e para o bem-estar das aves. Assim, ao 

mostrar o relevante papel dos estressores na ativação do eixo HHA e do SNS na 

patogênese da imunossupressão associada a ele, mostramos também a importância 

da adoção de boas práticas de manejo, em especial do controle de infecções para um 

maior bem-estar na criação das aves e maior rendimento da indústria avícola.  
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6 CONCLUSÕES 

 Conclusões Específicas 

 A administração de LPS em frangos de corte produziu: 

• Alterações comportamentais compatíveis com aquelas descritas como 

comportamento doentio, caracterizadas por redução de atividade locomotora, 

comportamento alimentar e ingestão hídrica e realização de auto-limpeza, 

aumentando concomitantemente o tempo de descanso e reduzindo o tempo de 

parado das aves.  

• Aumento nas concentrações e no “turnover” de dopamina e de serotonina e 

diminuição da concentração de noradrenalina no hipotálamo;  

• Aumento na concentração plasmática de adrenalina após 3 horas de sua 

administração e aumento subsequente na concentração sérica de 

corticosterona 24 após a mesma;  

• Redução generalizada de células esplênicas e aumento dos macrófagos e 

linfócitos Thelper circulantes 24 horas após a administração; 

• Aumento na expressão de IL-1 no hipotálamo, na hipófise e na adrenal e 

aumento de atividade nervosa representada pelo aumento da expressão de 

IEGs no hipotálamo e na glândula adrenal.  

 

Por outro lado, o estresse de manejo dos frangos de corte (contenção e injeção de 

NaCl 0,9%) produziu: 

• Redução nas frequências de alimentação e de locomoção e aumento da 

frequência de descanso;  
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• Aumento da concentração e o “turnover” de serotonina 3 horas após o estímulo 

estressor e aumento na concentração de noradrenalina, sem modificação do 

turnover desta monoamina; 

• Aumento da relação heterofilo/ linfócito 3 horas após sua aplicação;  

• Redução da população de Thelper no baço sem aumento de sua proporção no 

sangue. 

• Tendência de aumento de c-Fos e INF-alfa no hipotálamo; de IL-2, c-Fos e INF-

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

 

Conclusão Geral 

 

Tomados em seu conjunto, os presentes resultados decorrentes da 

administração sistêmica de LPS em frangos de corte mostram ativação neural 

induzida pela endotoxina, com reflexos neuroquímicos, comportamentais, de atividade 

do SNAS e do eixo HHA e, consequentemente de imunidade, atuando, portanto, como 

um estímulo estressor de natureza infecciosa.  

De forma relevante, os presentes achados experimentais obtidos após a 

administração de solução salina estéril mostram que o manejo das aves de per se é 

estressor, promovendo alterações neuroimunes importantes evidenciando, este fato, 

a necessidade de inclusão de grupos controles adequados em experimentos de 

conduzidos com frangos de corte. Ressaltam, ainda, a importância para a indústria 

avícola do manejo adequado das aves para evitar perdas associadas às ativações do 

SNS e do eixo HHA induzidas por estressores físicos. 
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