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RESUMO - Estudou-se o efeito de dietas suplementadas com vitaminas C e E e com minerais organicos Zn e Se sobre
parametros imunolégicos de frangos de corte de 1 a 35 dias de idade submetidos a estresse ciclico por calor (25 a 32°C).
Avaliou-se ainda a inoculacdo com albumina sérica bovina (BSA) como estratégia para medir a imunidade humoral.
Utilizaram-se 272 aves Ross para avaliagdo de quatro tipos de suplementagdo vitaminico-mineral (SVM): D1 - dieta controle
com 60 e 30 UI de vit. E/kg de rag@o nas ragdes inicial e de crescimento, respectivamente; 0 de vit. C, 80 ppm de Zn inorganico
e 0,3 ppm de Se inorganico/kg de ragdo; D2 - dieta controle + 100 UI vit. E e 300 ppm vit. C/kg de ragdo; D3 - dieta controle
+40 ppm Zn e 0,3 ppm Se organicos/kg de ragdo; D4 - dieta controle + niveis de SVM utilizados em D2 e D3; e de dois ambientes:
termoneutro (ATN) e estresse ciclico pelo calor (EPC) a partir dos 14 dias de idade. Seis e cinco aves por tipo de suplementagao
no EPC e ATN, respectivamente, foram inoculadas com BSA aos 12 e aos 24 dias de idade. O soro das aves com 35 dias de
idade foi analisado por ELISA. A suplementagdo de vitaminas e minerais ndo influenciou a producdo de anticorpos de frangos
de corte desafiados com BSA. O estresse por calor provocou maior produgdo de anticorpos anti-BSA, independentemente da
dieta utilizada. A inoculagdo com BSA ndo influenciou o desempenho das aves e foi uma estratégia eficiente para avaliar a
imunidade humoral de frangos, visto que as aves responderam ao seu desafio com aumento na producdo de anticorpos € no
tamanho de bursa, apesar da grande variabilidade individual.
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Vitamins and organic minerals supplementation and its effect upon the
immunocompetence of broilers submitted to heat stress

ABSTRACT - The objective of this experiment was to evaluate the effect of diet supplementation with vitamins C
and E and organic minerals Zn and Se on immunological parameters of broilers from 1 to 35 days, kept on cyclic heat stress
(25 to 32°C) and to evaluate the usefulness of bovine serum albumin (BSA) inoculation to determine humoral immunity.
A total of 272 Ross broilers were used to evaluate four types of vitamin-mineral supplementation (VMS): D1- control diet
with 60 and 30 IU of vit E for starter and growing diet, respectively, zero vit C, 80 ppm of inorganic Zn, 0.3 ppm of inorganic
Se; D2 - control diet + 100 UI vit E and 300 ppm vit C/kg; D3 - control diet + 40 ppm Zn and 0.3 ppm Se/kg, both from
organic sources; D4 - control diet and levels of VMS used in D2 and D3), and two environments: thermoneutral (TNA) and
cyclic heat stress (CHS) from 14 days of age. Six and five birds per type of supplementation in CHS and TNA, respectively,
were inoculated with BSA at 12 and 24 days. Birds serum at 35 days-old was analyzed by ELISA. Supplementation with
vitamins and minerals did not influence antibody production of broilers challenged with BSA. Heat stress improved antibody
anti-BSA production regardless of the diet. Inoculation with BSA did not influenced broiler performance and was a good
strategy to evaluate humoral immunity of broilers, since the birds responded to the challenge improved antibody production
and increased bursal size, despite the higher individual variation.

Key Words: nutritional immunomodulation, selenium, vitamin C, vitamin E, zinc

Introducéo frangos foi conseqiiéncia de avangos em genética, nutri-

¢do, sanidade ¢ manejo, que elevaram os niveis de

A avicultura destaca-se entre as atividades do setor produtividade e desempenho. No entanto, alguns aspectos

agropecuario mundial, com indices de producao em cons- como bem-estar e imunocompeténcia das aves foram,
tante crescimento. O aumento na produgdo de carne de em parte, negligenciados.
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O frango moderno tem pouca capacidade de resposta
a situacdes de estresse, como calor, frio, vento, fome e
densidade populacional. A capacidade de adaptacéo do
animal aestas circunstancias determinaou ndo seu estado
de estresse. O frango moderno tem pouca capacidade de
termorregulacdo; € bem mais sensivel ao calor que ao frio.
Segundo Ferket & Qureshi (1992), muitas producdes de
frango no mundo estdo situadas emlocais onde o estresse
causado por altas temperaturas ambientaislimita o desem-
penho e aumenta a sensibilidade a doencas. Aves subme-
tidasaestresseambiental geralmentetém suafuncéoimune
reduzida(Thaxton & Siegel, 1970; Brake, 1989; Siegel, 1989;
Miller & Qureshi, 1991).

Alguns parémetros comumente utilizados paraestimar
aimunidade de aves sdo o peso de 6rgdoslinféides (Pope,
1991), a resposta de anticorpos a antigenos estranhos
(Montgomery etal., 1991; Patterson & Siegel, 1998; Scott et
al., 1994), arelacdo heterdfilo:linfocito (H:L) (Al-Murrani et
al., 1997; Patterson & Siegel, 1998) e os ensaios de
blastogénesedelinfdcitos (Talebi etal., 1995; Gogal etal.,
1997). O peso de 6rgéos linfoides é facilmente medido e
reflete a capacidade do organismo de produzir células
linf&ides durante uma respostaimune.

N&o se sabe ao certo se o efeito prejudicial do estresse
por calor nafungéo imune de aves pode ser superado com
o fornecimento de alguns nutrientes. Ferket & Qureshi
(1992) observaram queasuplementagdo vitaminica(vitaminas
A, D, E ecomplexo B) durante estresse por calor episddico
foi benéfica nos estagios de indugdo e maturagdo da res-
posta de sintese de anticorpos.

Caracteristicas de desempenho e fungdo imune de
aves que sofreram estresse por calor sdo significativa-
mente melhoradas com o aumento nos niveis de vitamina
C (Pardue & Thaxton, 1984; Pardue et al., 1985), vitamina
E (El-Boushy, 1988) e piridoxina (Blalock et al., 1984).
Niveis moderados de vitamina E na dieta (50 Ul/kg) de
aves elevaram a producéo de anticorpos para eritrocitos
ovinos, enquanto 0 mesmo néo ocorreu com niveis mais
altos (100 e 200 Ul/kg) (Leshchinsky & Klasing, 2001). O
sel énio também faz parte do sistema antioxidante natural,
poupando a vitamina E, de modo que patos alimentados
com dietas suplementadas com selénio apresentam con-
centragcBes maiselevadasdevitaminaE no plasma(Combs,
1975). Thornton (1961) relatou que os niveis de acido
ascoérbico sanguiineo em aves estressadas por calor foram
marcadamentereduzidosesugeriuqueo estresse poderia
criar exigéncia de suplementacdo com vitamina C.

Tambémo Zinco (Zn) éumnutrienteaser considerado.
Durante a reagéo imunolégica, o nivel desse mineral no

sangue decresce drasticamente em razéo da sintese de
metal otioneinano figado e, em contrapartida, aabsorcao é
aumentada, provocando aumento naexigénciadestemineral.
Kidd et al. (1994) avaliaram os ef eitos da suplementagdo de
zinco em dietas para perus com niveis adequados deste
mineral eobservaram queaadi¢&o de 30 ou 45 ppmdezinco
apartir da utilizagdo de zinco-metionina aumentou signifi-
cativamente a capacidade de resposta imune celular de
perusjovens.

Estapesquisafoi realizadacom osobjetivosdeestudar
osefeitosdasuplementacdo devitaminaskE eC, dosminerais
orgéanicosZne Seedatemperaturaambiental naimunidade
humoral de frangos de corte desafiados com albumina
séricabovina (BSA) eavaliar ainoculagdo com BSA como
estratégia para medir a imunidade humoral e os efeitos
desse desafio no desempenho de frangos de corte.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido no periodo de novembro
a dezembro de 2003. Foram utilizados 468 pintos de corte
machos, linhagem Ross 308, de 1 dia de idade, com peso
inicial de44 £ 0,2 g. As aves foram criadas, até os 14 dias,
em 78 gaiolasmetéalicasde 0,72 m?, em salaclimatizada, com
temperaturainicial de31+1°C, decrescendo gradativamente
até aproximadamente 24+1°C. Nesta fase, as aves foram
distribuidas al eatoriamente (seis em cadagaiola) e alimen-
tadas com quatro dietas suplementadas com vitaminas e/ou
minerais. Asdietasforam: D1- dietacontrole, comosniveis
vitaminicos e minerais contidos no premix; D2 - dieta con-
trole + suplementacao vitaminicade 100 Ul vit. E e 300 ppm
vit. C/kg de ragdo; D3 - dieta controle + suplementacéo
mineral de 40 ppm Zn e 0,3 ppm Se/kg de ragdo; D4 - dieta
control e + suplementacdo vitaminico-mineral nosniveisde
D2+ D3.

A vitaminaE foi suplementada naforma de acetato
di-p tocoferol (Rocheo) eavitaminaC naformadeécido
ascorbico (Rocheo). O zincoeoselénioforam suplementados
naformaorgénica (Zi nproo).

Aos 14 dias, 272 aves (quatro aves por gaiola)
selecionadas aleatoriamente foram distribuidas em 68
gaiolas de0,90 2, em doisambientes—termoneutro (ATN)
e estresse por calor (EPC) —com oito repeti¢des por tipo de
suplementacdo no EPC e nove repeticbes por tipo de
suplementag&o no ATN.

Consideraram-se EPC 12 horas de temperatura a 25°C,
3 horas de 25 a 32°C, 6 horas a 32°C e 3 horas de 32 a 25°C
diariamente, e ATN, temperaturasdiariasnafaixade21 a
25°C. A umidade relativa do ar manteve-se em torno de
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70% nos dois ambientes. O monitoramento datemperatura
e daumidade relativa do ar de cada ambiente foi feito por
termdmetro de bulbo seco e bulbo imido e de méxima e
minima, colocados a altura intermediaria das gaiolas. O
programade luz adotado durante o experimento foi conti-
nuo (24 horasdeluz artificial/dia). Asavesreceberam ragcdo
e agua avontade e mesmo manejo durante todo o periodo
experimental.

A composicéo nutricional edeingredientes(Tabela?2)
utilizada nas dietas do periodo inicial e de crescimento foi
calculada conforme descrito por Rostagno et al. (2000). As
avesforamalimentadasno periododela21diascomaragdo
inicial edos 21 aos35diasreceberam aragédo decrescimento.
Os niveis de suplementacdo de vitaminas e minerais foram
0s mesmos nas fasesinicial e de crescimento.

Seis repeticdes no tratamento com EPC e cinco repeti-
¢desnotratamentoem ATN foraminoculadascomalbumina
sérica bovina (BSA) diluida em solugéo tamp&o fosfato
(PBS) aos 12 e 24 dias de idade para posterior medida de
anticorpos produzida contra este antigeno, portanto, a
inoculacdo consistiu em um terceiro fator no modelo estu-
dado, o qual foi composto, ao final, deum fatorial 4 x 2 x 2
(quatro tipos de suplementagdo vitaminico-mineral, dois
ambienteseinoculagdio oundocomBSA). Asavesrestantes
foram inoculadas com solucéo tampéo fosfato (PBS) como
controle negativo.

O preparo da vacina de BSA foi feito a partir de uma
solucéo contendo 16 mg BSA/mL, demodo que 1 mL desta
solucéo foi diluido em 15 mL de PBS. A novasolucao foi
misturada em mesmo volume de adjuvante incompleto,
composto de 85% 6leo mineral e 15%delanolina. A mistura
foi agitadalentamenteatéadquirir consisténciadeemul sdo.
A vacina foi aplicada na dose de 0,4 mL/ave, via
intramuscular (muscul o de peito).

Asavesforam pesadasnoinicio do periodo experimen-
tal esemanal mente paradeterminagdo do ganhodepeso. O
consumo deragéo foi cal culado considerando aquantidade
deracdofornecida, assobrasnoscomedouroseosdesper-
dicios. A conversdo alimentar foi calculada pela relagdo
entre o consumo de ragdo e o ganho de peso das aves. A
viabilidade das aves foi calculada pelo nimero de aves
vivasnoinicio do periodo menosamortalidadedo periodo.

As aves foram sacrificadas aos 35 dias de idade por
meio de deslocamento cervical. Em seguida, foram subme-
tidas aos procedimentos de sangria, escaldagem,
depenagem, evisceragao e resfriamento em chiller por
40 minutos. Os o6rgéos linféides, bago e bursa, foram
coletados durante a evisceragdo, secos em papel-toalha e
pesadosem balangadeprecisdo. Nocal culodosrendimentos
dos érgaoslinfoides, dividiu-se o peso do 6rgdo pel o peso

Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais

Item Inicial Crescimento
(1 a2l dias) (21 a 42 dias)
Ingrediente Composicéo (%)
Milho 56,885 60,61
Farelo de soja (46% PB) 36,08 31,61
Oleo de soja 2,78 3,67
Fosfato bicélcico 1,80 1,68
Calcario 1,43 1,39
Sal 0,47 0,47
DL-metionina 0,23 0,25
Lisina 0,12 0,09
Premix vitaminicol/mineral? 0,15 0,15
Colina 0,03 0,03
Anticoccidiano® 0,025 0,05

Composicéo nutricional

EMAnR (kcal/kg) 3.000 3.100
PB (%) 21,5 19,50
Ca (%) 1,00 0,95
P disponivel (%) 0,45 0,42
Lisina (%) 1,25 1,14
Metionina + Cistina (%) 0,90 0,83
Vitamina E (mg) 60 30
VitaminaC - -
Zn (mg) 80 80
Se (mg) 0,3 0,3

1 Premix inicial: vit. A - 10.000 UI; vit. D3 - 3.000 UI; vit. E - 60 mg; vit. K3 -
3 mg; vit. B1 - 3 mg; vit. B2 - 8 mg; vit. B6 - 4 mg; vit. B12 - 0,014 mg;
ac. pantoténico - 20 mg; niacina - 60 mg; ac. félico - 2,5 mg; biotina -
0,24 mg. Premix crescimento: vit. A -8.000 Ul; vit. D3 - 2.000 Ul; vit.
E - 30 mg; vit. K3 - 2 mg; vit. B1 - 2 mg; vit. B2 - 6 mg; vit. B6 - 2,5 mg;
vit. B12 - 0,012 mg; &c. pantoténico - 15 mg; niacina - 35 mg; ac. félico -
1 mg; biotina - 0,08 mg.

2 premix inicial e crescimento: Fe - 40 mg; Zn - 80 mg; Mn - 80 mg; Cu -
10 mg; | - 0,7 mg; Se - 0,3 mg.

3 Monensina - 100 ppm.

da ave. Coletaram-se ainda amostras de sangue de todas as
avesparacontagemdeanticorposnosoro (3mL) edeleucdcitos
totais no sangue (+ 5 mL em tubos com o anticoagulante
etilenodiaminotetracético sal dissddico - EDTA).

Para sorologia, as amostras foram coletadas sem
anticoagul ante e mantidas atemperaturaambiente (£ 25°C)
por 3 horas. Os soros separados foram centrifugados em
centrifuga Costar mini centrifuge a 8.000 g por 7 minutos.
Em seguida, foram congelados a-20°C em tubos de 1,5 mL
e analisados no Laboratério de Virologiada Faculdade de
Veterindriada UFRGS.

Naandlise deanticorpos, estabel eceu-se um protocol o
de ELISA, baseado em outros trabalhos, utilizando-se
albumina sérica bovina como antigeno (Parmentier et al.,
1994; Bar-Shiraet al., 2002; Gutierro et a., 2002). Os soros
das aves foram analisados individual mente em duplicatae
osresultadosforam asmédiasdasdensi dades6ticasdeter-
minadas em comprimento de onda de 495 nm em
espectrofotémetro Titertek Multiscan MC.

As contagens total e diferencial de leucécitos para
medir a relagéo heterdfilo:linfdcito foram realizadas no
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Laboratériode AnalisesClinicasVeterinariasdaUFRGS
utilizando-se esfregagos sangiiineoscoradoscom corante
de “Wright”.

Os dados de hematologia, peso relativo de 6rgdos
linféides e desempenho foram analisados pelo GLM do
programaSAS(2001). NapresencadeumFsignificativo, foi
usado o L smeansparatestar asdiferengasentreasmédias.
Os dados de sorologia, em virtude dafalta de distribuicao
normal, foram transformados por meio deBox-Cox. Efetuou-se
também o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Os
resultados foram semelhantes aos obtidos com atransfor-
magcéo eandlisedevariancia, umbomindicativo daconsis-
ténciaanalitica

Resultados e Discussao

N&o houve interacdo (P>0,05) dos fatores estudados
tanto para desempenho e quanto para imunidade.
Portanto, seré&o discutidos apenas os efeitos principais,
ou seja, as respostas relacionadas ao ambiente e aos
suplementos vitaminico-minerais utilizados.

A inoculagdo com BSA néo teve efeito (P>0,05) sobre
o desempenho das aves durante o periodo de 1 a 35 dias.
Durante a respostaimune, alteragcdes importantes aconte-
cem no metabolismo de energia, aminoéacidos, lipidios e
minerais-traco (Humphrey & Klasing, 2004), que dependem
fundamentalmente do antigeno utilizado e do tipo de res-
postaimunedesencadeada(inataou adaptativa), portanto,
arespostaimuneinataproduz efeitos mais evidentesque a
adaptativa. Antigenosprotéicospurificados, comoaBSA,
estimulam arespostai muneadaptativa, sobretudo aprodu-
¢do de anticorpos, e tém pouco ou nenhum efeito sobre a
respostaimuneinata, naqual ocorrealiberagdo decitocinas
pro-inflamatérias, que, em grande quantidade, sdo respon-
saveis pela reducdo no desempenho. A BSA, por ser um
antigeno timo-dependente, requer apresencadelinfécitos
Ty parainduzir aproducéo deanticorpos. A fungéo efetora
dos linfocitos T consiste na producéo de varios tipos de
citocinas em quantidades dependentes da forma de apre-
sentacéo do antigeno e dos sinais co-estimuladores rece-
bidos pelas células T,y

O tipo de dieta influenciou o consumo de ragdo
(P£0,007) e aconversao alimentar (P£0001); adietacon-
trole (D1) proporcionou o maior consumo de racao e a pior
conversdo alimentar (Tabela 3). As aves em EPC tiveram
menor ganho de peso (P£0,0001) e menor consumo de
racao (P£0,0001) em comparacdo aquelasem ATN, o que
era previsivel, uma vez que esses resultados séo
referenciados em varios trabalhos na literatura (Czarick &

Tison, 1990; Smith, 1993; Bonnet et al., 1997; Plavnik &
Y ahav, 1998; Temim et al., 2000; Lagana & Ribeiro, 2007).

N&o foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos (P>0,05) para a variavel viabilidade no
periodo de 1 a 35 dias de idade. Por ser um antigeno
protéico purificado, assim como hemécias de ovinos, a
BSA estimula aresposta imune adaptativa, mas pratica-
mente ndo tém efeito sobre o sistema imune inato
(Humphrey & Klasing, 2004), responsavel pelaproducao
de citocinas pré-inflamatorias, que ocasionam as altera-
¢Oes mais evidentes de umarespostaimune, como redu-
¢ado deconsumo, febre e alteracdes nahomeostase meta-
bélica (Humphrey & Klasing, 2004), que podem contri-
buir para o aumento da mortalidade.

Como o calor ocorreudeformaciclica, asaves puderam
seadaptar consumindo menosdurante osperiodosdealta
temperatura, o que refletiu em menor consumo de ragdo
sem alterar as taxas de mortalidade. Teeter et al. (1984)
observaram que aumento no consumo deragéo em frangos
em estresse por calor reduziu a sobrevivéncia em 14%.
Cooper & Washburn (1998) e Lagana & Ribeiro (2007)
demonstraram que a exposi¢do de frangos atemperaturas
de 32°C durante algumas horas do dia ndo influenciou a
mortalidade.

Em virtude da transformacéo realizada nos dados, 0s
valores de producédo de anticorpos observados aos 35
diasdeidade setornaram negativos e aquel esmai s proximos
de zero foram interpretados como superiores (Tabela 3).
Asavesinoculadascom BSA apresentaram maior nivel de
anticorpos em comparagdo aquel as sem BSA (P£ 0,0001),
portanto, apresentaram resposta ao antigeno utilizado. A
guantidade de anticorpos nao diferiu significativamente
entre os tipos de suplementagdo vitaminico-mineral,
porém, houve diferencas em relacdo ao ambiente. As
avesem EPC produziram maisanticorposcontraBSA que
aquelas em ATN, independentemente do tipo de
suplementacdo (P<0,044). A maior producéo de anticorpos
no ambiente quente contrariaminformacdesde Zulkifli et
al. (1994) e Thaxton & Siegel (1970, 1972,1973), que
indicaram reducéo na producdo de anticorpos com o
aumento da temperatura de criacdo. Regnier et al. (1980)
eDonker et al. (1990) encontraram resultados queindicam
ndo haver efeito redutor do estresse por calor sobre a
producdo de anticorpos.

Ressalta-se que cada fonte de estresse pode afetar o
organismo do animal de formadiferente e, principalmente,
asrespostasimunol égi caspodem ser inconsi stentes, espe-
cialmente quando hagrande variagéo individual, como nas
linhagens comerciais, em razdo da grande heterozigose.
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Tabela 2 - Desempenho de frangos de 1 a 35 dias de idade criados em dois ambientes com dieta suplementada com vitaminas e minerais

e desafiados ou ndo com BSA

Ganho de peso médio (kg) Consumo de ragdo (kg) Conversdo alimentar (%) Viabilidade
Ambiente
ATN 2,170a 3,432a 1,58 97,7
EPC 2,031b 3,244b 1,60 95,8
P <0,0001 <0,0001 0,142 0,34
Dieta
D1 (controle) 2,099 3,426a 1,63b 96,4
D2 (controle + vitaminas) 2,109 3,319b 1,57a 98,4
D3 (controle + minerais) 2,079 3,303b 1,59a 96,9
D4 (controle + 2,115 3,304b 1,56a 95,5
vitaminas + minerais)
P 0,669 0,003 <0,0001 0,76
Inoculagéo
Inoculadost 2,093 3,318 1,59 97,4
Né&o inoculadog 2,108 3,358 1,58 96,2
P 0,501 0,146 0,603 0,55
CV % 3,91 2,84 2,47 8,44

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo LSmeans.

ATN = ambiente termoneutro (21 a 25°C).
EPC = estresse por calor (25 a 32°C).

D1 =Zn - 80 mg; Se - 0,3 mg; vit. E - 60 mg; vit. C - 0 mg; D2 = D1 + 100 mg vit. E, 300 mg vit. C; D3 = D1+ 40 mg Zn e 0,3 mg Se; D4 = D1+100 mg

vit. E e 300 mg vit. C + 40 mg Zn e 0,3 mg Se.
1 Inoculados com BSA; N&o inoculados.

Segundo Heckert et al. (2002), muitas técnicas comumente
utilizadas em laboratério paraavaliar aimunocompeténcia
sao Uteis em situacdes controladas e com aves de cruza-
mentos entre uma mesma raga, porém, podem apresentar
grande variabilidade quando utilizadas em linhagens
comerciais sob condi¢des de campo. Essa variabilidade
pode ser aumentada quando 0s par&metros ambientais
superam o nivel determotol eranciadasaves, como no caso
de estresse por calor.

Em condi¢des de estresse por frio, os resultados tam-
bém sdo bastante conflitantes. Subba Rao & Glick (1977)
observaram aumento naproducéo deanticorposcomfriode
7°C. Regnier et al. (1980) relataram pequeno efeito do frio
agudo sobre os titulos de anticorpos contra hemacias de
carneiro, enquanto Hester et al. (1996) observaramreducédo
naproducao de anti corpos apos exposi¢ao atemperaturade
0°C apenas em aves alojadas em gaiolasindividuais e ndo
naquelas em gaiolas coletivas.

Em alguns trabalhos que indicam apenas respostas
positivas da suplementacéo de vitamina E sobre o sistema
imune, foram utilizados niveis mais altos que os deste
trabalho; Ferket et al. (1993) observaram maior produgdo de
anticorpos contrahemaécias de ovinos com 300 Ul vit. E/kg
racéo.Por outrolado, Leshchinsky & Klasing (2001) obser-
varam aumento naproducdo deanti corposcontrahemacias
de ovino com suplementacdo de vitamina E em niveis
médios (50 Ul/kg), maso mesmo ndo ocorreu quando niveis

superiores foram utilizados (100 e 200 Ul/kg). Diferencgas
nas condi¢des ambientais, naintensidade dos desafios ou
apropriavariagao individual entre as aves podem explicar
as respostas encontradas naliteratura.

A inoculagdo com BSA provocou aumento nos pesos
absoluto e relativo da bursa (Tabela 4), que, por ser um
6rgdo linféide primario, responsavel pelo desenvolvi-
mento e pela proliferacéo de linféctios B, pode ter seu
tamanho aumentado apos estimul o antigénico. Os pesos
debago ndoforaminfluenciados pelainoculagdo. Segundo
Abbas (2000), o baco é considerado um 6rgéo linféide
secundario, por ser importante mas ndo indispensavel
parao sistemaimune. Alteragdes no peso do baco podem
néo ser téo indicativas do perfil imunolégico do animal
guanto o peso de bursa.

O ambiente influenciou significativamente os pesos
absoluto erelativo debago ebursa, umavez queasavesem
EPC tiveram menores pesos desses 6rgaos. Rosales et al.
(1989) observaram queavesem EPC apresentaram atrofiade
timo, bursaebaco. Puvadol pirod & Thaxton (2000) notaram
gueopesorelativodebaco reduziu 27%, odebursaem 43%
e 0 de timo em 65% uma semana apos injecdo de doses de
ACTH em frangos de corte de 5 semanas de idade.

Osdados observados nesta pesqui saforam semel hantes
aos descritos por Donker & Beuving (1989) e indicam que
indices morfométricos bursais sdo bons indicativos de
estresse, que, por sua vez, causa involugcéo nos 6rgaos

© 2008 Sociedade Brasileira de Zootecnia



Ribeiro et al. 641

Tabela 3 - Densidade o6tica de anticorpos anti-BSA no soro de
frangos aos 35 dias de idade, desafiados ou ndo com
BSA, criados em dois ambientes e alimentados com
dietas suplementadas com vitaminas e minerais

Fator Densidade 6tica*
Ambiente
ATN 0,22b
EPC 0,27a
P 0,04
Dieta
D1 (Controle) 0,19
D2 (Controle + vitaminas) 0,34
D3 (Controle + minerais) 0,29
D4 (Controle + vitaminas + minerais) 0,15
P 0,33

Inoculagdo com BSA

Inoculados 0,38a

N&o inoculados 0,10b
[ <0,0001

CV % 24,7

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05)
entre si pelo LSmeans.

*Dados analisados por transformacao Box- Cox.

ATN = ambiente termoneutro (21 a 25°C)

EPC = estresse por calor (25 a 32°C).

D1 =80 mg Zn; 0,3 Se, 60 mg vit. E, 0 mg vit. C; D2 = D1+ 100 mg vit.
E e 300 mg vit. C; D3 =D1+40 mg Zne 0,3 mg Se; D4 =D1+100 mg vit.
E e 300 mg vit. C + 40 mg Zn e 0,3 mg Se.

linféides primarios. Embora as aves tenham sido submeti-
das ao estresse por apenas trés semanas, ainvolucao dos
orgédoslinfoidespbde ser observadamesmo em situacéo de
EPC ciclico.

A suplementagdo vitaminico-mineral da dieta ndo
influenciou os pesos absoluto erelativo de bursae baco.
Bartlett & Smith (2003) também n&o encontraram diferencas
no peso relativo de érgaos linfoéides de frangos em EPC
ciclico alimentados com ra¢des suplementadas com 32,
40 e 100 ppm de zinco.

Né&ofoi observadainterac@o significativaentreosfatores
analisados para a contagem diferencial de leucécitos
(Tabelab). A inoculagdo com BSA ndo provocou diferengas
significativas no nimero de heteréfilos e linfécitos totais
nem narelagéo H/L, o que confirma que a inocula¢éo ndo
representou umacausade estresse paraasaves. Por outro
lado, 0 ambienteinfluenciou o nimero de heterdfilostotais
(P£0,088), assim como arelagcdo H/L (P£0,039), pois as
aves em EPC apresentaram maior relacdo H:L em compara-
caoaguelasem ATN. Avesexpostasaagentesestressantes
de diferente natureza (temperatura, trauma, drogas,

patégenos, manej o) tém o sistemanervoso ativado, ocor-
rendo aliberacéo de adrenalina e noradrenalina e também
de corticosterona, que age paraaumentar o suprimento de
energia do organismo. Um estresse persistente significa
secrecdo prolongada de corticosterona, o que causa
inGmerosprejuizosao animal, inclusive no sistemaimune.
Os corticosteréides provocam leucocitose, com neutrofilia
e linfopenia, e consequente aumento na relacéo
neutréfilo:linfécito (Colditz, 2002). Altan et al. (2000)
encontraram resultados semelhantes, com aumento de
34% nos heterdfilos de frangos de 42 dias de idade
expostos a um EPC agudo de 39°C por 2 horas. Mitchell
et al. (1992) e Lagana & Ribeiro (2007) encontraram
relagbes H/L superiores a 0,62 em frangos durante o
transporte por mais de 3 horas e em altas temperaturas,
respectivamente.

O numero delinfécitosnédo foi influenciado (P=0,64)
pelo ambiente, emboraas aves em EPC tenham apresenta-
do menor namero de linfécitos totais, concordando com
Macari & Luquetti (2002), querelataram que, em situaces
de estresse, com aliberacéo de ACTH, ocorre reducdo do
nimerodelinfdcitoscircul antes, colaborando paraaumentar
arelagcdo H/L.

A suplementagédo com minerais e vitaminas ndo afetou
significativamente o nimero de heteréfiloselinfocitosea
relacdo H/L. Puthpongsiriporn et al. (2001), no entanto,
observaram aumento no ndmero de linfécitos com a
suplementacdo de 65 Ul de vit. E/kg de rac&o, enquanto
Campo & Dévila(2000) verificaram quegalinhasestressadas
pelo calor e alimentadas com ra¢des suplementadas com
1.000 ppm de vitamina C, 250 ppm de vitamina E, 0,5% de
triptofano e 250 ppm de niacina apresentaram linfopenia e
reducdo na relacéo heterdfilo: linfocito (0,65 vs 0,43) em
relacdo as aves sem suplementacéo.

Conclusodes

A suplementacéo de vitaminas E e C e dos minerais
organicoszinco e selénio ndo influenciou aproducao de
anticorposdefrangosde corte desafiadoscom albumina
séricabovina; no entanto, o estresse por calor provocou
maior producdo de anticorpos contra esse antigeno. A
inoculacdo com albumina sérica bovina mostrou-se um
recurso adequado para avaliar imunidade humoral de
frangos, umavez que asavesresponderam com aumento
naproducao de anticorpos e no tamanho de bursa. Além
disso, o desafio, independentemente do ambiente e da
dieta, ndo afetou o desempenho das aves.
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Tabela 4 - Pesos (P) absolutos (g) e relativos (rel) (%) de bago e bursa de frangos de 35 dias desafiados ou nao com BSA, criados

em dois ambientes e alimentados com dietas suplementadas com vitaminas e minerais

Peso bursa Peso relativo bursa Peso bago Peso relativo bago
Ambiente
ATN 4,81a 0,21a 2,37a 0,10a
EPC 3,43b 0,16b 1,72b 0,08b
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Dieta
D1 (controle) 4,25 0,19 2,05 0,09
D2 (controle + vitaminas) 4,08 0,18 2,00 0,09
D3 (controle + minerais) 4,40 0,21 2,00 0,09
D4 (controle + vitaminas + minerais) 3,74 0,17 2,11 0,09
P 0,13 0,09 0,87 0,80
Inoculagdo com BSA
Inoculados 4,44a 0,20a 2,07 0,09
N&o-inoculados 3,790 0,17b 2,02 0,09
P 0,003 0,003 0,68 0,73
CV % 28,12 27,68 31,15 30,67

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo LSmeans.

ATN = ambiente termoneutro, 21 a 25°C.
EPC = estresse por calor, 25 a 32°C.

D1 = 80 mg Zn; 0,3 Se, 60 mg vit. E, 0 mg vit. C; D2 = D1 + 100 mg vit. E e 300 mg vit. C; D3 = D1 + 40 mg Zn e 0,3 mg Se; D4 = D1 + 100 mg vit. E

e 300 mg vit. C + 40 mg Zn e 0,3 mg Se.

Tabela 5 - Valores de heterdéfilos, linfécitos por L e relagdo H/L de frangos de 35 dias desafiados ou ndo com BSA, criados em dois
ambientes e alimentados com dietas suplementadas com vitaminas e minerais

Heterofilos Linfocitos Relagéo H/L
Ambiente
ATN 10.602 15.969 0,69a
EPC 12.275 15.578 0,84b
P 0,09 0,64 0,04
Dieta
D1 (controle) 11.288 15.499 0,80
D2 (controle + vitaminas) 12.268 15.583 0,84
D3 (controle + minerais) 11.212 16.361 0,70
D4 (controle + vitaminas + minerais) 10.988 15.651 0,73
=) 0,79 0,89 0,47
Inoculagdo com BSA
Inoculados 11.418,81 15.543,00 0,74
N&o inoculados 11.458,91 16.004,03 0,78
P 0,969 0,604 0,574
CV % 47,49 30,25 49,94

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo LSmeans.

ATN = ambiente termoneutro, 21 a 25°C.
EPC = estresse por calor, 25 a 32°C.
D1 = 80 mg Zn; 0,3 Se, 60 mg vit. E, 0 mg vit. C.

D1 =80 mg Zn; 0,3 Se, 60 mg vit. E, 0 mg vit. C; D2 = D1+ 100 mg vit. E e 300 mg vit C; D3 = D1 + 40 mg Zn e 0,3 mg Se; D4 = D1 + 100 mg vit. E e

300 mg vit. C + 40 mg Zn e 0,3 mg Se.
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