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Metabolismo oxidativo de heterdfilos de avestruzes jovens

Oxidative metabolism by heterophils from young ostriches

Silvia Cellone Trevelin' Tatiana de Sousa Barbosa" Valéria Maria Savoya da Silva™
Paulo César Ciarlini'V

RESUMO

Foi avaliada a hipo6tese que, a semelhanga dos
neutr6filos de mamiferos, a producéo de superdxido pelos
heterofilos de avestruzes esta associada com a maturidade
funcional dessas células. Foram utilizados 20 avestruzes de
ambos os sexos, divididos em dois grupos: 1-|30 dias (n=10) e
180-]240 dias (n=10) de idade. Para avaliagdo do metabolismo
oxidativo dos heterdfilos, estimou-se a produgéo de superoxido,
utilizando o teste citoquimico ndo estimulado de redugdo do
tetrazolio de nitroazul (NBT). A porcentagem média de reducéo
heterofilica do NBT de avestruzes com até 30 dias de idade
(0,7+1,3) foi menor (P<0,001) que a observada naqueles com
idade entre seis e oito meses (6,2+2,7). Conclui-se que o
metabolismo oxidativo dos heteréfilos de avestruzes aumenta
com a idade, sugerindo que essa menor produgdo de
superdxido reduz a capacidade bactericida e pode contribuir
para a alta mortalidade nos trés primeiros meses de vida.

Palavras- chave: imunidade inespecifica, polimorfonuclear,
superoxido, nbt, ratita.

ABSTRACT

It was valuated the hypothesis that, like the
neutrophils of mammals, the superoxide production by avian
heterophils is associated with functional maturity of these cells.
Were used twenty ostriches of both sexes, divided into two
groups: 1-[30 days (n=10) and 180-|240 days (n=10) of age.
The oxidative metabolism by heterophils was estimated by
superoxide production in not stimulated cytochemic test of
nitroblue terazolium (NBT). The average percentage of
heterophilic NBT reduction in ostriches with up to 30 days of
age (0.7+1,3) was lower (P<0,001) than that observed in those
aged between six and eight months (6,2+2,7). It was concluded

that the oxidative metabolism by ostriches’ heterophils increases
with age, suggesting that lower superoxide production reduces
the ability bactericide and may contribute to high mortality in
the first three moths of life.

Key words: unspecific immunity, polymorphonuclear, superoxide,
nbt, ratite.

INTRODUCAO

Em 2002, o avestruz (Struthio camelus) foi
incluido como ave doméstica pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA, 2008), permitindo a livre criagdo no territorio
brasileiro, sob fiscalizacdo do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2008).

A estrutiocultura apresenta-se em franco
crescimento no pais. Em 1996, o plantel brasileiro
ndo alcangava 500 avestruzes (ASSOCIACAO
DOS EMPREENDEDORES PAULISTAS DE
ESTRUTIOCULTURA, 2008). Atualmente, o
rebanho nacional aproxima-se de 450 mil aves, o
que coloca o Brasil em segundo lugar no ranking
mundial, atras apenas da Africa do Sul (MUNIZ, 2008;
UNIAO BRASILEIRADE AVICULTURA, 2008).

Apesar de ser um ramo promissor na
economia brasileira, a criacdo de avestruzes ainda
enfrenta altas taxas de mortalidade das aves nos
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primeiros 90 dias de vida. MOTTA et al. (2008)
atribuiram a susceptibilidade as infec¢Ges bacterianas
amaior mortalidade de aves jovens quando verificaram
crescimento de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli (ndo hemolitica e hemolitica),
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Enterobacter aglomerans e Pseudomonas
mendocina,em meio de cultura com sangue e amostras
provenientes de figado, pulmé&o e intestino de 28
avestruzes, incluindo aves que morreram logo apos
eclosdo e com até quatro meses de idade.

Em bovinos, altos indices de mortalidade
neonatal por infecgdo bacteriana também foram
observados. COSTA et al. (2004), ao avaliarem a
atividade bactericida dos neutrdfilos de bezerros da
raca holandesa, verificaram que a producédo de
superdxido aumenta com a idade, atribuindo-se isso a
incapacidade dos neutrdfilos em responder a estimulos
infecciosos nos primeiros dias de vida, tornando os
bezerros neonatos mais susceptiveis as infecgdes.

Nas aves, os heterdfilos sdo leucdcitos
polimorfonucleares equivalentes aos neutréfilos nos
mamiferos e sdo essenciais para o funcionamento do
sistema imunologico inato. Sob estimulo, expressam
receptores de membrana responsaveis pela aderéncia
e migragdo pelo endotélio vascular, dirigindo-se por
quimiotaxia ao sitio de infeccdo. Apds fagocitose, ha a
morte do agente infeccioso por meio de enzimas liticas
e agentes oxidantes (RODRIGUEZ et al., 1997; KOGUT
etal., 1998; FARNELL etal, 2003).

Segundo DESMIDT etal. (1996), o heterdfilo
ativado sofre uma “explosdo respiratéria”, durante a
qual uma grande quantidade de oxigénio molecular é
convertida em anion superoxido por meio do complexo
NADPH oxidase. Em mamiferos, o anion superdxido
origina outros compostos altamente reativos, tais como
peroxido de hidrogénio (H,0,), ions hidroxila (OH") e
substancias halogenadas (BABIOR, 2004). Segundo
PENNIALL & SPITZNAGELL (1975) e HARMON
(1998), heterdfilos de galinhas sao destituidos da enzima
mieloperoxidase e incapazes de gerar compostos
halogenados, o que tornaria 0 metabolismo oxidativo
dos heterdfilos uma linha de defesa secundéria aos
microrganismos quando comparada a liberacdo de
enzimas lisossomais.

Corroborando uma possivel menor
importancia da geracdo de reativos derivados de
oxigénio na resposta heterofilica das aves em relagao
aos neutrofilos de mamiferos, CONLON et al.(1991)
relataram que heterofilos de galinhas e falcGes
apresentavam menor producdo destes em relagdo aos
neutrdfilos isolados de bovinos da raca holandesa.
Semelhantemente, BROOKS et al. (1996) e TELL etal.

(1997) verificaram que heter6filos de galinhas e
papagaios, respectivamente, produziram menos H,0,
quando comparados aos neutrofilos de humanos. Nao
obstante, FARNELL et al. (2003) atribuem grande
importancia a geracao de compostos reativos derivados
de oxigénio no combate as infecgdes nas aves, havendo
envolvimento dos receptores toll like dois e quatro,
proteina G, proteina quinase C e canais de célcio.

Segundo CONLON et al. (1991), ha
divergéncias entre estudos que analisaram o
metabolismo oxidativo dos heteréfilos de aves. Essas
divergéncias se devem em parte aos diferentes métodos
de anédlise com sensibilidades distintas, além de
diferentes condi¢Bes experimentais que refletem o grau
de ativacao dos heterdfilos.

DESMIDT et al. (1996) observaram, por meio
de quimioluminescéncia com luminol, que heteréfilos
isolados de galinha respondiam aumentando a liberagéo
de reativos de oxigénio aos estimulos com phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA) e zimosan opsonizado.
Em contraponto, KOGUT etal. (2001), utilizando mesmo
método, ndo verificaram tal aumento no metabolismo
oxidativo dos heterodfilos de galinha frente a esses
estimulos.

TELL etal. (1997) e HE et al. (2003; 2007)
verificaram em heterofilos de galinhas e papagaios, com
0 uso de 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA), aumento na produgdo de H,O, proporcional ao
estimulo in vitro com PMA. Diferentemente, outros
estudos ndo detectaram a producdo de reativos de
oxigénio pelos heterdfilos. PENNIALL &
SPITZNAGELL (1975) identificaram falha dos
polimorfonucleares de galinha em produzir H,0, apds
a fagocitose, verificada pelo método de oxidagdo do
formato e pela técnica de escopoletina, apesar de
constatarem aumento da oxidagdo da glicose para gerar
NADPH frente ao estimulo com S. aureus. WIGLEY et
al. (1999), por meio da reducdo do tetrazolio nitroazul
(NBT), observaram que heteréfilos de galinha,
diferentemente dos trombdcitos, ndo produzem
superéxido, sugerindo maior importancia dos
trombdcitos na geracdo de reativos derivados de
oxigénio para destruicdo dos patdgenos na espécie.

Até o presente, ndo ha registros sobre o
metabolismo oxidativo dos heter6filos de avestruzes e
qual o papel destes no combate as infecgdes dessas
aves. Diante da escassez de informagdo sobre o tema,
e considerando a importancia zootécnica e econdmica
dos avestruzes, bem como, o desafio de reduzir a
mortalidade juvenil na espécie, propds-se testar a
hipdtese que os heterdfilos de avestruzes sdo capazes
de gerar radicais de oxigénio e comparar 0 metabolismo
oxidativo desses granulécitos entre avestruzes jovens
em diferentes faixas etérias.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 avestruzes, de ambos
0s sexos, com um dia a oito meses de idade, provindos
de matrizes de diferentes criatdrios da regido de
Aragatuba, S&o Paulo (SP), nascidos e criados no setor
de Zootecnia do Curso de Medicina Veterinaria da
Faculdade de Odontologia (FOA) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). Considerou-se como critério
de inclusdo a boa condicéo clinica e corporea no
momento da colheita e apds 30 dias.

O arragoamento (Ragdo para avestruzes
Exito Rural®, Nutricdo de ruminantes ltda, Aragatuba-
SP) e fornecimento de agua as aves foram ad libitum,
sendo o primeiro com uso de racdes para avestruzes
destinadas a fase inicial e de crescimento.

Logo ap0Os o nascimento, as aves foram
identificadas, pesadas, sexadas e submetidas a
desinfec¢do do umbigo com solugdo alcoodlica de
clorexidina 2%, durante trés dias consecutivos. Os
recém-nascidos permaneceram na sala da maternidade
por cinco dias, alojados em gaiolas retangulares e com
aquecimento elétrico automatico (x29°C), recebendo
racdo inicial. As aves com idade entre 5-|30 dias foram
mantidas em galpdo de alvenaria, contendo seis boxes
equipados individualmente com abrigos noturnos e
aquecimento elétrico automatico (+29°C). Receberam
racdo inicial e folhas de amora picadas (uma vez ao dia)
e tiveram acesso ao pasto de amendoim forrageiro
(Arachis pintoi). Os avestruzes com 180-|240 dias foram
alojados em piquetes agrupados em forma de pizza com
acesso a pasto de braquidria (Braquiaria decumbens)
e alimentados com ragdo de crescimento.

As aves foram separadas em dois grupos
de acordo com a faixa etéria: 1-|30 dias (n=10) e 180-|240
dias (n=10) de idade. Amostras de sangue total
heparinizadas (10U mi*) foram coletadas da veia jugular
das aves com até trinta dias de idade e da veia
subcutanea ulnar das demais, assim como preconizado
por LUMELJ (1997). Seguindo as recomendacdes de
DEIN (1996), capuzes foram utilizados nas aves para
minimizar o estresse da contenc&o e colheita. O sangue
foi mantido em recipiente isolado termicamente para o
transporte até o laboratorio, por, no maximo, 30 minutos.

A producéo de superoxido pelos heterdfilos
foi estimada pelo teste de reducdo do tetrazdlio de
nitroazul (NBT, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) néo
estimulado. O teste de reducdo foi realizado pelo método
citoquimico descrito por CIARLINI et al. (2005). Em
resumo, 25ul de sangue foi adicionado a mesma
quantidade de NBT (1mg ml?) e incubado a 37°C,
durante 15 minutos, seguindo-se de 15 minutos em
temperatura ambiente. A porcentagem de células

redutoras de NBT foi estabelecida a partir da contagem
de 100 heterdfilos.

Para as comparacdes entre 0S grupos
experimentais, foi utilizado o teste ndo paramétrico
Mann-Whitney em programa estatistico
computadorizado (Software, Statistical Analysis
System Institute, 1997, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os heterdfilos de todos os avestruzes com
idade entre seis e oito meses reduziram o NBT (Figura
1), comprovando que sao capazes de gerar metabdlitos
do oxigénio, assim como verificado por DESMIDT et
al. (1996), FARNELL et al. (2003) e HE et al. (2003 e
2007), em heterdfilos de galinhas, RODRIGUEZ et al.
(1997), em pombos da espécie Streptopelia risoria, e
TELL etal. (1997), em papagaios Amazona amazonica
amazonica. Ndo foram encontrados na literatura dados
similares em relacdo aos avestruzes.

O Unico estudo sobre metabolismo oxidativo
dos hetrdfilos em aves que utilizou 0 método de redugao
do NBT (WIGLEY et al. 1999) ndo detectou produgéo
de superdxido em galinhas. A discordancia quanto a
redugdo do NBT pelos heteréfilos observada por
WIGLEY etal. (1999) pode ter relacdo com a exposic¢éo
das aves a luz, porque as amostras foram coletadas no
periodo de verdo, em pais de clima tropical, enquanto
WIGLEY et al. (1999) analisaram galinhas criadas em
pais de clima temperado, portanto, com menor incidéncia
luminosa. Segundo RODRIGUEZ et al. (1997) e
TERRON et al. (2003), a melatonina, produzida pela
glandula pineal sob auséncia de estimulo luminoso,
exerce efeito inibitdrio sob o metabolismo oxidativo de
pombos da espécie Streptopelia risoria. O método
quantitativo de reducdo do NBT utilizado por WIGLEY
et al. (1999), embora mais sensivel que o citolégico,
requer isolamento celular, o que pode comprometer o
funcionamento do heteréfilo de modo a ndo detectar a
producdo de superdxido a semelhanca do presente
estudo. Portanto, tal divergéncia entre o metabolismo
oxidativo dos avestruzes e das galinhas parece nao ser
restrita a particularidades das espécies, uma vez que a
producdo de superoxido em galinhas ja foi comprovada
em estudos que utilizaram outras metodologias
(DESMIDT etal. 1996; FARNELL etal. 2003, HE etal.
2003; 2007).

As divergéncias entre estudos que
analisaram o metabolismo oxidativo dos heterdfilos de
aves devem-se em parte as diferentes metodologias
com sensibilidades distintas. A quimioluminescéncia
com luminol utilizada por DESMIDT et al. (1996)
mensura todos os metabdlitos de oxigénio, enquanto a
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Figura 1 - Reducdo de tetrazo6lio de nitroazul (NBT) por heteréfilos ndo
estimulados. Os valores representam a média + EPM da porcentagem
de heterdfilos redutores de NBT de avestruzes com idade de 1-|30
dias (n= 10) e 180-|240 dias (n= 10). *Diferenca significativa entre

anormalidades na ativacdo do
complexo enzimatico NADPH
oxidase, deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfatodesidrogenase e
atividade anormal ou deficiente da
proteina quinase C. O resultado pode
estar relacionado a alta mortalidade
dos avestruzes nos primeiros 90 dias
de vida (MOTTAZetal., 2008), quando
a menor geracdo de reativos
derivados de oxigénio tornaria as
aves nessa faixa etdria mais
susceptiveis a infecgdo.

Apesar de os heterdfilos
nas aves serem a principal linha de
defesa contra os microrganismos, em

citometria de fluxo com DCFH-DA utilizada por TELL
etal. (1997) e HE et al. (2003; 2007) avalia principalmente
0 perdxido de hidrogénio. O tetrazolio de nitroazul é
um corante supravital amarelo claro que sofre redugéo
na presencga do anion superoxido, tornando-se azul
escuro. Constitui um método rapido, simples, que nao
requer isolamento celular e apresenta baixo custo para
avaliacdo do metabolismo oxidativo dos fagocitos
(GORDON etal., 1973).

Ao se compararem os resultados que
utilizaram a mesma metodologia adotada no presente
estudo, observou-se que a média de reducao do NBT,
em avestruzes entre seis e oito meses de idade (6,2%),
foi inferior a média de reducdo de NBT de cdes
(CIARLINI et al., 2004), enquanto a média observada
em aves com até trinta dias (0,7%) assemelha-se a
observada em bovinos por CIARLINI et al. (2005).
Segundo CONLON et al. (1991), bovinos apresentam
maior producéo de reativos derivados de oxigénio que
galinhas e falcGes devido a maior area de superficie
dos neutréfilos comparada a area dos heterdfilos nas
espécies avaliadas, o que é corroborado por
ROBINSON et al. (2004), ao observarem que a produgao
de H,0, ocorre em toda superficie dos neutrofilos, além
do vacuolo fagocitico. Tomando-se tais prerrogativas,
talvez a superficie do heterdfilo de avestruzes adultos
seja menor que a de cées e a dos pintainhos se
assemelhe a de bovinos.

Os avestruzes com até 30 dias de vida
apresentaram menor capacidade de reducdo do NBT
(P<0, 001) quando comparados as aves com idade entre
seis e oito meses (Figura 1), a semelhanga do observado
em bezerros por COSTA et al. (2004). Possiveis
explicagBes para a falha do mecanismo de producéo do
anion superdxido nos avestruzes 1-|30 dias incluem

situacBes de estresse, ha reducao da
atividade fagocitaria (SPINU et
al.,1999). Os avestruzes analisados foram criados em
cativeiro e, dessa forma, foram submetidos a estresse
continuo, podendo possuir resposta oxidativa diferente
daqueles criados em vida livre.
Ha necessidade de se investigar qual o efeito
do estresse causado pelo cativeiro, assim como a
influéncia do fotoperiodo sobre o metabolismo
oxidativo dos heterdfilos de avestruzes e sua relagdo
com a alta mortalidade juvenil da espécie.

CONCLUSAO

A geracdo de superoxido pelos heter6filos
de avestruzes aumenta com a idade, e a menor
capacidade de reducdo do NBT coincide com a faixa
etaria em que ocorre a maior taxa de mortalidade na
espécie. A falha na producéo de superdxido pode estar
relacionada a morte precoce dos avestruzes. Para
sugerir formas de reduzir tal parametro, sdo necessarias
investigacBes acerca do prejuizo suplementar do
fotoperiodo negativo e cativeiro sobre a producédo de
reativos de oxigénio pelos heterofilos.
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