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ANAPIREXIA E FEBRE EM RESPOSTA A ENDOTOXINA EM AVES:
DESAFIOS METABOLICOS E MEDIADORES BIOQUIMICOS

RESUMO - Apesar das respostas térmicas frente a infeccdo por patdogeno
serem decisivas para a sobrevivéncia das aves, muito ainda ha por ser entendido
sobre os mecanismos da febre e nada se sabe sobre a queda de temperatura corporal
durante a inflamagé&o sistémica em aves. No presente trabalho desafiamos pintinhos
Gallus gallus com altas doses de endotoxina para estudar os mecanismos fisiologicos
e bioquimicos da termorregulacdo de aves frente a inflamacdo sistémica.
Primeiramente, descrevemos a queda de temperatura corporal durante a inflamacgéo
sistémica em aves como uma resposta regulada (anapirexia). Essa resposta ocorreu
por uma inibicdo de termogénese (reducdo da taxa metabdlica) ndo relacionada a
impedimento da fungcado mitocondrial ou aporte de oxigénio, além de ser apoiada por
mecanismos de perda de calor, como ofego e vasodilatacdo. Em sequéncia,
mostramos que a resposta anapirética a endotoxina parece ser independente da
mediacdo por ciclo-oxigenases (COX), assim o perfil de prostaglandinas (PG)
observado neste momento parece nédo ter funcdo térmica. Também descrevemos que
a febre em aves depende da sinalizacao especifica pela COX-2, enzima que quando
inibida bloqueia febre via inibicAo de mecanismos de perda de calor como
vasoconstricdo e comportamento de agrupamento. Ainda, a febre parece ser
majoritariamente dependente da sinalizacao por PGE2, mas também tem participacéo
das PGD: e PGF2. No presente trabalho apontamos ainda que a competicdo com uma
demanda energética aumentada por frio, e frio combinado a jejum favorece anapirexia
e elimina a resposta de febre nos pintinhos. Finalmente mostramos que a exposi¢ao
de pintinhos ao poluente dioxina durante o desenvolvimento embrionéario resultou em
aumento de taxa metabdlica (demanda energética). Assim, quando foi induzida a
inflamacéo, os pintinhos apresentaram uma resposta hipometabdlica persistente
acompanhada da eliminacdo das respostas hematolégicas e osmadticas normais a
endotoxina. Concluimos que pintinhos podem responder a um desafio imune tanto
com anapirexia como com febre e que a resposta anapirética é favorecida em caso
de demandas metabdlicas aumentadas. Ainda, a anapirexia ndo é mediada pela via
das COX-PG enquanto a febre é mediada especificamente pela COX-2 e
principalmente por PGEa.

Palavras chaves: anapirexia, ciclo-oxigenase, desafios metabdlicos, febre, pintinhos,
prostaglandinas
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ANAPYREXIA AND FEVER IN RESPONSE TO ENDOTOXIN IN BIRDS:
METABOLIC TRADE-OFFS AND BIOCHEMICAL MEDIATORS

ABSTRACT — Although thermal responses to pathogen infections are decisive

for birds’ survival, the mechanisms of fever are largely unknown and no study has
addressed the decrease in body temperature during systemic inflammation for birds.
Here we challenged Gallus gallus chicks with high doses of endotoxin to study the
physiological and biochemical mechanisms of birds’ thermoregulation during systemic
inflammation. Firstly, we described the decrease in body temperature during systemic
inflammation in birds as a regulated response (anapyrexia). This response was
supported by a thermogenesis inhibition (reduced metabolic rate) unrelated to
impairment of mitochondrial function or oxygen supply, and also by heat loss
mechanisms, such as tachypnea and vasodilation. In sequence, we presented that
anapirexia in response to endotoxin was independent of cyclooxygenases mediation
(COX), thus the prostaglandin (PG) profile observed during this response did not reflect
a thermal function. Moreover, the fever response depended specifically on COX-2
signaling in our chicks, and when it was blocked fever was eliminated by inhibition of
heat loss mechanisms such as vasoconstriction and huddling behavior. Yet, fever
seems to be mostly dependent on PGE: signaling, but PGD2 and PGF2 had also a
minor increase in expression during fever. Our data also pointed out that competing
energetic demands caused by cold, and cold combined with fasting favors anapyrexia
and eliminates the fever response in chicks. Finally, we show that the exposure of
chicks to the pollutant dioxin during embryonic development resulted in increased in
metabolic rate. Thus, when inflammation was induced, these chicks showed a
persistent hypometabolic response accompanied by the elimination of normal
hematological and osmotic responses to endotoxin. We conclude that chicks can
respond to an immune challenge with both anapyrexia and fever, and the anapyretic
response is favored in case of increased metabolic demands. Furthermore, anapyrexia
is not mediated by the COX-PG pathway, whereas fever is mediated specifically by
COX-2 and mainly by PGEZ2.

Keywords: anapyrexia, cyclooxygenases, metabolic challenges, fever, chicks,
prostaglandins



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1- INTRODUCAO

Na contramao da producdo e bem estar de qualquer ave, estdo as doencas
associadas a exposicao a patdégenos que podem causar grande prejuizo ao animal.
Neste sentido, tdo importante quanto o conhecimento dos microrganismos, € o
conhecimento morfofisiolégico das aves assim como 0s eventos fisioldégicos
desencadeados em resposta a um desafio imune.

Poucas horas depois da infeccdo por patdgenos, aves, assim como todos 0s
vertebrados, apresentam uma resposta de fase aguda que é iniciada pelo sistema
imune inato (Figura 1). Brevemente, sabe-se que em aves essa resposta € iniciada
pelo reconhecimento do agente patogénico na periferia por células imune. Estas sédo
ativadas e além de destruirem patdégenos liberam citocinas pro inflamatérias
(interleucinas 1 e 6, IL-1 e IL-6) para sinalizacdo do encéfalo e figado, 6érgdos que
também sao sinalizados por estimulos enddocrinos e nervosos. O figado entéo libera
proteinas de fase aguda com funcdes como opsonizar bactérias aumentando
fagocitose, e sequestrar minerais da corrente sanguinea, como ferro, cobre e zinco,
que sao limitantes para o crescimento bacteriano. No encéfalo o estimulo inflamatério
age principalmente a) ativando eixo hipotadlamo-pituaria-adrenal para producdo de
corticosterona (ver Mediadores quimicos para febre em aves, abaixo), além de inibir
0 eixo hipotadlamo-pitudria-gbnadas e eixos somatotrépicos e tireotrépicos; b)
promovendo respostas metabdlicas e termoefetoras para respostas térmicas; c)
ativando componentes comportamentais como letargia, anorexia e adipsia além de
hiperalgesia, (Ashley e Wingfield, 2011; Baumann e Gauldie, 1994; Cray et al., 2009;
Hart, 1988; Janig, 2014; Owen-Ashley e Wingfield, 2007).

Dentre as respostas promovidas pelo organismo para lidar com a infeccéo, a
alteracdo da temperatura corporal (Tc) apresenta-se como uma via de defesa decisiva
para a sobrevivéncia do animal (Blatteis, 2003; Garami et al., 2018; Liu et al., 2012).
Hoje, além do reconhecimento da febre como importante ferramenta para resistir a
infecgao de patdgenos sabe-se que pelo menos em mamiferos a queda de Tc também
pode ser apresentada como resposta em casos de inflamacdo sistémica severa

(Garami et al., 2018; Romanovsky et al., 2005). Esta ultima teria entdo seria utilizada



COMO mecanismo para conservar energia durante a resposta inflamatoéria defendendo
sistemas vitais e assim tolerando patdégenos durante o periodo de reestabelecimento
(Ganeshan et al., 2019; Steiner e Romanovsky, 2019). Em aves, alguns estudos foram
focados na resposta de febre frente a inflamag&o, mas ainda ndo se sabia sobre a
queda de Tc até o presente estudo. Neste primeiro capitulo seréo revisados 0s
aspectos conhecidos sobre febre e queda de temperatura durante a inflamagcédo com

o enfoque em aves.
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Figura 1- Esquema simplificado do sistema neuroenddécrino-imune ativado apés a
infecc@o para a obtencéo da resposta térmica. No esquema um pintinho é infectado
por E. coli e o reconhecimento da infeccéo desencadeia a liberacdo de citocinas. As
citocinas levadas ao sistema nervoso central ativam o eixo hipotalamo-pituéaria-
adrenal (HPA) para producdo de hormdonios glicocorticoides, respostas térmicas e
comportamento de apatia. As citocinas levadas ao figado ativam producdo de

proteinas de fase aguda.
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Conclusion and Translational value

In summary, our results indicate that TCDD during embryonic development increases
the energetic cost for chick’s maintenance after hatching and disrupts the metabolic and blood
responses to an immune challenge. Our study suggests further effects of aryl hydrocarbon active
compounds for birds’ species beyond direct mortality. A possible increase in the maintenance
cost by dioxin responses would especially threaten free-ranging birds. Such birds already have
a high energy expenditure for daily activities in the adversity of a natural environment as
hunting/ foraging, protection, locomotion, and body temperature maintenance, among other
costs. Additionally, a disrupted response to an immune challenge could increase dioxin-exposed
birds’ vulnerability to a pathogen, likely resulting in higher mortality. Thus, the sublethal effects
of TCDD evaluated in this study may also be considered for conservation purposes since they

indirectly threaten birds’ survival and welfare.
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CAPITULO 6 — Consideracdes finais

A resposta inflamatéria frente a um patdgeno implica alto custo energético tanto
para sua ativagao per se quanto para posterior reparo em decorréncia de seus efeitos
lesivos aos tecidos. A febre € um importante componente da resposta de fase aguda
gue estimula o sistema imune facilitando a eliminacdo de patégenos, contudo, o custo
do aumento de temperatura corporal € adicionado nessa resposta de resisténcia.
Quando os custos energeéticos da febre competem com a energia de mantenca
ameacando fungdes vitais, como no caso de inflamacao sistémica severa, o animal
muda a direc&o da resposta térmica e desenvolve anapirexia. A anapirexia neste caso,
€ entdo considerada como uma fase de tolerancia ao patdégeno com funcéo de
preservar energia para recuperagao do organismo.

Neste estudo nés primeiramente demonstramos que aves, assim como
mamiferos também podem apresentar anapirexia quando acometidas de inflamacéo
sistémica severa. A queda de Tc nestes animais foi apoiada por supressdo da
termogénese (reducdo da taxa metabdlica) e ativacdo de termdlise por vasodilatacdo
periférica e aumento de frequéncia respiratéria (perda de calor evaporativo). Ainda,
mostramos que a reducdo da taxa metabdlica nessas aves foi uma resposta regulada
e ndo mero resultado de um impedimento mitocondrial nos tecidos termogénicos
(musculo esquelético) ou limitacdo na entrega de oxigénio.

Quando os pintinhos séo injetados com altas doses de LPS, uma resposta
térmica bifasica é gerada, na primeira hora ocorre anapirexia e apds cerca de 4 horas,
febre. Assim, estudamos o papel especifico das COX-1 e COX-2 além da expressao
de PGs como mediadores de ambas respostas térmicas durante a inflamacgéo
sistémica. Nossos resultados indicam que diferentemente de ratos, a anapyrexia néo
€ mediada pela COX-1 nos pintinhos. A inibicdo da COX-2 também nao teve nenhum
efeito na resposta anapirética ao LPS, assim o perfil de PG encontrado durante esta
resposta deve ter outras fun¢des que néo a regulacao térmica. A febre, por outro lado
foi claramente dependente da sinalizacdo especifica pela COX-2. Quando a COX-2
foi bloqueada nos pintinhos injetados com LPS, também foram inibidos termoefetores
autondmicos como a vasoconstricdo periférica e comportamentais (agrupamento)

para exterminio da febre. A principal prostaglandina envolvida na producédo de febre
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parece ser a PGEz, porém as PGD2 e PGF2também tiveram um aumento em menor
escala durante essa resposta.

Por meios dos resultados apresentados nesta tese também confirmamos como
verdadeira a hip6tese que a competicdo com uma demanda energética aumentada
por condicdes ambientes adversas favorece anapirexia e elimina febre nos pintinhos.
Pintinhos alimentados em temperatura termoneutra apresentarem uma resposta
bifasica ao LPS. Por outro lado, pintinhos expostos ao frio e frio combinado a jejum
favoreceram a anapirexia apresentando todos os termoefetores necessarios para tal
resposta, porém nao apresentaram febre subsequente.

Ainda a respeito das competicdes metabdlicas, pintinhos expostos ao poluente
ambiental 2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina durante o desenvolvimento embrionario
tiveram um aumento na demanda energética de mantenca e menor massa corporal.
Entdo quando esses pintinhos receberam um desafio imune por LPS ocorreu uma
resposta hipometabolica persistente e eliminacdo das respostas hematoldgicas e
osmoticas normais ao LPS.

Assim, concluimos que pintinhos podem responder a um desafio imune tanto
com anapirexia como com febre, que a resposta anapirética € favorecida em caso de
demandas metabdlicas aumentadas e ndo é mediada pela via das COX-PG. A febre,
no entanto, é abolida em casos de desafios metabdlicos e € mediada especificamente
pela via da COX-2 e principalmente por PGE2. Acreditamos que nossos resultados
fornecem entendimento béasico sobre a fisiologia de inflamacdo das aves que
contribuird em subsequentes estudos de diferentes areas além da producéo de aves,
como medicina evolutiva, ecologia, medicina veterinaria, fisiologia comparada e

toxicologia.





