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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa visa esclarecer os mecanismos do metabolismo energético em aves
submetidas a desafios agudos e crénicos, com foco particular nos custos metabdlicos
associados as respostas imunoldgicas e fisiologicas, incluindo febre. Ao investigar
como as aves ajustam sua retencdo de energia, mobilizam o tecido adiposo e alteram
as vias metabolicas para alimentar os processos imunologicos, este estudo contribuira
para uma compreensao mais profunda de como o equilibrio energético é mantido sob
estresse. Os insights obtidos com esta pesquisa podem revelar novas estratégias para
mitigar os custos metabdlicos das respostas imunolégicas, otimizar a eficiéncia
energética e melhorar a saude geral e o desempenho das aves. Além disso, ao
empregar a metabolémica, a pesquisa fornecerd uma compreensédo detalhada em
nivel de sistemas dos processos bioquimicos subjacentes a essas respostas
adaptativas, descobrindo biomarcadores especificos e vias metabdlicas que podem

ser direcionadas para melhorar o bem-estar das aves.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research aims to clarify the mechanisms of energy metabolism in birds subjected
to acute and chronic challenges, with a particular focus on the metabolic costs
associated with immune and physiological responses, including fever. By investigating
how birds adjust their energy retention, mobilize adipose tissue, and alter metabolic
pathways to fuel immune processes, this study will contribute to a deeper
understanding of how energy balance is maintained under stress. The insights gained
from this research may reveal new strategies to mitigate the metabolic costs of immune
responses, optimize energy efficiency, and improve overall health and performance in
birds. Furthermore, by employing metabolomics, the research will provide a detailed,
systems-level understanding of the biochemical processes underlying these adaptive
responses, uncovering specific biomarkers and metabolic pathways that could be

targeted to improve bird welfare.
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EFEITO DO DESAFIO SANI:I'ARIO NA UTILIZACAO DE ENERGIA E NA
PARTICAO DA PRODUCAO DE CALOR EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro resulta na
reducdo do crescimento, devido a utilizacdo de fontes endégenas para garantir
a sobrevivéncia, prejudicando a deposicao tecidual e resultando em menor
ganho de massa corporal. Sob desafios de saude, as fontes de energia sao
utilizadas para garantir funcbes essenciais e apoiar o sistema imunoldgico.
Porém, as alteracdes no metabolismo energético quando as aves sao desafiadas
pelo estresse imunoldgico ainda ndo sdo totalmente compreendidas, sendo
essencial entender o uso da energia diante de um desafio sanitario e as
alteracdes no metabolismo. O objetivo da presente tese foi avaliar as adaptacdes
fisiologicas e metabdlicas, e seu impacto na utilizacdo de energia de frangos de
corte submetidos a diferentes modelos de desafios sanitarios. Os modelos de
desafio utilizados foram Ensaio 1: inducao de enterite necroética (Eimeria maxima
e Clostridium perfringens) e Ensaio 2: desafio por lipopolissacarideo de
Escherichia coli. No primeiro ensaio foram utilizados 96 frangos de corte machos
Cobb-500 criados em gaiolas até completarem 12 dias de idade. Aos 13 d, as
aves foram distribuidas aleatoriamente nos tratamentos experimentais: AL
(consumo de racéo ad libitum sem desafio), C (aves desafiadas) e PF (aves néo
desafiadas com alimentacao pareada em referéncia ao grupo C). As aves foram
alocadas em camaras respirométricas para habituacdo por um periodo de um
dia. O protocolo de desafio consistiu na inoculacdo de E. maxima aos 14 d e C.
perfringens aos 18, 19 e 20 d, ambos procedimentos via gavagem oral. De 14 a
22 d foi mensurado o consumo de ragdo, peso vivo, producdo de excretas,
consumo de Oz e a producéo de CO2. No ensaio 2 foram utilizados 21 frangos
de corte machos Cobb-500, criados em gaiolas até 18 dias de idade. Aos 19 d,
as aves foram distribuidas em trés tratamentos: Controle ndo desafiado (CON),
aves desafiadas com 10 pg LPS/kg PV (10LPS) e 100 ug LPS/kg PV (100LPS)
da cepa LPS de E. coli. Aos 21 d, o LPS foi administrado por via intramuscular
no peito. As variaveis de trocas gasosas e temperatura corporal interna foram
registradas continuamente durante 23 horas em condi¢des de jejum. Aos 22 d,
foi realizada a coleta de sangue e figado para analise do perfil de metabdlitos.
No ensaio 1, os resultados demonstram que o tratamento AL apresentou maior
consumo de racdo e peso corporal que os tratamentos PF e C (P<0,05). O
desafio patogénico influenciou notavelmente na utilizagdo de energia, com uma
reducdo significativa no consumo de energia metabolizavel (P<0,05) e se
observou uma mobilizacdo da energia de fontes enddgenas do tecido lipidico
(P<0,05). A diminuigédo da eficiéncia energética residual foi observada como um
efeito especifico do desafio (aproximadamente 20%) e a anorexia induzida pela
doenca (aproximadamente 10%). No ensaio 2, observou-se que o tratamento
100LPS apresentou uma menor producao de calor (P<0,05) comparado ao grupo
CON, e semelhante ao 10LPS (P>0,05). O quociente respiratério e a temperatura
corporal foram maiores no 10LPS (P<0,05). Esta variagdo no metabolismo
resultou de uma diminuicdo da abundancia de metabdlitos (aminoacidos,
vitaminas, acidos graxos e outros) refletindo seu uso em aves desafiadas (10LPS
e 100LPS), em relagdo ao tratamento CON. Os resultados desta pesquisa
evidenciam que as aves desafiadas reduzem o consumo voluntario de ragao,
afetando o crescimento. Sendo este o resultado da alteracdo no metabolismo



energético das aves para garantir a resposta imunoldgica. Os desafios
patogénicos ocasionam reducao das taxas de retencao de energia e mobilizacao
do tecido adiposo como fonte de energia para resposta imunologica em desafios
prolongados. Por outro lado, as aves desenvolvem processos febris sob desafios
prolongados e sistémicos. Estas alteragOes na utilizagdo de energia e na
resposta fisioldgica € evidenciada pela alteracdo no perfil de metabadlitos.
Compreender estas respostas aos desafios patogénicos pode ajudar a
desenvolver estratégias eficazes para otimizar o crescimento das aves.

Palavras-chave: Desafio Patogénico, Gasto energético, Metabolismo
Energético, Metabolémica, Producao de Calor, Temperatura corporal



EFFECT OF THE HEALTH CHALLENGE ON ENERGY UTILIZATION AND
HEAT PRODUCTION PARTITIONING IN BROILER CHICKENS

ABSTRACT - The stimulation of the host's immune system results in
reduced growth due to the utilization of endogenous sources to ensure survival,
impairing tissue deposition and leading to lower body mass gain. Under health
challenges, energy sources are used to ensure essential functions and support
the immune system. However, the changes in energy metabolism when birds are
challenged by immune stress are still not fully understood, making it essential to
understand energy use in the face of a health challenge and the alterations in
metabolism. The objective of this thesis was to evaluate the physiological and
metabolic adaptations and their impact on energy utilization in broilers subjected
to different health challenge models. The challenge models used were: Trial 1:
induction of necrotic enteritis (Eimeria maxima and Clostridium perfringens) and
Trial 2: challenge by Escherichia coli lipopolysaccharide. In the first trial, 96 male
Cobb-500 broilers were raised in cages until they were 12 days old. At 13 days,
the birds were randomly distributed into experimental treatments: AL (ad libitum
feed consumption without challenge), C (challenged birds), and PF
(unchallenged birds with paired feeding reference to group C). The birds were
placed in respirometry chambers for a day of habituation. The challenge protocol
consisted of inoculation of E. maxima at 14 days and C. perfringens at 18, 19,
and 20 days, both procedures via oral gavage. From 14 to 22 days, feed intake,
body weight, excreta production, O2 consumption, and CO2 production were
measured. In trial 2, 21 male Cobb-500 broiler chicks were raised in cages until
18 days old. At 19 days, the birds were distributed into three treatments: non-
challenged control (CON), challenged broilers with 10 ug LPS/kg BW (10LPS)
and 100 pg LPS/kg BW (100LPS) of the E. coli LPS strain. At 21 days, LPS was
administered intramuscularly in the breast. Gas exchange variables and internal
body temperature were recorded continuously for 23 hours under fasting
conditions. At 22 days, blood and liver samples were collected for metabolite
profile analysis in each tissue. In trial 1, the results showed that the AL treatment
had higher feed intake and body weight than the PF and C treatments (P<0.05).
The pathogenic challenge notably influenced energy utilization, with a significant
reduction in metabolizable energy intake (P<0.05) and mobilization of energy
from endogenous lipid tissue sources (P<0.05). The decrease in residual energy
efficiency was observed as a specific effect of the challenge (approximately 20%)
and disease-induced anorexia (approximately 10%). In trial 2, it was observed
that the 100LPS treatment had lower heat production (P0.05) compared to the
CON group and similar to the 10LPS (P>0.05). The respiratory quotient and body
temperature were higher in 10LPS (P<0.05). This variation in metabolism
resulted from a decrease in the abundance of metabolites (amino acids, vitamins,
fatty acids, and others) in challenged birds (10LPS and 100LPS) compared to the
CON treatment. The results of this research show that challenged birds reduce
voluntary feed intake, affecting growth. This is a result of the altered energy
metabolism of birds to ensure the immune response. Pathogenic challenges lead
to reduced energy retention rates and mobilization of adipose tissue as an energy
source for the immune response in prolonged challenges. On the other hand,
birds develop febrile processes under prolonged and systemic challenges. These
changes in energy utilization and physiological response are evidenced by the
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altered metabolite profile. Understanding these responses to health challenges
can help develop effective strategies to optimize bird growth.

Keywords: Pathogenic Challenge, Energy Expenditure, Energy Metabolism,
Metabolomics; Heat Production, Body Temperature



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

Introducéo

O crescimento acelerado de frangos de corte modernos esté atrelado ao
seu alto consumo de racédo e elevada eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes. No
entanto, distarbios no estado de saude das aves ocasionam uma reducao do
consumo voluntario de racdo e diminuicdo na eficiéncia de utilizacdo de
nutrientes e energia, pois uma fracdo da energia é destinada para atender as
demandas da resposta imune, sendo um dos principais efeitos deletérios durante
o desenvolvimento da doenca (Arai, 2014; M'Sadeq et al., 2016).

A ativacdo da resposta imune € o principal mecanismo de defesa que
garante a sobrevivéncia do hospedeiro (Lochmiller e Deerenberg, 2000), e pode
ser classificada como um mecanismo inato e adaptativo, atuando em curto e
longo prazo, respectivamente (Humphrey e Klasing, 2004). A resposta imune
protege 0 organismo contra patdgenos, objetivando manter o equilibrio
homeostatico. Esta ativagdo mantém a homeostase tecidual para garantir um
balanco entre a sintese e degradacdo em proporcdes que ndo prejudiquem o
organismo. Como as células que compdem o sistema imune carecem de
estoques continuos de nutrientes, essas respostas efetoras s6 podem ser
sustentadas por meio de um aumento drastico na utilizacao e aproveitamento de
glicose, aminoacidos e &cidos graxos de seu microambiente (Ganeshan e
Chawla, 2014). Essa ativacdo requer energia tanto advinda do alimento, e
principalmente das reservas enddgenas, acarretando distarbios na utilizacdo de
nutrientes (Kogut, 2009), consequentemente impacta no desempenho do animal.

A utilizacdo e destino metabdlico dos nutrientes para resposta imune
auxilia principalmente a dois propdsitos importantes. Primeiro, fornecem os
substratos para a sintese de Adenosina Trifosfato (ATP) e sustentam os diversos
mecanismos de acdo das ceélulas imunes ativadas. Em segundo lugar, fornecem
0s blocos de construgcdo (monbmeros) para a sintese de macromoléculas
(oligoproteinas e fosfolipidios), que sdo necessarias para a proliferacdo e agéao
de células do sistema imune (Ganeshan e Chawla, 2014). Nesse sentido, 0
suprimento e uso dos nutrientes pela unidade celular, e consequentemente pelo

organismo, tornam-se diferentes sob condicbes de desafio comparado a uma



condicdo sadia. Aléem disso, o uso dos nutrientes pode variar dependendo do
grau da infeccao, tipo de agente patogénico, entre outros, que principalmente se
reflete na acao e tipo da endotoxina (Mohammad e Thiemermann, 2021).

Nesse sentido, sob condi¢Bes de estresse imunolégico, o anabolismo de
tecido proteico e lipidico sera reduzido, enquanto que havera um aumento na
taxa catabdlica destes tecidos, com intuito de alcancar a exigéncia de nutrientes
para sintetizar moléculas efetoras imunoldgicas. Adicionalmente, h4d uma
mudanca na particdo de nutrientes dietéticos direcionado para as respostas
metabdlicas, que déo suporte ao sistema imunolégico (Johnson, 1997). A
ativacdo da resposta imunoldgica, ocasiona alteracdes, devido a resposta febril
e reacdes inflamatérias, que consomem recursos consideraveis, esgotando
estoques de carboidratos e catabolizando proteinas (Iseri e Klasing, 2013).

Esta alteracdo no equilibrio térmico interno do individuo, faz parte do
componente termorregulador da resposta imune a um patdégeno, e pode ser um
custo-chave no orcamento energético de uma ave, quando a resposta induzida
€ a febre (Marais et al., 2011). A febre, definida como hipertermia regulada, é
parte de uma reacéao fisioldgica intrincada a patégenos invasores, conhecida
como resposta de fase aguda. Durante a febre, o sistema termorregulador &
ajustado de uma maneira que favorece a retencao de calor e a producao de
calor, enquanto os mecanismos de perda de calor sdo reduzidos. Para frangos
de corte, nessas condi¢cdes, o0 metabolismo energético terd um impacto direto na
ingestao de racdo, composicado da carcaca e eficiéncia alimentar, sendo crucial
entender o que ocorre por trds desse metabolismo, relacionado as respostas
metabdlicas e; também as alteracbes das rotas metabdlicas dos nutrientes e seu
perfil de metabdlitos.

A metaboldmica € uma ferramenta que desempenha um papel crucial na
compreensao das respostas bioquimicas e fisiolégicas de aves submetidas a
desafios patogénicos, esta abordagem permite a andlise abrangente dos
metabolitos dentro do organismo, esclarecendo as mudancas nas vias
metabdlicas (Wu et al., 2022). Quando as aves enfrentam um desafio sanitario,
0 seu metabolismo sofre alteragbes significativas para satisfazer as crescentes
exigéncias energeticas e para manter a homeostase interna. A metabolomica
ajuda a identificar as mudancgas nos principais processos metabdlicos, como o

metabolismo da glicose e dos lipidios, que sdo as principais fontes para a



producdo de ATP, a moeda energética das células (Weckmann et al., 2018).
Além disso, revela a ativacdo de vias especificas envolvidas na resposta
imunoldgica e na adaptacdo ao estresse, fornecendo informagfes sobre como
as aves gerenciam 0s recursos energéticos durante a doenca.

Em geral, o estimulo no sistema imunoldgico de um hospedeiro resulta
em reducado no crescimento, devido ao uso de fontes endogenas e alocacao dos
recursos, objetivando a sobrevivéncia e prejudicando a deposicéo dos tecidos,
resultando em menor ganho de massa corporal. Sob desafios de saude, as
fontes de energia séo utilizadas para garantir as funcdes essenciais e o suporte
do sistema imunolégico (Van Eerden, 2007). No entanto, as mudancas do
metabolismo energético quando as aves sdo desafiadas pelo estresse
imunolégico ainda ndo é totalmente compreendida, sendo essencial conhecer a
utilizacdo de energia diante de um desafio sanitario, onde o animal e seu
metabolismo sdo modulados para readequacédo e atendimento das exigéncias
nutricionais nesta condicao.

O objetivo da tese foi avaliar as alteracdes metabdlicas e fisiolégicas de
aves submetidas a diferentes modelos de desafio, e seu impacto na utilizacdo

de energia e as adaptacdes no perfil de metabdlitos.
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