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RESUMO
BITTAR, Eustaquio Resende. Estudos metabélicos em frangos de corte com sindrome
ascitica: aspectos bioquimicos e ultraestruturais. Lavras: UFLA, 1997. 46p. (Dissertagao-
Mestrado em Zootecnia').

- Com o crescente desenvolvimento da avicultura surgiram, alteracdes metabolicas
importantes no frango de corte moderno. Uma dessas alteracdes refere-se a_sindrome ascitica, que
consiste no acumulo de liquido na cavidade celémica, popularmente conhecida como “barriga
d’agua”. Atualmente, essa sindrome representa um fator de perdas econdmicas para avicultura de
corte, pois 0s custos anuais com a mortalidade causados por esta enfermidade chegam a 500
milhGes de dolares em todo o mundo. As aves com melhor desempenho, aparentemente, sio mais
sensiveis a0 aparecimento dessa sindrome, uma vez que crescem mais rapidamente implicando
maior demanda de oxigénio. Esse aumento da demanda de oxigénio associado com a rigidez dos
pulmdes das aves, constitui a causa principal dessa sindrome. Observa-se que o pequeno volume
do pulm&o, comparado com o peso corporal da ave, contribui para limitar o espago para o sangue
fluir normalmente, sendo inevitavel a hipertensdo pulmonar. Conseqiientemente, uma maior

exigéncia do lado
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direito do coragdo para bombear o sangue para os pulmdes promovendo, assim, uma hipertrofia
cardiaca direita seguida de dilatagdo. As aves asciticas foram criadas segundo os critérios da
Empresa de Integragdo Frango Mineiro S.A.. As amostras de coragdes de aves sem ascite foram
obtidas de aves normais, aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade, e de aves com ascite aos 28, 35
e 42 dias. As atividades enzimaticas de succinato desidrogenase e de lactato desidrogenase e o
teor de proteinas das amostras foram determinados por espectrofotometria. Os teores de sédio e
de potassio foram determinados por fotometria de chama. A microscopia eletronica foi realizada
segundo Reynolds (1963). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
entre aves normais € um arranjo fatorial 3 x 2 (3 idades x 2 aves asciticas e normais) X Os
resultados encontrados mostraram que as aves normais apresentam um crescimento corporal
muito maior que o crescimento do coragio. A determinagdo das atividades e das atividades
especificas de lactato e succinato desidrogenase, sugeriu que ocorre uma adaptaggo fisiologica a
partir do 21° dia, através do aumento da sintese protéica em uma propor¢do diferente daquela
ocorrida dos 7 aos 21 dias. As aves asciticas apresentam uma menor atividade de succinato
desidrogenase e uma maior atividade de lactato desidrogenase. A determinagio de Na” ¢ K* no
plasma das aves normais e asciticas, sugeriu que existe lesdo celular nas aves asciticas, devido a
um aumento da quantidade plasmatica de K* e a uma diminui¢do na quantidade de Na’. As
fotomicrografias do coragdo das aves asciticas confirmam os resultados encontrados nos niveis de

Na" e K’, mostrando células com citoplasma rarefeito e mitoc6ndrias vacuolisadas,



ABSTRACT

Important metabdlic disturbs have been arisen with development of the broiler chicken
breeding. One of this alterations is refered as ascites syndrome, which is caracterized by fluid
increse in celomic cavity. The ascites syndrome is the primary cause of death in rapidy growing
broiler resulting in severe economics loss at the word. The incidence of ascites sindrome has been
reported in fast growing broilers due the rapid grow rate and increase in oxigen requirement.
Association of this factor with low heart-lung capacity probable might be the cause of this desease.
In ascites syndrome occur a pulmonary hypertension and right-side cardiac failure. This study was
conducted under the procedures of the Frango Mineiro company using broiler chichens (Hubbard)
exhibiting ascites and healthy ones. The samples were obtained from healthy broiler on 7, 14, 21,
28, 35 and 42 days of age, and on days 28, 35 and 42 in ascites broiler. The succinate
dehidrogenase and lactate deidrogenase enzimatic activities, and protein contents were determined
by spectrophotometry. Potassiun and sodium were determinad by spectrophotometry. Eltronic
microscopy were used under reynolds technique (1969). The experiment was analysed as fatorial
designed 3 x 2 with 3 being ages and 2 as healthy and unhealthy chicken. The results obtained
demonstrated that heatly chicken presented body growth great than hart grown. The determination
of activity and especific enzime activiy of lactate and succinate dehidrogenese, suggested that

occur a fisiologic adaptation after the 21 day, through the increase protein synthesis in a different



xii

that occurred occur the 7% to the 21% day. Chicks exhibiting ascites present a smaller succinate
dehidrogenase activity and a large lactate dehidrogenase activity. The determinaton of the Na” e
K" in the plasma, indicated that exist cell lesion in the ascites chickens on unhealthy chicks due the
increased plasmatic K™ and the depletion on Na”. The halt photoelectromicroscopics from ascites
chicks confirm the results on the Na” and K levels, demonstrating that cells have alterated

cytoplasm and mitochondrion vacuolized.



1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da avicultura, os programas de melhoramento genético estdo
voltados basicamente para caracteristicas produtivas, surgiram alteragSes metabolicas no frango
de corte. A sindrome ascitica, uma destas alteragdes, causa crescentes prejuizos econdmicos para
esse setor, pois os custos anuais com a mortalidade causada por essa enfermidade chegam a 500
milhes de délares em todo 0 mundo (Maxwell e Robertson, 1997).

Os avangos nas areas de melhoramento genético e nutricdo possibilitam o abate cada vez
mais precoce, com melhor peso e eficiéncia alimentar, o que acaba induzindo custos metabélicos
elevados e para a obtengfio de tais indices, as reagdes metabélicas ocorrem proximas ou até
ultrapassam seus limites criticos. Quando isso ocorre, as aves podem apresentar varias alteragbes
metabdlicas, entre as quais, podemos destacar a sindrome ascitica.

As aves com melhor desempenho, aparentemente, s0 mais sensiveis ao aparecimento desta
sindrome, uma vez que crescem mais rapidamente, implicando a maior demanda de oxigénio. O
aumento da demanda de oxigénio, associado 3 rigidez dos pulmées das aves, constitui
provavelmente a causa dessa sindrome, que € primariamente uma hipertensio pulmonar, ou seja, o
Pequeno volume do pulmao comparado com o peso corporal da ave limita o espago para o sangue

fluir. Este espago reduzido faz com que ocorra hipertensio pulmonar e, consequentemente, uma



maior exigéncia do lado direito do coragdo para bombear o sangue para os pulmdes, promovendo,
assim, uma hipertrofia cardiaca seguida de dilatagio (Julian, 1993).

Atualmente, a indistria tenta de varias maneiras reduzir a incidéncia desta sindrome atraveés
de restri¢do alimentar, programas de luz, ragdes menos energéticas, entre outros. Apesar de todos
os esforgos, na maioria das vezes, os resultados nio sdo satisfatorios, e, quando sfio, acabam
comprometendo a convers3o alimentar e o ganho de peso das aves. A préatica dessas formas de
controle implica, portanto, a subutilizagdo dos potenciais da nutri¢io e da genética.

O fato da sindrome ascitica ser de origem metabélica e estar relacionada com a baixa
pressdo parcial de oxigénio (Maxwell e Robertson, 1997) ressalta a importéncia de estuda-la sob o
enfoque bioquimico, no intuito de se conhecer os processos metabdlicos desencadeadores.

Esses fatos acima citados sugerem que o ponto de partida para o estudo da sindrome
ascitica seja o metabolismo oxidativo dos tecidos, mais especificamente, as enzimas succinato
desidrogenase (enzima do metabolismo aerobico) e lactato desidrogenase (enzima do metabolismo
anaerdbico).

- Baseando-se nessas observagdes, o trabalho teve como objetivo estudar as alteragdes
metabdlicas relacionadas a sindrome ascitica, no nivel ultra-estrutural e bioquimico/fisiolégico que

ocorre em coragdes, no intuito de fornecer subsidios para esclarecer os mecanismos envolvidos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome ascitica

A sindrome ascitica, a partir da década de 60, tornou-se um dos fatores responsaveis por
significativas perdas econémicas na producdo de frangos de corte, principalmente quando os
criatorios estavam localizados em regides de altitudes elevadas (aproximadamente 3500 metros).
Essas perdas passaram a ter uma maior importancia principalmente na década de 80, quando a
sindrome ascitica comegou a aparecer também em criatérios de regides de média e baixas
altitudes, provavelmente, devido a um melhor desempenho na conversdo alimentar das aves em
funcdo do melhoramento genético (Julian, 1993).

A caracteristica da sindrome ascitica consiste no actimulo de liquido na cavidade celdmica
do frango, popularmente {conhecida como “barriga d'agua", podendo ocorrer por diversos
mecanismos :

(1) Aumento da pressio hidrostatica causado por uma congestdo passiva cronica, e por
insuficiéncia cardiaca direita,; provocando um aumento da presséo hidrostitica venosa em
orgdos abdominais, especialmente o figddo. A maior parte do liquido permeia através da
capsula do figado para a cavidade abdominal. A congestao, da mesma forma, pode ser

causada por uma obstrugio do fluxo na veia cava por uma lesdo, por intoxica¢des e



outras doengas hepaticas cronicas (especialmente lesdes obstrutivas fibroticas). Em tais
casos, o fluxo venoso portal ndo passara facilmente pelo figado e havera aumento da
pressdo hidrostitica venosa no sistema porta hepatico. Ocorre entio edema nos
intestinos, no mesentério e na cavidade abdominal.

(2) Hipoproteinemias causadas por insuficiéncia renal (aumento da excregdo) e dietas
deficientes, resultando em edema generalizado. Os liquidos permanecem nos tecidos em
fungdo de uma diminuigdo da pressio coloidosmética, que € de responsabilidade das
proteinas plasmaticas.

(3) Tumores que se implantam na cavidade abdominal e vasos linfaticos do diafragma
ventral, através dos quais a linfa normalmente circula para o térax. As células tumorais,
crescendo dentro desses vasos linfaticos, bloqueiam-nos, impedindo a drenagem do fluxo
abdominal.

(4) Aumento da permeabilidade vascular resultante de danos diretos, como traumas e
andxia (semelhante a insuficiéncia cardiaca). O endotélio vascular é permeavel a agua e
aos cristaléides. Lesdes dos vasos permitem que as proteinas plasmaticas passem do
plasma para a cavidade celomica, aumentando, desta maneira, as pressdes hidrostatica e
osmotica, € a retengiio de fluido no celoma. (Thomson, 1983).

Essas alteragGes fisiologicas podem ser provocadas por muitos fatores e, por isso, essa

sindrome constitui um desafio para a avicultura industrial de corte.
Entre os fatores que podem influenciar a sindrome ascitica encontram-se: agentes téxicos
(micotoxinas, excesso de cloreto de sodio, furazolidona); infecciosos (aspergilose,

broncopneumonias); mecanicos (frio, excesso de gas carbénico, grandes altitudes); genéticos



(crescimento rapido) e nutricionais (densidade energética e forma fisica do alimento) (Julian et al.,
1987, Silva, Dale e Luchest, 1988; Lopez-Coelho et al., 1990).

As aves com melhor desempenho, aparentemente, sio mais sensiveis ao aparecimento da
sindrome ascitica, uma vez que crescem mais rapidamente implicando uma maior demanda de
oxigénio. Os frangos machos e fémeas mostram diferentes comportamentos quanto ao
desempenho e caracteristicas de carcaga. Os machos apresentam maiores taxas de crescimento e
fémeas maior acimulo de tecido adiposo (Leensgra, 1986), o qual tem uma menor demanda de
oxigénio, fazendo com que a incidéncia de ascite seja maior nos machos (em torno de 70% dos
casos), ocorrendo, principalmente, a partir da 4* semana de idade (Walker, 1993).

No metabolismo energético, as cadeias de carbono sio oxidadas para a produgdo de energia
e diéxido de carbono. No frango modemno, o alto consumo alimentar e a utilizagdo de ragdes de
alta densidade energética determinam uma maior demanda de oxigénio. Da mesma forma, as
situagdes que predispdem a sindrome ascitica criam um déficit desse elemento, ocasionando
aumento adicional da demanda. Esse processo acarreta hipertensdo pulmonar e aumento do
trabalho cardiaco, com conseqiiente hipertrofia e falha do ventriculo direito, havendo aumento da
pressdo sangiiinea na veia cava, resultando em congestdo hepética. Ocorre, entdo, extravasamento
de fluidos do figado, que se acumulam na cavidade abdominal produzindo a ascite (Hoerr, 1988;
Julian, 1990).

O aumento da demanda de oxigénio associado com a rigidez dos pulmdes das aves consiste,
provavelmente, na principal causa da sindrome ascitica, que € primariamente uma hipertensio
pulmonar. Os pulmdes das aves sio rigidos e fixos na cavidade toraxica; os capilares sanguineos e
aéreos formam uma malha rigida, que permite apenas uma expansio minima, quando um maior

fluxo sanguineo ¢ necessario. Além disso, a baixa estatura do frango de corte moderno, o musculo



peitoral largo e pesado, a pressdo do conteido abdominal nos sacos aéreos e o pequeno volume
do pulmio comparado com o peso corporal, contribuem para limitar o espago para o sangue fluir
através dos pulmdes das aves (Julian, 1993).

Estudos recentes tém mostrado que a patogénese da ascite em altitudes moderadas e baixas
¢ similar aquela em altitudes elevadas. A hipertensdo pulmonar causada pelo aumento de fluxo
sanguineo ou o aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo nos pulmdes resultam na hipertrofia
ventricular direita, seguida de dilatagdo e insuficiéncia valvular, aumento da pressdo venosa e
ascite. A estrutura do coragdo das aves com o ventriculo direito de parede fina, valvula atrio-

ventricular direita muscular. e hipertensdo pulmonar leva  faléncia cardiaca rapidamente (Julian,

1993).

2.2 Outros fatores desencadeadores da sindrome ascitica,

Aves que consomem ragfo granulada tém apresentado maior incidéncia de ascite do que as
que consomem a mesma ragdo na forma farelada. Arce et al. (1985), citados por Silva, Dale e
Luchest, (1988), confirmaram essa observagdo, ao encontrar uma incidéncia de 15% de ascite em
aves que consumiram ragdo granulada e 4% naquelas que receberam a mesma ragio na forma
farelada. Avaliagdes sobre os efeitos de ragGes granuladas sobre a ocorréncia de ascite em frangos
criados em regido de baixa altitude mostraram que aves que receberam ragio granulada mostraram
melhor ganho de peso e conversdo alimentar, porém, os indices de mortalidade e condenagdo de
carcacas por ascite foram maiores para esse grupo. Essa observagio leva a concluir que o alimento
na forma granulada contribui acentuadamente para a ocorréncia de ascite (Silva, Dale e Luchest,

1988)



Estudos sobre o peso corporal de frangos com duas semanas de idade foram utilizados
como indicador do potencial genético para crescimento rapido. Aves que exibiram maior
capacidade de crescimento apresentaram maior incidéncia de ascite, mas essa diferenga ndo foi
significativa, a0 passo que, no mesmo estudo, aves que receberam dietas com maior densidade
energética apresentaram uma taxa mais elevada de mortalidade por ascite em relagdo aquelas que
receberam baixa energia na dieta (Dale e Villacre, 1988).

Baixa temperatura ¢ umidade relativa contribuem para o aumento da incidéncia de ascite
em frangos. Havendo um incremento da taxa metabolica da ave, ocasionando aumento da
demanda de oxigénio (Lopez-Coelho e Wideman, 1986). Amorim Filho (1989) detectou ao nivel
de campo nitida elevagio no nivel de condenagdo de carcagas por ascite nas épocas mais frias do
ano. Nesse periodo, a ave aumenta o consumo de alimento determinando aumento da demanda de
oxigénio.

A maior incidéncia de ascite ocorre nas linhagens com maior potencial genético para
rapido crescimento, bem como naquelas alimentadas com ragiio contendo maior teor energético e
mantidas sob condi¢Ses de baixa temperatura (Julian, McMillian e Quinto, 1989).

Niveis elevados de niquel e magnésio provocam aumento na produgdo de hemoglobina, o
que colabora para o aparecimento da hipertensio pulmonar e conseqiiente aparecimento da
sindrome ascitica em frangos de corte (Martinez e Diaz, 1996).

Schleifer (1995) relatou casos de sindrome ascitica associados a infegBes por virus da familia

alfaviridae,



2.3. Prevencio da Ascite

Apesar de parecer um contra-senso propor & dinimica indistria avicola programas de
restricdo alimentar para prevenir ascite, essa pratica tem sido bastante difundida em granjas onde
sua ocorréncia € elevada. Em paises como o México, onde a ascite é responsavel por elevadas
perdas econdmicas, a restri¢do alimentar assim como a redugdo do valor energético da dieta tém
sido recursos aplicados para baixar sua incidéncia (Lopez-Coelho et al., 1990). A avaliagio da
restri¢do alimentar como controle parcial da ascite nio apresentou diferencas significativas para
peso corporal e conversio alimentar, indicando que o crescimento compensatorio das aves foi
suficiente a0 compara-las, em termos de desempenho, aquelas nio submetidas & restricio, sendo
que o indice de mortalidade por ascite foi superior neste tltimo grupo (Oporta e Rubio, 1989).

Julian (1990) defende que uma forma de prevenir ascite seria atrasar o crescimento da ave
através da redugdo da ingestio de energia. Outro método sugerido pelo autor seria limitar o
nimero de horas de luz, reduzindo as atividades que requerem oxigénio adicional e melhorando a
conversdo alimentar. Um exemplo seria o programa de iluminagdo de trés horas de luz para cada

nove horas de escuro.

2.4 Lesdo celular por hipé6xia

A hipéxia provoca perturbagdo da respirag@o oxidativa aerdbica da célula, sendo uma causa
comum e de extrema importancia nos processos de lesio e morte celular. A perda do suprimento
de sangue (isquemia), oxigenacdo inadequada do mesmo devido a uma insuficiéncia

cardiorespiratria e a perda de parte da sua capacidade de transportar oxigénio sio fatores que



podem levar 2 falta de oxigénio para os tecidos. Dependendo do grau de hipoxia, as células podem
se adaptar, sofrer lesdes ou morrer. Qutra importante alteragdo refere-se a reducio da massa
celular, que alcanca um equilibrio entre as necessidades metabélicas e a disponibilidade de
oxigénio. A hipéxia mais intensa induz lesdo e morte celular (Robbins, Kumar e Contran, 1994).

A hipc'ngia atinge inicialmente a respirag3o aercbica da célula, isto ¢, a fosforilagdo oxidativa
pelas mitocondrias. A medida que a tensdo de oxigénio dentro da célula diminui, ocorre
diminuig3o da fosforilagdo oxidativa aerdbica (diminuigdo ou interrupgdo da sintese de adenosina
trifosfato-A’I"P).
' Uma das manifestagdes mais precoc;es e' mais comuns da les3o € a tumefagio celular aguda
(edema celular), determinada por um distirbio na regulagdo do volume celular pela membrana
plasmética. As células possuem uma pressio coloidosmética alta, determinada por uma maior
concentragéo de proteina intracelular do que extracelular. Para que ocorra o equilibrio, o sodio ¢
mantido em menor concentragdo intracelular do que extracelular através da bomba de sédio e
potassio dependente de energia (Na” K~ - ATPase), o que faz com que a concentragio de potassio
mantenha-se significativamente mais alta no meio intracelular do que no extracelular. A falha desse
transporte ativo, devido & diminuicdo de ATP, faz com que o sddio se acumule dentro da célula
com difusdo de potassio para fora da célula. O ganho liquido de soluto é acompanhado de um
ganho isosmoético de agua e, conseqiientemente, edema celular. O movimento de fluidos e de ions
para dentro da célula é seguido de uma dilatagdo precoce do reticulo endoplasmatico. O proéximo
fenémeno a ocorrer é o desprendimento dos ribossomas do reticulo endoplasmatico granular e a
dissocia¢do dos polissomos em monossomos. A persisténcia da hipoxia provoca outras alteragdes,
novamente, refletindo-se na maior permeabilidade da membrana (podendo haver a formagio de

bolhas na superficie celular) e diminui¢do da fungfio mitocondrial, e as células que possuem
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microvilosidades (como as células epiteliais tubulares proximais) comegam a perder essa estrutura
normal (Robbins, Kumar e Contran, 1994).

Na isquemia, ocorre um outro mecanismo de edema celular, que consiste no aumento da
carga osmoética intracelular desencadeada pelo acimulo de catabdlitos, tais como fosfatos

inorganicos, lactato e nucleosideos purinicos (Rubin e Farber, 1990).

2.5 Alteragdes ultra-estruturais

As alteragGes nas ultra-estruturas das organelas celulares ocorrem de forma reversivel ou
ndo, dependendo da persisténcia e freqiiéncia do estresse.

Reticulo endoplasmatico: Com a tumefagdo celular, a cisterna do reticulo endoplasmatico
fica dilatada, provavelmente em fungdo de deslocamento de fons e agua. Os polissomos ligados a
membrana podem sofrer desagregagio e destacar-se da superficie do reticulo endoplasmatico
rugoso (Rubin e Farber, 1990).

Mitocdndria: Em lesSes por isquemia ocorre uma tumefacio de mitocéndrias. Esse
aumento ¢, possivelmente, causado pela dissipagdo do gradiente de energia com consequente
comprometimento do controle de volume mitocondrial, podendo, também, surgir densidades
amorfas ricas em fosfolipideos (Rubin e F arber, 1990).

Membrana plasmitica: E possivel observar vesiculas da membrana plasmatica sob a
forma de extrusdes focais do citoplasma (Rubin e Farber, 1990).

Maxwell, Robertson e Spence (1986) relataram que a analise ultra-estrutural de miocardio
de aves que apresentavam sindrome ascitica mostrou degeneragio de fibras musculares,

irregularidades na espessura das fibras e redugdo acentuada do glicogénio muscular. As
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mitocdndrias apresentavam cristas irregulares com inclusdes amorfas ou agregagdes de particulas

de glicogénio.

2.6 Metabolismo oxidativo

A glicolise € a via central do catabolismo da glicose, processo através do qual a molécula de
glicose, com seis atomos de carbono, ¢ degradada por uma seqiiéncia de dez reagdes catalisadas
por enzimas, a duas moléculas de piruvato, cada uma com trés atomos de carbono. Existem dois
caminhos possiveis para o piruvato nos animais, o ciclo do 4cido citrico (respiragio aerobica), ou

a fermentagdio lictica (degradagiio anaerdbica) (Lehninger, Nelson e Cox, 1995a).

2.6.1 Fermentacio lictica

O lactato é normalmente formado a partir do piruvato em varios microorganismos. A
reacio também ocorre nas células de organismos superiores, quando a quantidade de oxigénio é
limitante, como nos miisculos, durante atividade intensa. A redugiio de piruvato por NADH
formando lactato € catalisada pela lactato desidrogenase.

O lactato ndo é metabolizado na forma em que se encontra, sendo novamente convertido a
piruvato antes de ser metabolizado. O objetivo da redugdo de piruvato a lactato ¢é a regeneragio
do NAD", para que a glicolise possa continuar nos misculos esqueléticos ativos e nas hemacias. A
forma¢do de lactato desloca parte do encargo metabélico do miisculo para o figado (Stryer,

1992a).
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2.6.2 Ciclo do dcido citrico

O ciclo do acido citrico é a fase aerdbica do catabolismo, chamada de respira¢@o, na qual
grupos acetil provenientes do catabolismo de carboidratos, lipideos e também de alguns
aminoacidos sdo degradados enzimaticamente, produzindo coenzimas reduzidas ricas em energia
(NADH + H™ e FADH;) e também moléculas de CO,, produto final da oxidagio dos combustiveis
orgénicos (Lehninger, Nelson e Cox, 1995b).

Em uma das reagdes do ciclo do acido citrico, 0 succinato é oxidado a fumarato pela
succinato desidrogenase, sendo 0 FAD" o aceptor de hidrogénio ao invés do NAD". A succinato
desidrogenase ¢ uma proteina ferro-enxofre também denominada ferro proteina nao hémica e, ao
contrério de outras enzimas do ciclo do acido citrico, ¢ parte integrante da membrana interna da

mitocdndria (Stryer, 1992b).

2.6.3 Transporte de elétrons e fosforilagio oxidativa.

O transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa sdo os eventos mais importantes da
respiragdo celular. Todas as etapas enzimaticas do catabolismo de carboidratos, lipideos e alguns
aminoécidos nas células aerdbicas convergem para esse estagio final da respiracdo celular, no qual
os elétrons desses substratos orginicos fluem para o oxigénio, através de uma série de carreadores
que se encontram na membrana interna da mitocéndria. Associada com o transporte de elétrons,
ocorre a fosforilagdo oxidativa, responsavel pela sintese de ATP a partir de ADP e fosfato

inorgénico (Lehninger, Nelson e Cox, 1995b).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo das aves

No experimento, foram utilizados machos da linhagem Hubbard cedidos pela integracdo
Frango Mineiro S.A., localizada no municipio de Pitangui - MG, com idades de 7, 14, 21, 28,35 ¢
42 dias, e aves asciticas com idades de 28, 35 e 42 dias. Sendo usadas nove aves para cada idade.

As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica do Departamento de Quimica da

UFLA. .

3.2 Sacrificio das aves e coleta do material

O sangue foi coletado através de pungiio cardiaca com auxilio de agulha e seringa contendo
anticoagulante. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 2000 g por 15 minutos & temperatura
ambiente. O soro foi congelado a -20°C para as analises de ions.

Apbs a sangria, as articulagdes coxo femural direita e esquerda foram deslocadas, deixando
a ave em decibito dorsal, em seguida, a pele da parte inferior do abdémen foi cortada e deslocada
no sentido da cabega, expondo, desta forma, o peito da ave. A parede do abdomen e as costelas

foram cortadas, deslocando o peito no sentido da cabega, expondo as visceras. O coragdo foi
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retirado, pesado e congelado a -20°C. Para as andlises, foram utilizadas um total de nove amostras
agrupadas em trés repeticdes de cada material (coragdo, soro) colhidos das aves asciticas e

normais.

3.3 Homogeneizagio dos coracoes

A homogeneizagdo dos coragdes foi realizada utilizando aliquotas contendo dois gramas do
orgdo, que foram colocados em bequer de 50 ml juntamente com 10 ml de tampdo de
homogeneizagdo (tampdo tris 0.01 M pH = 7.5, sacarose 0.25 M).O bequer foi colocado em um
homogeneizador mecénico politron (TECNAL modelo MARCONI-MA 102) por cinco periodos
de 20 segundos, em sua rotagio maxima, tomando-se o cuidado de manter a temperatura em torno
de 0°C. O homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de gaze colocadas em funil de Buchner,
sob pressdo reduzida. O volume foi elevado para 20 mi, a fim de se obter uma proporgdo final de
uma grama de coragio para 10 ml de meio de homogeneizagdo. Essas amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

3.4 Determinacio das atividades enzimaticas e de proteinas

As proteinas das amostras foram determinadas através da reagdo com Brilhante Blue G
(Comassie Blue G) de acordo com Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA)
como padrao.

As atividades enzimaticas de succinato desidrogenase e lactato desidrogenase foram

determinadas como descrito por Santos e Terra (1984). Em todos os ensaios, a reacdao da
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succinato desidrogenase foi realizada em 1,2 m! de meio contendo tampédo Tris-HCI 50 mM pH
7,5, succinato de sodio 20 mM, triton x-100 1,4% (p/v), KCN 1 mM, fenazina metosulfato (PMS)
0,64 mM e ijodonitrotetrazolium (INT) 0,2 mM. A ativa¢io da enzima foi feita com uma a pré-
incubagdo da mistura da reag@io sem o corante (PMS e INT), por 10 minutos a 30°C, Em seguida,
adicionou-se o corante para iniciar a reagio, a mesma foi interrompida através da adi¢do de 0,2 ml
de HC1 0,5 N, e leu-se absorvancia a 500 nanémetros (nm).

Para medir a atividade da lactato desidrogenase, utilizou-se 1,2 ml de meio de incubagéo
contendo tampéo Tris-HCI 50 mM PH = 7.5, lactato de sodio 50 mM, NAD 1,5 mM, triton x -
100 1,4% (p/v), fenazina metosulfato (PMS) 0,32 mM e iodonitrotetrazolium (INT) 0,2 mM. A
reagdo foi interrompida através da adigiio de 0,2ml de HCI 0,5N, e a absorvincia obtida em
espectrofotémetro a 500 nandmetros (nm).

Cada mistura da reacfo foi incubada por pelo menos quatro diferentes periodos de tempo.
Controles sem enzima (branco de substrato) e sem substrato (branco de enzima) foram realizados
da mesma maneira que 0s ensaios experimentais. A atividade calculada foi expressa em nanomoles

de substrato hidrolisado por minuto (mile unidades, mU).

3.5 Determinacio de ions

O sodio e o potassio foram determinados no soro de aves normais e asciticas por

fotometria, utilizando um fotdmetro de chama Micronal Modelo B262 segundo Malavolta, Vitti e

Oliveira (1989).
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3.6 Microscopia eletronica

A analise ultra-estrutural dos cora¢des das aves sadias e doentes foi realizada no laboratério
de microscopia eletrdnica da UFLA.

Os miocardios foram fixados com glutaraldeido/paraformaldeido em tamp3o cacodilato de
sodio e, posteriormente, fixados com tetréxido de 6smio. Os cortes ultra-finos dos tecidos foram
obtidos através de um ultramicrétomo e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo,
segundo Reynolds (1963). Apés a coloragio, os cortes foram submetidos ao exame em
microscopio eletronico (Zeiss EM109) para detectar as possiveis diferengas ultra-estruturais entre

os tecidos sadios (controle) e doentes (ascitico).

3.7 Instalac3o e andlise dos dados

O experimento foi instalado utilizando-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado. Foram utilizadas 6 idades (7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42 dias) com 3 repeti¢bes, sendo que
cada parcela experimental foi composta por 9 aves. Utilizou-se também um esquema fatorial 3 x 2

com 3 idades (28, 35 e 42 dias).

Os valores observados de cada variavel foram submetidos a analise de variancia de acordo
com Gomes (1987). As comparacgdes multiplas entre as médias dos tratamentos foram realizadas,

utilizando-se o teste de Tukey em nivel de 5 % de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento das aves.

Os pesos das aves da linhagem Hubbard, nas varias idades, estio apresentados na tabela 1 e

os pesos dos coragGes na tabela 2.

Tabela 1 Pesos das aves normais e asciticas em diferentes idades

Idades (dias) Pesos das aves (g)

Normais Asciticos
7 66.78 —
14 226.78 -
21 540.78 -
28 975.66 558.89
35 1561.78 1078.89
42 1975.56 1503.33

Tabela 2 Pesos dos coragdes de aves normais e asciticas em diferentes idades

Idades (dias) Pesos dos coragdes (g)
Normais Asciticos
7 2.33 —
14 3.7 -
21 6.11 -
28 9.69 9.5
35 114 15

42 13.47 17.85
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Na época do abate (42 dias), as aves normais apresentaram um peso aproximadamente 30
vezes superior ao das aves aos sete dias de idade.

A curva de crescimento absoluto (peso x idade) dos frangos da linhagem Hubbard (Figura
1) ajustam-se bem aos modelos estatisticos de Brody e Gompertz (Amaral, Muniz, Bertechini,
1992). Essas aves apresentaram um crescimento mais intenso nas primeiras semanas de vida, que
pode ser melhor evidenciado através do crescimento relativo [(peso idade maior)/(peso idade
menor) x idade] (Figura 2). As aves aos 14 dias, por exemplo, apresentaram um peso de
aproximadamente 3,3 vezes o peso das aves com 7 dias. Da mesma forma que OCOITEe um aumento
do peso corporal, ocorre também um aumento do coragdo, porém, em menor propor¢io,
chegando 4 época do abate com peso aproximadamente seis vezes maior que o peso aos sete dias
de vida das aves (Figura 3). Tal despropor¢do no crescimento do corpo da ave, quando
comparada com o crescimento do coragdo, leva a adaptagdes fisiologicas importantes, para que

esse 0rgdo consiga bombear o sangue para todo o corpo do animal.



Idades (dias)

Figura 1 Crescimento absoluto (peso x idade) das aves normais.
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Figura 2 Crescimento relativo [(peso idade maior)/(peso idade menor) x idade] das aves normais.
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Figura 3 Peso dos coraces das aves nas diferentes idades.
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4.2 Succinato desidrogenase e Lactato desidrogenase

A atividade da succinato desidrogenase, expressa em mU por coragdo das aves em cada
idade, também apresenta um comportamento semelhante ao peso do coragdo, ou seja, aumenta
aproximadamente seis vezes até a idade de abate (Figura 4).

Quando a atividade da succinato desidrogenase foi expressa em mU por grama de tecido de
coragdo, nas varias idades, apresentou-se como uma curva de terceiro grau, como pode ser
observado na figura 5.

A atividade aumenta até o 14° dia, mantém-se aproximadamente estavel até o 21° dia e
depois diminui até o 28° dia. No metabolismo, a diminuicdo da atividade respiratoria (aerdbica)
quer pelo alto consumo de oxigénio ou por sua baixa disponibilidade, esta associada a um
aumento da atividade anaerobica. Os dados sugerem entio que, com a diminui¢do da atividade da
succinato desidrogenase, deveria haver um aumento compensatorio na atividade de lactato
desidrogenase. A atividade dessa enzima em coragoes de aves de varias idades apresentou um
comportamento inesperado e semelhante aquele encontrado para a succinato desidrogenase, ou
seja, ocorre a diminui¢do da atividade lactato desidrogenase (do metabolismo anaerobico) a partir
de 21 dias, da mesma maneira que ocorre com a succinato desidrogenase (do metabolismo
aerobico)

A diminui¢io do metabolismo aerobico é acompanhada naturalmente do aumento do
metabolismo anaerdbico, e as aves asciticas apresentam, caracteristicamente maior atividade de

lactato desidrogenase quando comparado com aves normais (Figura 6)
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4.2 Succinato desidrogenase e Lactato desidrogenase

A atividade da succinato desidrogenase, expressa em mU por coragdo das aves em cada
1dade, também apresenta um comportamento semelhante ao peso do coragdo, ou seja, aumenta
aproximadamente seis vezes até a idade de abate (Figura 4).

Quando a atividade da succinato desidrogenase foi expressa em mU por grama de tecido de
coragdo, nas varias idades, apresentou-se como uma curva de terceiro grau, como pode ser
observado na figura 5.

A atividade aumenta até o 14° dia, mantém-se aproximadamente estavel até o 2]° dia e
depois diminui até o 28° dia. No metabolismo, a diminui¢do da atividade respiratoria (aerobica)
quer pelo alto consumo de oxigénio ou por sua baixa disponibilidade, estid associada a um
aumento da atividade anaerobica. Os dados sugerem entio que, com a diminuig¢do da atividade da
succinato desidrogenase, deveria haver um aumento compensatorio na atividade de lactato
desidrogenase. A atividade dessa enzima em coragbes de aves de varias idades apresentou um
comportamento inesperado e semelhante aquele encontrado para a succinato desidrogenase, ou
seja, ocorre a diminuigio da atividade lactato desidrogenase (do metabolismo anaerébico) a partir
de 21 dias, da mesma maneira que ocorre com a succinato desidrogenase (do metabolismo
aerabico)

A diminui¢do do metabolismo aerébico é acompanhada naturalmente do aumento do
metabolismo anaerdbico, e as aves asciticas apresentam, caracteristicamente maior atividade de

lactato desidrogenase quando comparado com aves normais (Figura 6)
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A determinagio da atividade especifica (atividade por miligrama de proteina) dessas
enzimas (Figuras 7 e 8) sugeriu uma provavel hipotese para explicar a diminui¢io da atividade a

partir dos 21 dias.

Tabela 3 - Atividade de succinato desidrogenase

Idades (dias) Asciticas (mU/g) Normais (mU/g)
28 2660.6 37374

35 2616.3 3491.3

42 2482.3 3996.0

Médias 2582.3a 3741.6b

Tabela 4 - Atividade de lactato desidrogenase

Idades (dias) Asciticas (mU/g) Normais (mU/g)
28 58178.7 22334.9
35 47654.8 23702.0
42 47117.5 301493
Meédias 50983.7a 25395.4b

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas linhas n3o diferem entre si pelo teste de F ao nivel de 5
% de probabilidade.
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Figura 4 Atividade de succinato desidrogenase por coragio inteiro nas diferentes idades.
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Figura 5 Atividade da enzima succinato desidrogenase em coragdes de aves normais e asciticas
em diferentes idades.
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Figura 6 Atividade de lactato desidrogenase em coragSes de aves normais e asciticas
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Figura 7 Atividade especifica da enzima succinato desidrogenase em coragdes de aves normais e
asciticas em diferentes idades
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Figura 8 Atividade especifica da enzima lactato desidrogenase em coragdes de aves normais e
asciticas em diferentes idades
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A atividade especifica de succinato desidrogenase apresentou uma tendéncia a manter-se
constante até o 21° dia, sugerindo que o crescimento do coragdo ocorre proporcionalmente igual
para todas as proteinas (Figura 7). O mesmo comportamento é observado para a lactato
desidrogenase (figura 8), com excegdo das aves com sete dias de vida, visto que, nessa idade, as
aves apresentam uma atividade enzimatica especifica de lactato desidrogenase muito superior as
demais idades. Isso, provavelmente, ocorre em fungio da arritmia e da elevada freqiiéncia cardiaca
presentes nos animais jovens.

Na primeira metade de vida das aves, com exce¢io da primeira semana, a atividade
especifica da succinato desidrogenase e lactato desidrogenase tem comportamentos semelhantes,
indicando que o aumento de tamanho do coracdo ocorre com igual velocidade de sintese protéica
para todas as proteinas. A partir dos 21 dias, a atividade especifica diminui, sugerindo que o
crescimento do coragdo ndo ocorre de uma forma proporcional, ou seja, deve estar havendo a
sintese preferencial de outras proteinas que ndo a succinato e lactato desidrogenase. Entretanto, a
partir do 28° dia, parece ocorrer uma recuperacdo na sintese dessas enzimas, que é observada
através de um aumento na atividade especifica (Figura 7 e 8).

A explicagdo para a curva de terceiro grau mostrada pela succinato e lactato desidrogenase
(Figuras 5 e 6), com a diminuigio de atividade a partir de 21 dias, pode ser devido apenas ao
crescimento do coragio de forma especifica para outras proteinas, diminuindo a atividade das
enzimas por grama de tecido.

Aparentemente, o coragio do frango de corte estd em continuamente adaptando-se em
fungdo da despropor¢io com o peso do corpo durante o crescimento (extremamente rapido)
(Figura 9). A sintese de outras proteinas, a partir de 21 dias, parece ser um mecanismo essencial

para a ave conseguir adaptar-se a esse crescimento e nio apresentar os sintomas de ascite.
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Figura 9 Porcentagem de peso dos coragdes nas varias idades.
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A atividade de succinato desidrogenase ¢ menor, enquanto a atividade de lactato
desidrogenase ¢ maior nas aves asciticas (Tabelas 3 e 4). A diminui¢io do metabolismo aerébico é
acompanhada naturalmente do aumento do metabolismo anaerdbico (Figura 5 e 6). A alteragio na
atividade dessas duas enzimas ocorre, provavelmente, porque o tecido do coragdo nio conseguiu
adaptar-se ao crescimento rapido das aves e dilatou-se para compensar a maior exigéncia de
débito cardiaco (Dukes, 1988). Essa dilatagio provoca lesbes no musculo cardiaco com
conseqiiente sintese de tecido conjuntivo sem atividade metabélica. Por isso, os cora¢des de aves
asciticas apresentam proporcionalmente um maior peso (Figura 9) e menor atividade de succinato
desidrogenase (Figura 5), com mitocdndrias danificadas (Figura 12), talvez por serem incapazes

de produzir energia por fosforilagdo oxidativa.

4.3 Concentracdes plasmiticas de sédio e potassio

As aves asciticas apresentaram maiores concentragdes plasmaticas de potassio e menores
concentragdes plasmaticas de sédio, quando comparadas com as aves normais (Figuras 10 e 11).

Em situagdes de normalidade, a membrana plasmatica imp&e uma barreira ao fluxo de sédio
a favor de um gradiente de concentracdo para o interior da célula, e previne um efluxo semelhante
de potassio da célula. A barreira é imperfeita, e a relativa permeabilidade para esses ions permite a
entrada passiva de sodio na célula e a saida de potassio da mesma forma. Para compensar essa
intrusdo, a bomba de sodio e potassio, energia dependente da membrana plasmatica (Na*, K, -
ATPase), faz a expulsio do sodio e a captagio de potassio. A oxigenagio inadequada (hipdxia) do
sangue devido & insuficiéncia cardiorespiratéria, torna dificil para o organismo manter a

integridade da membrana plasmética, a bomba de sddio e potissio e o suprimento de ATP,
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alterando as concentragdes plasmaticas de sodio e potassio. Dessa forma, pode-se sugerir que um
provavel elo desencadeador da sindrome ascitica e da sidrome de morte stbita seja a incapacidade
do coracdo em atender as exigéncias do metabolismo oxidativo (Robbins, Kumar e Cotran, 1994,

Macari, Furlan e Gonzales, 1994).



B Aves normais

H Aves asciticas

Idade (dias)

Figura 10 Concentragdes plasmaticas de sodio em aves normais e asciticas nas varias idades.
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! O Aves normais
| Bl Aves asciticas )

m ill eq

Idade (dias)

Figura 11 Concentragpes plasmaticas de potassio em aves normais e asciticas nas varias idades
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4.4 Ultraestrutura

Na analise das fotomicrografias de miocardio dos frangos de corte com sindrome ascitica
(Figura 12), constatou-se que o citoplasma aparece rarefeito, apresentando espagos entre as
organelas que ndo sdo observados nas fotomicrografias de miocardio de aves normais.
Observaram-se, também, mitocondrias vacuolisadas apresentando cristas irregulares (Figura 13).
As alteragSes observadas no miocardio de frangos de corte com sindrome ascitica possivelmente
s30 lesGes causadas por uma oxigenagio inadequada do miocardio deficiente (hipdxia), que tem a
mesma explicagdo para concentragdes plasmaticas de sédio e potassio. Quando a célula ¢ incapaz
de controlar as concentragdo ibnicas em seu interior, esta perde o controle da quantidade de
liguido em seu interior, o que é conhecido como degeneracdo hidrépica (Robbins, Kumar e
Cotran, 1994; Maxwell, Robertson e Spence, 1986), resultando num comprometimento da

atividade celular e conseqiiente agravamento do quadro ascitico.



Figura 12 Fotomicrografia de miocardio de aves asciticas. (20000x)
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Figura 13 Fotomicrografia de miocéardio de aves normais. (20000x)
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5 CONCLUSOES

A atividade enzimitica de succinato desidrogenase é menor nas aves asciticas, quando
comparada com aves normais.

A atividade enzimitica de lactato desidrogenase é maior nas aves asciticas, quando
comparada com aves normais.

A atividade especifica da succinato e lactato desidrogenase diminui a partir do 21° dia de
vida das aves, e sugere a sintese dé proteinas como um mecanismo de adaptagio fisiologica.

A concentracdo plasmatica de potissio nas aves asciticas ¢ mais elevada que nas aves
normais,

A concentragdo plasmatica de so6dio € menor nas aves asciticas que nas aves normais.

A eletromicrografia de miocardio de aves asciticas mostra mitocondrias vacuolisadas em um
citoplasma rarefeito.

Com o melhoramento genético, a incidéncia de ascite tende a aumentar e novos estudos

precisam urgentemente serem realizados.
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Tabela 1A Quadrados médios e niveis de significancia de Atividade Especifica de Succinato

Desidrogenase (AESD), Atividade Especifica de Lactato Desidrogenase (AELD) nas varias

idades.
Causas de GL AESD AELD
variagao QM Signif. QM Signif.
Idade 5 66.04 0.006 14731.10 0.00144
Residuo 12 11.44 169431

Tabela 2A Quadrados médios e niveis de significancia de Atividade de Succinato Desidrogenase

(ASD), Atividade de Lactato Desidrogenase (ALD) nas varias idades.

Causas de GL ASD ALD
variagio QM Signif. QM Signif.
Idade 5 1067435.89 0.00022 94546610.53 0.004

Residuo 12 72111.02 14508844.11
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Tabela 3A Quadrados médios e niveis de significancia de Atividade de Succinato Desidrogenase

(ASD), Atividade de Lactato Desidrogenase (ALD) nas varias idades.

Causas de GL ASD ALD
variaggo oM Signif, oM Signif.
Ascite 1 6006491.12 0.00003 2946410067.54  0.00001
Idade 5 57003.78 0.5443 32329055.55 0.21289
Ascx Id 2 159842.26 0.2036 136613862.68 0.00807
Residuo 12 87978.22 18372350.16

Tabela 4A Quadrados médios e niveis de significancia das concentragdes de Sédio e Potéssio

plasmaticos.
Causas de GL Na* K
variagdo (0).% Signif. oM Signif.
Idade 2 0.0000605 0.84233 0.0001834 0.935
Ascite 1 0.0074786 0.00081 0.0230052 0.01328
AscxId 2 0.0023431 0.06747 0.0034756 0.32016
Residuo 12 0.0041583 0.0027681






