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Metabolismo oxidativo de heterófilos de avestruzes jovens

Oxidative  metabolism  by  heterophils  from  young  ostriches

RESUMO

Foi avaliada a hipótese que, à semelhança dos
neutrófilos de mamíferos, a produção de superóxido pelos
heterófilos de avestruzes está associada com a maturidade
funcional dessas células. Foram utilizados 20 avestruzes de
ambos os sexos, divididos em dois grupos: 1-|30 dias (n=10) e
180-|240 dias (n=10) de idade. Para avaliação do metabolismo
oxidativo dos heterófilos, estimou-se a produção de superóxido,
utilizando o teste citoquímico não estimulado de redução do
tetrazólio de nitroazul (NBT). A porcentagem média de redução
heterofílica do NBT de avestruzes com até 30 dias de idade
(0,7±1,3) foi menor (P<0,001) que a observada naqueles com
idade entre seis e oito meses (6,2±2,7). Conclui-se que o
metabolismo oxidativo dos heterófilos de avestruzes aumenta
com a idade, sugerindo que essa menor produção de
superóxido reduz a capacidade bactericida e pode contribuir
para a alta mortalidade nos três primeiros meses de vida.

Palavras- chave: imunidade inespecífica, polimorfonuclear,
superóxido, nbt, ratita.

ABSTRACT

It was valuated the hypothesis that, like the
neutrophils of mammals, the superoxide production by avian
heterophils is associated with functional maturity of these cells.
Were used twenty ostriches of both sexes, divided into two
groups: 1-|30 days (n=10) and 180-|240 days (n=10) of age.
The oxidative metabolism by heterophils was estimated by
superoxide production in not stimulated cytochemic test of
nitroblue terazolium (NBT). The average percentage of
heterophilic NBT reduction in ostriches with up to 30 days of
age (0.7±1,3) was lower (P<0,001) than that observed in those
aged between six and eight months (6,2±2,7). It was concluded

that the oxidative metabolism by ostriches’ heterophils increases
with age, suggesting that lower superoxide production reduces
the ability bactericide and may contribute to high mortality in
the first three moths of life.

Key words: unspecific immunity, polymorphonuclear, superoxide,
nbt, ratite.

INTRODUÇÃO

Em 2002, o avestruz (Struthio camelus) foi
incluído como ave doméstica pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis
(IBAMA, 2008), permitindo a livre criação no território
brasileiro, sob fiscalização do Ministério da Agricultura,
Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2008).

A estrutiocultura apresenta-se em franco
crescimento no país. Em 1996, o plantel brasileiro
não alcançava 500 avestruzes (ASSOCIAÇÃO
DOS EMPREENDEDORES PAULISTAS DE
ESTRUTIOCULTURA, 2008). Atualmente, o
rebanho nacional aproxima-se de 450 mil aves, o
que coloca o Brasil em segundo lugar no ranking
mundial, atrás apenas da África do Sul (MUNIZ, 2008;
UNIÃO BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2008).

Apesar de ser um ramo promissor na
economia brasileira, a criação de avestruzes ainda
enfrenta altas taxas de mortalidade das aves nos
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primeiros 90 dias de vida. MOTTA et al. (2008)
atribuíram à susceptibilidade as infecções bacterianas
a maior mortalidade de aves jovens quando verificaram
crescimento de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli (não hemolítica e hemolítica),
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Enterobacter aglomerans e Pseudomonas
mendocina,em meio de cultura com sangue e amostras
provenientes de fígado, pulmão e intestino de 28
avestruzes, incluindo aves que morreram logo após
eclosão e com até quatro meses de idade.

Em bovinos, altos índices de mortalidade
neonatal por infecção bacteriana também foram
observados. COSTA et al. (2004), ao avaliarem a
atividade bactericida dos neutrófilos de bezerros da
raça holandesa, verificaram que a produção de
superóxido aumenta com a idade, atribuindo-se isso à
incapacidade dos neutrófilos em responder a estímulos
infecciosos nos primeiros dias de vida, tornando os
bezerros neonatos mais susceptíveis às infecções.

Nas aves, os heterófilos são leucócitos
polimorfonucleares equivalentes aos neutrófilos nos
mamíferos e são essenciais para o funcionamento do
sistema imunológico inato. Sob estímulo, expressam
receptores de membrana responsáveis pela aderência
e migração pelo endotélio vascular, dirigindo-se por
quimiotaxia ao sítio de infecção. Após fagocitose, há a
morte do agente infeccioso por meio de enzimas líticas
e agentes oxidantes (RODRÍGUEZ et al., 1997; KOGUT
et al., 1998; FARNELL et al, 2003).

Segundo DESMIDT et al. (1996), o heterófilo
ativado sofre uma “explosão respiratória”, durante a
qual uma grande quantidade de oxigênio molecular é
convertida em ânion superóxido por meio do complexo
NADPH oxidase. Em mamíferos, o ânion superóxido
origina outros compostos altamente reativos, tais como
peróxido de hidrogênio (H2O2), íons hidroxila (OH-) e
substâncias halogenadas (BABIOR, 2004). Segundo
PENNIALL & SPITZNAGELL (1975) e HARMON
(1998), heterófilos de galinhas são destituídos da enzima
mieloperoxidase e incapazes de gerar compostos
halogenados, o que tornaria o metabolismo oxidativo
dos heterófilos uma linha de defesa secundária aos
microrganismos quando comparada à liberação de
enzimas lisossomais.

Corroborando uma possível menor
importância da geração de reativos derivados de
oxigênio na resposta heterofílica das aves em relação
aos neutrófilos de mamíferos, CONLON et al.(1991)
relataram que heterófilos de galinhas e falcões
apresentavam menor produção destes em relação aos
neutrófilos isolados de bovinos da raça holandesa.
Semelhantemente, BROOKS et al. (1996) e TELL et al.

(1997) verificaram que heterófilos de galinhas e
papagaios, respectivamente, produziram menos H2O2
quando comparados aos neutrófilos de humanos. Não
obstante, FARNELL et al. (2003) atribuem grande
importância à geração de compostos reativos derivados
de oxigênio no combate às infecções nas aves, havendo
envolvimento dos receptores toll like dois e quatro,
proteína G, proteína quinase C e canais de cálcio.

Segundo CONLON et al. (1991), há
divergências entre estudos que analisaram o
metabolismo oxidativo dos heterófilos de aves. Essas
divergências se devem em parte aos diferentes métodos
de análise com sensibilidades distintas, além de
diferentes condições experimentais que refletem o grau
de ativação dos heterófilos.

DESMIDT et al. (1996) observaram, por meio
de quimioluminescência com luminol, que heterófilos
isolados de galinha respondiam aumentando a liberação
de reativos de oxigênio aos estímulos com phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA) e zimosan opsonizado.
Em contraponto, KOGUT et al. (2001), utilizando mesmo
método, não verificaram tal aumento no metabolismo
oxidativo dos heterófilos de galinha frente a esses
estímulos.

TELL et al. (1997) e HE et al. (2003; 2007)
verificaram em heterófilos de galinhas e papagaios, com
o uso de 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA), aumento na produção de H2O2 proporcional ao
estímulo in vitro com PMA. Diferentemente, outros
estudos não detectaram a produção de reativos de
oxigênio pelos heterófilos. PENNIALL &
SPITZNAGELL (1975) identificaram falha dos
polimorfonucleares de galinha em produzir H2O2 após
a fagocitose, verificada pelo método de oxidação do
formato e pela técnica de escopoletina, apesar de
constatarem aumento da oxidação da glicose para gerar
NADPH frente ao estímulo com S. aureus. WIGLEY et
al. (1999), por meio da redução do tetrazólio nitroazul
(NBT), observaram que heterófilos de galinha,
diferentemente dos trombócitos, não produzem
superóxido, sugerindo maior importância dos
trombócitos na geração de reativos derivados de
oxigênio para destruição dos patógenos na espécie.

Até o presente, não há registros sobre o
metabolismo oxidativo dos heterófilos de avestruzes e
qual o papel destes no combate às infecções dessas
aves. Diante da escassez de informação sobre o tema,
e considerando a importância zootécnica e econômica
dos avestruzes, bem como, o desafio de reduzir a
mortalidade juvenil na espécie, propôs-se testar a
hipótese que os heterófilos de avestruzes são capazes
de gerar radicais de oxigênio e comparar o metabolismo
oxidativo desses granulócitos entre avestruzes jovens
em diferentes faixas etárias.
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MATERIAL   E   MÉTODOS

Foram utilizados 20 avestruzes, de ambos
os sexos, com um dia a oito meses de idade, provindos
de matrizes de diferentes criatórios da região de
Araçatuba, São Paulo (SP), nascidos e criados no setor
de Zootecnia do Curso de Medicina Veterinária da
Faculdade de Odontologia (FOA) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). Considerou-se como critério
de inclusão a boa condição clínica e corpórea no
momento da colheita e após 30 dias.

O arraçoamento (Ração para avestruzes
Êxito Rural

®
, Nutrição de ruminantes ltda, Araçatuba-

SP) e fornecimento de água às aves foram ad libitum,
sendo o primeiro com uso de rações para avestruzes
destinadas à fase inicial e de crescimento.

Logo após o nascimento, as aves foram
identificadas, pesadas, sexadas e submetidas à
desinfecção do umbigo com solução alcoólica de
clorexidina 2%, durante três dias consecutivos. Os
recém-nascidos permaneceram na sala da maternidade
por cinco dias, alojados em gaiolas retangulares e com
aquecimento elétrico automático (±29ºC), recebendo
ração inicial. As aves com idade entre 5-|30 dias foram
mantidas em galpão de alvenaria, contendo seis boxes
equipados individualmente com abrigos noturnos e
aquecimento elétrico automático (+29ºC). Receberam
ração inicial e folhas de amora picadas (uma vez ao dia)
e tiveram acesso ao pasto de amendoim forrageiro
(Arachis pintoi). Os avestruzes com 180-|240 dias foram
alojados em piquetes agrupados em forma de pizza com
acesso a pasto de braquiária (Braquiaria decumbens)
e alimentados com ração de crescimento.

As aves foram separadas em dois grupos
de acordo com a faixa etária: 1-|30 dias (n=10) e 180-|240
dias (n=10) de idade. Amostras de sangue total
heparinizadas (10U ml-1) foram coletadas da veia jugular
das aves com até trinta dias de idade e da veia
subcutânea ulnar das demais, assim como preconizado
por LUMEIJ (1997). Seguindo as recomendações de
DEIN (1996), capuzes foram utilizados nas aves para
minimizar o estresse da contenção e colheita. O sangue
foi mantido em recipiente isolado termicamente para o
transporte até o laboratório, por, no máximo, 30 minutos.

A produção de superóxido pelos heterófilos
foi estimada pelo teste de redução do tetrazólio de
nitroazul (NBT, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) não
estimulado. O teste de redução foi realizado pelo método
citoquímico descrito por CIARLINI et al. (2005). Em
resumo, 25μl de sangue foi adicionado à mesma
quantidade de NBT (1mg ml-1) e incubado a 37°C,
durante 15 minutos, seguindo-se de 15 minutos em
temperatura ambiente. A porcentagem de células

redutoras de NBT foi estabelecida a partir da contagem
de 100 heterófilos.

Para as comparações entre os grupos
experimentais, foi utilizado o teste não paramétrico
Mann-Whitney em programa estatístico
computadorizado (Software, Statistical Analysis
System Institute, 1997, USA).

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Os heterófilos de todos os avestruzes com
idade entre seis e oito meses reduziram o NBT (Figura
1), comprovando que são capazes de gerar metabólitos
do oxigênio, assim como verificado por DESMIDT et
al. (1996), FARNELL et al. (2003) e HE et al. (2003 e
2007), em heterófilos de galinhas, RODRÍGUEZ et al.
(1997), em pombos da espécie Streptopelia risória, e
TELL et al. (1997), em papagaios Amazona amazonica
amazonica. Não foram encontrados na literatura dados
similares em relação aos avestruzes.

O único estudo sobre metabolismo oxidativo
dos hetrófilos em aves que utilizou o método de redução
do NBT (WIGLEY et al. 1999) não detectou produção
de superóxido em galinhas. A discordância quanto à
redução do NBT pelos heterófilos observada por
WIGLEY et al. (1999) pode ter relação com a exposição
das aves à luz, porque as amostras foram coletadas no
período de verão, em país de clima tropical, enquanto
WIGLEY et al. (1999) analisaram galinhas criadas em
país de clima temperado, portanto, com menor incidência
luminosa. Segundo RODRÍGUEZ et al. (1997) e
TERRÓN et al. (2003), a melatonina, produzida pela
glândula pineal sob ausência de estímulo luminoso,
exerce efeito inibitório sob o metabolismo oxidativo de
pombos da espécie Streptopelia risoria. O método
quantitativo de redução do NBT utilizado por WIGLEY
et al. (1999), embora mais sensível que o citológico,
requer isolamento celular, o que pode comprometer o
funcionamento do heterófilo de modo a não detectar a
produção de superóxido à semelhança do presente
estudo. Portanto, tal divergência entre o metabolismo
oxidativo dos avestruzes e das galinhas parece não ser
restrita a particularidades das espécies, uma vez que a
produção de superóxido em galinhas já foi comprovada
em estudos que utilizaram outras metodologias
(DESMIDT et al. 1996; FARNELL et al. 2003, HE et al.
2003; 2007).

As divergências entre estudos que
analisaram o metabolismo oxidativo dos heterófilos de
aves devem-se em parte às diferentes metodologias
com sensibilidades distintas. A quimioluminescência
com luminol utilizada por DESMIDT et al. (1996)
mensura todos os metabólitos de oxigênio, enquanto a
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citometria de fluxo com DCFH-DA utilizada por TELL
et al. (1997) e HE et al. (2003; 2007) avalia principalmente
o peróxido de hidrogênio. O tetrazólio de nitroazul é
um corante supravital amarelo claro que sofre redução
na presença do ânion superóxido, tornando-se azul
escuro. Constitui um método rápido, simples, que não
requer isolamento celular e apresenta baixo custo para
avaliação do metabolismo oxidativo dos fagócitos
(GORDON et al., 1973).

Ao se compararem os resultados que
utilizaram a mesma metodologia adotada no presente
estudo, observou-se que a média de redução do NBT,
em avestruzes entre seis e oito meses de idade (6,2%),
foi inferior à média de redução de NBT de cães
(CIARLINI et al., 2004), enquanto a média observada
em aves com até trinta dias (0,7%) assemelha-se à
observada em bovinos por CIARLINI et al. (2005).
Segundo CONLON et al. (1991), bovinos apresentam
maior produção de reativos derivados de oxigênio que
galinhas e falcões devido à maior área de superfície
dos neutrófilos comparada à área dos heterófilos nas
espécies avaliadas, o que é corroborado por
ROBINSON et al. (2004), ao observarem que a produção
de H2O2 ocorre em toda superfície dos neutrófilos, além
do vacúolo fagocítico. Tomando-se tais prerrogativas,
talvez a superfície do heterófilo de avestruzes adultos
seja menor que a de cães e a dos pintainhos se
assemelhe a de bovinos.

Os avestruzes com até 30 dias de vida
apresentaram menor capacidade de redução do NBT
(P<0, 001) quando comparados às aves com idade entre
seis e oito meses (Figura 1), à semelhança do observado
em bezerros por COSTA et al. (2004). Possíveis
explicações para a falha do mecanismo de produção do
ânion superóxido nos avestruzes 1-|30 dias incluem

anormalidades na ativação do
complexo enzimático NADPH
oxidase, deficiência da enzima
glicose-6-fosfatodesidrogenase e
atividade anormal ou deficiente da
proteína quinase C. O resultado pode
estar relacionado à alta mortalidade
dos avestruzes nos primeiros 90 dias
de vida (MOTTA et al., 2008), quando
a menor geração de reativos
derivados de oxigênio tornaria as
aves nessa faixa etária mais
susceptíveis à infecção.

Apesar de os heterófilos
nas aves serem a principal linha de
defesa contra os microrganismos, em
situações de estresse, há redução da
atividade fagocitária (SPINU et

al.,1999). Os avestruzes analisados foram criados em
cativeiro e, dessa forma, foram submetidos a estresse
contínuo, podendo possuir resposta oxidativa diferente
daqueles criados em vida livre.

Há necessidade de se investigar qual o efeito
do estresse causado pelo cativeiro, assim como a
influência do fotoperíodo sobre o metabolismo
oxidativo dos heterófilos de avestruzes e sua relação
com a alta mortalidade juvenil da espécie.

CONCLUSÃO

A geração de superóxido pelos heterófilos
de avestruzes aumenta com a idade, e a menor
capacidade de redução do NBT coincide com a faixa
etária em que ocorre a maior taxa de mortalidade na
espécie. A falha na produção de superóxido pode estar
relacionada à morte precoce dos avestruzes. Para
sugerir formas de reduzir tal parâmetro, são necessárias
investigações acerca do prejuízo suplementar do
fotoperíodo negativo e cativeiro sobre a produção de
reativos de oxigênio pelos heterófilos.
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