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Efeito do Estresse Térmico Agudo sobre os Niveis da Proteina e RNA Mensageiro da
HSP70, em Figado e Cérebro de Pintos de Corte de Diferentes Linhagens

Nelson José Laurino Dionello'4, Jesus Aparecido Ferro?, Marcos Macari3, Fernando Rutz?,
Luiz Roberto Furlan3, Maria Inés Tiraboschi Ferro?

RESUMO - Oitenta pintos de corte de duas linhagens, pescogo pelado (Na/na) e Hubbard-Pettersen, entre 2 e 5 dias de idade, foram
expostos a estresse térmico agudo (36-37°C), durante cinco horas. Foram avaliados temperatura cloacal e peso corporal individuais ao
inicio e final do periodo de estresse térmico agudo. Os pintos foram sacrificados ao final e amostras de figado e cérebro foram coletadas
e analisadas por Western Blotting e Northern Blotting, para quantificagdo da proteina e RNA mensageiro da Hsp70, respectivamente.
Os resultados apresentaram maiores niveis protéicos de Hsp70 no tecido cerebral do que no hepatico. Antes do estresse térmico, ndo
houve diferencas de linhagens para expressdo e sintese de Hsp70, em ambos os tecidos. Apods o estresse térmico, as aves estressadas
apresentaram maiores niveis protéicos de Hsp70, quando o tecido analisado foi o figado (para as pescogo pelado nas idades de 4 e 5 dias),
e menores niveis, em relagdo as controles, quando o tecido analisado foi o cérebro (para as Pescogo pelado na idade de 2 dias). O tamanho
do transcrito de RNA mensageiro de Hsp70 foi de 2,7 kb. Os resultados do presente experimento sugerem que, para o tecido cerebral,
a inducéo de Hsp70 ocorreu em niveis transcripcional e traducional e para o tecido hepatico foi detectada apenas alteragdo em nivel

traducional, para ambas as linhagens.

Palavras-chave: estresse por calor agudo, Hsp70 hepatica e cerebral, proteina e RNA mensageiro de Hsp70, Northern Blotting e
Western Blotting

Effect of Acute Heat Stress on Hepatic and Cerebral Messenger RNA Heat Shock Protein 70 and
Heat Shock Protein 70 Level of Broiler Chicks from 2 to 5 Days Old of Different Strains

ABSTRACT - Eighty broiler chicks, Naked neck (Na/na) and Hubbard-Pettersen strains, were exposed to acute heat stress (36-
37°C), from 2 to 5 days of age, and body weight and cloacal temperature were measured in the beginning and at the end of the heat stress
period (5h). Birds were sacrificed at the end and liver and brain samples were collected and analyzed using Western Blotting and Northern
Blotting to quantify Hsp70 levels and mRNA Hsp70 transcript, respectively. The brain tissue had higher Hsp70 level than liver tissue.
Before heat stress it was not observed difference in the Hsp70 expression between strains. After heat stress in the liver it was observed
in increase in the Hsp70 level (naked neck birds at 4 and 5 days), and in the brain a reduced Hsp70 level was found when compared with
the control birds (Naked neck birds at 2 days). The size of the mRNA Hsp70 transcript was 2.7 kb. The data of this experiment suggest
that to the brain tissue heat stress affect Hsp70 at transcriptional and translational levels, and for hepatic tissue the effect is only at
translational level, for different lines.

Key Words: acute heat stress, hepatic and brain Hsp70, protein and mRNA Hsp70, Northern Blotting and Western Blotting

Introducao

A existéncia de uma base genética para resisténcia
ao calor foi comprovada por EBERHART e
WASHBURN (1993b), os quais concluiram que a
criagdo de aves com maior resisténcia ao calor seria
a alternativa para as regides de climas tropicais. A
introdugdo do gene do pescogo pelado em duas popu-
lagdes, uma de alto e outra de baixo peso corporal,

mostrou que as aves da populagdo de alto peso
corporal adquiriram resisténcia ao estresse por calor.
Estas aves apresentaram menor consumo alimentar,
0 que levou a menor producdo de calor interno e,
conseqiiente, menor risco de estresse hipertérmico.
EBERHART ¢ WASHBURN (1993a), avaliando
aves de pescoco pelado e normais, encontraram
correlagdo negativa entre a temperatura corporal
basal e a variacdo de temperatura corporal apds o
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estresse térmico agudo. Ja MAZZI (1998) verificou
melhor desempenho das aves heterozigotas (pescoco
pelado), comrelagdo a resisténcia ao calor, constatando
menores mortalidade e perda de peso corporal, quando
submetidas ao estresse térmico agudo, em relagdo as
homozigotas e normais. Igualmente CAHANER et al.
(1993) e YAHAYV et al. (1998) observaram que o
desempenho de individuos heterozigotos (Na/na) foi
superior ao dos individuos normais, quando expostos as
altas temperaturas ambientes (32°C).

A exposicao ao calor foi a primeira maneira de se
induzir a formagao das proteinas de estresse e, por
isso, elas tornaram-se conhecidas como proteinas do
choque térmico (Hsps) (CRAIG, 1985; LINDQUIST
e CRAIG, 1988). A aquisi¢do de termotolerdncia,
segundo PARSELL e LINDQUIST (1995), esta rela-
cionada com aumentos nos niveis da proteina Hsp70.
A exposicdo dos individuos a hipertermia leva a res-
posta rapida e transitdria, em niveis transcripcional e
traducional, o que BURDON (1986) considerou ser o
mecanismo responsavel pela sobrevivéncia celular
durante o periodo de estresse. Entre as Hsps, a que se
apresenta em maiores niveis, a condigdes estressantes,
¢ a Hsp70. MORIMOTO ¢ FODOR (1984) verifica-
ram a ocorréncia de transcri¢ao preferencial de RNAs
mensageiros que codificam para proteinas de choque
térmico, paralela ao bloqueio na transcrigdo de outras
proteinas. Dessa forma, as Hsps atuariam como
chaperones moleculares, chegando a impedir a agre-
gacdo de certas proteinas durante o estresse térmico
(LINDQUIST e CRAIG, 1988). A observagao de
determinado nimero de genes ativos das Hsps, tanto
nos individuos controles quanto nos estressados, foi
realizada por BALER et al. (1992), detectando as
formas constitutiva e induzida, dessas proteinas.

O mecanismo molecularenvolvidonaaclimatagdoe
tolerancia ao calor nas aves ndo tem sido perfeitamente
entendido. Diversos autores encontraram niveis protéicos
ou RNA mensageiro de Hsp70, em células de aves in
vitro (MILLER e QURESHI, 1992a ¢ b; MORIMOTO
et al., 1986) ¢ em tecidos de aves in vivo (WANG ¢
EDENS 1993 ¢ 1994; GABRIEL etal., 1996; GIVISIEZ,
1997 e MAZZ1, 1998). Estudos realizados por WANG
e EDENS (1994) e GABRIEL et al. (1996) demonstra-
ram aumento nos niveis desta proteina e em seu RNA
mensageiro em diferentes tecidos de aves expostas a
altas temperaturas. YAHAYV et al. (1997) comprova-
ram que o condicionamento (36°C) dos pintinhos até a
idade de 5 dias melhorou a termotolerancia aos 42 dias
de vida, sendo os niveis de Hsp70 no coragdo e pulmdes
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menores que nas aves controles.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos do estresse térmico agudo (36+1°C) aplicado
em pintos de corte, de uma linhagem comercial
(Hubbard-Pettersen) comparada ao genotipo Pesco-
co pelado (Na/na), sobre a sintese e expressdo da
proteina de 70 kD (Hsp70), na idade de 2 a 5 dias.

Material e Métodos

Estresse termico

Quarenta pintos de duas linhagens: pescogo pelado
(Na/na) e Hubbard-Pettersen, do 2° ao 5° dia de idade,
foram estressados a 36+1°C durante 5 horas/dia e os
outros quarenta pintos das mesmas linhagens foram
mantidos em condi¢gdes de termoneutralidade (32°C). A
temperatura cloacal foi avaliada ao inicio e final do
periodo experimental, por meio de uma sonda introduzida
5 cm na cloaca (termistor) e acoplada a um
teletermometro (Yellow Spring Instruments Co.,Ohio).
Todos os pintos foram pesados ao inicio e final do
periodo de estresse, quando foram mantidos sem agua
eracdo. Em cada dia, cinco pintos, escolhidos ao acaso,
de cada linhagem e submetidos ou ndo ao calor, foram
sacrificados ao final do periodo de estresse, sendo
colhidas amostras de figado e cérebro. Essas amostras
foram utilizadas para determinagdo da quantidade de
proteina Hsp70 (figado e cérebro) e RNA mensageiro
de Hsp70 (cérebro). As varidveis obtidas foram analisa-
das pelo Estat - Sistema para Analises Estatisticas do
Departamento de Ciéncias Exatas da FCAV-UNESP.
Paraanalise de variancia foi utilizado um arranjo fatorial
2 x 2 x 4, para os efeitos de linhagens (Pescogo pelado
¢ Hubbard-Pettersen), estresse (estressados e contro-
les) e idade (2, 3, 4 ¢ 5 dias).

O seguinte modelo matematico foi usado:

Yijkl =m+l+ s +dy + Isij +1d;, + sdjk + Isdijk + €k
em que: Yijkl = observacgao I, pertencente a linhagem i,
do tratamento j, no dia k; l; = efeito da linhagem i
(i=1,2); 8;= efeito do estresse j, (j=1, 2); d; = efeito da
idade em diask, (k=2, 3,4, 5); Isij = efeito da interagao
linhagem x estresse; 1d;; = efeito da intera¢do linhagem
x idade em dias; sdjk = efeito da interacdo estresse x
idade em dias; lsdijk = efeito da interacdo linhagem x
estresse x idade em dias; €jjig = ©ITO experimental,
associado a cada observacao.

Anadlise de Western Blotting

Meio grama de figado ou cérebro das aves foi
homogeneizado, com homogeneizador ultra turrax,
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em 5 mL de tampao de lise (20mM tris pH 7,5, 0,75 M
cloreto de sd6dio, 2mM 2-b-mercaptoetanol) e
centrifugado a 30.000xg por 30 minutos a 4°C. A
concentragdo de proteina do sobrenadante foi
quantificada pelométodode HARTREE (1972), usando
soro albuminabovina como padrdo. Trintamicrogramas
de proteina total foram aplicados e separados em gel de
9% poliacrilamida contendo SDS (LAEMMLI, 1970),
usando sistema da Bio-Rad (Mini Protean II). Os géis
foram corados com Coomassie blue, segundo método
proposto por MORRISSEY (1981), e transferidos para
membranas de nitrocelulose, segundo procedimento
proposto por TOWBIN et al. (1979). Logo apos, as
membranas foram corada em Ponceau S (0,5% em
acido acético 1%) para verificagdo da eficiéncia de
transferéncia. Apds a remocdo do Ponceau S por
lavagem em agua deionizada, as membranas foram
incubadas em 10 mL de TBS-leite em p6 gelado (10mM
tris, pH 8,0; 150 mM cloreto de sodio; 5% leite em po
desnatado e 0,02% Tween-20) por 1 hora para
bloqueamento de sitios de ligacdo nao especificos. As
membranas foram entdo incubadas com 10 mL de TBS-
leite em pd gelado contendo anticorpo monoclonal
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO) anti Hsp70 na
dilui¢ao de 1:1000. Apos a incubagdo, as membranas
foram lavadas quatro vezes (cinco minutos cada) com
10 mL de TBST gelado (10 mM tris, pH 8,0; 150 mM
cloreto de sodio e 0,05% Tween-20) e 1 vez (10
minutos) com TBS gelado. Adicionou-se o anticorpo
secundario anti IgG de camundongo conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO) por 1 hora. Apos lavagens com TBST e TBS
gelada, foi desenvolvida areagao de cor, utilizando os
substratos cromogénicos (0,3 mg/mL NBT
(nitrobluetetrazolium) e 0,15 mg/mL BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato)) em tampao contendo 100
mM tris, pH 9,5, 100 mM cloreto de so6dio e 5 mM
cloreto de magnésio.

Quantifica¢do das amostras de proteina total

Os sinais obtidos para analise de Western Blotting
foram quantificados por meio de um densitometro
(Model CS-9000, Shimadzu, Japan) e determinada a
relacdo de area entre a area de cada amostra e a area
da amostra de referéncia. Utilizando uma curva
padrdo elaborada para a relagdo de area entre areas
de diferentes concentragdes da proteina Hsp70 em
ng por mL, foi possivel obter-se a quantidade de
Hsp70 em cada amostra individual de figado ou
cérebro em ng de Hsp70 por mg de proteina total.
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Analise de Northern Blotting

O RNA total foi obtido de 0,5 grama de figado ou
cérebro de acordo com o método descrito por
CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987). Vinte
microgramas de RNA total foram desnaturados com
formaldeido (SAMBROOK et al., 1989), separados
por eletroforese em gel de agarose de 1,2% - 2,2 M
formaldeido e transferidos (SOUTHERN, 1975) para
membranas de nylon usando 10X SSPE (20X SSPE=
3M NaCl; 0,2 M NaH,PO,.H,0; 0,02 M EDTA, pH
7,4). Antes da transferéncia, foi observada a integrida-
de do RNA no gel de agarose em um transiluminador
(Foto/Prep II, Fotodyne Incorporated, New Berlin,
WI). A fixacdo do RNA ocorreu pela colocacdo das
membranas em um transiluminador (CL-1000
Ultraviolet Crosslinker). Os sinais das moléculas espe-
cificas de RNA mensageiro de Hsp70 foram verifica-
dos usando uma sonda de DNA complementar de
Hsp70 de galinha marcada com [a32P] dATP e [a32P]
dCTP, conforme o método de “random primed DNA”
de FEINBERG ¢ VOGELSTEIN (1983), usando um
kit da Boehringer (Boehringer Mannheim Gmbh,
Mannheim, Germany). As membranas foram pré-
hibridizadas durante 2 horas com 5x SSPE, 50%
formamida, 5x Denhardt’s reagent (1xDenhardt’s=
200mM Ficoll, 200 mg/mL polyvinylpyrrolidina e 20
mg/mL BSA), 0,1% SDS e 100 mg/mL de DNA de
espermade salmao desnaturado,a42°C. A hibridizagao
foi conduzida durante a noite, a 42°C, e, logo apos, as
membranas foram lavadas em condi¢Oes de alta
estringéncia, 1 vez (30 minutos) com ”"Wash I” (2x
SSPE; 0,1% SDS) a42°C, 2 vezes (30 minutos) a 65°C
com “Wash II” (1x SSPE; 0,1% SDS) e 2 vezes (30
minutos) a 65°C com “Wash III”” ( 0,1% SSPE; 0,1%
SDS), sendo expostas a filme de raio X, em chassis
com intensificador a -80°C, durante 6 dias. Apds a
exposi¢ao, as membranas foram lavadas para retirada
dasondade Hsp70 e re-hibridizadas com sonda de 28S,
usando-se o mesmo protocolo acima descrito. A expo-
sicdo a filme de raio X foi por um periodo de 60
minutos. Os sinais obtidos nas analises de Northern
Blotting foram quantificados por um densitometro
(Model CS-9000, Shimadzu, Japan).

Resultados e Discussio
Os valores dos niveis protéicos de Hsp70 obser-

vados na fracdo soltvel (sobrenadante) das amos-
tras de figado estdo apresentados na Tabela 1. Foram
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Tabela 1 - Niveis médios e erro padrdo de Hsp70 (ng Hsp70/mg proteina total) na fragdo sollvel de tecido hepatico por
linhagens, estresse e idades, para pintos de corte
Table 1 - Average Hsp70 levels (ng Hsp70/mg total protein) in hepatic tissue for strains, stress and age, from broiler chickens

Linhagem Estresse Idade (dias)
Strain Stress Age (days)
2 3 4 5
Efeito do estresse
Stress effect
Pescogo pelado Estressados 6,9+0,4% 4,5+0,42 8,5+0,52 8,7+0,5%
Naked neck Stressed
Pescogo pelado Controle 7,0+0,72 4,3+0,32 5,6+0,8b 5,1+0,8b
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen estressados 6,4+0,52 6,9+0,72 6,6+1,02 5,8+0,32
Stressed
Hubbard-Pettersen Controle 6,2+0,52 7,0+0,82 4,6+0,4% 6,9+0,52
Control
Efeito dalinhagem
Strain effect
Pescoco pelado Estressados 6,9+0,42 4,510,4b 8,5+0,52 8,7+0,52
Naked neck Stressed
Hubbard-Pettersen Estressados 6,4+0,52 6,9+0,72 6,6+1,02 5,8ﬂ:0,3b
Stressed
Pescogo pelado Controle 7,0+0,72 4,3+0,3b 5,6+0,8b 5,1+0,8b
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen Controle 6,2+0,52 7,0+0,82 4,6+0,4% 6,9+0,52
Control

Médias, na coluna, seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste Tukey (P<0,05).
Means, within a column, followed by different letters are significantly different by Tukey test (P<.05).

encontradas diferencas estatisticas para os efeitos de
linhagens e estresse, dentro das idades avaliadas. Para
o efeito de estresse, os resultados mostraram que os
pintos Pescoco pelado estressados apresentaram mai-
ores niveis de Hsp70 (P<0,05) no figado, nas idades
de4 e 5 dias, do que os pescogo pelado controles. Entre
os pintos Hubbard-Pettersen, estressados e controles,
ndo houve diferenga entre os niveis de Hsp70 no
figado, nas diferentes idades. Comrelagao a linhagem,
constatou-se diferenca (P<0,05) entre os niveis de
Hsp70 hepatico para os pintos estressados nas idades
de 3 e 5 dias, sendo que os da linhagem Hubbard-
Pettersen apresentaram maiores niveis de Hsp70 no
figado (6,9 > 4,5 ng de Hsp70/mg de proteina total) na
idade de 3 dias do que os pescogo pelado, enquanto o
inverso correu na idade de 5 dias. Este resultado
ocorrido na idade de 3 dias estd de acordo com os
resultados obtidos por EDENS etal. (1992), GABRIEL
etal. (1995)e MAZZI(1998), os quais verificaram que
aves de linhagens selecionadas apresentaram maiores
niveis de Hsp70 no figado, quando estressadas.
Como em aves a Hsp70 ¢ tanto constitutiva
quanto induzida, igualmente em pintos controles
Hubbard-Pettersen houve maior sintese de Hsp70 na
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idade de 3 dias (P<0,05).

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dos
niveis protéicos de Hsp70 observados na fragdo
soluvel das amostras de cérebro. Observou-se que os
pintos controles Pescogo pelado, na idade de 2 dias,
apresentaram maiores niveis (P<0,05) de Hsp70
(10,6>7,8 ng Hsp70/mg de proteina total). Com rela-
¢do a linhagem, houve na idade de 2 dias diferenca
significativa entre os controles, com os pintos pescogo
pelado apresentando maior nivel de Hsp70.

Comparando-se os resultados obtidos em ambos
tecidos, pode-se verificar que os mecanismos de
resposta dos dois tecidos estudados agiram de forma
oposta. Enquanto ao se analisar o tecido hepatico, os
pintos estressados pescogo pelado nas idades de 4 e 5
dias apresentaram maiores niveis de Hsp70 (P<0,05),
nas amostras colhidas no cérebro, os individuos con-
troles pescogo pelado na idade de 2 dias apresentaram
maiores niveis de Hsp70 (P<0,05). Com relagdo aos
tecidos do cérebro, SCHMIDT-NIELSEN (1995)
relatou que alguns animais apresentam mecanismos
que ndo permitem a este 6rgao um aumento de tempe-
ratura, mantendo-se o mesmo, inclusive com tempera-
tura de 2 a 3°C abaixo da temperatura corporal.
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Tabela 2 - Niveis médios (+EPM) de Hsp70 (ng Hsp70/mg proteina total) na fragdo soluvel de tecido cerebral por linhagens,
estresse e idades, para pintos de corte
Table 2 - Average Hsp 70 levels (ng Hsp70/mg total protein) in cerebral tissue for strains, stress and age, from broiler chickens

Linhagem Estresse Idade (dias)
Strain Stress Age (days)
2 3 4 5
Efeito do estresse
Stress effect
Pescogo pelado Estressados 7,8+0,3b 9,6+1,32 7,6+0,52 5,8+0,62
Naked neck Stressed
Pescogo pelado Controle 10,6+0,72 12,3+0,82 7,3+0,92 7,4+0,52
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen estressados 7,5+0,22 7,5+0,92 7,2+1,42 7,9+1,62
Stressed
Hubbard-Pettersen Controle 6,7+0,42 10,3£0,92 7.4+1,12 7,7+1,22
Control
Efeito dalinhagem
Strain effect
Pescogo pelado Estressados 7,7+0,32 9,6+1,42 7,6+0,52 5,8+0,62
Naked neck Stressed
Hubbard-Pettersen Estressados 7,540,228 7,5+0,92 7,2+1,42 7,9+1,62
Stressed
Pescogo pelado Controle 10,6+0,72 12,3+0,82 7,3+0,92 7,4+0,52
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen Controle 6,7+0,4° 10,3+0,92 74+1,12 7,7+1,22
Control

Médias, na coluna, seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste Tukey (P<0,05).
Means, within a column, followed by different letters are significantly different by Tukey test (P<.05).

Na Figura 1 ¢é apresentada a autorradiografia do Pescogo pelado Hubbard-Pettersen
Northern Blotting, mostrando o transcrito de RNA AR1E 2E 3E 4E1C2C 3C 4CM1E2E 3E 4E 1C 2C3C4C
mensageiro de Hsp70 no tecido cerebral, com tama-
nho de 2,7 kb. A presenca do transcrito pode ser
notada nesse tecido, sendo que isto ocorreu em
ambas linhagens, tanto nas aves estressadas quanto
nas controles, em todos os dias. Este resultado corro-
bora as observagdes de YAHAV et al. (1997), que,
analisando amostras de tecidos de pulmoes de fran-
gos de corte, detectaram a hibridizagdo do RNA total,
em individuos estressados ou ndo. O tamanho do
transcrito de 2,7 kb (Figura 1) foi semelhante aqueles
obtidos em trabalhos realizados por MORIMOTO et

I\ < 2,70kb

Figura 1 - (A) - Autorradiografia do Northern Blotting obtido

al. (1986) e GABRIEL (1996). a partir de 20 mg de RNA total de tecido de
Na Tabela 3 estdo os resultados dos niveis de cérebro de pintos linhagens Pescogo pelado

. . - e Hubbard-Pettersen, estressados e controles,

RNA mensageiro do tecido cerebral. Nao houve nas idades de 2, 3. 4 e 5 dias. AR - amostra de
efeito do estresse sobre os niveis de RNA mensa- referéncia, 1E - estressado da idade de 2 dias,
. . . 1C - nado estressado da idade de 2 dias,
geiro de pintos pescoco pelado. Entretanto, os p¥ntos M - marcador RNA ribossomal 23S e 16S.
pescoco pelado controles apresentaram maiores (B) - Autorradiografia do Northern Blotting usando
valores absolutos para o RNA mensageiro nas idade , RNA ribossomal 28S sobre a mesma membrana.
. . . - Figure 1 - (A) - Northern blot analysis from 20 mg of total RNA in

de 2 e 3 dias e menor na idade de 5 dias, em relag@o cerebral tissue isolated from control and heat stressed
aos estressados. Ja para os pintos Hubbard- broiler chickens (Naked neck and Hubbard-Pettersen),
Pettersen, observou-se diferenca significativa nas from 210 5 days old. AR - reference sample, 1E - stressed

B . . 2 days, 1C - control 2 days, M - RNA marker. (B) -
idades de 2 e 5 dias, ocorrendo maiores valores Northern blot with ribosomal 28S RNA.
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(P<0,05) de RNA mensageiro para os pintos contro-
les aos 2 dias de idade e para os estressados aos 5
dias de idade. Com relagdo ao efeito de linhagem,
observou-se apenas diferenca (P<0,05) na idade de
2 dias, quando os pintos controles Hubbard-Pettersen
apresentaram maior quantidade de RNA mensagei-
ro que os pescoco pelado controles.

Para o tecido hepatico, onde ndo apareceram os
transcritos nas amostras analisadas, estes resultados
corroboram os de YAHAYV et al. (1997), obtidos em
estudos realizados também com este tecido. Este fato
pode ter ocorrido em fungdo do tempo de exposicao,
pois, segundo SKIDMORE etal. (1995), o nivel maximo
de Hsp70 induzida é variavel entre os tecidos colhidos e
pode ocorrer algumas horas apds a exposi¢do dos
individuos aos estressantes. A idade das aves também
pode ser importante, sendo os pintos mais resistentes ao
estresse térmico agudo que as aves adultas (MACARI
et al., 1994) e, assim, maiores temperaturas seriam
necessarias para que houvesse a expressdo de RNA
mensageiro de Hsp70, como foi evidenciado em resul-
tados de pesquisas de GABRIEL (1996), que, traba-
lhando com amostras de figado de frangos de corte,
mostraram sinais ndo tdo claros na hibridizagdo

(autorradiografia) para o primeiro dia de vida das aves
em relacdo as hibridizagdes obtidas nas idades de 21 e
42 dias. Outro fator importante pode ser a temperatura
utilizada no momento do estresse térmico agudo, que
pode ter sido responsavel pela pequena indugdo de
Hsp70 e pelo fraco sinal obtido nas autorradiografias,
ndo permitindo sua leitura pelo densitdometro.

Alguns autores (YAHAYV et al., 1997) sugerem
que a inducdo da sintese de Hsps em tecidos corpo-
rais esta diretamente correlacionada com a extensao
do periodo de hipertermia, o que permite inferir que
o tempo de exposigdo ao estresse térmico pode ndo
ter sido suficiente para indu¢ao das Hsps ou que a
resposta ao estresse térmico pode ter sido transitoria.

Provavelmente, de acordo com os resultados
obtidos para os niveis protéicos de Hsp70, em que
maior quantidade desta proteina foi encontrada no
tecido cerebral em relagdo ao tecido hepatico, a
quantidade de RNA mensageiro apresentada pelo
tecido hepatico deve ser menor do que a quantidade
apresentada pelo tecido cerebral. Igualmente, sabe-se
de que apenas 5% do RNA total ¢ RNA mensageiro
e, segundo THEODORAKIS et al. (1988), em
reticulécitos de galinha, ao aplicar-se o choque

Tabela 3 - Niveis médios (+tEPM) de RNA mensageiro de Hsp70 (unidades arbitrarias) em tecido cerebral por linhagens,

estresse e idades, para pintos de corte

Table 3 - Average levels (arbiter units) of messenger RNA Hsp 70 in cerebral tissue for strains, stress and age, from broiler chickens

Linhagem Estresse Idade (dias)
Strain Stress Age (days)
2 3 4 5
Efeito do estresse
Stress effect
Pescogo pelado Estressados 1,4+0,12 1,8+0,6a 1,3+0,32 2,9+0,82
Naked neck Stressed
Pescogo pelado Controle 1,8+0,4% 2,6+0,42 1,4+0,22 1,5+0,62
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen estressados 2,3+0,7° 1,2+0,22 1,9+0,42 2,6+0,42
Stressed
Hubbard-Pettersen Controle 4,3+0,02 1,5+0,62 1,4+0,12 1,4+0,2°
Control
Efeito dalinhagem
Strain effect
Pescoco pelado Estressados 1,4+0,12 1,8+0,62 1,3+0,32 2,9+0,82
Naked neck Stressed
Hubbard-Pettersen Estressados 2,3+0,72 1,2+0,22 1,9+0,42 2,6+0,42
Stressed
Pescogo pelado Controle 1,8+0,4b 2,6+0,42 1,4+0,22 1,5+0,62
Naked neck Control
Hubbard-Pettersen Controle 4,3+0,02 1,5+0,62 1,4+0,12 1,4+0,22
Control

Médias, na coluna, seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste Tukey (P<0,05).
Means, within a column, followed by different letters are significantly different by Tukey test (P<.05).
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térmico, os niveis de RNA mensageiro aumentaram
2 vezes, enquanto a sintese protéica chega a ser
aumentada em 10 vezes. Nos individuos estressados,
os niveis de RNA mensageiro diminuiram, em valo-
res absolutos, com a idade, concordando com resul-
tados obtidos por WANG ¢ EDENS (1994) ¢
HEYDARI et al. (1993), os quais verificaram au-
mento em aves, com subseqiiente queda e, em ratos,
diminui¢do com a idade, nos niveis de RNA mensa-
geiro e protéicos de Hsp70, respectivamente.

Conclusoes

As linhagens apresentaram semelhanca quanto
aos niveis protéicos e de RNA mensageiro de Hsp70.

A indugdo da Hsp70 em resposta ao estresse
térmico ocorreu tanto em nivel transcripcional quanto
em nivel de traducdo, para o tecido cerebral e somente
em nivel traducional para o tecido hepatico.
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