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ENCEFALOMALACIA NUTRICIONALEM Gallus gallus domesticus. ESTUDO
SOBRE A PARTICIPAGAO DE ASTROCITOS NA PATOGENIA.

RESUMO - Os astrécitos sado células nervosas que participam da
patogenia de diversas neuropatias que acometem os animais domésticos. Nas
aves, a principal doenca neurolégica € a Encefalomalacia Nutricional causada pela
deficiéncia de vitamina E. Com o objetivo de se estudar o comportamento do
astrocitos, pelo exame imunoistoquimico, na patogenia da Encefalomalacia
Nutricional em Gallus gallus domesticus, foi realizada a tentativa de inducao desta
doenca. Utilizou-se para isto ragbes contendo deficiéncia de vitamina E no
suplemento vitaminico-mineral e fontes de gordura oxidadas. Nos experimentos
realizados nao se obteve sucesso na indugdo da Encefalomalacia Nutricional,
porém, em casos naturais reavaliados, constatou-se que os astrocitos participam
na patogenia apresentando astrogliose e astrocitose nas areas lesionadas e ao
redor de vasos sanglineos (barreira hemato-encefalica). Portanto, conclui-se que
os astrécitos participam na patogenia da Encefalomalacia Nutricional em Gallus
gallus domesticus e que, a etiologia da doenca nado € atribuida somente a

deficiéncia de vitamina E na dieta.

Palavras-chave: Astrécitos, Encefalomalacia Nutricional, Gallus gallus

domesticus, Imunoistoquimica, Neuropatologia, Vitamina E



NUTRICIONAL ENCEPHALOMALACIA IN Gallus gallus domesticus.
PARTICIPATION OF ASTROCYTES IN THE PATHOGENESIS.

SUMMARY - The astrocytes are nervous cells which participate in the
pathogenesis of various neuropathies of domestic animals. In poultry, the main
neurologic disorder is Nutricional Encephalomalacia, caused by vitamin E
deficiency. With the aim to study the behavior of astrocytes in the Nutricional
Encephalomalacia  pathogenesis in  Gallus gallus  domesticus, by
immunohistochemistry, a trial of induction of the disorder was realized. Low vitamin
E and oxidized oil rations were prepared. There was no success in the
experimental induction of Nutricional Encephalomalacia, however, in re-evaluated
naturally occurring cases, it could be observed that astrocytes undergo astrogliosis
and astocytosis in the lesioned area and around blood vessels (hemato-encephalic
barrier). Altogether, it may be concluded that astrocytes participate in the
pathogenesis of the poultry’s Nutricional Encephalomalacia, and that the disorder

is not only caused by diets with the lack of vitamin E.

Keywords: Astrocytes, Nutricional Encephalomalacia, Gallus gallus domesticus,

Immunohistochemistry, Neuropathology, Vitamin E



| INTRODUCAO

Astrécitos sdo células nervosas, ndao-neuronais, pertencentes a macroglia,
que desempenham varias fungdes no Sistema Nervoso Central (SNC) normal e
também em processos patoldgicos. Entre estas se destacam a proliferacao e a
hipertrofia — astrocitose e astrogliose, a fagocitose e a reparagao tecidual.

Os astrécitos podem ser observados histologicamente pelo método
desenvolvido por Ramon Y Cajal (1913), utilizando-se cloreto de ouro sublimado,
porém, apds a descoberta da proteina glial fibrilar acida (GFAP), um filamento
intermediario que compde o citoesqueleto astrocitario, técnicas imunoenzimaticas
vém sendo aplicadas para sua identificacao.

Exames imunoistoquimico e imunocitoquimico, com a utilizacdo de
anticorpos anti-GFAP, permitem a observacdo da distribuicdo e a reacao de
astrocitos em diversas regides do SNC de animais sadios ou apresentando
doencas. Ademais, freqlentemente anticorpos anti-GFAP sao utilizados no
diagnéstico de neoplasias do SNC em animais e humanos.

Na Medicina Veterinaria, ja se estudou a distribuicdo e o comportamento
dos astrécitos imunorreativos a GFAP no SNC de bovinos acometidos pela Raiva
ou Herpesvirose, em equinos apresentando Leucoencefalomalacia, em caninos
com Cinomose e Meningoencefalomielite Granulomatosa e em suinos afetados
pela Doenca de Aujesky, Meningite Estreptocécica ou Peste Suina Classica,
concluindo-se que ha relacdo entre o comportamento dos astrocitos e a patogenia
das doencas supracitadas.

Experimentalmente, astrécitos imunorreativos a GFAP, em diferentes
regides do SNC, foram mapeados em Gallus gallus domesticus higidos (KALMAN
et al., 1993; SHIN et al., 2003), porém nao ha relatos do comportamento desta
célula glial em encefalopatias aviarias.

A Encefalomalacia Nutricional (EN), descrita em aves, é a doenca que

acomete o SNC mais freqlientemente diagnosticada, e uma das que trazem maior



prejuizo a criadores e agroindustrias, devido aos custos de tratamento e aos altos
indices de morbidade e mortalidade.

O Brasil € atualmente o maior produtor e exportador de carne aviaria do
mundo. Como a EN tem uma etiologia nutricional, € muito importante o controle
desta para que nao haja perda de investimentos do mercado externo devido ao
aumento do custo de criagao.

A etiologia da EN é atribuida a deficiéncia de vitamina E na dieta. Sua
patogenia nao esta totalmente estabelecida, mas sabe-se que ocorre uma série de
alteracdes bioquimicas no SNC que acarreta em lesdes, principalmente no
cerebelo, gerando sinais clinicos neurolégicos.

Logo, foi realizada a tentativa de indug&do da EN, utilizando-se dietas com
deficiéncia de vitamina E e diferentes fontes de gordura, a fim de se estabelecer
um modelo experimental para o estudo da doenga.

Nao ha trabalhos onde é descrita a atuacao dos astrécitos na patogenia da
EN, portanto, nessa pesquisa sugeriu-se a avaliacdo do comportamento destas
células, a fim de ser aplicada no estudo de neuropatias similares que afetam
animais e seres humanos.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 Astrocitos

2.1.1 Morfologia

Os astrécitos sao células do SNC consideradas ndo-neuronais, pertencentes a
macroglia, que sao classificados baseado na sua morfologia em dois tipos principais: fibrosos
(tipo 1) e protoplasmaticos (tipo Il) (ANDRIENZEN apud ABBOTT, 1991).

Tanto os astrécitos fibrosos como os protoplasmaticos apresentam formato estrelado,
com nucleo grande e ovalado, que sdo levemente corados pela hematoxilina, contendo
nucléolos pouco evidentes. O citoplasma usualmente ndo é perceptivel na coloracéo
hematoxilina-eosina (STORTS, 1998).

A diferenca entre os dois tipos de astrocitos esta baseada nos prolongamentos
citoplasmaticos e em sua localizagcdo no SNC, sendo que os astrocitos fibrosos apresentam
prolongamentos citoplasmaticos delgados, pouco ramificados e longos, e localizam-se
principalmente na substancia branca do SNC. Por sua vez, os protoplasméaticos exibem
prolongamentos citoplasmaticos espessos, muito ramificados e curtos, e estao presentes
principalmente na substancia cinzenta do SNC (SUMMERS et al., 1995).

Os prolongamentos citoplasmaticos, de ambos os tipos de astrécitos,
entram em contato com vasos sangiineos, pelos “pés terminais”, para formar a

barreira hemato-encefélica, ou se estendem a superficie do SNC, compondo a glia
limitante externa (PETERS et al. 1991).

2.1.2 Funcoes dos astrocitos

Muitas fungdes sdo atribuidas aos astrécitos, tanto no desenvolvimento e

funcionamento do SNC, como nas respostas as injurias do SNC.

No desenvolvimento do SNC, os processos citoplasmaticos longos das células radiais
da glia, que séo precursoras dos astrécitos, direcionam os neurdnios para o cerebelo,
hipocampo e cértex, além de orientar os axdnios neuronais de um hemisfério cerebral ao outro
pelo corpo caloso (SUMMERS et al., 1995).



Os “pés terminais” dos prolongamentos astrocitarios revestem capilares sangiineos,
induzindo a formagédo da barreira hemato-encefélica, que seleciona a penetragdo de moléculas
no SNC (MACHADO, 2002).

Demais func¢des conferidas aos astrécitos estao relacionadas com a homeostase e a
transmissao de impulsos nervosos. Estes controlam os niveis de potassio e o pH extraneuronal,
ademais, os prolongamentos citoplasmaticos dos astrécitos sustentam e isolam sinapses
neuronais, permitindo a transferéncia seletiva de neurotransmissores na fenda sinaptica
(SUMMERS et al., 1995; DONG e BENVENSITE, 2001; MACHADO, 2002). Ransom et al.
(2003) também estabelecem que os astrécitos removem o glutamato e o neurotransmissor

GABA da fenda sinaptica além de sintetizar os precursores dessas substancias.

Os astrécitos reagem a agressao no SNC de diversas formas, sendo a principal a

astrocitose, ou seja, a proliferacdo destas células (VASCONCELOS, 2003).

Outras formas de manifestacdo dos astrocitos, perante a injarias no SNC, seria a
astrogliose, ou seja, hipertrofia tanto do citoplasma quanto do nucleo celular (STORTS, 1998), a
fagocitose de axbnios degenerados (WATANABE et al., 1989) e a ocupacao de areas de
malacia com a finalidade de cicatrizacdo (MACHADO, 2002). Ransom et al. (2003) sugerem
que os astrocitos direcionam os neurdnios ao local da injdria e também expressao de conexinas

na area lesionada.

Quanto a imunidade do SNC, os astrécitos cumprem fungdes importantes expressando
citocinas e quimiocinas que coordenam a migracao e a ativagao de leucécitos ao SNC (DORF
et al., 2000; RANSOM et al., 2003).

Algumas funcgdes dadas aos astrdcitos ainda sédo debatidas por pesquisadores. Porém,
Ransom et al. (2003) propdem que eles, fisiologicamente, modulam as fases excitatérias e
inibitorias da sinapse, regulam o inicio da sinapse e detoxificam o SNC de radicais livres. Em
um estado patolégico, estes autores sugerem que os astrocitos geram um tropismo para a

reparacao e crescimento axonal apos injuria nos neurdnios.

2.1.3 Imunorreatividade

Métodos tradicionais de coloracao e identificagdo de astrocitos desenvolvidos por
Ramon Y Cajal (1913), utilizando cloreto de ouro sublimado, foram substituidos por

procedimentos imunoistoquimicos.



Com o avanco nas pesquisas na area da imunoistoquimica, alguns pesquisadores
denotaram que existem antigenos caracteristicos e restritos nos astrocitos, entre eles a proteina
S-100 (BOYES et al., 1986) e a GFAP (PFEIFFER et al., 1992).

A GFAP, primeiramente descrita por Eng et al. (1971), € um filamento intermediario que
compode o citoesqueleto, tendo sua fungao relacionada com a interconexdo da membrana

citoplasmatica a carioteca, interagindo também com microtibulos e microfilamentos.

Bignami e Dahl (1974) comprovaram que a GFAP era especifica dos astrécitos, e que
poderia ser ligada a anticorpos anti-GFAP.

A partir dos estudos de Eng et al. (1971) e Bignami e Dahl (1974), comecaram a ser
utilizados anticorpos anti-GFAP para a identificacdo de astrécitos imunorreativos em diversas
regides do SNC, e nas reacdes astrocitarias frente a varias doencas.

Na Medicina Veterinaria, estudam-se tanto a distribuicao de astrocitos imunorreativos a

GFAP em animais higidos como em enfermos.

Hajos e Kadlmam (1989), observaram astrécitos imunorreativos em ratos normais,
caracterizando sua distribuicdo em diversas regides do cérebro. McDermott e Lantos (1989) e
Machado et al. (1993), relataram estudos similares em Callithrix jacchus neonatos e em suinos,

respectivamente.

Experimentalmente, Alessi (1991) sugeriu que os astrocitos tém uma participagao na
patogenia da Encefalomielite Murina de Theiler, mantendo o virus no SNC e modulando a
resposta imune, tendo-se em vista a astrocitose observada perante anticorpos anti-GFAP.

Nas pesquisas de Machado e Alessi (1997) foi observada a imurreatividade astrocitaria
a GFAP, em determinadas regides do SNC, em bovinos higidos e infectados com o virus da
Raiva, concluindo que ha participacdo dos astrécitos no curso da Raiva, bem como ha variacao

na densidade celular em diferentes regides do SNC.

Pedraza Ordo6inez (2003) verificou que ha astrogliose e astrocitose em determinadas
areas do SNC de bovinos acometidos pela Encefalite por Herpesvirus tipo-5, concluindo que
estas células apresentam papel importante na reagao inflamatéria frente a esta doenca.

Eqliinos com Leucoencefalomalacia, nos estudos dirigidos por Lemos e Alessi (1999),
apresentaram alteragdes morfoldgicas nos astrocitos imunorreativos a GFAP localizados nas
areas de malacia, bem como nas adjacéncias das lesdes, corroborando que estas células

apresentam papel importante na patogenia desta doenca.



Astrocitose, em caes com Cinomose (JARDIM et al., 2001) e em camundongos
infectados com o virus da Estomatite Vesicular (MACHADO, 1999; MAZZUCATO e ALESSI,
2001; VASCONCELOS, 2003), observada na imunorreatividade de astrocitos anti-GFAP,
corrobora a sua participagdo na patogenia de infecgoes virais.

Kalman et al. (1993), foram os primeiros pesquisadores a mapearem os astrocitos
imunorretaivos a GFAP em galinhas adultas. Em pesquisa posterior, Kalman et al. (1993)
observaram a distribuigcdo dos astrécitos no SNC de aves domésticas desde o nascimento até a

fase adulta.

Ademais, Virgintino et al. (1992) e Shin et al. (2003), em suas pesquisas,
caracterizaram a distribuicdo de astrécitos no tectum 6ptico de aves domésticas normais

utilizando técnicas imunoistoquimicas.

Cameron-Curry et al. (1991), observaram a distribuicao astrocitaria no SNC de
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) utilizando anticorpos anti-GFAP para sua
identificacdo.

2.2 Encefalomalacia Nutricional

A EN é uma doenca causada pela deficiéncia de vitamina E, que acomete
principalmente pintainhos de linhagem de corte (Gallus gallus domesticus) entre
quinze a trinta dias de idade (CHEVILLE, 1994; AUSTIC e SCOTT, 1997; JONES
et al., 2000; de FARIA e JUNQUEIRA, 2000).

Entre as doengas do SNC em pintainhos, a EN é a que ocorre com maior
freqiéncia (57%), seguida da Encefalomaldcia Neonatal (22%) e da
Meningoencefalite Séptica (16%) (GOODWIN et al., 1996).

A EN é comumente diagnosticada em frangos de cortes jovens. Entretanto,
ha raros relatos da doenca em perus (JORTNER et al, 1985; KLEIN et al, 1994;
AUSTIC e SCOTT, 1997), periquitos australianos jovens (HASHOLT e PETRAK,
1982), matrizes de linhagem de corte com trinta e cinco semanas de idade (PAGE
et al., 1981), suinos acometidos pela Doenca do Coragdo de Amora, caninos,
ratos, simios, equinos selvagens mongois e humanos (JONES et al., 2000).

A deficiéncia de vitamina E também pode provocar alteragbes em outros
sistemas do organismo. Segundo Jordao-Jr et al (1998), os animais podem



apresentar aborto, degeneragado testicular, distrofia muscular, cardiomiopatias,

hemdlise eritrocitica e necrose hepatica devido a deficiéncia de vitamina E.

As causas da deficiéncia da vitamina E na dieta podem ser variadas. A oxidagao de
acidos graxos, incorregao da mistura e niveis inadequados de vitamina E na ra¢éo (BAINS,
1979), além da auséncia de antioxidantes sintéticos (de FARIA e JUNQUEIRA, 2000) e a
instabilidade da vitamina E que ocorre devido a longos periodos de armazenamento em navios

(WILSON et al, 1978) predispdem ao surgimento de sintomas neuroldgicos da EN.

Viott et al. (2003) observaram que a cria¢do organica de frangos, infectados por
coccideos no trato intestinal, reduziu a absor¢éo da vitamina E, j& que esta é absorvida sob a
forma nao esterificada no intestino delgado (JORDAO-JR et al, 1998).

Experimentalmente, a utilizacdo de dietas com auséncia ou deficiéncia de
vitamina E associada com 0Oleos ricos em acido linoléico produzem o quadro
clinico-patolégico da EN (HAKKAHAINEN et al, 1983; VERICEL et al., 1991;
FUHRMANN e SALLMANN, 1995; FUHRMANN et al, 1996; FUHRMANN e
SALLMANN, 2000).

Em estudos realizados por Bartov e Bornstein (1972) a adicdo na ragao de
6leo de soja, cartamo, girassol ou figado de bacalhau, oxidados, promove a EN.

A vitamina E, que compde o grupo dos tocoferois, é lipossoluvel e encontra-
se associada as membranas celulares fosfolipidicas, depdsitos de tecido adiposo
e as lipoproteinas sangulineas (NELSON e COX, 2000). No grupo dos tocoferdis, o
o-tocoferol € o mais comum no organismo, logo, se atribui a este a equivaléncia
nominativa da vitamina E.

Swenson e Reece apud Evans (1996) citam que a vitamina E foi
primeiramente isolada do éleo de germe de trigo em estudos de fertilidade em
ratos, em 1923. Devido ao seu papel na fertilidade, a substancia foi chamada de
tocoferol, que literalmente, significa a substancia requerida para assegurar
nascimentos normais (JORDAO-JR et al, 1998).

Suas fungdes estdo relacionadas com a protegdo de membranas e
organelas celulares pela acao antioxidativa contra radicais livres, principalmente

os do grupo peroxila e alcoxila, promovendo assim, protecdo dos &acidos graxos



poliinsaturados contra a peroxidacao lipidica (KUMAR et al., 1994; NELSON e
COX, 2000).

Nesse processo, o &-tocoferol atua, doondo um atomo de hidrogénio para
os radicais livres, derivados da oxidagdo de acidos graxos. Analogamente, o
radical livre peroxila oxida a vitamina E, e produz o radical tocoferoxila, que é
estavel e ndo propaga a cadeia de peroxidacao lipidica (JORDAO-JR et al, 1998).

As membranas celulares fosfolipidicas possuem acidos graxos poliinsaturados com
ligagbes duplas entre atomos de carbono, que séo vulneraveis a agéao de radicais livres
oriundos do oxigénio, acarretando numa reagao em cadeia autolitica, que resulta em extensa
lesdo nas membranas celulares, nas mitocdndrias, no reticulo endoplasmatico e nos lisossomos
(KUMAR et al., 1994).

Conforme os estudos de Vannucchi et al (1998), supdem-se que as
vitaminas antioxidantes, especialmente a vitamina E, possam inibir a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade para a sua forma mais aterogénica, assim,
preservando o endotélio vascular e inibindo doencas vasculares.

Devido a peroxidagdo lipidica da membrana do endotélio vascular
encefalico, h4 degeneracdo e necrose de arteriolas no SNC, proporcionando a
formacdo de trombos vasculares, isquemia do tecido adjacente e malécia,
resultando nos sinais clinico-patologicos da EN.

Os sintomas neurolégicos manifestam-se entre a segunda e quarta semana
de idade (REIS, 1967; BAINS, 1979; AUSTIC e SCOTT, 1997; de FARIA e
JUNQUEIRA, 2000), porém ha relatos do inicio da sintomatologia em aves
domésticas com sete dias de idade (AUSTIC e SCOTT, 1997).

Os sinais clinicos que podem ser observados na doenca sado: ataxia, andar
em circulos, retracdo da cabeca para baixo, para cima ou lateralmente, rapida
contracao e relaxamento de pernas, paralisia, prostracdo e morte (HASHOLT e
PETRAK, 1982; JORTNER et al., 1985; KLEIN et al, 1994; de FARIA e
JUNQUEIRA, 2000; JONES et al, 2000).

Na necropsia sao observadas petéquias no cerebelo (BAINS, 1979; KLEIN
et al.,, 1994; AUSTIC e SCOTT, 1997; de FARIA e JUNQUEIRA, 2000; VIOTT et



al., 2003), edema do encéfalo (BAINS, 1979; PAGE et al., 1981; AUSTIC e
SCOTT, 1997; de FARIA e JUNQUEIRA, 2000) e areas de malacia no cerebelo
apresentando coloracdo amarronzada (BAINS, 1979) ou amarelo-esverdeada
(AUSTIC e SCOTT, 1997). Demais regides do encéfalo como o corpo estriado, o
cortex cerebral, a medula oblonga e o0 mesencéfalo podem sofrer malécia, porém
com menor frequéncia que no cerebelo (PAPPENHEIMER et al., 1939; AUSTIC e
SCOTT, 1997).

No exame histopatolégico sao visibilizadas hemorragias multifocais
(RANDALL et al., 1996), desmielinizacdo da substancia branca cerebelar (BAINS,
1979; RANDALL et al, 1996; AUSTIC e SCOTT, 1997; de FARIA e JUNQUEIRA,
2000), malacia principalmente na substancia branca do cerebelo com
degeneracdo de neurdnios localizados na camada de Purkinje (BAINS, 1979;
AUSTIC e SCOTT, 1997), degeneracao fibrindide no endotélio arteriolar (VIOTT et
al., 2003), trombose hialina na luz de vasos sangiineos adjacentes as areas de
malacia (KLEIN et al., 1994; RANDALL et al., 1996; AUSTIC e SCOTT, 1997) e
edema perivascular (AUSTIC e SCOTT, 1997).

Sandback et al. (1980), induzindo casos crénicos de EN, observaram
cicatrizacao cerebelar com proliferagdo de membranas basais entre astrocitos e

células gliais adjacentes aos vasos sanglineos.



Il OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

- Induzir experimentalmente a EN em Gallus gallus domesticus

administrando uma dieta deficiente em vitamina E.

- Desenvolver um protocolo imunoistoquimico para a identificacdo de
astrocitos no SNC de aves domésticas com linhagem de corte, utilizando
anticorpo primario anti-GFAP bovino produzido em coelho.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a distribuigdo dos astrécitos no SNC de Gallus gallus
domesticus higidos, utilizando o anticorpo primario anti-GFAP.

- Caracterizar a distribuicao e a reacao de astrocitos no SNC de Gallus gallus

domesticus apresentando EN, empregando anticorpo primario anti-GFAP.

- Pesquisar o comportamento dos astrécitos ante a patogenia da EN.



IV MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados no experimento pintainhos de linhagem de corte com um
dia de idade, os quais foram adquiridos do incubatério da empresa Frango
Sertanejo, localizado em Ipigua-SP. Os animais foram transportados a FCAV-
UNESP em veiculo apropriado, com controle de temperatura e umidade.

Os animais foram vacinados, no incubatério, contra a Doenca de Marek e a
Bronquite Infecciosa.

Durante e experimento, as aves foram vacinadas contra a Doenca de
Gumboro e a Doenca de New Castle, conforme os programas de imunizacao
utilizados no Setor de Avicultura e no Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV-UNESP.

4.2 Instalacoes

Foram utilizados dois locais para a realizagdao do experimento, sendo um
galpdo localizado no Setor de Avicultura da FCAV-UNESP, no qual foram
realizados o Experimento 1 e o Experimento 2 e outro localizado no Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, no qual foi realizado o Experimento 3.

Os galpdes eram constituidos por boxes, 0s quais permitiam o
acondicionamento de 50 aves. Em cada box havia um comedouro e um
bebedouro semi-automatico, aos quais 0s animais tinham acesso a racdo e a agua
a vontade. Além disso, aqueles apresentavam iluminacao e ventilagdo apropriadas

para gerar bem-estar aos animais utilizados no experimento.

4.3 Experimentos

Para a indugdo da Encefalomalacia Nutricional foram desenvolvidos trés
experimentos distintos, sendo a principal diferenca, a constituicdo da ragao
fornecida aos animais e 0s grupos experimentais estabelecidos.



4.3.1 Experimento 1 (E1)

a) Grupo experimental: no E1 foram utilizados 30 animais, que
constituiram um Unico grupo, os quais foram separados de forma uniforme em
dois boxes.

b) Dieta: a base da dieta fornecida aos animais, do primeiro ao 21° dia de
idade (fase inicial), esta descrita na Tabela 01.

Tabela 01: Composi¢do da racdo fornecida aos animais no periodo de 01-21

dias de idade ifase iniciali no E1.

Sorgo 45,60
Farelo de soja 35,9
Farelo de trigo 11,35
Fosfato bicalcico 4,0
Calcario 2,35
Suplemento vitaminico-mineral 0,8

A dieta administrada as aves, do 22° dia ao 42° dia (fase final), esta descrita
na Tabela 02.

Tabela 02: Composicdo da racao fornecida aos animais no periodo de 22-42

dias de idade ifase finali no E1.

Sorgo 43,60
Farelo de soja 38,5
Farelo de trigo 13,30
Fosfato bicélcico 2,5
Calcario 1,5

Suplemento vitaminico-mineral 0,6




O suplemento vitaminico-mineral utilizado na ragéo fornecida aos animais

da fase inicial e da fase final é constituido pelos farmacos e nutrientes descritos

nos Quadro 01 e Quadro 02, respectivamente.

Quadro 01: Composicao do suplemento vitaminico-mineral utilizado na fase inicial do

E1. Niveis de garantia por kg do produto.

Vitamina A 1.500.000 Ul | Colina 85¢
Vitamina D3 285.000 Ul | Metionina 1709
Vitamina E 0 mg | Ferro 6.300 mg
Vitamina K3 230 mg | Promotor de cresc. 549
Vitamina B1 115 mg | Cobre 9.400 mg
Vitamina B2 1.150 mg | Manganés 9.400 mg
Vitamina B12 2.000 mcg | Zinco 7.819 mg
Acido nicotinico 4.800 mg | lodo 160 mg
Acido pantoténico 1.240 mg | Selénio 23 mg
Piridoxina 230 mg | Antioxidante 209
Biotina 12 mg | Coccidiostatico 6.4
Acido folico 115 mg | Veiculo Q.S.P. 1.000 g

Quadro 02: Composicao do suplemento vitaminico-mineral utilizado na fase final do

E2. Niveis de garantia por kg do produto.

Vitamina A 1.550.000 Ul | Colina 84 ¢g
Vitamina D3 267.000 Ul | Metionina 185 ¢
Vitamina E 0 mg | Ferro 6.720 mg
Vitamina K3 200 mg | Promotor de cresc. 859
Vitamina B1 100 mg | Cobre 10.000 mg
Vitamina B2 935 mg | Manganés 10.200 mg
Vitamina B12 2.340 mcg | Zinco 8.418 mg
Acido nicotinico 4.700 mg | lodo 170 mg
Acido pantoténico 1.340 mg | Selénio 24 mg
Piridoxina 170 mg | Antioxidante 20 g
Biotina 14 mg | Coccidiostatico 859




Acido folico 100 mg | Veiculo Q.S.P. 1.000 g

4.3.2 Experimento 2 (E2)

a) Grupos experimentais: o E2 foi constituido por dois grupos
experimentais, sendo o Grupo A (GA) composto por 40 aves e o Grupo B (GB) por
20.

As aves de ambos 0s grupos receberam dieta com a mesma composicao,
porém, no suplemento vitaminico-mineral incorporado a racdo do GA nao foi
adicionada vitamina E, diferentemente da racdo do GB que apresentava vitamina
E no suplemento vitaminico-mineral.

Os animais também foram distribuidos, de forma uniforme, em boxes, 0s
quais continham 20 aves cada.

b) Dieta: no E2 os animais também receberam uma dieta balanceada para
a fase inicial e uma para a fase final de crescimento, semelhante ao ocorrido no
E1.

Nas Tabelas 03 e 04 estdo descritas a composicao da racao de ambas as

fases, respectivamente.

Tabela 03: Composicao da racao fornecida aos animais no periodo de 01-21 dias

de idade ifase iniciali no E2.

Amido de milho 40
Farelo de soja 45,101
Sorgo 6,836
Oleo de peixe 4,051
Fosfato bicélcico 2,130

Calcario 0,8




Suplemento vitaminico-mineral 0,5
Sal 0,335
Metionina 0,247

Tabela 04: Composicao da racao fornecida aos animais no periodo de 22-42 dias

de idade ifase finali no E2.

Amido de milho 40
Farelo de soja 39,058
Sorgo 9,809
Oleo de peixe 5,0
Fosfato bicalcico 3,09
Metionina 1,2
Lisina 1,0
Suplemento vitaminico-mineral 0,5
Sal 0,35

Os Quadros 03 e 04 descrevem a constituicdo do suplemento vitaminico-
mineral administrado aos animais do GA e do GB, respectivamente.

Quadro 03: Composi¢ao do suplemento vitaminico-mineral adicionado na dieta dos
animais na fase inicial, ao GA e GB. Niveis de garantia por kg do

iroduto.

Selénio 54,6 mg | Promotor de cresc. 10000 mg
Acido nicotinico 6930 mg | Vitamina A 1400000 U.I.
Cobre 25000 mg | Vitamina B1 356 g
Pantotenato de calcio 1900 mg | Vitamina B12 2000 mcg
Biotina 32 mg | Vitamina B2 1920 mg




Manganés 15252 mg | Vitamina B6 693 mg
DL-Metionina 340 g | Vitamina D3 600000 U.I.
lodo 260 mg | Vitamina K 196 mg
Coccidiostatico 25000 mg | Zinco 18250 mg
Antioxidante 100 mg | Vitamina E 0 mg*/ 5000 mg**
Colina 120 g

* GA; ** GB.

Quadro 04: Composicao do suplemento vitaminico-mineral adicionado na dieta dos

animais na fase final, ao GA e GB. Niveis de iarantia ior ki do iroduto.

Selénio 54,6 mg | Promotor de cresc. 10000 mg
Acido nicotinico 6930 mg | Vitamina A 1400000 U.I.
Cobre 25000 mg | Vitamina B1 356 g
Pantotenato de calcio 1900 mg | Vitamina B12 2000 mcg
Biotina 32 mg | Vitamina B2 1920 mg
Manganés 15252 mg | Vitamina B6 693 mg
DL-Metionina 270 g | Vitamina D3 600000 U.I.
lodo 260 mg | Vitamina K 196,5 mg
Coccidiostatico 22000 mg | Zinco 18250 mg
Antioxidante 100 mg | Vitamina E 0 mg* / 5000 mg**
Colina 120 g

*GA; ** GB.

4.3.3. Experimento 3 (E3)

a) Grupos experimentais: o E3 continha 200 aves que foram divididas,

uniformemente, em 10 grupos distintos contendo 20 individuos cada.

A Unica diferenca entre estes estd relacionada com a fonte de gordura

incorporada as ra¢oes administradas aos animais.

Os grupos experimentais e a fonte de gordura utilizada em suas respectivas

racdes estdo citados abaixo:

- Grupo 01 (GO01): 6leo de frango

- Grupo 06 (G06): 6leo de peixe oxidado (1)




- Grupo 02 (G02): 6leo de frango oxidado - Grupo 07 (GO07): 6leo de soja

- Grupo 03 (G03): 6leo de girassol - Grupo 08 (G08): 6leo de soja oxidado

- Grupo 04 (G04): 6leo de girassol oxidado - Grupo 09 (G09): gordura bovina

- Grupo 05 (G05): éleo de peixe - Grupo 10 (G10): 6leo de peixe oxidado (2)

b) Dieta: administrou-se aos animais do E3 uma dieta composta pelos
ingredientes citados na Tabela 05, sendo que a fonte de gordura (éleo) variou

conforme 0s grupos experimentais.

Tabela 05: Comiosiiéo da raiéo fornecida aos animais no E3.

Farelo de soja 51,3%
Amido de milho 40%
Oleo 4,0%
Fosfato bicélcico 2,0%
Calcario 1,7%
Suplemento vitaminico-mineral 0,5%
Sal 0,4%
Metionina 0,1%

O Quadro 05 demonstra a constituicdo do suplemento vitaminico-mineral
incorporado as racdes dos grupos experimentais.

Quadro 05: Composigao do suplemento vitaminico-mineral adicionado na dieta dos

animais do E3. Niveis de iarantia ior ki do iroduto.

Selénio 54,6 mg | Promotor de cresc. 10000 mg
Acido nicotinico 6930 mg | Vitamina A 1400000 U.I.
Cobre 25000 mg | Vitamina B1 356 g
Pantotenato de calcio 1900 mg | Vitamina B12 2000 mcg
Biotina 32 mg | Vitamina B2 1920 mg
Manganés 15252 mg | Vitamina B6 693 mg




DL-Metionina 270 g | Vitamina D3 600000 U.1.
lodo 260 mg | Vitamina K 196,5 mg
Colina 120 g | Vitamina E 0mg
Zinco 18250 mg

Obs: nao foram adicionados ao suplemento vitamina E, coccidiostaticos e antioxidantes.

c) Oxidac¢ao das fontes de gordura: os 6leos utilizados nos G02, G04, G06 e G08 foram

aquecidos, em tacho de metal, por 08 horas numa temperatura constante de 250° C. Durante o

aquecimento foi injetado ao 6leo, oxigénio através de um cano de cobre ligado a um
compressor de ar (Figura 01), técnica descrita como aeragao térmica.

Figura 01:

Equipamento utilizado para a oxidagao dos 6leos. C — compressor de
ar; T — termOmetro de alta temperatura; E — ebulidor; Cu — cano de

cobre.




d) Analise qualitativa e quantitativa da oxidacao dos 6leos vegetais e animais utilizados
como fonte de gordura: para analise quantitativa da oxidagao dos 6éleos foi utilizado o teste de
indice de peroxidos, e para a analise qualitativa foi utilizado o teste de Kreiss.

e) Analise quantitativa de vitamina E nas dietas fornecidas aos animais do E3: a
quantidade de vitamina E foi determinada pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
qual foi realizada no Laboratério de Analise de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade de Campinas. O limite inferior de deteccao e quantificagao é
resultado da etapa de validagdo do método de andlise.

O limite de deteccao do alfa-tocoferol na racdo foi estipulado em 15 ng/mL, e o limite de
quantificagcédo em 49,5 ng/mL.

O limite de deteccao para o delta-tocoferol na racéo foi estabelecido em 6,5 ng/mL, e o limite de
quantificagcdo em 21,5 ng/mL.

Ficou definido como tragos de alfa-tocoferol e delta-tocoferol a presenca da substancia na dieta,

porém com valor abaixo do limite de detecgéo.

f) Média da massa dos animais dos grupos experimentais: os animais foram pesados,

semanalmente, para se avaliar a média da massa de cada grupo.

Para se calcular a média, pesou-se uma amostra de 10 animais de cada grupo, escolhidos

aleatoriamente, sendo que o resultado foi dividido por 10.

4.4 Avaliacao clinica dos animais

A avaliagéo dos sintomas clinicos foi realizada diariamente, em dois periodos, no
momento em que se fazia a troca da agua do bebedouro e se preenchia os comedouros com

racao.

As aves eram estimuladas a se movimentarem com a finalidade de se determinar, com

maior rigor, a presenca de alteragdes neurolégicas caracteristicas da EN.

Os animais que apresentaram alteragdes clinicas foram eutanasiados e necropsiados

imediatamente apos o sacrificio.



As aves encontradas mortas foram necropsiadas logo em seguida.

4.5 Eutanasia
Os animais que nao vieram a 6bito durante os experimentos foram submetidos a

eutanasia pelo método de sangria da veia jugular.

4.6 Exame necroscopico

O exame necroscopico consistiu de uma avaliagdo macroscopica completa
dos 6rgéaos e tecidos, onde foi apreciada a presencga ou auséncia de lesdes.

Os Orgados que apresentaram alteragbes macroscopicas durante a
necropsia e o sistema nervoso central, independentemente de haver lesées, foram

colhidos para realizagdo de exame histopatolégico.

4.7 Exame histopatologico

Os o6rgaos colhidos na necropsia foram acondicionados e fixados em
solucdo de formaldeido tamponado com fosfatos a 4%, com pH 7,2 (Formol
tamponado com fosfatos a 10%), numa relacao liquido/6rgéao 20:1, por 24 horas.

Apoés a fixacao, os érgaos foram processados conforme rotina convencional
de processamento histoldgico do Laboratério de Histotecnologia do Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, com desidratagdo em diluicdes
crescentes de alcoois e diafanizagdo em xilol, para inclusdo em blocos de parafina
histologica.

Os tecidos foram seccionados em micrétomo numa espessura de 03 um e
foram dispostos em laminas de vidro contendo um fino esfregaco de Poly-L-Lisina
diluida a 0,01%. Subsequentemente, as laminas foram mantidas em estufa a 60°C
por 01 hora e submetidas a desparafinizacao em xilol e reidratacdo em diluicées
decrescentes de alcoois.



Os cortes de tecido foram corados pela hematoxilina e eosina e observados

em microscopio optico.

4.8 Exame imunoistoquimico

Para a identificagdo da GFAP, foi utilizado o método imuno-enzimatico
avidina-biotina (ABC) utilizando-se o anticorpo primario policlonal anti-GFAP
bovino produzido em coelho’ e o anticorpo secundario produzido em cabra contra

imunoglobulina de coelho®. O cromégeno utilizado foi o diaminobenzidina (DAB)®.

As etapas do protocolo imunoistoquimico estéo citadas abaixo:

e Desparafinizacao e hidratacao do tecido:

- Laminas contendo cortes histologicos foram mantidos em estufa a 60°C por 40
minutos.

- Passagem por 5 minutos em xilol I, xilol Il, alcool absoluto I, &lcool absoluto I,
alcool 95%, alcool 80%, alcool 70%, alcool 50% e agua destilada em temperatura

ambiente.

» Bloqueio da peroxidos e endégena
- Solucao de 97% de alcool metilico + 3% de peroxido de hidrogénio 30 v - 20
minutos em camara umida na temperatura ambiente. — Trés lavagens com PBS

por 5 minutos (lavagem padrao).

e Recuperacao antigénica:
- Pronase a 5% em PBS - 15 minutos em camara umida na temperatura ambiente.

- Lavagem padréo.

e Bloqueio de proteinas e reacées inespecificas:
- Leite em pé Molico® a 3% em PBS - 20 minutos em camara Umida na

temperatura ambiente.



e Preparac @o e adicao do anticorpo primario:
- Diluicdo de 1:500 em PBS - 03 horas e 30 minutos em camara umida entre 2-
8°C.

- Lavagem padrao.

1-Dako Z0334; 2-Dako E0432; 3-Kirkegaard & Perry Laboratories 54-10-00

* Preparac @o e adicao do anticorpo secundario biotinilado:
- Diluicdo de 1:300 em PBS — 30 minutos em camara umida na temperatura
ambiente.

- Lavagem padréo.

* Preparac ao e adicao do complexo avidina-biotina:

- Adicionar 10 pL (uma gota) de avidina e 10 pL (uma gota) de biotina em 1,0 mL
de PBS. - Preparar a solugdo 30 minutos antes da aplicagéo.

- Aplicar por 30 minutos em camara umida na temperatura ambiente.

- Lavagem padréao

e Adic ao do cromdégeno e coloragao:

- Adicionar trés gotas de TRIS, duas gotas de perdxido de hidrogénio e duas gotas
de DAB em 5 mL de agua destilada.

- Retirar os reagentes da geladeira 5 minutos antes do preparo para estabilizarem-
se com a temperatura ambiente. Manter em frasco escuro ou ambar.

- Aplicar durante 30 segundos a um minuto e lavar em agua corrente durante 3
minutos.

- Corar com hematoxilina de Harris por 1-2 minutos.

* Desidratac ao do tecido e montagem da lamina:



- Passagens rapidas (5-10 segundos) em &lcool 50%, alcool 70%, alcool 80%,
alcool 95%, é&lcool absoluto, alcool-xilol, xilol | e xilol Il, em temperatura ambiente.

- Montagem da lamina com Balsamo do Canada.

4.9 Avaliacao da distribuicao dos astrocitos no encéfalo de Gallus gallus
domesticus higidos

Para a avaliacdo dos astrécitos no SNC de frangos sadios foram realizados
cortes transversais do cortex cerebral, dos lobos Opticos e do cerebelo, e cortes
longitudinais do encéfalo (Figura 02).

Para a detecgdo de astrécitos foi realizado o protocolo imunoistoquimico,
descrito no item 4.8., utilizando-se um anticorpo primario anti-GFAP bovino

produzido em coelho.



Figura 02: Esquema representativo das regides do encéfalo onde foi
analisada a distribuicdo dos astrocitos. A - Cortex cerebral; B -
Lobos 6pticos; C - Cerebelo; D - Corte longitudinal do encéfalo.
Fonte: www.avianbrain.org

4.10 Avaliacdo do comportamento dos astrdcitos na patogenia de casos naturais de
Encefalomalacia Nutricional
Os arquivos de casos de rotina do Departamento de Patologia Veterinaria
da FCAV-UNESP e do Laboratério de Patologia Animal do CAV-UDESC foram
revisados e 12 surtos de EN foram reavaliados.
A reavaliacao consistiu na apreciacdo do historico clinico-epidemiolégico
dos surtos, confeccdo de novas laminas histologicas a partir de blocos
parafinados, descricdo das lesdes, bem como de sua localizacdo no sistema



nervoso central e realizacdo de exame imunoistoquimico para se avaliar o

comportamento dos astrécitos na patogenia da doenca.



V RESULTADOS

5.1 Experimento 1 (E1)
No E1 os animais ndo apresentaram alteragdes clinicas compativeis com
Encefalomalacia Nutricional. Somente um animal, entre 30 aves que formaram o

grupo experimental, apresentou apatia e paresia de membros pélvicos (Figura 03).

Figura 03: Frango apresentando apatia e paresia de membros pélvicos.

O animal que apresentou sintomas sofreu eutanasia apds 24 horas. As
outras 29 aves que formavam o grupo experimental foram sacrificadas aos 42 dias
de idade.

Os animais nao apresentaram alteracdes anatomopatolégicas, no sistema
nervoso central, tipicas da Encefalomalacia Nutricional, como pode-se observar
nas Figuras 04 a 07.



Figura 04: Encéfalo com auséncia de lesées macroscépicas. Ave - E1.



Figura 05: Corte longitudinal do encéfalo, na linha mediana, demonstrando
auséncia de lesdes. Ave - E1.

Figura 06: Fotomicrografia do cerebelo com auséncia de lesdes na substancia
branca e cinzenta. HE. Obj.10X. Ave - E1.



Figura 07: Fotomicrografia do cérebro com auséncia de lesbes em células
nervosas e endoteliais. HE. Obj.20X. Ave - E1.

5.2 Experimento 2 (E2)

No E2, assim como no experimento 1, os animais nao apresentaram
sintomas compativeis com Encefalomalacia Nutricional.

Apesar dos animais do GA receberem suplemento vitaminico-mineral com
auséncia de vitamina E, estes nao apresentaram sinais clinicos em nenhuma fase

de crescimento (Figura 08 e 09).



Figura 08: Pintinhos do GA com uma semana de idade sem sinais clinicos da
Encefalomalacia Nutricional.



Figura 09: Frangos do GA com cinco semanas de idade sem sinais clinicos da
Encefalomal&cia Nutricional.

As aves do GA e do GB foram sacrificados e necropsiados aos 42 dias de
idade.
No exame anatomopatoldégico ndo foram observadas alteracfes nos

animais de ambos 0s grupos experimentais.

5.3 Experimento 3 (E3)
5.3.1 Grupos experimentais — alteracoes clinicas e anatomopatoldgicas
Nao foram observadas alteracdes clinicas similares as encontradas em casos
de Encefalomaléacia Nutricional em nenhum dos dez grupos experimentais.
Entretanto, foram constatadas aves com sintomas clinicos variados nos
grupos experimentais G03 (6leo de girassol), G05 (6leo de peixe), GO8 (béleo de
soja oxidado) e no G09 (gordura bovina). Os animais com sinais clinicos foram

sacrificados ou tiveram morte natural.



A Tabela 06 demonstra a quantidade de ébitos naturais e/ou eutanasia nas
aves, em seus respectivos grupos, antes do abate dos animais aos 42 dias de
idade.

Tabela 06: Quantidade de O&bitos naturais e eutanasias nos animais, em seus
" respectivos grupos, antes do abate dos animais aos 42 dias de idade.

Obitos nat. 0/20 0/20 01/20 0/20 01/20 0/20 0/20 03/20 06/20 0/20
Eutanasias 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 0/20 03/20 0/20
Total 0/20 0/20 01/20 0/20 01/20 0/20 0/20 03/20 09/20 0/20

Os animais do G09 apresentaram sintomas clinicos caracteristicos da Diatese
Exsudativa, doenga muscular causada pela deficiéncia de vitamina E e selénio.

Os sinais clinicos observados foram: apatia, depressao, caquexia, hiporexia,
paresia, estiramento de membros e edema na regiao peitoral (Figuras 10 e 11). O
grupo experimental apresentou acentuada desuniformidade no crescimento dos
animais.

Na necropsia foram observadas palidez e hemorragia em musculos da coxa
(Figura 12) e do peito, edema subcutaneo generalizado (Figura 13) e
irregularidade no estado nutricional, caracterizada pela atrofia dos musculos
peitorais

No exame histopatolégico dos musculos esqueléticos observou-se
degeneracao, necrose e calcificagdo de miofibras (Figuras 14 e 15).



Figura10: Animais do GO09, com 42 dias de idade, apresentando
desuniformidade, estado nutricional ruim, apatia, depressao e
estiramento de membros.



Figura11: Frango do G09, com 36 dias de idade, apresentando decubito
lateral, caquexia e estiramento de membros.

Figura12: Frango do GO09 apresentando palidez e hemorragia na



musculatura da coxa e edema subcutaneo (*).

Figura 13: Frango do GO09 apresentando palidez e hemorragia na
musculatura peitoral e edema subcutédneo generalizado.



v

Figura 14: Fotomicrografia ~de  muasculo  esquelético  apresentando
degeneracdo (seta) e calcificacdo de miofibras (*), além de
infiltrado inflamatério heterofilico. HE. Obj. 40X. Ave G09.




Figura 15: Fotomicrografia de musculo esquelético apresentando area de
degeneracao e necrose de miofibras (*). HE. Obj. 20X. Ave G09.



5.3.2 Média da massa dos animais dos grupos experimentais
No Apéndice 01 estdo ilustrados os graficos que representa a média da
massa dos animais em gramas, nas seis semanas que correspondem ao periodo

do E3, nos dez grupos experimentais.

5.3.3 Analise quantitativa de vitamina E nas racoes

A Tabela 07 demonstra a quantidade dos derivados da vitamina E (alfa-
tocoferol e delta-tocoferol) aferida pela CLAE nas ragdes fornecidas aos animais
do E3.

Tabela 07: Andlise quantitativa e qualitativa da vitamina E nos éleos oxidados utilizados

no E3.
A GBS AL A TOCORERO L DEL TATOCOREROL T
Grupo 01 < 49,5 ng/mL < 21,5 ng/mL
Grupo 02 < 49,5 ng/mL < 21,5 ng/mL
Grupo 03 < 49,5 ng/mL < 21,5 ng/mL
Grupo 04 < 49,5 ng/mL 0,0
Grupo 05 < 49,5 ng/mL 0,0
Grupo 06 0,0 0,0
Grupo 07 < 49,5 ng/mL < 21,5 ng/mL
Grupo 08 0,0 0,0
Grupo 09 0,0 0,0

Grupo 10 0,0 0,0




5.3.4 Analise qualitativa e quantitativa da oxidacao dos dleos vegetais
e animais utilizados como fonte de gordura

A Tabela 08 demonstra os resultados, qualitativo e quantitativo, da oxidacao
das fontes de gordura obtidos no teste de Kreiss e pela analise do indice de
peroxidos, respectivamente.

Tabela 08: Anadlise quantitativa e qualitativa dos 6leos oxidados utilizados no E3.

Frango (Grupo 02) Negativo 4,23 mEqg/kg
Girassol (Grupo 04) Positivo 11,79 mEqg/kg
Peixe (Grupo 06) Positivo 11,79 mEqg/kg
Soja (Grupo 08) Positivo 6,51 mEqg/kg
Peixe (Grupo 10) Positivo 11,88 mEqg/kg

5.4 Distribuicao dos astrocitos em encéfalos de Gallus gallus domesticus
higidos
No cortex cerebral notou-se que os astrocitos estdo localizados difusamente
na glia limitante externa (Figura 16), na glia limitante interna (Figura 17) e
formando a barreira hemato-encefalica ao redor de vasos sanguineos (Figura 18).
Nos lobos Opticos notou-se que os astrocitos estdo distribuidos tanto ao
redor de vasos sanglineos, como proximo aos neurdnios, em todos os estratos.
No cerebelo os astrocitos localizam-se normalmente na camada granular da
substancia cinzenta, ao redor de neurbnios de Purkinje e difusamente na
substancia branca, ao redor de vasos sanglineos e interagindo com neurénios.
Em cortes longitudinais do encéfalo, constatou-se a presenga de astrocitos
na camada subependimaria de todas as regides, em toda extensao do cerebelo
supracitada e no tronco encefélico, proximo a neurdnios e nucleos da base.



Figura 16: Fotomicrografia de cortex cerebral demonstrando a presenca de
astrécitos na camada subpial (seta). Anti-GFAP.40X. Ave normal.

*




Figura 17: Fotomicrografia de cortex cerebral demonstrando os astrécitos
margeando os ventriculos laterais (*). Anti-GFAP.40X. Ave
normal.

Figura 18: Fotomicrografia de cortex cerebral demonstrando os astrécitos na
regidao perivascular (seta). Anti-GFAP. 40X. Ave normal.

5.5 Avaliacao dos casos naturais de Encefalomalacia Nutricional

5.5.1 Aspectos clinicos-epidemioldgicos

Na Tabela 09 estao descritos alguns aspectos clinicos-epidemioldgicos dos casos
naturais de Encefalomal&cia Nutricional utilizados para a avaliagdo do comportamento dos
astrécitos na patogenia.

Nota-se que os principais sintomas clinicos observados foram paralisia, incoordenacao,

torcicolo, tremores e movimentos de pedalagem.

A faixa etéria onde foram observados os sinais clinicos e as mortes varia desde a
primeira até a quinta semana de idade.



5.5.2 Alteracoes histopatologicas

As principais alteracdes histopatolégicas observadas nos casos naturais de
Encefalomalacia reavaliados foram vacuolizagdo e malacia na substancia branca do cerebelo
(Foto 19), vacuolizagao citoplasmatica e degeneracao de células de Purkinje e malacia
focalmente extensa na substancia cinzenta cortical (Foto 20). Nas areas de necrose visibilizou-
se a presencga de trombos hialinos em capilares sangiineos, hemorragia e neurdnios
isquémicos. Ademais, foi notada inflamagao mononuclear submeningeana em casos com

sintomatologia aguda.

Em um caso foi constatada a presenga de malacia na camada granulosa da substéncia

cinzenta cerebelar.

Gliose foi observada em todas as regides que apresentavam alguma lesao supracitada.



Figura 19: Fotomicrografia de cerebelo apresentando malécia na substancia
branca (*). HE. Obj. 10X. Ave com EN.

Figura 20: Fotomicrografia de cortex cerebral apresentando malacia (*) com



presencga de trombose em capilares. HE. Obj. 10X. Ave com EN.

5.5.3 Avaliacao do comportamento dos astrécitos na patogenia da Encefalomalacia
Nutricional

Pelo exame imunoistoquimico, utilizando-se um anticorpo primario anti-GFAP, foi

possivel realizar a avaliagao do comportamento de astrécitos perante a patogenia da EN.

Observou-se astrogliose e astrocitose acentuada em areas adjacentes a malacia, ou
seja, na substancia branca do cerebelo (Foto 21) e na substancia cinzenta do cértex cerebral
(Foto 22 e 23).

Em areas onde foi observada meningite, constatou-se a presencga de astrogliose e
astrocitose na regiao contigua a inflamacgao (Foto 24), assim como na camada granular e das
células de Purkinje do cerebelo, onde havia vacuolizagao e degeneracgao de tais células.

Ao redor de artérias e arteriolas, das areas adjacentes as lesdes, constatou-se a
presenca de astrogliose e astrocitose acentuada (Foto 25).

Figura 21: Fotomicrografia de cerebelo apresentando astrogliose

e

astrocitose adjacente a é&rea de vacuolizagdo na substancia

branca (*). Anti-GFAP. Obj. 4X. Ave com EN.



Figura 22: Fotomicrografia de cértex cerebral apresentando astrogliose e
astrocitose adjacente a area de vacuolizagdo na substancia
branca (*). Anti-GFAP. Obj. 40X. Ave com EN.




Figura 23: Fotomicrografia de cérebro demonstrando astrogliose e
astrocitose adjacente a area de malacia (*). Anti-GFAP. Obj. 40X.
Ave com EN.

*

Figura 24: Fotomicrografia de coliculo demonstrando astrogliose e
astrocitose adjacente @ meningite mononuclear. Anti-GFAP. Ob;.
4X. Ave com EN.



Figura 25: Fotomicrografias de cortex cerebral demonstrando astrogliose e
astrocitose perivascular acentuada. Anti-GFAP. Obj. 20X. Ave
com EN.



VI DISCUSSAO

Os estudos referentes a assuntos ligados a Neuropatologia tiveram grande
evolugdo nesses ultimos vinte anos. Esta muito se deve aos trabalhos publicados
sobre neuropatias que acometem os animais domeésticos e selvagens, tanto em
casos naturais, como modelos experimentais, que de certa forma, auxiliam o
entendimento da etiopatogenia de doencas neurolégicas que acometem os seres
humanos.

Algumas enfermidades nervosas importantes, que acometem o homem, néao
tém suas causas e patogenias totalmente elucidadas. Como exemplos tém-se
doencas desmielinizantes como a Esclerose Mdltipla, e doengas degenerativas
como a Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson, encefalopatias humanas
que causam milhares de mortes ao ano no mundo.

Como a pesquisa dessas doencas torna-se restrita por se tratarem de vidas

humanas, a principal alternativa para seu estudo € a utilizagdo de modelos



experimentais com animais, a fim de se entender a evolugdo de determinadas
doencas que apresentam lesdes semelhantes aquelas encontradas nas
encefalopatias que acometem o homem.

Como exemplo tem-se a Cinomose, uma doenga que causa desmielinizacao
em canideos, principalmente. Muitos trabalhos descrevem a participagédo de
células nervosas na patogenia desta doenca, que serve de modelo comparativo a
Esclerose Multipla, que também gera desmielinizagcdo em humanos.

Normalmente pesquisam-se encefalopatias em mamiferos como modelo
experimental comparativo a doengas neurologicas humanas. Fato observado em
estudos onde foram utilizados bovinos, equinos, suinos, caninos, felinos e
roedores.

Nao ha pesquisas utilizando-se encefalopatias que acometem aves para
comparar suas patogenias com doencas analogas as do homem.

Portanto, neste trabalho utilizou-se a Encefalomaléacia Nutricional em aves, a
principal neuropatia aviaria, como modelo para o estudo do comportamento dos
astrécitos nas doengas que geram malacia no encéfalo de outros animais e no ser
humano.

6.1 Inducao da Encefalomalacia Nutricional utilizando-se uma racao

deficiente em vitamina E

A vitamina E tem uma funcdo antioxidante no organismo, pois captura
radicais peroxila e alcoxila, impedindo que se forme uma reacdo de
lipoperoxidacdo em membranas celulares. Uma unidade internacional (Ul) de
vitamina E corresponde a atividade biolégica de 01 mg do acetato de d-&
tocoferol, o principal antioxidante lipossoluvel que atua nas membranas celulares.

Segundo Jordao-Jr et al. (1998), os animais sao incapazes de sintetizar o &
tocoferol, sendo dependentes das fontes dietéticas para a incorporacao deste
composto no organismo. Portanto, uma dieta deficiente em vitamina E pode gerar

oxidacao de membranas celulares.



Muitas doencas em seres humanos apresentam oxidacdo em membranas
celulares. Vannucchi et al. (1998) relatam que a Diabete Melito, a Artrite
Reumatdide e a Osteoartrite cursam com peroxidacao lipidica, fato que comprova
a importancia do equilibrio dos niveis de vitamina E na dieta.

A Encefalomalécia Nutricional € uma doenga que acomete aves jovens, com
uma a cinco semanas de idade, que tem atribuida como etiologia a deficiéncia de
vitamina E.

Klein et al. (1994) citam que a deficiéncia de vitamina E associada a
administracdo de fonte de gordura oxidada na ragédo leva a EN em perus jovens,
naturalmente.

Estes dados corroboram os estudos de Bartov e Bornstein (1971) e de Dror e
Bartov (1980) que adotaram, no modelo experimental de EN, ragcbes apresentando
fontes de gordura oxidadas por aeragao térmica e deficientes em vitamina E.

Dror e Bartov (1980) afirmam que para a inducdo da EN em Gallus gallus
domesticus € necessaria a administracdo de racdo contendo deficiéncia em
vitamina E e presenca de acidos graxos poliinsaturados. Porém, outros fatores
podem exacerbar os sintomas neurologicos da EN. Entre eles destacam-se a
quantidade de vitamina E transmitida maternalmente, a quantidade de &cidos
graxos insaturados nos ovos, a presenca de antioxidantes sintéticos e
cocciodiostaticos, a fonte de gordura e seu grau de oxidagado lipidica e a
quantidade de vitaminas A e C na ragao.

Portanto, a fim de se induzir a Encefalomalécia Nutricional em Gallus gallus
domesticus, foi realizado nesta pesquisa trés experimentos diferentes utilizando-se
racdes deficientes em vitamina E, contendo ou nao fontes de gordura oxidadas por
aeracao térmica.

No E1 foi administrada aos animais uma ragdo contendo sorgo como fonte
de carboidratos e auséncia de fonte de gordura. Ao suplemento vitaminico-mineral
nao foi incorporada vitamina E. A justificativa para a utilizacao de sorgo na dieta,
ao invés de milho, foi baseada na quantidade de &tocoferd presente nestos
fontes.



Conforme o National Research Council (NRC) para aves de 1994, o milho
apresenta 55 mg/kg de &focoferd em sua composicao, ja o sorgo apresenta 07
mg/kg de &tocoferd. Logo o sorgo foi escolhido como fonte energética por
apresentar menor teor de vitamina E.

No E2 foi administrada as aves uma ragao apresentando amido de milho
como fonte de carboidrato e 6leo de peixe nao-oxidado como fonte de gordura. Ao
Grupo A foi fornecida uma ragdo com auséncia de vitamina E no suplemento
vitaminico-mineral.

Bartov e Bornstein (1972) compararam em seus estudos duas racées com
fontes de carboidratos diferentes, uma com amido de milho e outra com amido de
batata. O grupo experimental que se alimentou com ragdo a base de amido de
batata apresentou maior niumero de casos de EN em relacdo ao grupo de animais,
os quais foram fornecidos racdo com amido de milho. Animais que se alimentaram
com racdo a base de amido de milho e com presenca de vitamina E nao
apresentaram sinais neurolédgicos da EN.

Essa diferengca na ocorréncia da EN, conforme a fonte de carboidrato
consumida, sugere uma razao pela qual os animais do E2 ndo apresentaram a
doenca, ja que estes foram alimentados com racdo contendo amido de milho.

No ES3 foi realizada a tentativa de indugcdo da EN baseada nos trabalhos de
Bartov e Bornstein (1972) e Dror e Bartov (1980), nos quais foram utilizadas nas
racoes diferentes fontes de gordura, oxidadas ou ndo, de origem animal e vegetal.
Nestas pesquisas verificou-se que o 6leo de cartamo oxidado é a melhor fonte de
gordura para ser adicionada na racdo a fim de se induzir a Encefalomalacia
Nutricional.

Bartov e Bornstein (1972) aqueceram os 6leos por 48 horas a uma
temperatura entre variante entre 155 — 170 ° C.Dror e Bartov (1980) oxidaram o
6leo de cartamo numa temperatura menor, porém constante de 145°C. Entretanto,
deixaram o éleo aquecendo por 72 horas.

No presente trabalho foi utilizado como fonte de gordura vegetal, éleos de

soja e girassol e como fonte de gordura animal 6leo de visceras de frango, éleo de



peixe e gordura saturada bovina. Os 6leos insaturados sofreram aerac¢ao térmica
por oito horas, a uma temperatura de 250°C.

Além disso, ndo foi incorporado ao suplemento vitaminico-mineral
antioxidantes sintéticos e coccidiostaticos, assim como sugerido nos estudos de
Bartov e Bornstein (1972) e Dror e Bartov (1980).

A auséncia de sintomas neurolégicos nos animais de todos 0s grupos
experimentais do E3 pode estar relacionada com a técnica de aeracao térmica
utilizada para oxidar os 6leos, pois neste estudo 0 aquecimento foi realizado com
uma temperatura maior, porém, por um tempo mais curto.

Os animais do G09 do E3 apresentaram sintomas clinicos e lesbes
anatomopatolégicas compativeis com as observadas na Diatese Exsudativa, pois
foi observado edema no tecido subcutaneo, afastamento dos membros quando os
animais deitam-se e hemorragias na musculatura do peito e das pernas, como
descrito por Austic e Scott (1991).

Notou-se que os frangos do G09 se alimentavam menos que 0s animais dos
demais grupos experimentais.

A racdo contendo gordura saturada bovina apresentou cheiro acre e
desagradavel. Estas caracteristicas certamente contribuiram para a diminuicéo do
consumo desta racao, justificando assim a deficiéncia de selénio e o aparecimento
da Diatese Exsudativa em nove frangos.

Os Oleos de peixe, soja e girassol oxidados apresentaram resultado positivo
na reacdo de Kreiss, que avalia a rancificagdo da fonte de gordura. O 6Oleo de
frango apresentou resultado negativo na reacao de Kreiss, porém todos os 6leos
supracitados, inclusive o de frango, apresentaram niveis de perdéxidos acima dos
desejados na industria no teste de indice de perdxidos.

Todas as ragdes utilizadas no E3 sofreram analise para a quantificacao de
vitamina E. Pela cromatografia liquida de alta eficiéncia notou-se que algumas
racdes apresentaram quantidade insignificante de vitamina E, abaixo do limite de
quantificacdo do método. Ademais, em outras racées nem sequer foi detectada a
presenca de vitamina E.



Com base nas analises realizadas nos 6leos e na ragdo, supde-se que para
a inducao da Encefalomalécia Nutricional ndo é necessaria somente a utilizagao
de uma ragao deficiente em vitamina E e composta com 6éleos oxidados. Talvez
outros fatores ja descritos, como a quantidade de vitamina E transmitida
verticalmente, a quantidade e tipos de acidos graxos presentes nos ovos e a
presenca de vitamina A e C na ragdao sejam tao importantes quanto a prépria
deficiéncia de vitamina E na dieta.

6.2 Casos naturais de Encefalomalacia Nutricional — Caracteristicas clinicas-
epidemioldgicas e les6es anatomopatolégicas

A EN é uma doenca neuroldgica, com caracteristicas proprias, que acomete
aves jovens em todo o mundo, e que gera grandes prejuizos a industria devido a
perda no rendimento de crescimento do frango, aos gastos com medicamentos e a
alta mortalidade.

Neste trabalho foram avaliados 12 surtos de EN, ocorridos entre 1996 e
2005, diagnosticados no Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP
e no Laboratério de Patologia Animal do CAV-UDESC. Tais surtos ocorreram
naturalmente, principalmente, provenientes de criagdes industriais.

Em apenas dois surtos ndo é conhecida origem geogréfica. Dos outros 10
surtos, notou-se que quatro regides brasileiras apresentaram casos naturais de
EN, sendo que somente na regido Norte nao foram diagnosticados casos, o que
nao significa a auséncia desta doenca nesta localidade.

Os casos séo provenientes de cidades com diferentes tipos de clima. A EN
ocorreu em locais apresentando clima arido como em Caruaru-PE, passando pelo
clima seco de Brasilia-DF, e finalmente por Lages-SC, onde as temperaturas sao
baixas 0 ano todo. Esses dados indicam que a EN é uma doencga nao influenciada
pelas condicdes climaticas, justificando a distribuicio cosmopolita desta

encefalopatia.



Em relacdo as linhagens acometidas, constatou-se que a maioria dos casos
ocorreu em frangos de corte, corroborando os dados apresentados por Cheville
(1994); Austic e Scott (1997); Jones et al. (2000) e de Faria e Junqueira (2000).

Assim como observado por Page et al. (1980), um surto ocorreu em frangos
apresentando linhagem de postura, porém, Page et al. (1980) relataram a
presenca de EN em aves com 35 semanas de idade, e nesta pesquisa observou-
se em aves com 21 dias de idade.

Quanto a faixa etaria dos frangos que apresentaram EN, neste presente
trabalho notou-se que os animais acometidos apresentavam de uma a cinco
semanas de idade, resultado observado por diversos autores (DROR e BARTOV,
1980; RANDALL et al., 1993; CHEVILLE, 1994; GOODWIN et al., 1996; AUSTIC e
SCOTT, 1997; CHAMANZA et al.,, 1998; JONES et al.,, 2000; de FARIA e
JUNQUEIRA, 2000). A Encefalomalacia Nutricional é clinicamente caracterizada
por diversos sinais neuroldgicos, tais como ataxia, andar em circulos, retracao da
cabega para baixo, para cima ou lateralmente, rapida contracéo e relaxamento de
pernas, paralisia, prostracdo e morte (HASHOLT e PETRAK, 1982; JORTNER et
al., 1985; KLEIN et al, 1994; de FARIA e JUNQUEIRA, 2000; JONES et al, 2000).

Nos surtos avaliados, segundo o histérico clinico fornecido, os frangos
apresentaram torcicolo, paralisia, incoordenagcao, movimentos de pedalagem,
opistétono, tremores, ataxia, inapeténcia e morte, sintomas clinicos tipicos da EN,
corroborando as observagdes dos autores supracitados.

O diagnéstico da Encefalomalacia Nutricional é altamente confiavel tendo
como base o histérico clinico-epidemioldgico, principalmente em relacao as
informacdes referentes a faixa etaria dos animais acometidos e os sintomas
clinicos observados.

Entretanto, o diagnédstico diferencial sempre deve ser realizado a fim de se
descartar outras encefalopatias como a Encefalomielite Aviaria, causada por virus,
caracterizada por uma encefalomielite difusa ndo-supurativa com presenca de

manguitos linfocitarios perivasculares no SNC, microgliose nos nucleos rotundus e



ovoidalis do mesencéfalo e cromatdlise de neurénios dos nucleos da base, na
medula oblonga, lesdes patognomdnicas desta doenca (CALNEK et al., 1997).

A fim de se confirmar o diagndstico da EN, o exame anatomopatoldgico deve
sempre ser realizado. Na macroscopia observa-se principalmente malacia e
petéquias no cerebelo, lesbes tipicas da doenca. Entretanto, o exame
histopatolégico € quem confirma o diagnéstico de Encefalomalécia Nutricional.

Outros métodos auxiliares de diagndstico podem ser realizados tais como,
exame imunoistoquimico para a visibilizagdo do comportamento dos astrécitos nas
areas lesionadas, anadlise quantitativa e qualitativa de perdxidos na ragdo e
deteccdo da quantidade de vitamina E na dieta pela CLAE.

Na reavaliacdo histopatoldgica dos casos naturais de EN descritos nesta
pesquisa, notou-se principalmente a presenca de hemorragia e malacia na
substancia branca cerebelar, e malacia na substancia cinzenta do cértex cerebral
com presenca de trombos hialinos em capilares da area necrosada.

Essas lesbes histopatologicas foram observadas por diversos autores
(BAINS, 1979; KLEIN et al., 1994; RANDALL et al., 1996; AUSTIC e SCOTT,
1997; VIOTT et al.,, 2003), confirmando que s&o as principais alteragdes
microscépicas observadas no SNC em aves com Encefalomalacia Nutricional.

6.3 Protocolo imunoistoquimico para a deteccao de astrécitos no SNC de
Gallus gallus domesticus

O protocololo imunoistoquimico empregado na imunomarcagéao de astrocitos
foi adaptado segundo os trabalhos de Jardim et al. (2001), Jardim (2003) e
Pedraza Ordo6nez (2003), os quais detectaram a presenca destas células no SNC
de caninos, camundongos e bovinos respectivamente.

Nesta pesquisa foi utilizado um anticorpo primario anti-GFAP bovino
produzido em coelho diluido a 1:500 em PBS. Segundo a empresa que produz o
anticorpo, esse é capaz de produzir uma reacdo cruzada com astrécitos de
frangos.



A recuperacgao antigénica foi realizada com uma solucado de Pronase a 5%
em PBS. Esse método foi utilizado por Jardim (2003) e Orddnez (2003), sendo
que em suas pesquisas foram obtidos resultados semelhantes, pois os astrécitos
apresentaram intensa imunomarcagao.

O bloqueio de proteinas contra reagdes inespecificas foi realizado com uma
solugao de leite em p6 Molico® a 3% em PBS, corroborando o método utilizado
por Jardim et al. (2001) e Jardim (2003). Comparada com a solucao de albumina
sérica bovina a 2,5% em PBS utilizada nos estudos de Pedraza Ordo6fez (2003),
nao houve diferenga no bloqueio da reacéo.

A diluicdo do anticorpo primario diferiu de varios estudos. Machado e Alessi
(1997) e Lemos e Alessi (1999) e Pedraza Ordériez (2003) diluiram o anticorpo em
1:300 para observar astrocitos no SNC de bovinos e equinos.

Jardim et al. (1999) e Jardim (2003) utilizaram uma diluicdo de 1:500 em
PBS, assim como o presente trabalho.

Esta variacdo na diluigdo pode estar relacionada com a sensibilidade dos
astrocitos das diferentes espécies utilizadas diante ao anticorpo anti-GFAP bovino.

Em relacdo ao tempo e temperatura de incubagdo do anticorpo primario,
notou-se que Machado e Alessi (1997), Lemos e Alessi (1999), Jardim et al.
(2001), Jardim (2003) e Pedraza Ordonez (2003) empregaram técnicas
semelhantes, incubando-o por longo periodo, variando entre 14-20 horas, em
baixa temperatura (4°C). Diferindo dos autores supracitados, nesta pesquisa o
anticorpo primario foi incubado por periodo curto (3-4 h) em temperatura ambiente,
entretanto os resultados foram similares, pois os astrécitos foram normalmente
detectados.

Quanto a incubacado do anticorpo secundario, neste estudo utilizou-se um
conjugado biotinilado produzido em cabra anti-Imunoglobulina G de coelho, diluido
em 1:300 em PBS, mantido em temperatura ambiente.

Relacionando com demais pesquisas (MACHADO E ALESSI, 1997; LEMOS
E ALESSI, 1999; JARDIM et al., 2001), notou-se que tal diluigdo € menos custosa,



por conseguinte, mais vantajosa, pois é utilizada menor quantidade de anticorpo
secundario.

Em Gallus gallus domesticus higidos nao foi observada diferenca na
marcagao dos astrocitos da diferentes regides do encéfalo e mesmo entre os
individuos.

O citoplasma astrocitario corou-se fortemente em marrom escuro € o nucleo
que foi contra corado com hematoxilina de Harris, apresentou uma coloracao roxa
escura.

Nas aves apresentando Encefalomalédcia Nutricional houve uma variagéo
quanto a intensidade da reacdo astrocitaria. Algumas aves apresentaram forte
reacdo, enquanto em outras, observou-se leve marcacao dos astrocitos ou, as
vezes, reacao negativa frente ao anticorpo.

Provavelmente essa variagcdo deve-se ao tempo de conservagcao dos
fragmentos de SNC no formaldeido. Nos casos diagnosticados até 2002, nao se
sabe qual € o tempo em que estes fragmentos ficaram sob acdo da solugéo
fixadora.

Os casos EN que ocorridos entre 2003 e 2005 foram fixados em solucao de
formol a 10% por 24 horas.

Os astrécitos das aves acometidas neste periodo apresentaram forte
marcagao, portanto, sugere-se que o tempo de fixacdo influencie na reagéo
imunoistoquimica, diferentemente das reacdes observadas por Lemos e Alessi
(1999), onde esses descrevem que no SNC de equinos ocorre forte
imunomarcacdo de astrocitos, mesmo em fragmentos conservados por longos

periodos em solugao de formaldeido e mantidos em blocos de parafina.

6.4 Avaliacao do comportamento dos astrocitos na patogenia da
Encefalomalacia Nutricional em Gallus gallus domesticus

Nao ha publicado dados sobre o comportamento do astrocitos na patogenia

da Encefalomalacia Nutricional, logo, o presente estudo € um importante passo



para o entendimento da agado destas células na mais freqlente neuropatia que
acomete as aves domésticas.

Observou-se que os astrdcitos localizados nas lesdes, ou na periferia destas,
sofrem astrogliose e astrocitose, com variagdo no tamanho do nucleo e, as vezes,
com auséncia de prolongamentos citoplasmaticos. Tal fato foi observado por
Jardim et al. (2001), em caes apresentando Meningoencefalite Granulomatosa e
por Machado e Alessi (1997) em bovinos apresentando Raiva.

A hipertrofia do nucleo e a auséncia de prolongamentos citoplasmaticos
sugerem que os astrdcitos aumentam a sintese nuclear e, ao mesmo tempo,
sofram degeneracgao por estarem localizados na area lesada.

Em um caso constatou-se a presenca de astrocitos gemistociticos adjacentes
a uma area de malacia no cortex cerebral. No mesmo fragmento, porém um pouco
mais distante da area lesionada, notou-se a presenca de astrocitose na regiao
perivascular (espaco de Virchow-Robbin), porém, sem haver lesdo endotelial
histologicamente. Esta observagdo sugere que os astrocitos reagem pela
hipertrofia celular nestas areas, provavelmente tentando reforgar a atividade da
barreira hemato-encefalica, por conseguinte, protegendo os vasos sanglineos de
radicais livres e peroxidos.

No cortex cerebral de Gallus gallus domesticus higidos observou-se a
presenca de astrocitos na glia limitante externa (regido subpial), na glia limitante
interna (regido subependimaria) e ao redor de vasos sanguineos. Portanto,
sugere-se que os astrocitos, em animais acometidos pela EN, migram para as
adjacéncias da darea necrosada, indicando que tais células participam na
patogenia, provavelmente isolando a lesdo, a fim de se impedir a disseminagéo
desta, promovendo uma cicatrizagao glial.

Na regiao do lobo 6ptico foi observada desmielinizagéo leve e focal, préxima
a glia limitante externa, com presenca de infiltrado inflamatério mononuclear na
meninge. Associada a estas alteracdes, constatou-se a presenca de astrogliose e
astrocitose, indicando que ndo s6 a desmielinizagdo, mas também a inflamacéo

atraem os astrécitos para a regiao afetada.



Estes dados corroboram o trabalho de Jardim et al. (2001) que observaram
astrocitose a astrogliose em areas desmielinizadas no SNC de caes com
Cinomose, e os estudos de Machado e Alessi (1997) e Pedraza Orddiez (2003)
onde foi visibilizada a presenca de astrécitos reativos em regides apresentando
processo inflamatorio.

Em aves higidas, como observado por Shin et al. (2002), os astrécitos estao
distribuidos de uma forma generalizada no trato éptico, principalmente no stratum
opticum, no stractum album centrale, no stractum griseum periventriculare e no
stractum fibrosum periventriculare, sendo que os prolongamentos citoplasmaticos
estendem-se a camada cinzenta e a glia limitante externa. Como observado no
cortex cerebral, neste estudo, os astrocitos também envolvem os vasos
sanguineos localizados no lobo optico.

A grande quantidade de astrocitos presentes no lobo 6ptico indica que estas
células apresentam papel importante na fisiologia e nos processos patologicos, ja
que esta regido apresenta o maior numero de sinapses de axénios retinianos
(SHIN et al., 2002).

No cerebelo dos animais com EN notou-se desmielinizagdo e malécia na
substancia branca com presenca de acentuada astrocitose e astrogliose. Na
camada granular e das células de Purkinje visibilizou-se leve astrogliose a
astrocitose.

Como observado por Machado e Alessi (1997), na regido das células de
Purkinje e da camada granular cerebelar ocorre reacédo astrocitaria frente a leséo
viral gerada nos neurfnios destas regides. No presente estudo sugere-se que
ocorreu esta reagdo como resposta as lesdes observadas nas células de Purkinje.

A principal regidao do SNC afetada nos casos de Encefalomalacia Nutricional
€ a substancia branca cerebelar, haja vista a presenca de extensas areas de
desmielinizagdo, malacia e hemorragia no exame histopatolégico dos casos

naturais reavaliados.



A substancia branca cerebelar de Gallus gallus domesticus sadios apresenta
acentuada quantidade de astrécitos, portanto, € esperada grande reacgao
astrocitaria, com presenca de astrogliose e astrocitose nesta regiao.

6.5 Consideracoes finais

O presente trabalho surge como o primeiro realizado no Brasil buscando a
inducao da Encefalomalacia Nutricional em Gallus gallus domesticus, e o primeiro
no mundo a pesquisar o comportamento dos astrécitos na patogenia desta
neuropatia.

Mesmo que os resultados ndao tenham sido os esperados, relacionados com
a inducao da doenga, abriram-se novas portas para discussdes sobre a etiologia
da Encefalomalacia Nutricional, ja& que se provou que a simples deficiéncia de
vitamina E ndo causa a doenca.

Constatou-se que os astrocitos cumprem papel importante na patogenia da
EN, e que a comparacao da imunomarcagao destas células em aves sadias ou
apresentando encefalopatias pode auxiliar no diagnéstico das doencas que
acometem o SNC de Gallus gallus domesticus.

Finalmente, em contribuicdo ao Médico Veterinario Patologista, no presente
trabalho, prop6s-se, como padronizacao para o diagnéstico de encefalopatias
aviarias pelo exame histopatolégico e imunoistoquimico, cortes transversais do
coértex cerebral, do lobo éptico e do cerebelo, bem como cortes longitudinais do

encéfalo.



VIl CONCLUSOES

- As dietas utilizadas nos experimentos E1, E2 e E3 ndo foram capazes de
induzir experimentalmente a Encefalomalacia Nutricional em Gallus gallus

domesticus.

- A Encefalomalécia Nutricional em Gallus gallus domesticus nao é causada

somente pela deficiéncia de vitamina E.

- O protocolo imunoistoquimico utilizando-se o anticorpo anti-GFAP bovino
produzido em coelho é eficaz na marcagao de astrocitos no SNC de Gallus gallus

domesticus.



- A caracterizagdo da distribuicdo de astrocitos no SNC de Gallus gallus
domesticus higidos contribui para o diagnostico de encefalopatias aviarias onde os
astrocitos tenham participacédo na patogénese.

- Os astrocitos participam na patogenia da Encefalomalacia Nutricional em
Gallus gallus domesticus uma vez que respondem com astrocitose e astrogliose

em areas desmielinizadas, necrosadas e particularmente na regido perivascular.
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