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Respostas Fisiologicas Associadas a Termotolerancia em Pintos de Corte de Duas
Linhagens por Exposiciao a Altas Temperaturas

Nelson José Laurino Dionello'#, Marcos Macari2, Jesus Aparecido Ferro®, Fernando Rutz?,
Maria Inés Tiraboschi Ferro3, Luiz Roberto Furlan®

RESUMO - Com o objetivo de se avaliar o comportamento fisioldgico das aves, bem como, se ocorre a expressao da proteina do
choque térmico (Hsp 70) no figado e cérebro, como conseqiiéncia da exposi¢do ao estresse por calor, em quatro dias sucessivos (2a 5
dias de vida), 20 pintos de corte de duas linhagens Pescoco pelado (Na/na) e Hubbard-Petersen, foram ou néo estressados a temperatura
de 36-37°C, durante cinco horas. Foram colhidas amostras de figado e cérebro, ao final do periodo de estresse, e analisadas por Western
Blotting, para determinagao dos niveis de Hsp 70. Os resultados ndo mostraram associagdo entre perda de peso corporal e as demais
caracteristicas. Aumentos da variag@o de temperatura cloacal apresentaram aumentos nos niveis de Hsp70 no tecido hepatico e cerebral.
Concluiu-se que a concentracdo de Hsp70 no cérebro, apresentou-se correlacionada com a variagao de temperatura cloacal, quando se
usou o condicionamento ao calor em pintos de corte, embora ndo se possa afirmar que seria indicativo de termotolerancia de aves.
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Physiologic Response Associated to Thermotolerance in Broiler Chickens of Two
Strains for Exposure to High Temperature

ABSTRACT - This study was run to evaluate the physiological response and expression of hepatic and brain Hsp70, of 20 Naked
neck (Na/na) and Hubbard-Petersen broiler chicks (2 to 5 days of age), exposed or not to 36-37°C. The trial was conducted during four
days and the birds were exposed to high temperature during 5 hours. Liver and brain tissue samples were collected at the end of the stress
period and analyzed for Western Blotting for determination of Hsp70 level. No association between body weight loss and the other
variables were observed. Increasing the variation in cloacal temperature resulted in an increase in Hsp70 hepatic and brain tissue levels.
Results indicate that brain Hsp70 levels were correlated with variation in cloacal temperature, concerning the chicks subjected to heat
stress, but it can not be stated that it is an indicative of thermotolerance by the birds.
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Introducao dos pintos recém-nascidos (até 5 dias de idade) ao

estresse por calor ndo letal (Arjona et al., 1988).

Os frangos de corte adultos sdo sensiveis a altas
temperaturas, tendo seu desempenho prejudicado.
Segundo Hurwitz et al. (1980), o desenvolvimento
maximo ¢ alcancado em temperaturas entre 18 e
20°C, ocorrendo elevadas mortalidades, quando a
temperatura ambiente excede 38°C. Fabricio (1994)
relatou que o estresse por calor é responsavel por
grandes perdas no rendimento dos lotes de frangos,
ocorrendo aumento de mortalidade e conversao ali-
mentar, além de diminui¢ao do peso corporal, especi-
almente quando as condi¢des estressantes ocorrem
na fase final, proximo ao abate. A termotolerancia
pode ser melhorada pela aclimatagdo com exposicao

Hamdy et al. (1991) observaram que a exposi¢ao
de pintos de corte a temperaturas entre 35-39°C nas
primeiras 48 horas apds a eclosdo proporcionou a
essas aves na fase adulta, quando expostas a regimes
de temperaturas de 35 e 39°C, temperaturas corpo-
rais inferiores as aves do grupo controle (32°C).
Teeter et al. (1992) também encontraram que aves
aclimatadas ao calor apresentavam maiores tempe-
raturas cloacais a termoneutralidade e menores tem-
peraturas cloacais quando colocadas em ambien-
tes de 35°C. Igualmente, aves com o gene Na, o qual
confere aos animais redugdo no empenamento em
até 30%, podem apresentar maior perda de calor

1 Doutor pelo Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia/UFPel. E.mail: dionello@ufpel.tche.br
2Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal. E.mail: macari@fcav.unesp.br
3Departamento de Tecnologia, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista-UNESP, Jaboticabal, SP.

CEP: 14870-000, Brasil. E.mail: jesus@fcav.unesp.br

4 Departamento de Zootecnia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas-UFPel, Pelotas, RS. CEP: 96100-000, Brasil.

E.mail: frutz@ufpel.tche.br

5 Departamento de Melhoramento e Nutrigdo Animal, FMVZ-UNESP, Botucatu, SP.



80 DIONELLO et al.

(Cahaner et al., 1993), sendo responsavel pelo me-
lhor comportamento dessas aves em condi¢des de
estresse pelo calor.

Alguns autores (Lazslo, 1988; Parsell & Lindquist,
1995) correlacionaram a aquisi¢do de tolerancia ao
calor com o aumento da sintese da proteina do
choque térmico (Hsp70). Evidéncias de que a proteina
Hsp70 esta envolvida com a termotolerancia foram
mostradas em estudos realizados por diversos autores
entre eles Arjona et al. (1990), Wang & Edens (1990)
e Miller & Qureshi (1992). Com relagdo a duragéo do
estresse por calor Morimoto & Fodor (1984) observa-
ram que pequenos aumentos de temperatura (2 a 3°C)
foram suficientes para induzir a sintese de Hsp70,
quando trabalharam com linfocitos de frangos de
corte. Craig & Gross (1991) sugeriram ainda que as
Hsps funcionam como um termoémetro celular, sendo
induzida sua sintese com o aumento da temperatura.
Angelidis etal. (1991), trabalhando com células CV-1
de macacos transfectadas com gene de Hsp70 huma-
nos, verificaram que os clones que foram selecionados
pela sua maior sintese de Hsp70 constitutiva, foram os
mais resistentes ao calor. Os autores concluiram que
a expressdo de Hsp70 esta relacionada com o meca-
nismo de protecao celular e pode ser responsavel pela
termotolerancia. Posteriormente, Gabriel (1996),
trabalhando com frangos de corte em idades de 1, 21
e 42 dias, relatou que o aumento na temperatura
interna de frangos de corte adultos submetidos a um
estresse por calor agudo deve atingir determinado
limiar para que ocorra aumento nos niveis
citoplasmaticos de Hsp70. Dessa maneira, o momento
de atingir essa temperatura interna funcionaria como
gatilho para sintese induzida desta proteina.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
comportamento fisiolégico das aves, bem como, ve-
rificar se a expressao da proteina Hsp70 no figado e
cérebro de pintos de corte, de duas linhagens, até 5
dias de idade, ocorre em decorréncia de sua expo-
sicdo ao estresse por calor agudo.

Material e Métodos

As aves foram criadas no Biotério do Departa-
mento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agra-
rias e Veterinarias da UNESP - Campus Jaboticabal.

O estresse, as coletas e analises foram realiza-
dos, respectivamente, nos Departamentos de
Morfologia e Fisiologia Animal e Tecnologia da
UNESP/Jaboticabal.
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Estresse por calor

Oitenta pintos de duas linhagens Pescogo pelado
(Na/na) e Hubbard-Petersen, entre 2 e 5 dias de
1dade, foram estressados ou ndo a 36-37°C durante 5
horas. A temperatura cloacal foi avaliada no inicio e
final do periodo experimental, por meio de uma sonda
termistor introduzida 5 cm na cloaca e acoplada a um
teletermometro (Yellow Spring Instruments Co.,Ohio,
USA). Todos os pintos foram pesados no inicio e final
do estresse por calor, durante o qual foram mantidos
sem agua e ra¢do. Cinco pintos de cada linhagem e
ambiente (total de vinte pintos) foram sacrificados ao
final do estresse por calor, em cada dia, ¢ foram
colhidas amostras de figado e cérebro.

As caracteristicas foram analisadas pelo Estat -
Sistema para Analises Estatisticas do Departamento
de Ciéncias Exatas da FCAV-UNESP. Para as vari-
aveis temperatura cloacal e peso corporal, antes e
depois do estresse, e variacdo de temperatura corpo-
ral e perda de peso corporal, foi realizada analise de
variancia utilizando-se um arranjo fatorial 2 x 2 x 4,
para os efeitos de linhagens (Pescoco pelado e
Hubbard-Petersen), ambientes (ndo estressados e
estressados) e idades (2, 3, 4 ¢ 5 dias). O seguinte
modelo matematico foi usado:

Yijkl =u+l+ 5; + dy + lsij +1d, + dek +
Isdj + eiji
em que: Yijkl = observacao |, pertencente a linhagem
i, do ambiente j, no dia k; I; = efeito da linhagem i,
(i=1,2); S{= efeito do ambiente j, (j=1, 2); d, = efeito
da idade em dias k, (k=2, 3,4 ¢ 5); lsij = efeito da
intera¢do linhagem x ambiente; 1d;, = efeito da
interacdo linhagem x idade em dias; dek = efeito da
interacdo ambiente x idade em dias; ISdijk = efeito da
interagdo linhagem x ambiente x idade em dias;
€jik = €ITo experimental, associado a cada observacao.

Para a variavel idade em dias, como fator quanti-
tativo, foi calculada a regressao, realizando-se tam-
bém a analise de correlacdo entre as caracteristicas
variagdo de temperatura cloacal e perda de peso
corporal e os niveis de HSP70 no figado e cérebro,
respectivamente, utilizando-se o programa SAS (1992).

Andlise de Western Blotting

Meio grama de figado ou cérebro foram
homogeneizados, em 5 mL de tampao de lise (20mM
tris, pH 7,5; 0,75 M cloreto de sodio; 2mM 2-b-
mercaptoetanol) com um ultra turrax e centrifugado
a30.000xg por 30 minutos a 4°C. A concentracdo de
proteina do sobrenadante foi quantificada pelo méto-
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do de Hartree (1972) usando soro albumina bovina
como padrdo. Trinta microgramas de proteina total
foram aplicados e separados em gel de 9% de
poliacrilamida contendo SDS (Laemmli, 1970) usan-
do o sistema da Bio-Rad (Mini Protean II). Os géis
foram corados com "Coomassie blue" (Morrissey,
1981) e transferidos para membranas de nitrocelulose
segundo procedimento proposto por Towbin et al.
(1979). As membranas foram coradas com Ponceau S
(0,5% em acido acético 1%) para verificacdo da
eficiéncia de transferéncia. Apoés a remogdo do
Ponceau S por lavagem em agua deionizada, as
membranas foram incubadas em 10 mL de TBS-leite
em poé gelado (10 mM tris, pH 8,0; 150 mM cloreto
de s6dio; 5% leite em p6 desnatado e 0,02% Tween-20)
por 1 hora para bloquear sitios de ligagdo nao especi-
ficos. As membranas foram ent3o incubadas com 10
mL de TBS-leite em p6 gelado contendo anticorpo
monoclonal anti Hsp70 (Sigma H-5147) na dilui¢ao de
1:1000. Apos a incubagdo as membranas foram lava-
das 4 vezes ( cinco minutos cada) com 10 mL de
TBST gelado (10mM tris, pH 8,0; 150 mM cloreto de
sodio e 0,05% Tween-20) e 1 vez (10 minutos) com
TBS gelado. Adicionou-se o anticorpo secundario
anti [gG de camundongo conjugado a fosfatase alca-
lina (Sigma A-5153) por 1 hora. Apds lavagens com
TBST e TBS gelada, foi desenvolvida a reagdo de
cor, utilizando os substratos cromogénicos (0,3 mg/mL
NBT (nitrobluetetrazolium) e¢ 0,15 mg/mL BCIP
(5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato)) em tampao con-
tendo 100 mM tris, pH 9,5, 100 mM cloreto de so6dio
e 5 mM cloreto de magnésio.

Quantificagdo das amostras de proteina total

Os sinais obtidos para analise de Western Blotting
foram quantificados pormeio de um densitometro (Model
CS-9000, Shimadzu, Japan) e foi determinada a relagao
de area entre a area de cada amostra e a area da
amostra de referéncia. Utilizando uma curva padrao
elaborada para a relagdo de area entre areas de diferen-
tes concentragdes da proteina Hsp70 em ng/mL e a
amostra de referéncia, foi possivel obter-se a quantida-
de de Hsp70 em cada amostra individual de figado ou
cérebro em ng de Hsp70 por mg de proteina total.

Resultados e Discussao

Os valores de temperaturas cloacais e pesos
corporais obtidos, antes e depois do estresse, bem
como a variacdo de temperatura cloacal e perda de
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peso corporal, estdo apresentados nas Tabelas 1 ¢ 2.

A temperatura cloacal apos o estresse por calor
nos pintos das duas linhagens, mostrou diferenga
significativa (P<0,05) nas diferentes idades, excesso
para o quinto dia de idade, enquanto para variagdo de
temperatura cloacal ndo se encontrou diferenca sig-
nificativa (P>0,05), dentro de cada idade. Para o
efeito de ambientes, os pintos ndo estressados apresen-
taram a variacdo de temperatura cloacal, de acordo
com o aumento da idade, variando de forma quadratica
(Y =-0,1 x2+ 0,372 x + 0,25; R2 = 30,45), enquanto
para os estressados houve aumento linear da mesma
caracteristica (Y = 0,218 x + 0,68; R2 = 97,35). As
diferengas foram significativas (P<0,05) dentro de
cada dia de estresse por calor, exceto para o
segundo dia.

As aves de Pescogo pelado apresentaram valo-
res menores de variacdo de temperatura cloacal em
fungdo da idade do que os pintos Hubbard-Petersen,
sugerindo que o gene do Pescogo pelado possa estar
relacionado com a tolerdncia ao calor, a semelhanca
de resultados obtidos por Bordas & Merat (1984) em
poedeiras, Gabriel et al. (1995) em frangos Pescogo
pelado e Mazzi (1998), ao compararem os genotipos
Na/Na, Na/na e na/na. Igualmente, os pintos
Pescogo pelado podem ter apresentado menor
incremento de temperatura cloacal pois produzem
menor calor em fun¢do da maior perda de calor
sensivel, o que vem de encontro aos resultados obti-
dos por Yahav etal. (1998), que indicaram a habilida-
de dessas aves em manter sua temperatura corporal
em altas temperaturas ambientais. Por outro lado,
para os pintos Hubbard-Petersen os resultados pode-
riam significar que essas aves necessitam de um
maior tempo para maturacdo do seu sistema
termoregulador.

Os resultados para os pintos estressados para as
temperaturas cloacais, depois do estresse térmico,
dentro de cada dia de idade, assemelham-se aos
obtidos por Givisiez (1997) e Mazzi (1998).

Nao houve efeito significativo (P>0,05) entre
linhagens para a perda de peso corporal observada
durante o estresse. Entre os ambientes, os pintos
estressados apresentaram maior perda de peso cor-
poral (-6,07% > -3,42%), sendo esta diferenga signi-
ficativa (P<0,05).

Os pesos corporais observados apds o estresse
nao foram diferentes (P>0,05) entre os individuos
estressados ou ndo, dentro de cada dia de idade. Este
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Tabela 1 - Valores de temperaturas cloacais (°C) dos pintos de corte, antes e depois do estresse, por linhagens, ambientes
e idades e respectivos coeficientes de determinagéo

Table 1 - Cloacal temperature (°C) for broilers chickens, before and after heat stress, for strain, environments and ages, and coefficients
of determination

Linhagens
Strain
Pescoco pelado Hubbard-Pettersen
Naked neck

Idade (dias) A D ATC A D ATC
Age (days)

2 39,81a 40,45a 0,64a 39,79a 40,67b 0,88a
3 40,82a 41,35a 0,53a 40,05b 40,93b 0,88a
4 40,79a 41,56a 0,77a 39,88b 41,21b 1,33a
5 41,06a 41,57a 0,51a 40,33b 41,41a 1,08a
R2 90,23 98,58 15,74 6743 99,84 51,69

Ambientes
Environments
Nao estressado Estressado
Control Stressed

Idade(dias) A D ATC A D ATC
Age (days)

2 39,74a 40,38a 0,64a 39,86a 40,74b 0,88a
3 40,36a 40,60a 0,24b 40,51a 41,68b 1,17a
4 40,16a 40,98a 0,82b 40,51b 41,790 1,28a
5 40,90a 40,92a 0,02b 40,49b 42,06b 1,57a
R2 77,76 92,42 30,45 93,61 95,05 9735

A — antes do estresse e D — depois do estresse (A - before heat stress and D — after heat stress).
Para a mesma variavel na mesma linha médias seguidas de letras mindsculas diferentes, diferem pelo teste Tukey (P<0,05).
Means, in the lines, followed by different small letters are significantly different (P<.05).

Tabela 2 - Pesos corporais (g) dos pintos de corte, antes e depois do estresse por linhagens, ambientes e idades e respectivos
coeficientes de determinagao
Table 2 - Body weight (g) for broilers chickens, before and after heat stress, for strain, environment and ages and coefficients of determination

Linhagens
Strain
Pescogo pelado Hubbard-Pettersen
Naked neck

Idade (dias) A D APC (%) A D APC (%)
Age (days)

2 47.13a 45,64a 3,10a 55,60b 53,40b 3,95a
3 57,70a 54,96a 4,75a 64,27b 61,56b 4,13a
4 66,69a 63,12a 5,28a 82,64b 77,89b 5,73a
5 78,94a 75,04a 4,96a 100,88b 94,80b 6,05a
R2 99,79 99,74 99,87 83,13 99,71 89,56

Ambientes
Environments
Nao estressado Estressado
Control Stressed

Idade(dias) A D APC (%) A D A PC (%)
Age (days)

2 50,36a 49,26a 2,14a 52,37a 49,78a 491a
3 60,33a 58,32a 333a 61,64a 58,20a 5,56a
4 74,73a 71,56a 4.25a 74,60a 69,45a 6,77a
5 92,39a 88,63a 397a 8743a 81,21a 7,03a
R2 99,99 1,00 98,36 99,90 99,95 96,22

A — antes do estresse e D — depois do estresse (A — before heat stress and D — after heat stress).
Para a mesma variavel na mesma linha, médias seguidas de letras minusculas diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Means, in the lines, followed by different small letters are significantly different (P<.05).

R. Bras. Zootec., v.31, n.1, p.79-85, 2002



Respostas Fisioldgicas Associadas a Termotolerancia em Pintos de Corte de Duas Linhagens por Exposigdo ... 83

conjunto de informag¢des quanto aos pesos corporais
nio recomendam esta caracteristica como bom
indicativo do comportamento fisiolégico das aves.
Resultados obtidos por Yahav & Hurwitz (1996), em
pintos de corte, mostraram menores pesos corporais
apos o estresse, especialmente para as aves que
durante o periodo de condicionamento, receberam
temperaturas de 36+£1°C e 70-80%UR.

Para ambas as linhagens e ambientes houve um
efeito quadratico, para a idade até o quinto dia,
apresentando-se os pontos de perda maxima proxi-
mos ao final do periodo observado. De modo geral as
aves apresentaram um aumento na perda de peso
corporal com o aumento da idade, podendo ser uma
maneira de refletir menor tolerancia ao calor.

As correlagdes entre as variagdes de temperatu-
ra cloacal e de peso corporal e as concentragdes de
hsp70 hepatica e cerebral estdo apresentadas na
Tabela 3.

Apenas a correlagdo entre variagdo de tempera-
tura cloacal e concentragdo de HSP70 no cérebro foi
significativa (P<0,01).

Foram encontradas correlagdes baixas e negativas,
entre a variagdo de peso corporal e as demais carac-
teristicas mostrando pouca associacdo entre estas
variaveis. Esses resultados sdo indicativos de que,
especialmente, 0s pesos corporais nao seriam reco-
mendaveis para serem utilizados como indicativo da
tolerancia ao calor das aves.

Correlagdes positivas, embora baixas e ndo signi-
ficativas, foram encontradas entre concentragdo de
HSP70 no cérebro e variagdo de temperatura cloacal
(0,15) e concentragcdo de HSP70 no cérebro (0,16),
respectivamente. Resultados obtidos por Yahav et al.
(1997), em frangos de corte aos 42 dias de idade,
mostraram correlagdo positiva entre a inducgdo da

Hsp70 em tecidos, como coracdo ¢ pulmdes com a
temperatura corporal. Igualmente em aves com a
idade de 42 dias, Givisiez (1997) encontrou correla-
¢ao positivae significativa de 0,39 entre tempo decor-
rido para aumento da temperatura cloacal em 3°C e
a concentragao de Hsp70 no tecido hepatico e Mazzi
(1998) encontrou uma relagdo direta (0,69) entre
variagdo de temperatura cloacal e niveis de Hsp70
em tecido hepatico, concluindo os autores que aves
com maior variacdo de temperatura cloacal sdo as
que apresentam maior expressdo de Hsp70.

Entretanto, a idade das aves deve ser fator impor-
tante a ser observado ao se obterem estas correla-
coes, ja que em idades jovens, talvez, elas apresen-
tem um comportamento diverso de quando sdo adul-
tas (Macari et al., 1994). Sabe-se que a ave necessita
de altas temperaturas nos primeiros dias de vida,
enquanto estas mesmas altas temperaturas apresen-
tam efeito estressante em frangos de corte. A maior
resisténcia as altas temperaturas pelas aves jovens
pode estar relacionada a imaturidade do mecanismo
de regulacdo da temperatura (Dunnington & Siegel,
1984) e aexigéncianessa idade de altas temperaturas
para mantenca da propria temperatura corporal.
Deve-se chamar a atengdo quanto a estes aspectos,
ja que em outros trabalhos, de modo geral, as pesqui-
sas foram realizadas utilizando-se frangos de corte
em idades de 21 ou 42 dias.

Os resultados, especialmente para os niveis de
Hsp70 no tecido hepatico, ndo comprovam que as
proteinas do estresse por calor sejam um fator impor-
tante na aquisi¢@o de termotolerancia em células em
cultura e microorganismos conforme mencionado por
Lindquist (1986). Concordam principalmente com
Yahav et al. (1996), que, ao encontrarem inclusive
menor expressdo de Hsp70 em individuos estressados

Tabela 3 - Estimativas dos coeficientes de correlagao entre as caracteristicas variagdo de temperatura cloacal (°C) e peso
corporal (%) e niveis de hsp70 hepatica e cerebral (ng Hsp70/mg de proteina total)
Table 3 - Correlation between cloacal temperature (°C) and body weight variation (%) and Hsp70 expression in hepatic and cerebral

tissue (ng Hsp70/mg total protein)

Variagao detemperaturacloacal (1) Perda de peso corporal (2) Hsp70 de tecido hepatico (3) Hsp70 de tecido cerebral (4)

Cloacal temperature variation Body weight variation Hepatic Hsp70 Cerebral Hsp70
1

2 -0,06

3 0,15 -0,09

4 0,32%** -0,01 0,16
**(P<0,01).
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do que em ndo estressados, optaram por concluir que
aresposta fisiologica ao estresse por calor em idades
jovens, nao resulte obrigatoriamente, em menor
hipertermia para estas mesmas aves na idade adulta.
Igualmente, Yahav et al. (1997) concluiram que nao
houve resposta da expressdo de Hsp70 que represen-
tasse uma participacgdo efetiva no mecanismo envol-
vido com o condicionamento de pintos em idades
jovens, especialmente observando-se esta proteina
em tecidos como coragdo, pulmao e linfocitos.

Conclusoes

O comportamento fisiologico das aves frente ao
estresse pelo calor pode, principalmente, ser avaliado
por meio dos valores de temperatura cloacal obtidos
apos o estresse térmico, ndo sendo recomendavel a
utilizacdo da variagdo de perda de peso corporal,
devido especialmente, a sua fraca associacdo com
as demais caracteristicas observadas.

Os niveis de Hsp70 no cérebro podem estar
correlacionados com a variagdo de temperatura
cloacal, embora ndo se possa afirmar que seria
indicativo de termotolerdncia das aves.
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