RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 01/03/2026.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PAPEL DOS RECEPTORES DE GRELINA GHS-R1a NA
RESPOSTA TERMICA AO DESAFIO INDUZIDO POR LPS

Thais Fortunato Oliveira

Médica Veterinaria

2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PAPEL DOS RECEPTORES DE GRELINA GHS-R1a NA RESPOSTA
TERMICA AO DESAFIO INDUZIDO POR LPS

Thais Fortunato Oliveira

Orientadora: Profa. Dra. Kénia Cardoso Bicego

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencéo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Marco 2024



Oliveira, Thais Fortunato
048p Papel dos receptores de grelina GHS-R1a na
resposta térmica ao desafio induzido por LPS /Thais
Fortunato Oliveira. -- Jaboticabal, 2024
59 p. : tabs., fotos

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinérias, Jaboticabal

Orientadora: Kénia Bicego

1. Fisiologia. 2. Inflamacéo. 3. Termorregulacéo.
4. Grelina. 5. Pintainho. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalogréficas da Unesp.
Biblioteca da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo

autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Vi

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

R AO PAPEL DOS RECEPTORES DE GRELINA GHS-R1a NA RESPOSTA
TERMICA AO DESAFIO INDUZIDO POR LPS

THAIS FORTUNATO OLIVEIRA
{ENIA CARDOSO BICEGO

eouko{e,ga gra

NIA CARDOSO BICEGO (éﬁlmpagao Presencial)

HRROS DIAS (Participagao Virtual) MIRELA BARROS DIAS
ia Estrutural e Funcional / 1B UNESP Botucatu e S N

84

bal, 01 de margo de 2024

Faculdade de Cidncias Agrarias e Velerindrias - CAmpus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n , s, 14884800

hitps://www.fecav.| unesp.br/#il/pos-graduacac/programas-pg/zootecnia/CNPJ: 48,031 9187001287,

Digitalizado com CamScanner



https://v3.camscanner.com/user/download

DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Thais Fortunato Oliveira, nascida em 21 de fevereiro de 1996 na cidade de
Ouroeste-SP, filha de Carmo Donizete Oliveira e Neide Fortunato Oliveira,
ingressou no curso de medicina veterinaria na universidade Brasil, campus
Fernanddpolis-SP em 2014. Durante a graduacdo a aluna fez estagios em
clinica médica de pequenos animais, inseminacao artificial de tempo fixo em
bovinos de corte, e o0 estgio obrigatério foi realizado no frigorifico Ouroeste -
LTDA de abate de bovinos, em dezembro de 2018 defendeu o trabalho de
conclusao de curso e em janeiro de 2019 colou grau. Em agosto de 2019 foi
beneficiada a uma bolsa de auxilio técnico no laboratério de ciéncias Avicolas
da Unesp- Jaboticabal e em novembro de 2020 deu inicio a Bolsista nivel Il da
FAPESP no laboratério de Fisiologia Animal da Unesp- Jaboticabal onde
ingressou no curso de mestrado em 03 de janeiro de 2022 pelo programa de
pés-graduacdo em Ciéncia animal sendo beneficiada pela bolsa de estudos
CAPES. Durante o curso apresentou poster na XXXVII Reunido Anual da
FeSBE intitulado “Effect of ghrelin antagonist on Ips-induced regulated
hypothermia in chicken chicks”, e em dezembro de 2023 apresentou poster no
6° international course in comparative Physiology of respiration, intitulado
“Effect of [D-Lys3] GHRP-6 on respiratory parameters and feed intake in 5-day-
old chicks challenge with LPS”, onde também fez parte da comisséo
organizadora do curso. A aluna submeteu-se ao exame geral de qualificacéo

dia 13 de dezembro de 2022.



DEDICATORIA

A minha mae Neide Fortunato que mesmo nao
entendendo muito sobre pds-graduacdo sempre
acreditou e nunca mediu esfor¢os para que eu
chegasse academicamente até aqui; ao meu pai Carmo
Donizete que mesmo nao estando presente fisicamente
sempre estara vivo em meu coragdo; a minha irma
Flavia que mesmo a quildmetros de distancia sempre

se faz presente.

A vocés dedico!



AGRADECIMENTOS

A minha caminhada académica nunca foi realizada sozinha, agradeco aos
meus pais Neide e Donizete que mesmo nao tendo oportunidade de continuar
seus estudos além do ensino médio nunca mediram esforgos para que eu e
minha irm& pudessem concluir a graduacgéo, e que nunca deixaram de sonhar
nossos sonhos e nem desistir nas dificuldades;

Agradeco a minha irma Flavia que mesmo distante sempre se faz presente me
ajudando em absolutamente TUDO!

As minhas tias Leila, Marli, Neiva e Glaucia que me incentivam e motivam a
seguir em frente;

Aos meus primos Luiza e Murilo que mesmo tao pequeninos me inspiram e me
motivam a dar cada passo, eles sao as “coisas” mais preciosas da minha vida;

A Carol Silva que me ensinou tanto e teve muita paciéncia no meu inicio de
laboratorio, como bolsista TT3 e toda dedicacdo para que esse trabalho de
mestrado fosse concluido;

Ao Lango e a Alana por ter me atendido e ajudado todas as inUmeras vezes
que preciseli, tanto no laboratério quando fora de 1a;

As minhas amigas que se fizeram minha familia Jaboticabalense Ane, Bia, Livia
e Maria por todo companheirismo dentro e fora do laboratério, com certeza
vocés foram essenciais para todo desenvolvimento nesse trabalho, e meu
crescimento como pessoa, agradeco a vocés por todas as vezes que me
ouviram e aconselharam, por todas as vezes que ajudaram com meus animais,
e principalmente agradeco por cada rolé;

A Melissa, ao Derek e ao Rony pela ajuda todas as vezes que precisei.
A Jéssica e Mari por toda parceria e conversas;
Aos demais membros do laboratério;

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001. (88887.662086/2022-00).

A Faculdade de ciéncias agrarias e Veterinarias de Jaboticabal pela estrutura;
A FAPESP pelo apoio financeiro (processo 2022/00233-4);

A minha orientadora Kénia por toda dedicacdo, paciéncia, motivacido e
orientacao até aqui;

A professora Luciane por todo apoio;



E por dltimo e mais importante aos meus animais, sem eles nada disso teria
sido realizado.



Sumario
RESUMO ..ottt sttt ettt ettt et et e e s e s et e st e sessesestes e beneeteneeseneeseneeseneas 1
Capitulo 1: REVISA0 e lIEEIratUra.......coeoreiriieierieieie et 3
1. CONSIAEraGOES GEIAIS ..c.coiriireirtirteriertetetet ettt sttt sttt b e et 3
R A A ESY- To o [ T =T = LU = TS 3
2.1- Mecanismos termorreguladores NAs AVES .....ccccveeevierieeciesieseeie e 3
2.2- Termorregulacdo associada ao desafio imunoldgiCo .......cccovvveeececiececieennene, 5
2.2- ANAPITEXIA ettt sttt b bbbttt a e b e st b et et e e eae 7
e € =T o T U 9
G T (] =T =T Lo - SO 12
CAPITULO 2: Ghrelin GHS-R1a receptors as modulators of the thermal response
to systemic inflammation induced by LPS........cccooo i 22
ABSTRACT ..ottt sttt ettt et e e s e s et et e se s e se st ene et eneete e e aeneesenes 22
I L 4 o To LU {0 o [OOSR 23
2-Material and MELNOUS ......coviiieieeceee ettt nes 25
FZ0 AN o T 0= RS 25
2.2- Surgical Procedure for Mini Temperature Sensor Implantation .................... 25
2.3- Oxygen ConsumMPpPLion (V02)........coieeeeiceeeeceeeerte sttt re e ns 26
2.4- Pulmonary Ventilation (VE)......ccccocvieeeriineeieneeeesee e sieseeeste e ese s esesees 26
2.5- Cutaneous Heat LOSS INAEX (HLI) woovvieiieeceeeceeeeese et 27
2.6- Intracerebroventricular (icV) INJECLION ...coovevieeerieeese e 27
2.8- Cumulative fEed INTAKE ......cccovereeeeeeee et 28
3- EXperimental ProtOCOIS ...ttt sttt 28
3.1- Protocol 1: Effect of the ghrelin antagonist [D-Lys3] GHRP-6 preceding
ghrelin treatmMent 0N Th. ..ottt s aee e 29
3.2- Protocol 2: Effect of the ghrelin antagonist [D-Lys3] GHRP-6 on Th, V02
and VE during a systemic inflammation induced by LPS. ......cccceveivrcennneeeene. 29

3.3- Protocol 3: Effect of the ghrelin antagonist [D-Lys3] GHRP-6 on cutaneous
HLI and cumulative feed intake during a system-wide inflammation induced by

L P S ettt h e bttt h e h e bt bbbt e ettt neene 29
- StatiSTICAI ANAIYSIS .oviiiiiieieeceeee ettt st sre et ae e e s e e eneenrs 30
B RESUILS ettt ettt et e sttt esa e et e steent e beeae et e aeeneets 30

Table 1: Pre-injection values of physiological variables for all treatment groups of 5-
AY-010 CRICKS ...ttt sttt et e e neeneas 42

5.1- Effect of the pre-treatment with ghrelin antagonist on the temperature drop
(oF= T =Y =To I o) VA0 | 01 €= 11 o 1RO RS 31



5.2- Effect of ghrelin antagonist + LPS treatment on core body temperature (Tb)

and respiratory parameters, VE, VO2, f and Vi. ... 31

5.3- Effect of ghrelin antagonist + LPS treatment on HLI, Th, and cumulative

LE=T=T0 BT a1 =1 PP SR 32
B DISCUSSION c.eneiieiieiieieete ettt ettt b e bt st s b et et et e st e st e bt e bt sbe st e st e teneeneeneens 33
7= CONCIUSION ittt sttt be bbb et et e e e eneenes 35
8- REIEIBNCE ..ttt b ettt ens 36

APPENUICES ..ottt b bbbt e et s bt bt e bbbt et ne e ene b 42






PAPEL DOS RECEPTORES DE GRELINA GHS-R1a NA RESPOSTA
TERMICA AO DESAFIO INDUZIDO POR LPS

RESUMO

Um desafio importante para a avicultura, interferindo tanto na producdo quanto
no bem-estar animal € a possibilidade de infeccdo por agentes agressores tais
como bactérias e virus. Esse cenario € especialmente impactante no inicio da
vida, quando os sistemas de termorregulacdo e defesa imunolédgica estdo em
desenvolvimento. Diante de um desafio imunoldgico severo, o animal pode
desenvolver uma resposta oposta a febre, chamada hipotermia regulada. Além
disso, sabe-se que a grelina € um peptideo encontrado em aves e mamiferos,
principalmente no estdmago e no encéfalo. Dentre os efeitos da grelina, temos
a estimulacdo da ingestdo de alimentos e inibicdo de febre induzida por
endotoxina em mamiferos. Em contraste, em aves este peptideo diminui a
ingestdo de alimento, o que poderia influenciar a anorexia que acompanha a
resposta de fase aguda induzida por endotoxina. Alguns resultados
anteriormente realizados no laboratério indicam que a grelina encefélica pode
reduzir a temperatura corporal (Tc) em pintainhos, mas ndo parece afetar a
resposta térmica ao LPS. Em mamiferos ha comprovacfes que o antagonista
de grelina atenua o comportamento de apatia provocado pela administragao do
LPS, mas o consumo de alimento ndo é alterado. Com base nisso,
hipotetizamos que a grelina € um mediador quimico envolvido na hipotermia
regulada induzida por LPS em pintainhos de 5 dias de idade. Para isso
coletamos dados de temperatura corporal, consumo de oxigénio (indice de
termogénese), ventilacdo pulmonar, consumo de racdo e perda de calor
cutanea diante do antagonista de receptor GHS-Rla de grelina, [D-Lys3]
GHRP-6 (intracerebroventricular, icv). O pré-tratamento com [D-Lys3] GHRP-6,
intensificou a queda de Tc corporal pelo LPS (intramuscular, IM) e retardou o
retorno da Tc ao valor inicial. O consumo de oxigénio (V0,), no tratamento [D-
Lys3] GHRP-6 + LPS mostrou uma queda (de 60-120 min) quando comparado
ao tempo inicial. Em relacdo ao consumo de racdo, o [D-Lys’] GHRP-6
(0,5nmol) n&o interferiu com o efeito inibidor da ingestao de alimento pelo LPS.

Por fim, o indice de perda de calor cutaneo aumentou, 300 min apos a



2

administracdo de LPS, indicando inducdo de vasodilatacdo cutanea. Os
resultados do presente estudo indicam que em concluséo a grelina parece ter
influéncia nos termoefetores periféricos.

Palavras chaves: Antagonista de grelina- LPS- hipotermia regulada-
termogénese.



Capitulo 1: Reviséo de literatura

1. Considerac0Oes gerais

A producéo de aves e ovos no Brasil demonstra uma atividade importante
na agricultura sempre ficando entre os 3 maiores produtores, em 2023 segundo
a ABPA o pais ficou em 2° lugar produzindo 14,524 milhfes de toneladas de
carne de frango sendo 33% dessa quantidade, destinadas a exportacao,
movimentando cerca de US$ 9,7 bilhdes. Esses dados comprovam o0 quéo a
cadeia avicola é importante para o Brasil, logo podemos afirmar que entender e
descrever as bases fisiolégicas das respostas desses animais a desafios

ambientais é de grande valia para a evolucao dessa cultura.
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7- Conclusion

In summary, the results suggest a role for the ghrelin receptor GHS-R1a
in modulating thermal responses to inflammation, indicating an excitatory
influence on metabolism for returning to normothermia after LPS-induced
regulated hypothermia. Furthermore, the blockade of GHS-R1a receptors

appears to inhibit LPS-induced vasoconstriction.
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