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Resisténcia a Sindrome Ascitica, Competéncia Homeotérmica e Niveis de Hsp70 no
Coraciio e Pulmio de Frangos de Corte!

Renata Hernandes?, Jesus Aparecido Ferro3, Elisabeth Gonzales4, Marcos Macari®,
Francisco Ernesto Moreno Bernal®, Maria Inés Tiraboschi Ferro’

RESUMO - Como em outros seres vivos, também nas células das aves ocorre a sintese das proteinas de baixo peso molecular (Hsp),
cujo aumento ¢ induzido sob condigdes de estresse. As Hsps tém um papel importante na manutengdo da integridade celular, questiona-
se o seu envolvimento no mecanismo de protegdo celular de 6rgdos alvos na ocorréncia da sindrome ascitica (SA). Este trabalho objetivou
avaliar atemperatura corporal e os niveis da Hsp70 no coragéo e pulméo de frangos de corte Hubbard (sensivel 8 SA) e caipira de pescogo-
pelado (resistente), criados em termoneutralidade (25°C) e frio (16°C) entre 10 e 45 dias de idade. Foram utilizados 192 pintos machos,
96 de cada linhagem. Nao houve mortalidade por SA nas aves caipiras. Nas aves Hubbard, a mortalidade devida a SA foi de 4% e 41%
em ambiente termoneutro e frio, respectivamente. Em ambiente frio, a temperatura corporal das aves Hubbard foi menor que a das caipiras.
A temperatura corporal e o nivel de Hsp70 do coragdo das aves Hubbard diminuiram com o aumento da idade, mas ndo nas aves caipiras,
0s quais se mantiveram constantes, inclusive a Hsp70 do pulméo. Independente da idade ou da temperatura, o nivel de Hsp70 no pulmao
das aves caipiras era superior ao das aves Hubbard. Em relagéo as aves Hubbard, as caipiras sdo homeotérmicas mais competentes e
apresentam uma maior indugdo de Hsp70 nos 6rgdos primariamente afetados na SA, mas este ndo parece ser o sistema de proteg¢do contra
SA, a qual as aves de pescogo pelado sdo resistentes.
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Resistance to Ascites Syndrome, Homoeothermic Competence and Levels of Hsp70 in
the Heart and Lung of Broilers

ABSTRACT - Similar to other living animals, the cells of the birds also synthesize small proteins (heat shock protein, Hsp), which
increasing levels can be induce by stress. The Hsp have a relevant function in maintaining the integrity of the cell, and we question if
they are involved in the mechanism of the cellular protection of target organs affected by ascites syndrome (AS). The objective of this
study was to evaluate the body temperature, and the Hsp70 levels in the heart and lungs of broilers Hubbard (sensitive to AS) and naked-
neck (resistant), raised under thermo-neutral (25C) or cold (16C) environments between 10 and 45 days of raising. We used 192 male
chicks, 96 from each broiler strain. No AS mortality occurred among naked-neck birds, but 4% and 41% of Hubbard broilers submitted,
respectively, to thermo-neutral and cold temperatures died due to AS. The body temperatures of cold-exposed-Hubbard-birds were
lowers than that of naked-necks. The Hsp70 levels of heart and the body temperature of Hubbard chicks decreased as the age increased,
for naked-neck these variables were constant during their lives, including the Hsp70 level in the lung cells. Independently from age or
temperature effects, the lung cells of naked-neck birds had higher Hsp70 levels than those of Hubbard chickens. Comparing to Hubbard
broilers, the naked-neck birds are more competent homoeothermics, and present superior level of Hsp70 in the organs firstly affected
by AS, but it did not seem the system of protection against AS, in which the naked-neck birds are resistant.

Key Words: ascites syndrome, broilers, thermo-tolerance, Hsp70, strain

Introducio

Em todos os tecidos dos animais vivos sao sinte-
tizadas proteinas de baixo peso molecular que possu-
em fungdes especificas no crescimento celular e na
reversdo ou prevencdo de danos causados por um

estresse. Essas proteinas, cuja sintese ¢ aumentada quan-
do a célula é submetida a uma condi¢ao estressante, sdo
denominadas proteina do choque térmico, heat shock
protein ou Hsp, em inglés. Apesar de seu nome, varios
outros fatores, além do calor, podem levar ao aumento da
sintese das Hsp, tais como o frio, indutores de natureza
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quimica, fisica e bioldgica (metais pesados, inibidores
do metabolismo, agentes quimioterapicos, febre, in-
flamagdo, infecgdes virais, isquemia), incluindo o
ciclo de divisao celular e fatores de crescimento,
que sdo mecanismos normais das células (Morimoto
et al., 1994). As proteinas de estresse estdo
divididas em familias, de acordo com seu peso
molecular, sendo que as mais estudadas dessas
proteinas tém pesos moleculares de aproximada-
mente 90, 70 e 27 kDa e, por isso, sdo denomina-
das, respectivamente, Hsp90, Hsp70 e Hsp27
(Guerriero & Raynes, 1990).

Sabe-se que frangos de corte selecionados para
altas taxas de crescimento e excelentes conversdes
alimentares e criados em altitudes ndo superiores a
2000 m acima do nivel do mar apresentam altas taxas
de morbidade e mortalidade devida a sindrome ascitica
(SA). O rapido crescimento das aves e o ambiente
frio sdo considerados os principais fatores
predisponentes no desenvolvimento da SA (Wideman
& Tackett, 2000). Linhagens de frangos de corte ndo
selecionadas para rapido desenvolvimento, como as
aves de pescogo pelado (NaNa ou Nana), sdo resis-
tentes a SA, mesmo quando submetidas a condigdes
que induzem a um aumento da incidéncia dessa
patogenia em frangos de corte de alta produtividade
(Gonzales et al., 1998).

O processo que mais freqiientemente leva os
frangos a um quadro ascitico foi descrito por Julian
(1987). Devido auma insuficiente oxigenacao, a taxa
de batimento do coragcdo aumenta na tentativa de
suprir mais oxigénio para o rapido crescimento dos
tecidos, causando uma hipertensdo pulmonar. Com
uma prolongada falta de oxigénio, o corpo aumenta a
sua capacidade de carregar oxigénio no sangue pelo
aumento do numero de eritrécitos, o qual aumenta a
viscosidade do sangue e agrava a hipertensdo pulmo-
nar. A crénica hipertensdo resulta na hipertrofia do
ventriculo direito e causa mau funcionamento da
valvula atrio ventricular direita, que acaba permitindo
o refluxo do sangue dentro da veia cava. Isso leva a
congestdo do figado e o extravasamento de liquido
para a cavidade abdominal. Quando a taxa de
extravasamento ¢ maior do que a capacidade das
membranas abdominais em absorver o liquido, a
ascite se desenvolve. Fica evidente, portanto, que os
orgdos primariamente comprometidos no desenvolvi-
mento do quadro ascitico sdo o pulmao e o coragdo.

O presente estudo objetivou testar a hipotese de
que a proteina de estresse, ou de choque térmico
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(Hsp70), esta envolvida no mecanismo de protegdo
celular dos tecidos pulmonares e cardiacos em fran-
gos de corte resistentes e suscetiveis a SA.

Material e Métodos

Manejo das aves

Inicialmente foram alojados 800 pintos machos
de frango de corte, 400 da linhagem Hubbard e 400
caipiras de pescoco pelado (Nana), igualmente
divididos em dois galpoes climatizados, um termo-
neutro ¢ outro frio. Dessas, 192 aves (96 Hubbard
e 96 caipiras) foram utilizadas nas avaliagdes
experimentais.

Nos primeiros cinco dias de criagdo, todas as
aves foram mantidas em uma temperatura ambiente
ao redor de 33°C, termoneutra para a idade. Apds
esse periodo, no galpdo denominado termo-neutro,
as aves foram submetidas a um decréscimo de
temperatura de aproximadamente 5°C por semana,
até atingir 24°C, a qual foi mantida até os 45 dias de
criagdo. No galpao frio, entre o sexto e décimo dia
de criagdo, as aves foram submetidas a um decrés-
cimo de temperatura de 3,5°C por dia, atingindo
16°Cno décimo primeiro dia, mantendo-a até o final
do periodo experimental.

Durante todo o periodo de criacdo, todas as aves
receberam agua eragdo ad libitum. A racdo foi fornecida
na forma peletizada e continha 3200 kcal’kg de EMA e
22 ¢ 20% de proteina bruta, nas fases inicial (1-21 dias)
e final (22-45 dias), respectivamente. As ragcdes expe-
rimentais foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais sugeridas pelo NRC (1994).

Aos 14, 28 e 45 dias de idade, duas aves de cada
repeticdo foram retiradas aleatoriamente para a
mensuragdo da temperatura do codlon, sendo posteri-
ormente sacrificadas para a coleta dos tecidos do
coracdo e pulmao, usados na determinacao da Hsp70.
A temperatura retal foi medida utilizando-se um
teletermometro (Yellow Sprins Instruments, modelo
46TUC) acoplado a uma sonda retal (YSI n.° 702).

A mortalidade das aves foi registrada diariamen-
te e as aves mortas foram necropsiadas para diferen-
ciacdo da mortalidade por SA de outras causas.
Liquido ascitico na cavidade abdominal, congestao
generalizada, figado e baco de aspectos anormais,
aumento de volume cardiaco com hipertrofia
ventricular direita e aspecto débil da ave com anexos
desidratados sdo caracteristicas que foram conside-
radas no diagndstico da morte por SA.
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Determinagdo da proteina total e eletroforese

As amostras do tecido do pulmio e coragdo
foram preparadas a partir da homogeneizacdo de
0,5 gde amostraem 5 mL de tampao de lise (20 mM
Tris-HCI1, pH 7,5, 0,9% NaCl ¢ 2mM b-
mercaptoetanol), utilizando-se homogeneizador
ultra-turrax, com velocidade de 20.000 rpm, em
trés vezes de 30 segundos e com intervalos de 30
segundos no gelo. O lisado total foi centrifugado a
16.000 rpm por 30' a 4°C, em centrifuga Hitachi,
CR 20B2, utilizando-se rotor RPR 20-2 (n°® 7). O
sobrenadante foi transferido para tubo de
polipropileno de 15 mL e homogeneizado em
homogeneizador de tecido tipo potter-Elvehjem
(10 vezes). Duas aliquotas de 300 mL da amostra
foram colocadas em microtubos, sendo que uma
delas foi utilizada para eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e outra para a dosa-
gem de proteina. Na aliquota para SDS-PAGE foi
adicionado 100 mL de tampdo de amostra para
eletroforese 4 x concentrado (250 mM Tris-HCI,
pH 6.,8; 40% glicerol; 8% dodecil sulfato de sédio
(SDS); 0,004% azul de bromofenol) e 40 mL de
b- mercaptoetanol. As amostras foram fervidas
por 2', centrifugadas em microcentrifuga tipo
Eppendorf e estocadas a -20°C para analise
posterior das proteinas em gel de poliacrilamida. O
tubo contendo o precipitado foi desprezado.

A quantidade de proteina total presente no
sobrenadante foi determinada pelo método de
Hartree (1972), utilizando-se a soroalbumina bo-
vina como padréo.

Para eclaborar a reta-padrdo foi utilizada a
soroalbumina bovina (1 mg/mL - Sigma) em quanti-
dades correspondentes a 0, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mg,
analisadas em triplicatas.

As proteinas foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS-PAGE, utilizan-
do o método proposto por Laemmli (1970), sendo
aplicado uma concentracdo de 15 mg de proteina
total por amostra de coragdo e pulmao. Utilizou-se
o sistema de eletroforese da Bio-Rad (Mini-Protean
II), com voltagem constante de 200 V. Antes de
serem aplicadas no gel, as amostras congeladas a
-20°C foram fervidas por 2'. Uma amostra de
sobrenadante das aves Hubbard criadas em
termoneutralidade serviu de referéncia, sendo apli-
cada em todos os géis. Também, um padrio de
peso molecular (Gibco-BRL) foi usado em todos
os géis.
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Técnica de Western Blotting

A técnica de transferéncia das proteinas do gel
para um suporte fixo (membrana) foi realizada de
acordo com o método descrito por Towbin et al.
(1979) e Matsudaira (1987). Apos a eletroforese, o
gel de poliacrilamida foi colocado em tampao de
transferéncia (10 mM CAPS, 10% metanol) por pelo
menos 5'. A transferéncia foi realizada a 90V e 4°C
por40', utilizando-se o "Blotting apparatus" (Bio-Rad).
A membrana foi corada utilizando-se Ponceau S
0,5% em dacido acético 1%, e o gel corado com
Coomassie Brilliant Blue, utilizando o método propos-
to por Morrissey (1981) para verificar a eficiéncia da
transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada
varias vezes com agua deionizada.

As interagdes ndo-especificas foram bloquea-
das usando 10 mL de TBS-leite gelada (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; leite em po
desnatado 5%) e Tween-20 em concentragao 0,02%
por uma hora a temperatura ambiente, sob agitagao
constante em agitador orbital (100 rpm, aproxima-
damente). Apos este periodo, a membrana foi incu-
bada com o anticorpo monoclonal anti-Hsp70 (Sigma
H-5147) utilizando-se uma diluig¢ao 1:100 em tam-
pao TBS-Ieite e Tween-20 em concentragao 0,02%,
nas mesmas condi¢des. Em seguida, procedeu-se a
quatro lavagens da membrana com tampao TBS-
Tween (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl;
0,05% Tween-20) por 5'cada, e uma lavagem com
tampao TBS (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM
NaCl) por 10', sob agitacdo constante. A membra-
na foi incubada com tampao TBS-leite 5% conten-
do o anticorpo secundario anti IgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina (Sigma A-5153) em
uma dilui¢ao 1:5000, por 1h a 25°C, sob agitacao.
Apos este periodo, novamente procedeu-se a lava-
gem da membrana, como descrito anteriormente.
Sendo, entdo, desenvolvida a reacdo de cor com os
substratos especificos da fosfatase alcalina, NBT
("nitro-blue tetrazolium chloride", 50 mg/mL em
dimetilformamida 100%) e BCIP (5 bromo-4cloro-
3indolilfosfato p-toluidina, 50 mg/mL em
dimetilformamida 70%), em tampdo AP (100mM
Tris-HCI pH 9.,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl2),
até visualiza¢do da banda correspondente a proteina
Hsp70 (aproximadamente 2'). A reacdo de cor foi
interrompida pela adicdo de solug¢do de acido
tricloroacético 3%. Apds lavagem com agua
deionizada, a membrana foi seca a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz.
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O sinal de cor das bandas correspondentes a
Hsp70 foi quantificado em densitometro Shimdzu
CS-9301, no mddulo de reflectancia e em "zig-zag",
utilizando-se comprimento de onda de 525 nm.
Quantifica¢do da Hsp70

Para quantificacdo da Hsp utilizou-se o método
proposto por Givisiez (1997), no qual a proteina de
choque térmico pura (Hsp70 - Sigma H-9776) foi
reconstituida em glicerol 30%, em uma concentragdo
final de 0,05ng/mL. Aliquotas contendo 50, 100, 200,
300, 350, 400 e 450 ng de proteina foram preparadas e
aplicadas em gel de eletroforese, assim como a amostra
de referéncia em triplicata. Depois da eletroforese, a
técnica de Western blot foi aplicada. As bandas foram
analisadas no densitdmetro. O valor médio obtido da
quantidade de Hsp presente na amostra de referéncia
foi utilizado para determinagdo da quantidade de Hsp
das amostras das aves, através do calculo da relagao de
area (area da amostra/area da amostra de referéncia).
Para o calculo da equagdo da reta utilizou-se uma média
de trés retas. Os valores obtidos foram convertidos em
ng de Hsp70/mg de proteina total.

Analise estatistica

Para avaliagdo da temperatura do célon das aves
e donivel de Hsp foi utilizado o delineamento inteira-
mente casualizado, em um esquema de parcelas
subdivididas, com quatro tratamentos principais, em
um esquema fatorial 2 x 2 (duas linhagens e duas
temperaturas), e trés tratamentos secundarios (ida-
des), com oito repeti¢des de uma ave cada. Antes da
analise de varidncia, o percentual de mortalidade foi
transformado em arcoseno*(% + 0,50/100)0,5. Na
analise estatistica dos dados foi utilizado o procedi-
mento GLM do programa computacional estatistico
SAS (1987).

Resultados e Discussao

Desempenho produtivo e mortalidade

Ao final dos 45 dias de criagdo as aves de
pescoco pelado ou Hubbard criadas em ambiente
termoneutro apresentaram desempenho produtivo
compativel com a idade (Tabela 1). Entretanto,
verificou-se que a criagdo em ambiente frio preju-

Tabela 1 - Desempenho produtivo e mortalidade dos frangos de 1 a 45 dias de idade criados sob condi¢gdes ambientais

de termoneutralidade (25°C) e frio (16°C)

Table 1 - Performance and mortality of broilers from 1 to 45 days of age raised under thermo-neutral (25°C) and cold (16°C)

environments

Temperatura ambiental Linhagem
Environmental temperature Strain
Variavell Pescogo pelado Hubbard
Variate Naked neck
Ganho de peso, g Termoneutra 1268+28,7°A 2113+72,324
Weight gain Thermo-neutral
Fria 1266+44,35A 1515+11,138
Cold
Conversao alimentar Termoneutra 2,03+0,012B 1,83i0,03bB
Feedratio Thermo-neutral
Fria 2,27+0,03bA 2,39+0,123A
Cold
Mortalidade?
Mortality
Total, % Termoneutra 4,05+0,0004 18,46+5,042B
Thermo-neutral
Fria 6,17+4,255A 45 86:+4,743A
Cold
SA, % Termoneutra 4,050,0024 8,15+4,733B
Ascites syndrome Thermo-neutral
Fria 4,05+0,00bA 37,65+6,183A
Cold

TEm uma mesma coluna (linha), médias seguidas de letras mailsculas (minUsculas) diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (P<0,05).

T In the same columm (line) averages with different capital (small) are statistically different by Tukey’s test (P<.05).
20 percentual de mortalidade foi transformado em arcoseno*(% + 0,50/100)0:5 antes da analise de variancia.
2 Mortality percentage was analysed using arcsen*(% + 0,50/100)%° transformation.
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dicou o desempenho produtivo das aves, principal-
mente as Hubbard, que provavelmente ja comeca-
vam a apresentar inicio de SA. A interagdo tem-
peratura x linhagem significativa (P<0,50) revelou
que as aves Hubbard apresentaram menor ganho
de peso e pior conversdo do que as suas
contraparentes criadas em termoneutralidade. Por
outro lado, somente a conversdo alimentar das
aves de pescoco pelado foi prejudicada (P<0,05)
quando as aves foram submetidas ao frio, mas ndo
o ganho de peso, o qual foi similar (P>0,05) entre
as aves de pescogo pelado criadas em ambientes
termoneutro e frio.

Observou-se que, no grupo de aves caipiras de
pescoco pelado submetido a temperatura fria, a taxa
de mortalidade foi de 2%, mas nenhuma ave morta
tinha ascite ou sinais que indicassem como causa
morte a SA (Tabela 1). Entre as aves caipiras de
pescoco pelado criadas sob termoneutralidade nao
houve mortes. Para as aves Hubbard, o ambiente frio
determinou um aumento expressivo (P<0,05) de mor-
talidade total e, principalmente, devidaa SA (P<0,05).
Do total das mortes ocorridas entre as aves Hubbard
criadas em termoneutralidade, 33% foi por SA. Em
condicdes de criagdo em ambiente frio a maioria das
aves Hubbard (75% do total das mortes) morreu em
conseqiiéncia da SA.

Altas taxas de mortalidade devido a SA, como
aqui observadas, ja foram registradas na literatura
para frangos de corte machos de alta produtividade,
criados sob condi¢des de temperatura fria e alimen-
tados com ragdes peletizadas e de alta densidade
nutricional (Gonzales etal., 1998a, b; Julian, 2000). A
semelhanca do observado por Gonzales etal. (1998b),
neste estudo nenhuma ave de pescogo pelado morreu
por SA, mesmo quando submetidas as mesmas
condi¢des ambientais das aves altamente produtivas,
confirmando a resisténcia dos frangos de pescogo
pelado a SA.

A principal explicagdo fisiopatoldgica para a alta
ocorrénciade SA em aves geneticamente selecionadas
para excelente desempenho ¢ a sua alta demanda de
oxigénio, principalmente os machos, quando criados
sob condi¢des de meio-ambiente predisponentes ao
desenvolvimento do quadro ascitico, como o frio € o
uso de dietas peletizadas de alta densidade nutricional.
Para essas aves altamente produtivas, as exigéncias
de oxigénio sdo tdo grandes a ponto de desencadear
um processo de anoxia tecidual e, por conseqiiéncia,
a SA (Macari et al., 1994; Julian, 2000).
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Temperatura medida na regido do colon das aves

Houve efeito significativo (P<0,05) da interagao
linhagem e temperatura sobre a temperatura corpo-
ral medida no célon das aves. O desdobramento
dessa interagdo (Tabela 2) revelou que as aves
Hubbard criadas em ambiente frio apresentaram um
menor valor de temperatura corporal, tanto em rela-
¢do as aves caipira de pescoco pelado, quanto em
relacdo as proprias aves Hubbard criadas sob
termoneutralidade, indicando que as aves caipiras
sdo homeotérmicas mais competentes do que os
frangos selecionados para alta taxa de crescimento.

As analises das interagdes linhagem x idade e
temperatura x idade (Tabela 2) também foram esta-
tisticamente significativas (P<0,05) e confirmaram a
melhor tolerancia das aves caipiras a ambientes frios
até 16°C. Os resultados mostraram que as aves
caipiras mantiveram constantes as temperaturas
corporais medidas aos 14, 28 e 45 dias de idade,
enquanto que as Hubbard apresentaram, em média,
temperaturas corporais menores aos 28 e 45 dias, em
relacdo aos 14 dias e em relagdo as aves caipiras.
Esse efeito depressor da temperatura corporal das
aves Hubbard criadas sob condi¢des de frio refletiu
sobre os resultados médios das temperaturas corpo-
rais em funcdo da temperatura e da idade, indepen-
dente dalinhagem. Assim, em condi¢des termoneutras,
as aves mantiveram constantes as suas temperaturas
corporais aos 14,28 e 45 dias de idade. Em condic¢des
de criacdo de 16°C, as temperaturas corporais foram
menores aos 28 e 45 dias, sendo também diferentes
entre si. Dentro de idades, o ambiente frio determi-
nou menores temperaturas corporais das aves aos 28
e 45 dias de criagdo, mas ndo aos 14 dias de idade.

A mais eficiente capacidade homeotérmica das
aves de pescogo pelado, quando colocada em condi-
¢oes de temperatura consideradas estressantes, foi
plenamente demonstrada neste estudo. Outros auto-
res ja haviam demonstrado que essas aves sdo capa-
zes de manter a temperatura corporal dentro de
limites considerados normais, mesmo quando subme-
tidas a altas temperaturas ambientais por um periodo
prolongado (Mazzi, 1998; Yahav etal., 1998). Neste
experimento, as aves de pescoco pelado mantiveram
a sua temperatura corporal constante até os 45 dias
de idade, em condi¢des de temperaturas considera-
das muito fria (16°C) e por um periodo prolongado
(35 dias). O mesmo nao ocorreu com os frangos
Hubbard, cujas temperaturas corporais foram signi-
ficativamente deprimidas em condi¢des ambientais
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Tabela 2 - Comparagdo de médias da temperatura corporal, em °C, medida no célon das aves dentro da interagao
linhagem X temperatura ambiental, linhagem X idade e temperatura ambiental X idade
Table 2 - Body temperature average comparison (°C) measured at colon, for environmental temperature X broiler, broiler X age,

and environmental temperature X age interactions

Temperatura ambiental!
Environmental temperaturel

Linhagem Termoneutra (25°C) Fria(16°C)
Strain Thermo-neutral Cold
Pescogo pelado 41,15+0,542A 41,21£0,362A
Naked neck
Hubbard 41,210,454 38,552,618

Idade

Age

Linhagem 14 dias 28 dias 45 dias
Strain days days days
Pescogo pelado 41,34+0,212A 40,92+0,6424A 41,28+0,262A
Naked neck
Hubbard 41,13+0,372A 38,79+3,31B 39,711,558

Idade

Age

Temperatura ambiental 14 dias 28 dias 45 dias
Environmental temperature days days days
Termoneutra (25°C) 41,3440,193A 41,05+0,773A 41,1540,293A
Thermo-neutral
Fria(16°C) 41,1340,393A 38,66+3,18°B 39,84+1,67°B
Cold

TEm uma mesma coluna (linha), médias seguidas de letras maitsculas (mintsculas) diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (P<0,05).

1 In the same columm (line) averages with different capital (small) are statistically different by Tukey test (P<.05).

frias (16°C) e por longo periodos, isto ¢, por 28 e 45
dias. O fato de que aos 14 dias de idade a temperatura
corporal das aves Hubbard criadas no frio foi seme-
lhante a de suas paralelas colocadas em
termoneutralidade e das aves caipiras de pescogo
pelado sugere que houve uma capacidade
homeostatica dessas aves na regulagao da tempera-
tura, mas ela foi curta e transiente. Efetivamente, o
estresse pelo frio foi iniciado quando as aves tinham
10 dias de idade e, quando essa situagao se prolongou,
a capacidade homeotérmica das aves Hubbard foi
prejudicada, conforme demonstraram os resultados
de temperatura corporal dessas aves aos 28 e 45 dias
de idade. Esses resultados indicaram que os frangos
de pescogo pelado s@o homeotérmicos mais compe-
tentes do que aqueles selecionados para alta produ-
tividade, como as aves da linhagem Hubbard. Entre-
tanto, se o periodo de estresse pelo frio ndo for
prolongado, por mais de 3 ou 4 dias, as aves Hubbard
podem manter a temperatura corporal dentro de
limites normais.
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O custo produtivo da manutenc¢do da temperatura
corporal dentro de limites que permitam a sobrevi-
véncia das aves foi sentido tanto para os frangos de
pescoco pelado como para aqueles da linhagem
Hubbard. De fato, a atividade metabolica ¢ dirigida
prioritariamente para a manutenc¢do da vida e, depois,
para a producdo (Macari et al. 1994). Nas aves de
pescoco pelado, o prejuizo produtivo foi menor ¢
somente a conversao alimentar foi afetada. Todavia,
para as aves Hubbard, todas as variaveis analisadas,
ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de morta-
lidade foram expressivamente prejudicadas. Isto sig-
nifica que, para as aves Hubbard, o estresse pelo frio
foi assinalado de maneira muito mais intensa do que
para as de pescogo pelado.

Quantidade de Hsp70 no musculo cardiaco

Os resultados estatisticos mostraram que nio
houve efeito (P>0,05) da linhagem ou da temperatura
de criagdo sobre os niveis de Hsp70 medidos no
musculo cardiaco. Em média, no coracdo dos frangos
caipiras foi detectado 14,46 + 2,87 ng/m de Hsp
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contra 14, 50 = 2,43 ng/m das aves Hubbard. Em
temperatura de criacdo termoneutra ¢ fria, os niveis
de Hsp70 no coragdo foram, 14,49 = 2,32 ¢ 14,47+
2,54 ng/m, respectivamente.

No entanto, a analise estatistica revelou que
houve efeito (P<0,05) daidade das aves e da interagdo
idade x linhagem. Na Tabela 3 pode-se observar que
as aves Hubbard apresentaram um nivel de Hsp70 no
coracdo significativamente menor aos 28 e 45 dias,
em relagdo aos 14 dias. Ja, para as aves caipiras ndo
se observaram alteragdes significativas nos niveis do
tecido do coragdo de Hsp70.

Quantidade de Hsp70 no pulmdo

Os fatores linhagem, idade ¢ a interagédo idade x
temperatura de criagdo afetaram significativamente
(P<0,05) os niveis de Hsp70 no pulmao das aves.
Como observado na Tabela 4, as aves da linhagem
Hubbard apresentaram uma menor quantidade de
Hsp70no pulmao do que a aves caipiras, independen-
te da temperatura de criacdo. Considerando-se a
idade de criacdo das aves e a temperatura de criagédo,
independente da linhagem, em condic¢des
termoneutras, mas ndo no frio, o nivel de Hsp70 no
pulmdo das aves aos 45 dias de idade foi menor do
que aos 14 e 28 dias. Aos 14 dias de idade das aves,
no entanto, a quantidade de Hsp70 no pulméo das
aves submetidas ao frio era menor do que naquelas
mantidas sob termoneutralidade ambiental.

Os resultados produtivos, de mortalidade e de
capacidade de homeotermia das aves obtidos neste
experimento confirmam a importancia da interagdo
gendtipo vs ambiente e indicam que os estudos futu-
ros deveriam enfatizar a procura de solugdes genéti-
cas para a resolucdo de problemas de produtividade

dos frangos de corte induzidos pelo ambiente, confor-
me mencionado por Ledur (2001). Entre eles, pode-
se mencionar a capacidade genética que as aves tém
em sintetizar pequenas proteinas para a protecao
celular contra as agressdes do meio ambiente, como
as Hsps.

Dentre os fatores que poderiam induzir o aumento
da sintese das Hsps, uma delas a Hsp70, estio a
temperatura (frio, calor) e aanoxiatecidual (Morimoto
et al., 1994). Neste estudo, o frio do ambiente a que
as aves foram submetidas foi assinalado como um
estresse, no aspecto de resposta produtiva paraambas
as linhagens, e na incidéncia de mortes por SA nos
frangos da linhagem Hubbard, em conseqiiéncia da
anoxia tecidual. Entretanto, ndo se observou aumento
de sintese de Hsp70 devido ao frio, e/ou a possivel
hipoxia celular, nos tecidos do coragdo e pulméo de
ambas as linhagens estudas.

Varias hipoteses podem ser levantadas com rela-
¢do a auséncia de efeito do frio sobre a inducdo da
sintese de Hsp70 nos tecidos. A primeira delas, e a
mais o0bvia, ¢ de que a temperatura de criagdo nao
induz a um aumento de sintese de Hsp70, contrarian-
do pesquisas anteriores (Morimoto et al., 1994). Mas,
porque o fator estressante tem que determinar uma
resposta sistémica intensa para que ocorra a sintese
de Hsp, como por exemplo alteracdes para mais de
2,5°C da temperatura corporal de aves submetidas a
estresse por calor (Guerreiro, 1999), o resultado
obtido pode significar que o estresse pelo frio aplica-
do neste experimento ndo foi suficiente para haver a
indu¢do de maior sintese de Hsp70. Nessa hipdtese,
como a temperatura corporal das aves Hubbard
submetidas ao frio foi 2,6°C menor do que as das suas

Tabela 3 - Comparagdo de médias dos niveis de Hsp70 (ng/mg de proteina total) dentro da
interagcdo idade X linhagem, para as amostras de coragédo
Table 3 - Average levels of Hsp70 comparison (ng/mg of total protein) within age X broiler interaction, for

heart samples

Idade!
Age!
Linhagem 14 dias 28 dias 45 dias
Strain Age Age Age
Pescogo pelado 15,22+3,802A 14,84+2,302A 13,33+2,518A
Naked neck
Hubbard 16,90+2,663A 13,301,794 13,3142,84bA

TEm uma mesma coluna (linha), médias seguidas de letras maitsculas (mintsculas) diferentes, diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

1 In the same columm (line) averages with different capital (small) are statistically different by Tukey’s test (P<.05).
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Tabela 4 - Comparagdo de médias dos niveis de Hsp70 (ng/mg de proteina total) dentro de
linhagens e dentro da interagédo idade X temperatura, para as amostras de pulméao
Table 4 - Average levels of Hsp70 comparison (ng/mg of total protein) within broiler and age X temperature

interaction, for lung samples

Linhagem Hsp70 (ng/mg de proteina total)!
Strain (ng/mg of total protein)
Pescogo pelado 14,20+3,134
Naked neck
Hubbard 12,502,668

Idade

Age

Temp. ambiental 14 dias 28 dias 45 dias
Environmental temperature days days days
Termoneutro (25°C) 15,04+2,712A 14,47+2,028A 11,45+2,48bA
Thermo-neutral
Frio (16°C) 12,12+2,712B 14,72+3,0634A 12,29+3,182A
Cold

TEm uma mesma coluna (linha), médias seguidas de letras mailsculas (mintsculas) diferentes, diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

1 In the same columm (line) averages with different capital (small) are statistically different by Tukey’s test (P<.05).

irmds criadas em termoneutralidade, presume-se que
o efeito de uma mesma variacdo de temperatura
corporal provocada por estresse de calor e frio tenha
significados diferentes na sintese de Hsp celular.
Aparentemente, a temperatura fria € um agente que
provoca uma indu¢do menor de Hsp70 do que a
quente, corroborando com os resultados obtidos por
Gividiez et al. (1999).

Ao contrario do aumento da sintese, o que se
observou foi um declinio do nivel de Hsp70 no mus-
culo cardiaco das aves Hubbard. Isso ndo ocorreu
para as aves de pescogo pelado, nas quais o nivel de
Hsp70 se manteve constante com a idade. A intensa
injuria do tecido cardiaco das aves suscetiveis a SA,
indicado pelo indice de hipertrofia cardiaca, que ¢
maior com o avangar da idade (Gonzales et al.,
1998a,b), poderia ser o fator determinante do menor
nivel de Hsp70, ja que a estrutura celular muito
comprometida poderia ndo responder a inducgdo da
sintese da proteina.

Emrelagdo aostecidos dopulmao, independentemente
dalinhagem estudada, enquanto em termoneutralidade
onivel de Hsp70 caiu gradativamente, sob frio o nivel
foi oscilante, menor no inicio do estresse (14 dias) e
maior aos 28 e 45 dias, em relagdo aos niveis das aves
mantidas em termoneutralidade. O estudo também
revelou que, independente da linhagem e da idade de
criacdo, as aves de pescogo pelado tinham maior
nivel de Hsp70 no pulmao. Estes dados sugerem que
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sdo diferentes as respostas de indugdo de sintese de
Hsp70 nos tecidos do coragdo e pulmdo das aves
resistentes e suscetiveis a SA. Varios estudos ja
confirmaram que existe uma certa especificidade de
reagdo de inducdo de sintese de Hsp70 em fungdo do
tecido atingido, do tipo e de intensidade de estresse
(Morimoto et al., 1994, Flanagan et al., 1995).

Conclusoes

Verificou-se neste estudo que, em relagdo aos
frangos Hubbard selecionados para alta produtividade,
as aves caipiras de pescogo pelado sdo homeotérmicas
mais competentes, resistentes & SA e apresentam
maior inducdo de Hsp70 nos 6rgdos primariamente
afetados por essa patogenia. Entretanto, ¢ necessaria
a realizacdo de novos estudos para a constatagdo da
possivel correlacdo entre niveis de Hs70 e maior ou
menor suscetibilidade a SA.
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