I. INTRODUCAO

A Ema, cujo nome cientifico € Rhea americana, é considerada a ave mais
antiga do continente americano. E uma espécie primitiva, descendente direta dos
dinossauros, pertence ao grupo das ratitas - "aves que ndao voam”-, e classificada
dentro da ordem Reiforme, familia Rheidae (SARASQUETA, 1997). Pertence a
superordem das Paleognatas, e apresenta caracteristicas anatémicas e fisiolégicas
que a diferenciam das aves carinadas, entre as quais: a auséncia de quilha no osso
esterno, a perda da capacidade de vbo, a falta da glandula uropigiana, e a
separacao de fezes e urina na cloaca (SICK, 1985).

As ratitas sdo, em geral, consideradas as aves atuais mais primitivas,sob o
ponto de vista filogenético ou, mais exatamente, constituem o grupo mais antigo,
altamente especializado (SICK, 1985).

A espécie foi abundante em todas as regides descampadas do Brasil na
época do descobrimento, e em outros paises sul-americanos como Paraguai,
Uruguai e, principalmente, Argentina. Atualmente tornou-se escassa nestes paises e
na regido nordeste do Brasil, tendo praticamente desaparecido no Rio Grande do
Sul (GUNSKI, 1992). As maiores populacbes naturais concentram-se no Mato
Grosso e Goias, podendo ainda ser encontradas nos cerrados das regides oeste e
noroeste de Minas Gerais (DANI et al., 1993).

Atualmente no Brasil sdo descritas trés subespécies:
"I Rhea americana americana, quase extinta, que habita os cerrados e a caatinga. A
reducado da populacdo desta subespécie foi agravada pela fome generalizada no
nordeste brasileiro, onde foi cagcada pelo homem para alimentagdo (SARASQUETA,
1997);

'l Rhea americana intermedia (ALMEIDA, 2003), um pouco maior que as outras,
habita regides de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, e esta praticamente

extinta no Rio Grande do Sul;

71 Rhea americana albescens (ALMEIDA, 2003), habitam o sudoeste do Centro-
Oeste Brasileiro, sul da Bolivia e Norte da Argentina.

O animal tem sido considerado como uma forma alternativa de pecuaria
eficiente, ambientalmente correta e sustentavel. A partir do mesmo peso de

reprodutores, a ema é capaz de produzir mais de 10 vezes a quantidade de carne



vermelha que o rebanho bovino, apesar de consumir a mesma quantidade de pasto
e racdo. Uma producdo de carne desta magnitude pode literalmente mudar a
maneira como 0s seres humanos produzem proteina animal no planeta (FOWLER,;
CUBAS, 2001).

Com a criagcao de aves domésticas de origem exoética, varias doengas tém
surgido, capazes de ocasionar impactos na populacdo destes animais criados em
cativeiros. Poucos estudos foram realizados em emas, visando a elucidagdo dos
mecanismos naturais de defesa para estes microrganismos (FOWLER; CUBAS,
2001). Sabe-se que estes animais apresentam varios tipos celulares no sangue,
porém, as caracteristicas funcionais destas células ainda s&o parcialmente
compreendidas.

Os leucécitos do sangue de ema, de acordo com a morfologia, dividem-se
nas seguintes células: heterofilos, eosindfilos, baséfilos, mondécitos e linfécitos. A
concentragéo de leucdcitos no sangue de emas jovens, de aproximadamente sete
meses, é de 2,19 x 10> mm3 para os machos e de 2,01 x 10° para as fémeas, e a
freqliéncia relativa de cada tipo celular é a seguinte: 50 a 53% de heterdfilos, 27 a
28% de linfécitos, 4 a 5% de mondcitos e 8 a 9% de eosindfilos (SCHREINER,
2002).

A mortalidade de emas tem sido relacionada a muitas infec¢des bacterianas,
entre elas a Megabactéria e a Escherichia coli, que sdo consideradas importantes
agentes etiologicos causadoras de infecgcdes nestes animais em criadouros
(SCHREINER, 2002).

Varios estudos vém demonstrando que os fagocitos do sangue apresentam
importante papel em varias infecgdes, principalmente as bacterianas. A fagocitose é
um dos principais mecanismos de defesa do organismo para as bactérias (BABIOR,
1978; MUNDI et al., 1991; SEGAL; SOOTHILL, 1993; HONORIO-FRANCA et al.,
1997; HONORIO-FRANCA et al.; 2001).

A investigacéo da atividade de fagocitos in vitro pode ser realizada por meio
de abordagem indireta, medindo produtos do metabolismo celular, bem como de
forma direta, verificando-se o decréscimo da viabilidade de microorganismos. (HO;
LAWTON, 1978; LEIJH et al., 1981; AVERY; GORDON, 1991; BUESCHER,;
MCLLEHERAN, 1993; HONORIO-FRANGCA et al., 1997; HONORIO-FRANCA et al.,
2001).



A presenca de grande quantidade de fagdcitos (heteréfilos e monécitos) no
sangue de ema sugere que estas células possam desempenhar importante
mecanismo microbicida na espécie. Assim, visando maior compreensao dos
processos de defesa para infecgdes relacionadas a morfofisiologia celular, o
presente trabalho propde avaliar a atividade funcional dos fagécitos do sangue de

ema.



Il. OBJETIVO

GERAL

Avaliar a atividade morfofuncional de células do sangue de emas (Rhea

americana) adultas, em cativeiro.

ESPECIFICOS

Verificar a ativagao dos fagécitos do sangue por meio da liberagéo do
anion superdéxido.

Verificar a atividade bactericida dos fagécitos do sangue periférico de
emas adultas em cativeiro, para Escherichia coli.

Analisar a morfologia através da microscopia eletrdnica de

transmissao das células heterdfilos do sangue de ema.



lll. REVISAO DE LITERATURA

A criagdo de ema (Rhea americana) em cativeiro tem sido considerada
importante alternativa de pecuaria. Assim, para ter sucesso o manejo do animal
deve ser a base de agua limpa, pasto limpo, alimento fresco a vontade, além de um
ambiente livre de residuos quimicos e de uma cerca/tela de predadores (BRUNING,
1994; SANTOS, 2004).

A ema é um animal silvestre controlado pelo IBAMA, que proibe sua caga. O
comércio da carne s6 é permitido para animais oriundos de criadouros comerciais
registrados junto a este 6rgado, e abatidos em frigorificos que também sejam
legalizados (BRUNING, 1994).

O peso de uma ema adulta varia entre 26 e 36 kg, com grande variagcao em
decorréncia da existéncia de ragas geogréaficas. Os machos geralmente atingem
34,4 Kg enquanto as fémeas atingem 32 Kg (SICK, 1985).

A ema possui corpo ovéide, com a regido posterior conica. A altura varia de
1,34m a 1,70m, conforme a postura adotada (SICK, 1985). O macho é maior que a
fémea, e nele a cor negra é um pouco mais acentuada, apresentando-se em maior
extensdao na base do pescocgo, peito anterior, e parte mediana do dorso anterior.
Além disso, a parte posterior do corpo é mais pontiaguda no macho.

A ave tem o bico plano e longo, com o culmem curvado, em sua extremidade,
sobre a mandibula inferior. Pode apresentar, no bordo da mandibula superior,
chanfraduras dentiformes, em numero de cinco, e trés na mandibula inferior
(FOWLER; CUBAS, 2001). As narinas séo largas, ovoides, localizadas na regiao
média do bico, em um sulco membranoso. A disposi¢cdo dos olhos e a depressao
posterior da Orbita séo tais, que permitem que a ave olhe sem se virar (ALMEIDA,
2003).

No periodo reprodutivo ocorrem grandes alteragbes morfolégicas e
comportamentais no macho adulto (CARBAJO et al., 1997). A primeira modificagéo
€ no pescogo, que se engrossa enormemente. A zona peitoral também se alarga
tornando muito conspicuo o desenho em cruz, de penas negras que sobe desde a
base do pescoco espalhando-se pelo dorso; todas as penas negras assumem uma

tonalidade brilhante muito chamativa. Os machos freqlentemente ericam as



filiplumas da cabeca, o que lhes faz parecer maiores em tamanho corporal
(BRUNING, 1994; FOWLER; CUBAS, 2001).

A fémea adulta ndo apresenta modificacées no periodo reprodutivo, sendo
menos robusta e menor que 0 macho, alcangando um metro e trinta centimetros de
altura, e trinta e dois quilos. Sua coloragdo é bege escura, com algumas penas
negras na base do pescoco, que é delgado e proporcionalmente mais longo que o
do macho (CARBAJO et al., 1997). Sua principal caracteristica diferencial € que as
penas das asas ndo recobrem todo o corpo, deixando a descoberto as coxas e as
regides ventral e posterior, exibindo a cloaca arredondada (FOWLER; CUBAS,
2001).

A maioria das espécies se reproduz no periodo em que os fatores climaticos
sdo mais favoraveis para o nascimento das suas crias, e quando existe uma alta
disponibilidade de alimento (LACK, 1950). A primavera é, para grande parte das
espécies de climas temperados, o periodo ideal. Para estabelecer o inicio da
reprodugdo, em altas latitudes, os animais utilizam geralmente a informagao sobre o
fotoperiodo, mais concretamente, a duragdo do dia (horas de luz), que atua como
um sinal de sincronismo dos processos fisiolégicos. Os fatores meteorolégicos
podem influenciar no ajuste do periodo reprodutivo, adiantando ou atrasando o
momento 6timo para o nascimento de suas crias (IMMELMANN, 1971).

Seu sistema de acasalamento é complexo, definido como poliginico e
poliandrico, no qual o0 macho possui um harém com varias fémeas, e estas podem
acasalar-se com outros machos em sucessdao. O aspecto mais notavel do
comportamento reprodutivo destas aves € o papel desempenhado pelo macho. Ele
faz a corte, constrdi o ninho, incuba os ovos e cuida dos filhotes, enquanto o papel
da fémea limita-se a copula e a postura dos ovos (BRUNING, 1971).

No que diz respeito a alimentagdo, € onivora, com habitos diurnos e
crepusculares. Possui uma enorme capacidade de adaptacao, vivendo em sistemas
agropecuarios e resistindo ao cativeiro. Podem ser vistas em condi¢cdes naturais,
vivendo em bandos fora do periodo de acasalamento, e no periodo de reprodugéo,
geralmente nas estagdes mais quentes do ano, as emas se subdividem em grupos
menores, com um macho dominante (SARASQUETA, 1997).

Desde tempos remotos, a ema é alvo de valores humanos diferenciados. Em

algumas propriedades agricolas sao protegidas por dispensarem leguminosas



(PASCHOAL; MAGNANI, 1990) e controlarem populacdes de pragas. Para as
comunidades rurais, o valor cinegético se exalta, abrangendo a subsisténcia de
ovos, gordura e outras iguarias, além de cacadas "recreativas" e coletas de
plumagem. Durante anos as plumas foram intensamente exportadas e as acoes
humanas reduziram as populagdes de emas em toda a sua area de habitat natural.
Além da caca intensiva, as atividades incluem queimadas, desmates, eliminacao de
ovos por maquindrio agricola durante a preparagao do solo para plantio, e utilizagdo
de agrotoxicos em areas cultivadas (BRUNING, 1994).

A exploracdo comercial da ema (Rhea americana) vem crescendo
consideravelmente, por ser uma espécie silvestre autdctone com potencial a ser
explorado na producéo de alimentos (DI CAMPOS, 2005).

Uma ema pode pdr até 40 ovos por periodo reprodutivo, 0s quais podem ser
comercializados como ovos férteis ou nao incubaveis, para consumo humano, com
menos de 1% de lipideos, contendo &cidos polinsaturados do tipo “Omega 3”, ja que
0os mesmos sao considerados saudaveis (GIANNONI, 1996). Em outras espécies
como a galinha (Gallus gallus domesticus), a relagcao entre o peso do ovo e do filhote
recém-nascido varia muito de acordo com o sistema que se usa para incubacao.

O periodo de incubacado em condi¢des naturais e artificiais varia entre 30 e 43
dias. Varios fatores poderao determinar variagcdes no tempo de incubacao, tais como
temperatura e umidade usada no processo (FLORES, 2004). Conforme experiéncias
realizadas, sabe-se que o peso do filhote de emas sera de 65 a 70% do peso do ovo
(MORO, 1999; DI CAMPOS et al., 2004).

Nos ultimos anos a expansao da rheacultura como atividade extrativista esta
relacionada a taxa de reproducado nos criatérios, onde a taxa de fertilidade média €
abaixo de 50 %; isto se deve ao déficit de tecnologias empregadas com relagdo ao
manejo. (FOWLER; CUBAS, 2001).

A criagdo de emas em cativeiro sofre problemas no manejo, pois esses
animais necessitam de certas condi¢gbes favoraveis em seu ambiente, tais como
higiene adequada, a ndo exposigcdo a produtos quimicos, uma vez que elas se
intoxicam facilmente, e, principalmente, a quantidade de espago disponivel, pois sao
animais relativamente grandes e andarilhos por natureza. A falta de condicées
favoraveis reflete negativamente na saude do animal, além da susceptibilidade a
contrair doengas de outros animais (BRUNING, 1994).



Varias sdo as doencas que podem causar impacto na populagdo de emas; no
entanto, pouco se conhece sobre os mecanismos de defesa destes animais. A ema
apresenta quantidade significativa de células sanguineas, porém, as caracteristicas
funcionais destas ainda nao sao totalmente compreendidas (FOWLER; CUBAS,
2001).

A importancia da realizagao de estudos hematolégicos se da pelo fato de que
estes estudos podem fornecer conhecimentos que visem a confirmagcdo de
diagnésticos em determinados processos patoldgicos (FRANCA, 1997).

Para isso, estudos sobre a atividade funcional das células de emas sé&o
necessarios para a determinagdo do mecanismo de defesa do animal. A atividade
das células do sangue destes animais ainda ndo esta elucidada. Poucos estudos
tém sido realizados com relacdo a atividade funcional dos leucécitos da Rhea
americana. Na literatura trabalhos vém demonstrando que os fagécitos do sangue
apresentam importante papel em varias infec¢des, principalmente para as
bacterianas. A fagocitose € um dos principais mecanismos de destruicdo de
bactérias, e pode ser medida pelo metabolismo oxidativo com producdo de
metabdlitos ativos do oxigénio (BABIOR, 1978; MUNDI et al.,, 1991), ou pela
liberacao de enzimas lisossémicas (SEGAL; SOOTHILL, 1983).

A investigacao da atividade de fagocitos in vitro pode ser realizada por meio
de abordagem direta, verificando-se o0 decréscimo da Vviabilidade de
microorganismos em ensaios fagocitarios, ou indiretos, medindo produtos
metabdlicos celulares associados a esta atividade (HO; LAWTON, 1978; LEIJH et
al., 1978; AVERY; GORDON, 1991; BUESCHER; MCLLEHERAN, 1993 apud
FRANGCA, 1997).

Os métodos de avaliacdo indireta da atividade dos fagdcitos podem ser
realizados por meio da deteccdo de produtos do metabolismo oxidativo, sendo
analisados por meios bioquimicos ou citoquimicos (BABIOR, 1978; MUNDI et al.,
1991).

O metabolismo oxidativo dos leucécitos € ativado quando as células sao
estimuladas por agentes sollUveis (endotoxinas bacterianas, N-Formil peptideos,
produtos de clivagem do sistema complemento, como o C3b e C5a, entre outros), ou
(eritrécitos revestidos com imunoglobulinas, particulas de zimosan ou de latex, e
bactérias viaveis ou formalizadas (SEGAL; SOOTHILL, 1983)).



Varios métodos visando avaliar o metabolismo oxidativo tém sido
desenvolvidos. Entre eles, destacam-se os que verificam o consumo de oxigénio
(NAKAMURA et al; 1981), a quimioluminescéncia (ALLEN et al., 1972; EWERTZ et
al., 1984; SCOFF et al., 1984; AVERY; GORDON, 1991). e os que quantificam os
produtos do metabolismo oxidativo, como o anion superdxido (COHEN; CHOVANIC,
1978; PICK; MIZEL, 1981) e o peroxido de hidrogénio (ROOT et al., 1975; PICK;
MIZEL, 1981; BASS et al, 1983). O papel das espécies de reativos derivados do
oxigénio gerados durante o metabolismo celular tem sido bastante estudado. Esses
componentes reativos que sao gerados pela consecutiva redugdo univalente da
molécula de oxigénio produzem agua e trés intermediarios ativos: o anion
superéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H20O,) e a radical hidroxila (OH-) (ASAD et
al., 1994). Esses radicais participam de fendbmenos extremamente importantes
relacionados ao processo imunolégico, reagdes inflamatérias, peroxidacdo de
lipideos e alteragdes em nivel de DNA (AMES et al., 1993).

Dentre as células que atuam no sistema imunol6gico, os fagocitos tém
atribuido um importante papel aos radicais derivados do oxigénio e seus possiveis
moduladores do sistema imunolégico (BABIOR, 1978; FRANCA, 1997; HONORIO-
FRANCA et al., 2001).

O sistema imune, nervoso e enddécrino, pode influenciar na resposta
imunolégica, respondendo a estimulos especificos de defesa do organismo
alterando a acao das células imunes (FRANCA, 1997).

E possivel que os fagdcitos presentes no sangue de ema estejam ativos
funcionalmente, e que esta atividade possa ser de fundamental importancia para

controlar as infecgdes que acometem estes animais em cativeiro.
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IV. MATERIAL E METODOS
Obtencao das amostras de sangue de ema (Rhea americana)

Foram coletadas 20 amostras de sangue periférico de Rhea americana,
sendo 10 de fémeas e 10 de machos, provenientes de animais adultos, pertencentes
ao Centro Desenvolvimento Ambiental (CDA) da Companhia Brasileira de Metalurgia
e Mineracdo (CBMM). As amostras foram coletadas no periodo da manha, em tubos
heparinizados contendo cada 5mL de sangue, utilizando seringas de 10mL. Apos a
coleta as amostras foram encaminhadas para o laboratério do ICS - Instituto de

Ciéncias da Saude do Centro Universitario do Planalto de Araxa Uniaraxa.
Separacao das células do sangue

A separacdao das populacées de fagocitos foi realizada pelo método de
centrifugacao por gradiente de densidade com Ficol-Paque (densidade: 1.077g/mL —
Pharmacia), durante 40 minutos a 160G, sob temperatura ambiente. A centrifugacao
das amostras permite a separacao do sangue em trés camadas: o plasma, o anel
rico em células MN, e células PMN mais hemacias. O plasma foi descartado, as
células MN foram reservadas. As hemacias mais as células PMN foram submetidas
a sedimentacgao por dextran (6g/L — Sigma), durante um periodo duas horas a 37°C,
visando a separagado dos polimorfonucleares. Depois de separadas as popula¢oes
de fagécitos (polimorfonucleares e mononucleares), as células foram lavadas duas
vezes consecutivas em tampéo fosfato enriquecido (PBS com 2.6mM CaCl,, 5mM
de glicose), e as concentragdes ajustadas para 1 x 10° cel/mL.

Preparacao da melatonina exégena

Para estimular os heterdfilos, utilizou-se a melatonina exégena (N-acety-5-
methoxytryptamine-SIGMA). A melatonina foi dissolvida em PBS por um periodo de
trés horas sob agitagdo, a temperatura ambiente, em camara escura. A

concentracao utilizada foi de 100ng/mL. Como controle positivo utilizou-se PMA
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(forbol miristato acetato) na concentracdo 100ng/mL (FRANCA, 1997; FRANCA,
2002).

Liberacdo do Anion Superéxido

Para verificar o metabolismo oxidativo e a liberagcao de anion superéxido, na
presengca ou nao de agentes imunomoduladores, utilizou-se o cromégeno
Ferricitocromo C (Sigma), segundo o método de (PICK; MIZEL, 1981). Em presenca
do anion superoxido, o Ferricitocromo C sofre oxidagcado passando a ferrocitocromo
C, sendo esta mudanga colorimétrica detectavel em espectrofotdbmetro com filtro de
630nm. A suspensdo de células foi ressuspendida em 0,5mL de PBS glicosado
contendo ferricitocromo C (concentragdo de 2mg/mL). Um controle contendo
somente células foi realizado paralelamente, para verificacdo da liberacao
espontanea do anion superoxido pelas células. As suspensdes foram colocadas em
placas de cultura celular de 96 pocos, com um volume de 100uL por poco e
deixadas em estufa a 37°C, durante 1 hora. A leitura foi feita em espectrofotdmetro
para placa com filtro de 630nm. A concentracdo do anion superoxido foi calculada

segundo (PICK; MIZEL, 1981) através da seguinte relacao:

Concentragao O’ (nmol) = DO x 100
6,3

Cultura da Escherichia coli

A cultura estoque de Escherichia coli foi isolada de Gallus gallus domesticus,
obtidas no Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia, e
foi mantida em agar semi-soélido a temperatura ambiente, na auséncia de luz. A
partir desta cultura de estoque, 18 horas antes do ensaio foram feitos repiques em
tubos contendo 8mL de TSB (Trypic Soy Broth — Difco), e estes incubados em
estufa a 37° C. Ap6s o crescimento, as bactérias foram lavadas duas vezes em

solucdo salina tamponada (PBS), e a concentracdo ajustada para 1x10” bactérias
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por mL, medida com espectrofotdmetro, a 540nm e densidade 6ptica de 0.1 (DO =
0.1). Esta concentracao de bactérias foi previamente determinada em meio sélido
TSA (Trypic Soy Agar) pela contagem de unidades formadoras de colbnia
bacteriana (HONORIO, 1995).

Atividade funcional dos fagocitos

A avaliacao da fagocitose e da atividade bactericida dos fagécitos do sangue
foi realizada pelo método de acridine orange, segundo Bellinatti - Pires et al. (1989).

Volumes iguais de suspensdo de bactérias (1x10’ bactérias/mL) e de
suspensdo de células (2x10° células/mL — fagécitos mononucleares e heterdfilos)
foram misturadas em tubos plasticos. O volume final da mistura fagocitaria foi de
acordo com o rendimento celular das amostras de sangue, e nao inferior a 0,5mL. A
suspensdo contendo E. coli e células foram submetida a incubacao prévia por 30
minutos sob agitacdo a 37°C, para que as células e bactérias pudessem interagir e
favorecer a fagocitose. Apds este periodo, a suspensdo, contendo bactérias e
fagocitos do sangue, foi centrifugada por 10 minutos a 160G sob refrigeracao a 4°C.

O sobrenadante foi descartado e o “botdo” celular corado com 200uL de acridine
orange (14,4 mg/mL-SIGMA), por 1 minuto. A seguir, foi acrescentado 6mL de meio
de cultura 199 (Gibco), gelado e centrifugado a 160G, durante 7 minutos a 4°C. As
células e as bactérias foram lavadas por duas vezes (160G por 7 minutos a 4°C), e
observadas em microscépio de fluorescéncia (TIME IN). Foram avaliados 100
fagocitos, verificando-se 0 numero de células que continham em seu interior no
minimo trés bactérias, e o niumero de bactérias vivas ou mortas no citoplasma dos
fagocitos. Os indices de fagocitose e microbicida foram obtidos a partir das
seguintes relacdes:

indice de fagocitose= % nimero de células que contém bactérias

indice microbicida = {1- (n° de bactérias mortas/n® de bactérias fagocitadas)} x100

Analise morfoldgica das células do sangue de ema através de Microscopia
Eletronica
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Foram coletados 5mL de sangue periférico de ema e transferidos para tubos
Falcon contendo 0,1mL de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), e centrifugados a
50G, por 10 minutos. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, retirou-se o
sobrenadante, sendo centrifugado novamente. O botdo celular foi aspirado e
transferido para frascos de vidro de 10mL, contendo 5mL de glutaraldeido a 2 % em
solucéo tampéao fosfato 0,1M, pH 7,2.

Apos a fixagdo, para retirar residuos de glutaraldeido, o botdo celular foi
homogeneizado na solugdo fixadora, distribuida em microtubos de 2mL e
centrifugada a 50G, por 10 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, adicionou-se
tampao fosfato 0,1M, pH 7, 2, até completar 2mL. Realizou-se nova centrifugacéo a
50G por cinco minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes. Em seguida,
adicionou-se agar neutro a 4%, aquecido aproximadamente a 50°C. Antes que a
solucdo de agar se solidificasse, agitou-se vigorosamente o microtubo. Com o
resfriamento do material, formou-se um pequeno bloco de agar misturado com o
botdo celular de leucécitos que foi retirado do frasco e cortado em fragmentos de
aproximadamente 1mm?®. A partir desta etapa o material foi processado como se
fosse fragmento de érgéo.

A fixacao foi feita com tetréxido de 6smio 1% durante 30 minutos, e tetréxido
de 6smio 1% com ferrocianeto de potassio 1,25%, por mais 30 minutos.
Posteriormente realizou-se desidratacdo em etanol e 6xido de polipropileno e
inclusdo em resina Epon. Finalmente, utilizando-se ultramicrétomo e navalha de
diamante foram obtidos cortes ultrafinos, coletados em grades de cobre e corados
com acetado de uranila (WATSON, 1958) e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).
A avaliagdo do material foi realizada em microscépio eletrénico de transmisséo
(Zeiss EM -109).

Analise estatistica

A analise estatistica da liberagdo do anion, fagocitose e atividade microbicida foi
realizada através do teste t student para duas amostras independentes Zar (1981).
A estatistica calculada foi considerada significativa quando “p-value” foi menor que
0,05 (p<0,05).
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V. RESULTADOS

I. Avaliacao da liberacao do anion superoxido pelos fagocitos PMN do sangue
de ema na presenca de agentes imunomoduladores (melatonina e PMA)

Na figura 01 estdo apresentados os resultados da liberagdo do &anion
superéxido pelas células PMN do sangue de fémeas e machos de Rhea americana.
Observou-se que houve aumento significativo na liberacdo do &nion superédxido
pelos fagocitos do sangue, quando na presenca de PMA. Nos fagécitos do sangue
de emas do sexo masculino, observou-se que houve aumento na liberagdo do anion

superdxido quando na presenga da melatonina.
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FIGURA 1. Liberagao do anion superéxido (O’,) pelos fagocitos PMN do sangue de
Rhea americana macho e fémea, na presenga de agentes imunomoduladores N= 20
(p< 0,05)
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Il. Liberacao do anion superoxido (O%) pelas células mononucleares (MN) do
sangue de ema (Rhea americana), na presenca de imunomoduladores
melatonina e PMA

Na figura 02 estdo apresentados os resultados da liberagdo do &anion
superéxido dos fagécitos MN do sangue de ema. Observou-se que as células
mononucleares a ativacao espontanea nao apresentou diferengas estatisticas entre
machos e fémeas. Na presenga do hormdnio melatonina foram verificadas
diferencgas estatisticas entre os sexos. As células dos machos apresentaram maior
liberacdo em relacdo as das fémeas. Quando as células foram estimuladas pelo
PMA verificou - se diferenca estatistica. As células dos machos apresentaram menor

liberagdo em relacao as das fémeas.

21
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FIGURA 02. Liberagao do anion superoxido (O, pelos fagocitos MN do sangue de
Rhea americana, na presenga de imunomoduladores N=20 (p<0,05)
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lll. Avaliacao do indice de fagocitose (%) das células mononucleares (MN) e

polimorfonucleares (PMN) no sangue de Ema (Rhea americana), para
Escherichia coli

Na figura 03 estdo apresentados os resultados da fagocitose das células do
sangue de ema. Observou-se que os fagocitos MN e PMN do sangue de ema
apresentam atividade fagocitica para Escherichia coli, e ndo houve diferenca
significativa entre os sexos.

100 -
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O Fémea
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20 -

indice de Fagocitose (%)

MN PMN

FIGURA 03. indice de fagocitose (%) das células mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) do sangue de ema Rhea americana para Escherichia coli
N=20 (p>0,05)
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IV: Atividade microbicida (%) das células mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) do sangue de ema (Rhea americana), para
Escherichia coli.

Na figura 04, estdo apresentados os resultados da atividade microbicida dos
fagocitos do sangue de ema. Observou-se que o indice microbicida foi similar entre
os tipos de fagdécitos (MN e PMN), com valores superiores a 60%. Nao houve
diferenca da atividade microbicida entre os sexos.
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FIGURA 04. Atividade microbicida (%) das células mononucleares MN e
polimorfonucleares PMN do sangue de ema Rhea americana para
Escherichia coli N= 20 p<0,05
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V. Avaliacao morfolégica das células do sangue de ema (Rhea americana)

Na figura 05 esta representada a célula do sangue de ema aumento (140.000
vezes). A célula apresenta forma esférica a eliptica e irregular. O citoplasma de
maneira geral é abundante, repleto de granulos compactos. Quanto a morfologia, os
granulos mostram formas variadas, podendo ser esféricos, fusiformes em forma de
bastdo, de baqueta ou elipticas. O nucleo em geral lobulado e homogeneamente
eletrodenso é de localizagéo excéntrica ou periférica.

FIGURA 5. Heteréfilo de sangue de ema (Rhea americana), visto em M.E.T, onde pode se
notar forma levemente eliptica, gréanulos especificos do heteréfilo (G), nucleo lobulado (N) e
nucléolo (n). (Barra = 4 pm)
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VI. DISCUSSAO

A Rhea americana é um animal silvestre, que nos ultimos anos tem se
tornado importante no cenario nacional, como uma forma alternativa para a
pecuaria.

A criacdo deste animal em cativeiro tem se associado a alta taxa de
mortalidade, principalmente em sua fase inicial de vida. Esta mortalidade, na maioria
das vezes, é decorrente de infecges.

Assim, nesse trabalho, estudando a atividade funcional de fagécitos do
sangue de ema, verificou-se que estes s&o importantes mecanismos de defesa,
principalmente para infecgées bacterianas. Os fagdcitos do sangue de ema estédo
ativos funcionalmente, pois liberam o anion superéxido, quando estimulados por
agentes imunomoduladores.

Esta ativagéo varia conforme o sexo do animal, sendo que os maiores indices
foram encontrados para os fagécitos polimorfonucleares de animais do sexo
masculino.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) por leucdcitos
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) durante a fagocitose é essencial a
defesa do organismo, para microorganismos potencialmente patogénicos
(OLIVEIRA, 2002).

Neste trabalho avaliou-se a fagocitose de células do sangue de ema para E.
coli. Observou-se que tanto os fagécitos MN como o PMN do sangue de ema de
ambos 0s sexos sdo capazes de fagocitar a E. coli. O indice de fagocitose para as
células MN foi de 72,2%, e para os fagécitos (PMN) foi de 70,6%. Nao houve
diferencas estatisticas entre os sexos e os tipos celulares (p>0,05).

Trabalhos na literatura relatam que a fagocitose de bactérias induz a ativagao
do aumento respiratério e aumento de reativos do oxigénio em fagocitos (GORTER
et al., 1987; FERRANTE et al., 1989; HONORIO-FRANGCA,1998). A participagéo de
radicais livres gerados pelo metabolismo oxidativo do oxigénio € um fenémeno
extremamente importante durante as respostas imunolégicas, reacoes inflamatérias
e peroxidacao de lipideos (NOVELI et al., 1993; AMAES et al., 1993).
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A producao de radicais livres pelos fagécitos, tais como o anion superéxido, é
um dos mecanismos mais importantes de defesa dos organismos para agentes
potencialmente patogénicos. Evidéncias clinicas tém permitido relatar associagdo
entre varias infecgdes fungicas e bacterianas com o horménio melatonina e sexo
(FRANGCA, 1997).

Os leucécitos polimorfonucleares, em especial os heterofilos, constituem a
primeira linha de defesa do organismo contra agentes invasores. Tais células tém a
funcdo altamente especializada de englobar e destruir diferentes tipos de patégenos,
sendo, por essa razao, também chamadas de fagocitos profissionais.

Neste trabalho foi avaliada a ativagdo celular das células presentes no
sangue de ema. Observou-se que os fagocitos polimorfonucleares sao ativados
quando na presenca do hormdnio melatonina. Essa ativagdo varia de acordo com o
sexo, sendo 0s maiores niveis observados nos animais do sexo masculino.

Quando foi realizada a ativagdo das células mononucleares por agentes
imunomoduladores PMA e horménio melatonina, verificou-se que houve um
aumento significativo na atividade destas células na presenca da melatonina em
animais do sexo masculino, € um aumento maior em animais do sexo feminino,
quando estimulados por PMA.

A liberacdo do anion superéxido foi suficiente para determinar morte
bacteriana. Quando se avaliou a atividade microbicida dos fagécitos do sangue de
ema (Rhea americana), observou-se que estas células sdo capazes de determinar
indices bactericidas significativos para E. coli.

Em relagdo aos parametros morfolégicos, hematolégicos e imunolégicos em
ratitas, principalmente de emas em cativeiro, os dados deste trabalho vieram
corroborar para o maior entendimento dos mecanismos de defesa destes animais.

Morfofuncionalmente, estas células apresentam tamanho grande e forma de
esférica a oval ou irregular. O citoplasma de maneira geral é abundante, repleto de
granulos compactos. Quanto a morfologia, os granulos mostram aspectos
extremamente variados quanto a sua forma, podendo ser esféricos, fusiformes ou
ainda em forma de bastao, de baqueta ou oval. O nucleo em geral vesiculoso é de
localizagao excéntrica ou periférica.

A atividade microbicida dos fagocitos do sangue destes animais pode

representar um mecanismo importante de prote¢cdo natural de emas as infecgdes.
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Deve ser considerado o numero de microrganismos com 0S quais a ema entra em
contato no processo de manejo em cativeiro. E possivel que esta atividade funcional
dos fagécitos presentes no sangue de ema se estenda a outros patégenos, além da
E. coli e que possa ser um mecanismo importante de defesa do animal,

principalmente aqueles que vivem em criadouros.
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VIl. CONCLUSOES

Os fagécitos do sangue de ema (Rhea americana), independente do tipo
celular e do sexo, estdo ativos funcionalmente, pois liberam &nion superdxido
quando estimulados por agentes imunomoduladores.

As células mononucleares e polimorfonucleares presentes no sangue de
ema (Rhea americana) apresentam atividade fagocitica e bactericida para
Escherichia coli.

A atividade funcional dos fagdcitos do sangue de ema pode representar um

mecanismo importante de protecdo para estes animais frente as infecgoes.
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IX. ANEXO |

Reagentes

Solucao C

Cloreto de Magnesio ..........cevieiiiiiiiiiiic s, 1.0g
Agua destilada .........eeeiiiiiiiiii s 1000mL

Ferrocitocromo C

Cytaocrome C SIgM@ ..ocooviuuieiieeeeiiee e 2.0g
Tampao fosfato (PBS-glicosado)..........ccourrmiiiiriiiiieeeeiiieeee e 1 mL

Reagentes Para Dosagem De Cu-Zn Superoxido dismutase

Mistura hidroalcodlica (4:1)

AQUa dESHIlada. ..o 400mL
Y2 (o7 Yo 1 IE=1 01T [ (o TR 100mL

Etilenodiaminotetracetato (EDTA)- Mistura Reativa (B)

Tampao Carbonato

Cloreto de S6dio (NaCO3)........ccooueiiiiiniiiiie e 52,999
Agua destilada........ceeeeieiiii 1000mL
0] PSPPSR EP T PPPPPPPPTN 10,2

Cloridrato de Hidroxilamina (PA)

NH20H.HCL ..o 2,6059¢
Agua destilada..........coeoiiiiii 100 mL

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) — Mistura Reativa (A)

Pipetar para cada tubo 0,3 ml de NBT 1,2 mM e 0,2 ml de EDTA 2,0 mM.
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Mistura Reativa

Pipetar para cada tubo 0,3 mL de (A) NBT 1,2 mM e 0,2 mL de EDTA 2,0
mM para 10 amostras, 6 mL de NBT (A) + 4 mL de EDTA (B).

Preparar no uso:

Mistura Reativa:

Para 2 amostras pipetar 1,5 mL de NBT mais 1,0 mL de EDTA.
Método

-Distribuir as amostras e os reagentes em tubos de ensaio de acordo com
0 quadro abaixo:

Solucao Padrao(mL) Amostras (mL)
Amostra 0,5
Mistura hidro-alcodlica 0,5
Mistura cloroférmio-etanol (1:1) 0,5 0,5
Mistura Reativa 0,5 0,5
Mistura tampéo carbonato Ph 10,2+ 2,0 2,0

Hidroxilamina

-Deixar 15 minutos em repouso
-Ler a absorbancia 460nm, acertando o zero com a mistura reativa (volume total 3,5
mL).
-Calculo=Ab padrdo —Ab amostra X 100=% de redugédo de NBT/SOD
Ab padrao por proteina

PBS Estogque 10x

Cloreto de SOTIO......uuieiieiiiiiee et 8,09
FOSTato MONO ... 0,29
FOsfato BIDASICO. ....coiiiiiieiee e 2,89
Cloreto POtASSIO.......cuiviieiiiiisiee 0,29
Agua destilada........ceoeeieiii i 1000mL
o TR 7,4

PBS Diluido 1x

900mL de agua destilada em 100mL de PBS estoque
PBS Glicosado

900mL de agua destilada em 100mL de PBS



Protocolo Dextram

SUIfAL0 A€ SOAIO.....eeeii it 4,09
Solugéo de cloreto de SOAI0 0,57%..c.cuuueeeeeeiiiiiiiiiieeeeee e 1000mL
Melatonina

Protocolo Solucidao Mae De Melatonina

Solucao de uso Melatonina:

Retirar 100uL da solugcao Mae de MEL em (pipeta) de 200uL. E adicionar
900pL de PBS.

Obs: Em cada amostra usa-se 50uL de solugéo de uso de MEL, utilizando
para isso a pipeta de 50pL.
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X. ANEXO Il
Equipamentos e Animais:

- Figura 01 - Agitador Tipo Vortex Q-220B (Quimis-SP)
- Figura 02 - Autoclave Vertical CS PRISMATEC

- Figura 03 - Balanca Analégica SARTORIUS

- Figura 04 - Balanga Digital BG 1000 GEHAKA

- Figura 05 - Camara de Neubauer INLAB

- Figura 06 - Centrifuga de tubos MPW-350 R

- Figura 07 - Centrifuga de tubos Q-222T 18/28 (Quimis-SP)
- Figura 08 - Espectrofotdmetro 600 (Fento)

- Figura 09 - Estufa de Cultura (FANEM-502)

- Figura 10 - Fluxo Laminar (Pachane-SP)

- Figura 11 - Micro-Pipeta DIGIPET 50uL

- Figura 12 - Micro-Pipeta DIGIPET 20-200uL

- Figura 13 - Microscépio Fluorescéncia TIME-IN

- Figura 14 - Microscépio Optico TIM-2005-B

- Figura 15 - pHmetro modelo pH-N4 PROCYON

- Figura 16 - Coleta de sangue periférico de emas

- Figura 17 - Ema (Rhea americana)

- Figura 18 - Ema (Rhea americana)
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VELOCIDADE

Figura 01. Agitador Tipo Vortex Q-220B (Quimis-SP)

Figura 02. Autoclave Vertical CS PRISMATEC
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Figura 03. Balanga Analégica SARTORIUS

Figura 04. Balanca Digital BG 1000 GEHAKA
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Figura 05. Camara de Neubauer IMPROVED

Figura 06. Centrifuga de tubos MPW-350 R
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Figura 07. Centrifuga de tubos Q-222T 18/28 (Quimis-SP)

Figura 08. Espectrofotometro 600 (Fento)
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Figura 09. Estufa de Cultura (FANEM-502)

Figura 10. Fluxo Laminar (Pachane-SP)
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Figura 11. Micro-Pipeta DIGIPET 50uL

Figura 12. Micro-Pipeta DIGIPET 20-200uL
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Figura 13. Microscépio Fluorescéncia TIME-IN

Figura 14. Microscopio Optico TIM-2005-B
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Figura 15. pHmetro modelo pH-N4 PROCYON

Figura 16. Coleta de sangue periférico de emas
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Figura 17. Ema (Rhea americana) em cativeiro

Figura 18. (Rhea americana) em cativeiro
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