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VITAMINA C INTRA-OVO E ESTRESSE POR CALOR NA INCUBACAO EM
FRANGOS DE CORTE

RESUMO - Estresse calérico afeta o desempenho e as caracteristicas
morfofuncionais dos frangos. Manipulacdo das condi¢cdes ambientais na fase fetal
tem se mostrado efetiva na inducdo de caracteristicas adaptativas ao calor na
incubacdo. Manipulacdo nutricional da ave com anti-estressores também tem sido
apontado como potencial indutor de adaptagfes fisiolégicas ao calor na fase de
criacdo. O presente estudo analisou os efeitos do estresse por calor na incubacao
associado ou nado a injecao de acido ascorbico (AA) intra ovo sobre caracteristicas
morfofuncionais dos pintos na eclosdo e sobre seu desempenho pdés-eclosdo e
caracteristicas morfofuncionais a idade de abate quando criados sob temperatura
fria, termoneutra ou quente. No Capitulo 1 apresentamos uma abordagem teérica
sobre o tema. Nos Capitulos 2, 3 e 4 sdao abordados os efeitos da alta temperatura
de incubacdo associada ou ndo com diferentes porcentagens de AA injetado intra
ovo antes da incubacdo sobre parametros de incubacéo (temperatura da casca dos
ovos, perda de massa dos ovos, eclodibilidade, mortalidade, condutancia e
qualidade dos pintos), hemodinamica (eritrograma, leucograma e variaveis
bioquimicas e gases) e desenvolvimento da bursa de Fabricius (peso, area medular
e cortical dos foliculos, espessura de epitélio e proliferacao celular). Para isso, ovos
férteis de matrizes de frangos de corte (Cobb) foram utilizados em delineamento
experimental inteiramente casualizado 2x5 (temperatura de incubacgéo: 37,5°C e
39°C; sem injecdo de AA e injecao de 0%, 2%, 4% e 6% de AA). Os dados do
Capitulo 2 mostram que as porcentagens de AA utilizadas afetaram a perda de calor
por conducdo e a taxa de eclosdo dos ovos, e que ndo minimizaram os efeitos da
alta temperatura de incubacdo sobre o desenvolvimento hepatico e cardiaco. No
Capitulo 3, os dados mostram que manipulacdo nutricional do ovo pode ser
realizada antes da incubacéo, que o AA influencia a absor¢éo de minerais da casca,
e que injecao de 4% de vitamina C melhora o potencial de transporte de gases no
sangue dos pintos oriundos de ovos incubados sob temperatura quente. No capitulo
4, os resultados mostram que a o AA age como imunomodulador com dose e
temperatura-dependentes e que o0s niveis de 4% e 6% de AA estimulam o
desenvolvimento da bursa in ovo e a linfocitose. Nos Capitulos 5, 6 e 7 € analisado
os efeitos da alta temperatura de incubacdo associada ou ndo com a injecao de 6%
de AA intra ovo sobre o desempenho e hemodinamica, caracteristicas 6sseas (peso,
comprimento, densidade mineral, resisténcia) e comportamento, respectivamente, de
frangos criados sobre temperatura fria, termoneutra e quente de criacdo. Nesse
caso, foi utilizado delineamento experimental 3x3 (incubacao: 37,5°C; 39°C e 39°C +
AA 6%; criacdo: temperaturas fria, termoneutra e quente). Capitulo 5, é verificado
que incubacédo a 39°C com ou sem injecao de AA nao influenciou o desempenho de
frangos criados sob temperatura fria, termoneutra ou quente. Frangos criados sob
temperatura quente consumiram menos ragdo e ganharam menos peso, mas nao
sofreram alteracdo no rendimento de carcaca e corte. O Capitulo 6 mostra que o AA
e hipertermia apresentaram efeito estimulador sobre o sistema imune celular na
incubacéo e na criacdo, respectivamente. Alta temperatura de incubacao, associada
ou ndo a injecao de AA pré-incubacéao, induziu adaptacdes no balanco eletrolitico
das aves, nao favorecendo a ocorréncia da alcalose respiratéria em frangos criados
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sob temperatura quente. O capitulo 7 mostra que alta temperatura de incubacéo
associada ou ndo ao AA melhorou a densidade mineral dos fémures e das tibias dos
frangos criados sob temperatura termoneutra e fria, respectivamente, mas nao evitou
a reducdo no crescimento, mineralizacdo e resisténcia desses 0ssos da perna
causada pela temperatura quente de criacdo, a qual deve ter sido resultante do
menor consumo de racdo. Em suma, o presente estudo mostra que o AA possui
efeito estimulador do sistema imune das aves, Além disso, a alta temperatura de
incubacdo minimizou os efeitos da alta temperatura de criacdo, com relacdo aos
parametros sanguineos analisados, No entanto, ambos 0S manejos nao
minimizaram os efeitos da alta temperatura de criacdo sobre as caracteristicas de
desempenho das aves.

Palavras-chaves: adaptacdo epigenética, estresse térmico, imunidade, pintos,
vitamina C
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VITAMIN C INTRA-EGG AND HEAT STRESS IN INCUBATION ON BROILERS

ABSTRACT - Heat stress affects the performance and morphofunctional
characteristics of broilers. Manipulation of environmental conditions during the fetal
period has been effective in the induction of adaptive traits in heat
incubation.Nutritional manipulation of the bird with anti-stressors has also been
touted as a potential inducer of physiological adaptations to heat in the growing
phase. The present study examined the effects of heat stress on incubation with and
without intra-egg injection of ascorbic acid (AA) on the morphofunctional
characteristics of chicks at hatching and their post-hatch performance and
morphofunctional characteristics at slaughter age when raised under cold
thermoneutral or hot temperatures. In Chapter 1 we present a theoretical approach to
the topic. In Chapters 2, 3 and 4 the effects of high incubation temperature
associated or not with different percentages of AA injected intra-egg before
incubation on incubation parameters (temperature, eggshell, weight loss, hatchability,
mortality, conductance and chick quality), hemodynamics (erythrocyte, leukocyte
count and biochemical variables and gases) and development of the Fabrucius bursa
(weight, medullary and cortical area of the follicles, epithelial thickness and cell
proliferation) are addressed. For this fertile Cobb broiler eggs were used in a
completely randomized design 2x5 (incubation temperature: 37.5° C and 39° C, not
injection of AA, and injection of 0%, 2%, 4% and 6% of AA). The data in Chapter 2
show that the percentage of AA used affected the heat loss by conduction and
hatching rate of the eggs and did not minimize the effects of high temperature
incubation on the heart and liver development. In Chapter 3, the data show that the
egg nutritional manipulation can be performed before incubation, the AA influenced
the absorption of minerals from the shell, and injecting 4% of ascorbic acid improves
the potential for gas transport in the blood of chicks in eggs incubated under hot
temperature. In Chapter 4, the results show that the AA acts as an immunomodulator
with the dose and temperature-dependent levels of 4% and 6% AA stimulates the
development of the bursa and lymphocytosis in ovo. In Chapters 5, 6 and 7 the
effects of high incubation temperature associated or not with the injection of 6% AA
intra-egg on performance and hemodynamics, bone characteristics (weight, length,
mineral density, strength) and behavior respectively, from chickens raised in cold,
thermoneutral and warm tempatures is analyzed. In this case, a 3x3 experimental
design was used (incubation: 37.5° C, 39° C and 39° C; AA +6%; growth: cold,
thermoneutral and hot tempatures). Chapter 5, it is found that incubation at 39° C
with or without injection of AA did not influence the performance of broilers under
cold, thermoneutral or hot tempatures. Broilers under hot temperature consumed less
food and gained less weight but did not change in carcass yield and cut. Chapter 6
shows that AA and hyperthermia showed a stimulatory effect on the cellular immune
system in incubation and growth, respectively. High incubation temperature, with or
without preincubation AA injection induced adaptations in electrolyte balance,
preventing the occurrence of respiratory alkalosis in broilers under hot temperature.
Chapter 7 shows that high temperature incubation with or without AA improved the
mineral density of the femurs and tibias of broilers raised under thermoneutral and
cold, respectively, but did not prevent the reduction in growth, mineralization and
strength of these leg bones caused by the hot growth temperature. This must have
been due to lower feed intake. In summary, the present study shows that AA has a
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stimulatory effect on the immune system of birds. Moreover, the high incubation
temperature reduced the effects of high ambient temperature during growth, with
respect to blood parameters analyzed, however, both management techniques did
not minimize the effects of high environmental growth temperature on the
performance characteristics of the birds.

Keywords: adaptation epigenetic, chikens, imunnity, thermal stress, vitamin C



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira encontra-se entre as trés maiores do mundo, por
possuir alto grau tecnologico e produtividade, resultantes dos avangos nas areas de
manejo, melhoramento genético, nutricdo e sanidade (OLIVEIRA et al., 2006). Tais
avancos contribuiram de forma significativa para melhorias na eficiéncia alimentar,
aumento do peso ao abate e diminuicdo do tempo de crescimento e idade para
abate. No entanto, a selecédo para producao ndo foi acompanhada de eficiéncia ou
melhoria no processo de termorregulacdo, o que tornou as aves altamente sensiveis
a temperaturas acima da termoneutra. Essa alta sensibilidade a temperatura quente
na criacdo, também é acompanhada de alta sensibilidade durante o periodo de
incubacdo, de modo que altas temperaturas podem causar prejuizos em ambos 0s
periodos. Estresse por calor na incubacéo afeta a perda de massa, a condutancia da
casca (MORITA, 2009), a eclodibilidade e reduz a qualidade dos pintos na ecloséo
(HAGGER et al., 1986; FRENCH, 2000; BOLELI, 2008; LEKSRISOMPONG et al.,
2007; WILLEMSEN et al, 2010; BOLELI & QUEIROZ, 2012) afetando seu
crescimento pos-eclosdo (DECUYPERE, 1979; GEERS et al., 1982).

Na fase poOs-ecloséo, a temperatura ambiente é considerada o fator fisico de
maior efeito sobre o desempenho de frangos de corte, influenciando no consumo de
racao (TEETER et al., 1984), no ganho de peso e na conversao alimentar. Aves sob
estresse térmico apresentam modificacbes metabdlicas expressas por alteracdes
bioquimicas e hematologicas. Além disso, as aves submetidas ao estresse
ambiental geralmente tém sua funcao imune reduzida (MILLER & QURESHI, 1991).
Diante dessa situacdo, muitos estudos sédo desenvolvidos com o objetivo de
estabelecer os prejuizos no desempenho das aves, conhecer as alteracdes
fisiol6gicas decorrentes do estresse térmico, e desenvolver possiveis alternativas
gue minimizem o impacto do calor na criagao de frangos de corte.

Atualmente, a acdo de anti-estressores, como a vitamina C (acido ascorbico),
tem sido avaliada quanto a minimizar e/ou evitar os efeitos do estresse térmico. O
acido ascorbico participa de varios processos biolégicos, por exemplo, atua como
co-fator para a formacdo e manutencdo do coldgeno - essencial para a formacao e

manutencdo do tecido conjuntivo, 0ssos e cartilagens, e tem acdo imuno



estimulante, e sua suplementacdo na dieta melhora a resisténcia do animal as
doencas (SPINOSA et al., 2002), e melhora a condigcdo dos ossos da perna em
aves estressadas (LESSON & SUMMERS, 2001).

A vitamina C por seu potente efeito antioxidante e pelo fato de sua sintese ser
reduzida durante o estresse por calor, pode ser usada como importante estratégia
nutricional para diminuir os efeitos negativos de altas temperaturas. Além disso,
temperaturas elevadas impedem a absorcéo de vitamina C e, assim, aumentam sua
exigéncia, e estimula o crescimento quando é adicionado a dietas (BRIGGS et al.,
1994).

Caracteristicas de desempenho e funcdo imune de aves que sofreram
estresse por calor sao significativamente melhoradas com o aumento nas
concentracfes de vitamina C (PARDUE et al.,, 1985), vitamina E (EL-BOUSHY,
1988) e piridoxina (BLALOCK et al., 1984). Estes dados originaram as questdes se
pintos oriundos de ovos injetados com vitamina C e submetidos ou ndo a estresse
por calor apresentariam maior imunidade e desempenho que os pintos oriundos de
incubacdo a termoneutralidade sem injecdo de acido ascérbico, e se eles seriam
mais resistentes ao estresse por calor durante a criacao.

Os pesos de o6rgaos linféides (POPE, 1991), a resposta de anticorpos aos
antigenos estranhos (SCOTT et al.,, 1994), a relacdo heterofilo:linfécito (H:L)
(PATTERSON & SIEGEL, 1998) e os ensaios de blastogénese de linfocitos (GOGAL
et al., 1997), corticosterona no sangue, concentracao total de proteina e glicose
plasmatica, hematdcrito, glicogénio hepatico e de indice hepéatico (MAXWELL et al.,
1990) sédo parametros comumente utilizados para estimar a imunidade de aves. O
peso de orgaos linféides é facilmente medido e reflete a capacidade do organismo
de produzir células linféides durante a resposta imune.

Segundo Maxwell et al (1990), os organismos respondem ao estresse e aos
outros agentes estressores aumentando corticosterona, proteina total, glicose e
hematdcrito no sangue, reduzindo linfécitos circulantes, glicogénio hepatico e indice
hematosomético. A exposicdo ao calor acarreta maior teor de gordura e menor
rendimento de peito, enquanto os rendimentos de carcaca e de coxa mais sobrecoxa
sdo maiores (FARIA FILHO, 2003). Mitchell & Carlisle (1992) observaram reducéo

na area absortiva intestinal de frangos de corte expostos a temperatura elevada



como efeito da diminuigdo (19%) da altura de vilosidades intestinais, que tém papel
fundamental na degradacdo final de proteinas e carboidratos (GARTNER & HIATT,
citado por FIGUEIREDO et al., 2003). De acordo com Uni et al. (2001), a reducao da
altura das vilosidades intestinais de aves submetidas ao estresse térmico por causa
do calor é consequéncia direta da redugdo de consumo de racéo.

Considerando-se, que ja existem procedimentos que permitem a inoculacao
massiva in ovo de vacinas sem causar prejuizo ao desenvolvimento embrionério, é
plausivel supor-se que a suplementacdo exdégena de embrides de frangos de corte
possa ser realizada utilizando-se a mesma técnica. Todavia, melhor seria se
resultados positivos fossem obtidos com a manipulagéo nutricional do ovo antes da
incubacéo, pois isso evitaria a manipulacdo dos ovos e sua retirada da incubadora
ou nascedouro, o que pode causar prejuizos a eclodibilidade. Se a vitamina C atua
como um agente anti-estresse, um imunoativador e um co-fator para formacao e
manutencdo do colageno e, consequentemente, dos 0Sso0s, € possivel que a injecdo
da mesma in ovo resulte na formacdo de pintainhos de maior qualidade e mais
resistentes ao estresse térmico durante a criacao.

Diante do contexto exposto, o presente estudo tem como objetivo verificar se
pintos oriundos de ovos injetados com &cido ascorbico e submetidos ao estresse por
calor apresentardo maior imunidade e crescimento, bem como maior desempenho
pos-eclosdo que os pintos oriundos de incubacgdo a termoneutralidade sem injecéo
de &cido ascorbico, e se eles serdo mais resistentes ao estresse por calor durante a

criacao.

2 Estresse térmico nacriagcdo de frangos de corte

O ambiente onde as aves sdo criadas € um dos grandes responsaveis pelo
sucesso ou fracasso de uma empresa avicola. Como na maioria das situacdes as
aves domeésticas estdo confinadas, a temperatura ambiente pode ser considerada o
fator fisico de maior efeito, pois nessas condicdes as aves apresentam pouca
margem de manobra para os ajustes comportamentais necessarios a manutencao
da temperatura corporal (MACARI et al., 2004).

Desta forma, o estresse por calor € um dos maiores entraves na producao de

frangos, principalmente em regides onde predominam altas temperaturas, resultando



em queda no desempenho, a imunossupressdo e a alta mortalidade (OLIVEIRA
NETO et al., 2000; NAZIROGLU et al., 2000; MUJAHID et al., 2007).

O estresse por calor tem inicio quando a temperatura ambiental ultrapassa a
temperatura de conforto térmico, que € definido como sendo a faixa de temperatura
ambiente onde a taxa metabdlica € minima e a homeotermia é mantida com menos
gasto energético. Segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA, 2009) a faixa de
temperatura recomendada para aves adultas é de 21 a 23°C, com umidade relativa
entre 65% e 70%. Entretanto, em paises tropicais dificilmente estes valores séo
encontrados em condicbes comerciais de producdo, o que compromete o
desempenho 6timo destes animais.

Grande parte das pesquisas envolvendo altas temperaturas sdo realizadas
em situacdes cronicas de exposi¢do ao calor, e nesta situacdo as aves apresentam
maxima resposta frente a esse desafio, apresentando significativa reducdo no
desempenho. Bonnet et al. (1997) observaram reducdo em 50% do ganho de peso
nas aves em estresse cronico de 32°C, quando comparadas as aves em ambiente
termoneutro de 22°C, depois de trés semanas. Enquanto Lana et al. (2000),
encontraram ganho de peso 15% menor para aves mantidas sob estresse cronico
por calor (31°C) em relacdo as aves mantidas em conforto térmico (23°C). Souza
(2008) verificou que a exposi¢ao cronica ao calor causou redugéo no consumo de
racao de 12,44%, 22,89% e 25,85% aos 28, 35 e 42 dias, respectivamente. Ja a
exposicao ao calor ciclico reduziu o consumo de racdo em 13,52% e 16,30%, aos 35
e 42 dias, respectivamente. Estes resultados sao justificados pelo maior consumo
nas horas frescas da noite, que ocorre no estresse ciclico.

Quando expostas ao calor, as aves ativam mecanismos fisioldgicos
responsaveis pela dissipacdo de calor e diminuem sua producdo metabdlica.
Simultaneamente, alteram seu comportamento, abrindo as asas e mantendo-as
afastadas do corpo, também aumentam o fluxo sanguineo para a superficie corporal
a fim de facilitar a dissipacéo do calor para 0 ambiente. Se ainda nao for suficiente,
h& o aumento da frequéncia respiratéria, ocasionando perdas excessivas de diéxido
de carbono (CO,). Assim, a pressao parcial de CO, (pCO,) diminui, levando a queda
na concentracdo de acido carbonico (H,COs) e hidrogénio (H"). Esta alteracdo é
denominada alcalose respiratéria (FURLAN & MACARI, 2002). O aumento dos



movimentos respiratérios também desencadeia a contragdo da musculatura
envolvida na respiracdo, gerando mais calor ao animal que pode leva-lo a
hipertermia, além do desperdicio energético para manutencdo da estabilidade
fisiolégica (FURLAN & MACARI, 2002).

Portanto, ao sofrerem estresse por calor, as aves reduzem o consumo de
alimento e a eficiéncia digestiva, a fim de diminuir a producéo de calor metabdlico e
manter a homeotermia. No entanto, menos nutrientes sdo disponibilizados para o
metabolismo, resultando em menor taxa de crescimento (ABU-DIEYEH, 2006)
Segundo Geraert et al. (1996) a taxa de producdo de calor metabdlico é reduzida
guando as aves sdo expostas a temperaturas elevadas. Assim, a taxa de turnover
protéico, que representa a sintese e a degradacdo de proteina, também é
influenciada pela temperatura ambiente, pois gera grande quantidade de calor.
Segundo Yunianto et al. (1997), estas mudancas podem ser causadas por
alteracdes nas fungdes hormonais. De acordo com esses pesquisadores o hormonio
corticosterona pode exercer auxilio no controle do turnover protéico da musculatura
esquelética em aves. Em estudo conduzido com frangos de corte desafiados pelo
calor (30 e 34°C), eles observaram aumento na concentragdo plasmatica de
corticosterona, que pode ter induzido a quebra da proteina muscular.

Ja4 os hormonios tireoidianos tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), que sado
diretamente relacionados ao metabolismo animal (SAHIN ET AL., 2002), apresentam
suas concentracdes plasmaticas influenciadas negativamente pela temperatura
ambiental (YAHAV et al., 1997). Dessa forma, aves mantidas sob altas temperaturas
apresentam niveis plasmaticos destes horménios diminuidos, reduzindo a atividade
da bomba de sédio e potassio e o consumo de oxigénio pelas células animais,
ocasionando reducdo da taxa metabdlica (CHEN et al., 1994). Jonier & Huston
(1957) verificaram reducdo no tamanho da glandula tirebide em frangos de corte
estressados por calor, o que resultou em reducao da atividade desta glandula e em
reducdo da taxa metabdlica.

Segundo Oliveira Neto et al. (2000), altas temperaturas provocam
modificacdes no tamanho dos 6rgaos, consistindo em ajuste fisiologico para reduzir
a producéo de calor corporal. Isto favia sido verificado por Plavnik & Yahav (1998)

ao trabalharem com frangos de corte estressados por calor (35°C), observaram
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reducdo no peso do figado das aves, provavelmente devido a redugcdo na taxa
metabdlica. Oliveira et al. (2002), encontraram menores pesos relativos do figado e
do coracao de frangos de corte sob estresse térmico (32°C). O sistema sanguineo
também é sensivel as mudancas de temperatura, consistindo num importante
indicador das respostas fisiologicas das aves aos agentes estressores (LAGANA et
al., 2005). De acordo com Yahav et al. (1997), o aumento da temperatura ambiente,
reduziu a concentracdo de hemoglobina de 10,34 para 9,77g dL-1 e aumentou o
hematocrito em frangos submetidos ao estresse agudo por calor. Lagana et al.
(2005) verificaram que o ambiente influenciou a concentragdo de hemoglobina e de
heterdfilos. De acordo com os ultimos autores, a diminuicdo no hematocrito em altas
temperaturas estaria associada com a necessidade de reduzir a viscosidade do
sangue durante a vasodilatacdo ou devido a uma possivel desidratacao.

A bursa de Fabricius e o timo sdo 6rgaos linfoepiteliais centrais das aves,
indispensaveis ao desenvolvimento e funcionamento do tecido linféide periférico,
uma vez gue, respondem pela maturacédo e transferéncia de linfocitos para outros
tecidos dependentes: baco, nédulos linfaticos agregados ao sistema digestério
condutor e glandula lacrimal da terceira palpebra (LIMA et al., 2008). Estes 6rgaos
sdo fundamentais durante as primeiras semanas pOs-eclosdo, porém sofrem
involucao fisiolégica a medida que a ave atinge sua maturidade sexual (HODGES,
1974).

O sistema imune desses animais pode ser dividido, em dois compartimentos
distintos: o sistema burso-associado, composto principalmente por linfocitos B, que
em esséncia é responsavel pela producdo de anticorpos, apés estimulo antigénico e
o sistema timo-associado, composto principalmente por linfécitos T e
fundamentalmente responsavel pelas respostas de citoxicidade e hipersensibilidade
tardia (MONTASSIER, 2009).

O estresse por calor pode aletrar o sistema imune, que inclui a atrofia do timo,
da bursa de Fabricius cloacal e do baco, decorrentes do aumento da concentragao
de corticosterona no sangue das aves. Segundo Malheiros et al. (2003) a presenca
de altas concentragcfes deste hormonio, resulta em alteragcbes metabolicas. Rosales
et al. (1989) encontraram em aves criadas em ambientes com temperaturas

elevadas, atrofia de todos os orgdos linfoides (timo, baco e bursa de Fabricius),



levando a reducdo do numero de linfocitos circulantes (BORGES et al., 2004).
Donker & Beuving (1989) comprovaram gue a infusdo de corticosterona em frangos
diminui o peso relativo do timo em 71%, da bursa em 57% e do baco em 35%. Estes
resultados sdo consistentes com a idéia de que os estressores e a corticosterona
tém efeito catabdlico sobre os 6rgédos linféides e que a perda de peso, acompanhada
da atrofia e da regressao dos 6rgaos linféides, sdo bons indicativos de estresse
pelas aves.

A elevacdo das concentracdes de corticosterdides no sangue acarreta lise de
linfécitos imaturos da bursa de Fabricius e do timo, ocasionando hipotrofia dos
referidos 6rgdos e involucdo precoce do tecido linféide (COMPTON et al., 1990).
Esta deplecéo nao so interfere na producéo de imunoglobulinas como também reduz
0s niveis de anticorpos circulantes, tornando o animal mais vulneravel aos desafios
sanitarios. O processo de deplecéo linfocitaria € mediado por intensificacdo da morte
celular programada, também conhecida como apoptose, principalmente na bursa de
Fabricius, tanto que este 6rgao é frequentemente adotado para avaliar a resposta
em casos de estresse (REVIDATTI et al., 2002).

Sendo assim, existe a necessidade de se buscar alternativas para reduzir as
perdas na produtividade e consequentemente na atividade imunolégica de frangos
de corte em situacdo de estresse térmico.

3 Manipulacéao térmica durante a incubacgéo

O sistema de regulacdo térmica das aves € um dos primeiros a se
desenvolver ainda no inicio do processo de incubacdo, com a formacéo do sistema
nervoso central e periférico que sao responsaveis pelos mecanismos da
termorregulagdo. Assim que ocorre o fechamento total do canal neural (48 horas)
inicia o funcionamento do mecanismo termorregulador. O objetivo da regulacéo da
temperatura em animais homeotérmicos na fase de desenvolvimento pds-ecloséao é
a manutencdo de uma temperatura corporal estdvel na maioria das condicdes
ambientais, principalmente as variagbes de temperatura.

Os sistemas cardiovascular, respiratorio e metabolismo em geral possuem a
capacidade de integrarem suas atividades participando de reacbes adequadas e

coordenadas para o controle da temperatura corporal (NICHELMANN et al., 2001).



A termorregulacdo envolve uma integracdo de varios sistemas e possui a
finalidade de manter a temperatura corporal dentro dos limites toleraveis, permitindo
constancia do meio interno e o funcionamento dos componentes. O sistema
termorregulador envolve trés componentes: receptor, integrador e efetor (Figura 1).
Os estimulos sdo detectados pelos receptores e sua integragdo com o sistema

nervoso induz a ativagcado dos mecanismos controladores da temperatura corporal.
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Figura 1 — Interag&o entre ambiente e comportamento e atividade do frango de corte.
Adaptado: Furlan & Macari (2008).

Assim, a formacdo de um eficiente sistema termorregulador pode ser
considerada um pré-requisito para a maturacao da regulacdo da temperatura na fase
pos-eclosdo, 0 que é muito importante para o desempenho do frango de corte até o
final da criacdo. Tzschentke (2007) relatou que o desenvolvimento pré-natal dos
mecanismos termorreguladores em espécies precoces, como as aves, ajuda o
rapido amadurecimento da regulacdo de temperatura logo apos a eclosdo, o que é

importante para o desempenho zootécnico. Em aves, o final da incubagcdo é



caracterizado por fungbes corporais bem desenvolvidas, como a regulacdo de
temperatura que é realizada de forma intensa nessa fase.

Da mesma forma que os mecanismos periféricos de termorregulacdo, os
mecanismos centrais localizados no hipotalamo anterior (regido do sistema nervoso
central importante para a termorregulacdo) sao desenvolvidos precocemente. Em
estudo com embrides de patos, Tzschentke et al. (2004) observaram que desde o
28° dia de incubacéo até a eclosado (34 dias para patos) a propor¢cdo de neurbnios
sensiveis ao calor, sensiveis ao frio e termo insensiveis foi constante e ndo se
diferenciou nos recém-nascidos.

Tzschentke et al. (2004), comparando a termosensibilidade do hipotalamo de
patos em crescimento com patos adultos, verificaram que em embrides de patos e
patinhos neonatos a termossensibilidade € caracterizada por alta sensibilidade
neuronal ao frio. Além disso, os neurbnios “guardides” da temperatura, que sao
sensiveis a leves alteracdes de temperatura de ndo mais de 1° C quando se aplica
estimulacdo térmica, ja foram encontrados em embrides de patos aos 28 dias de
incubacédo. Estes neurdnios foram descritos pela primeira vez por Basta et al. (1997)
em patos de 10 dias de idade. Os neurdnios “guardides” da temperatura sao
sensiveis somente a temperaturas enecefélicas extremamente altas ou baixas e
podem ativar mecanismos termorregulatorios mais eficazes, se o intervalo normal de
regulacéo for excedido. Os mecanismos termorregulatérios que sao ativados durante
0 estresse por calor incluem a vasodilatacdo periférica, a respiracdo ofegante e
ainda a reducdo do metabolismo.

Em aves, uma fase critica do desenvolvimento do sistema termorregulador
parece ser o periodo perinatal, isto é, entre o final da incubacéo e os primeiros dias
ap6s a eclosao (YAHAV & MCMURTRY, 2001). Durante essa fase fatores
ambientais como temperatura de incubagdo ou ambiental, podem induzir a uma
mudanca duradoura das funcdes corporais em relagcdo ao ambiente, a denominada
mudanca epigenética. Dessa forma, o desenvolvimento do sistema termorregulatério
deve acontecer de maneira efetiva, visando garantir efetiva regulagéo térmica apds o
nascimento das aves.

Os frangos de corte sdo mantidos em ambientes controlados que minimizam

as variacdes de temperatura ambiental. Aves selvagens, seus ovos e seus embrides
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muitas vezes sdo submetidos as condi¢cdes ambientais irregulares. E isso pode
explicar o fato dos péassaros silvestres serem capazes de desenvolver
termotolerancia com maior eficiéncia que as aves domésticas. De acordo com
Nichelmann et al. (1999), a exposicao a flutuacdes de temperatura durante o periodo
de incubacao pode ser utilizado para a adaptacao epigenética e, assim, possibilitar o
conforto térmico do frango de corte mesmo quando submetidos a temperaturas
ambientais consideradas estressantes.

Doner (1976) propds um conceito geral etiolégico de programacao perinatal
epigenética da funcdo dos sistemas regulatérios fundamentais durante toda a vida.
Em seu conceito, os hormonios tém papel decisivo como organizadores do sistema
neuroendocrino e imune dependentes de fatores do meio ambiente, os quais
regulam todos os processos fundamentais da vida. De acordo com o autor, durante
as fases criticas, hormdénios, neurotransmissores e citoquinas estdo envolvidos na
diferenciacdo, maturacdo e programacédo funcional de seus proprios controladores
no sistema nervoso central, dentro dos seus respectivos sistemas reguladores
fisiolégicos. Dessa forma, essas substancias atuam como efetores enddgenos
criticos que transmitem as informacdes ambientais para o genoma. Finalmente
passam a também agir como fatores epigenéticos. Por um lado, este mecanismo
parece ser uma base provavel da programacdo ou programacao defeituosa na fase
neonatal da ave, que, por exemplo, pode causar transtornos metabodlicos e
cardiovasculares, assim como transtornos comportamentais observados durante a
fase de criacdo dos animais.

Por outro lado, o conhecimento e o melhor entendimento dos mecanismos
termorregulatorios podem ser usados especificamente para induzir a adaptacdo de
longo prazo de um organismo as condi¢des climéticas pos-eclosdo. Na Figura 2 est4

resumida esta abordagem conceitual.
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Figura 2 — Inducéo epigenética perinatal por fatores ambientais.

Adaptado: Tzschentke & Plagemann, 2006

No Glossary of Terms for Thermal Physiology (2003), adaptacdo é definida
como — mudangas que reduzem a tensao fisioldgica produzida por componentes
estressantes do ambiente como um todo. Isto pode ocorrer durante a vida de um
organismo (fenotipico) ou ser o resultado da selecdo genética em uma espécie ou
subespécie (genotipico).

De acordo com Tzschentke & Basta (2002), a adaptacao térmica durante a
incubagéo ocorre durante a ontogenia inicial, dentro de uma fase critica de
incubacdo em janelas de tempo curtas, por meio de alteragbes epigenéticas
duradouras que afetam a expressao de genes efetores relacionados. Dessa forma, a
adaptacao epigenética a temperatura em embrides de aves pode ser induzida por
alteracdes crbnicas na temperatura de incubacdo nos ultimos dias de incubacéo, o
que acarreta em alteracbes duradouras nos mecanismos termorreguladores

relacionados a adaptagdo ao frio e ao calor.
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Também, as alteragfes na termossensibilidade do sistema termorregulador
refletem as alteragcbes nos mecanismos termorreguladores periféricos apos
experiéncias de temperatura no periodo embrionario.

Gladys et al. (2000) encontraram que as principais consequéncias da
hipertermia durante todo o processo de incubacéo séo a reducéo da eclodibilidade e
ma& qualidade do pintainho. Além disso, podem ocasionar reducdo do peso corporal,
do comprimento e tamanho relativo do coracédo, problemas locomotores, aumento da
mortalidade embrionaria na fase final e mau posicionamento, entre outras
consequéncias. Condicbes de hipertermia foram testadas por Thompson et al.
(1976), sendo que os desvios de temperatura estudados foram: 40,6; 43,3; 46,1 ou
48,9°C. Os autores nao utilizaram a hipertermia durante toda a incubacao, apenas
no final da embriogénese aos 16 dias de incubacdo, durante varios tempos de
exposicédo, verificaram que a manutencdo por 24 horas de 40,6°C nao causou danos
a taxa de eclodibilidade, mas 6 horas a 43,3°C diminuiu a eclodibilidade, o que se
tornou ainda mais severo a partir de 9 horas de exposicdo. As temperaturas de
46,1°C durante 3 horas e 48,9°C por 1 hora provocaram 100% de mortalidade
embrionéaria. Apesar de ndo provocar mortalidade, os pintos sobreviventes de ovos
submetidos a elevadas temperaturas eram fracos, com alta incidéncia de defeitos de
pernas e andar inseguro.

Da mesma forma, Leandro et al. (2000) ndo encontraram diferencas entre a
eclodibilidade, peso ao nascer e qualidade de pernas, em estudo com variacédo de
temperatura de calor (40°C) ou frio (32°C) durante cinco horas, depois do 16° dia de
incubacdo. Porém, os ovos expostos ao estresse pelo frio ou calor tiveram um
periodo de incubacdo maior do que aqueles expostos a temperatura normal. O
aumento do tempo meédio total de incubacédo foi de 10 e 8 horas para frio e calor,
respectivamente, indicando que mesmo uma breve variacdo da temperatura normal
de incubagdo em uma fase critica de desenvolvimento € suficiente para determinar
estresse nos embrides de frangos de corte.

Tzschentke & Halle, 2009, estudando manipulagéo térmica na incubacdo de
ovos férteis (ROSS 308), encontraram que a incubacdo em temperatura cronica
elevada (1°C acima do padréo) nos ultimos quatro dias da incubacéo néo teve

nenhum efeito sobre a taxa de nascimento das aves ou qualidade dos pintos.
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Resultados semelhantes foram encontrados, por Joseph et al. (2006). Sob
condicdes de criagdo em ambiente quente constante (32°C) até a idade de abate,
exclusivamente para frangos machos, a incubacédo em temperatura elevada crénica
ocasionou alteracbes de longo prazo das fungdes corporais e melhorou o
desempenho, caracteristicas estas relacionadas com a melhor adaptagdo ao calor
(HALLE & TZSCHENTKE, 2010).

Hulet et al. (2007) avaliaram o efeito de diferentes temperaturas do embrido
sobre o ganho de peso de frangos de corte. Foi relatado que embrides que foram
manipulados termicamente apresentaram maior ganho de peso quando comparados
ao grupo que apresentava temperatura do embrido padréo. Isso pode ser explicado,
pois, os frangos de corte criados em temperaturas de estresse térmico por calor
podem ter se aclimatado desde a fase embrionaria para realizarem seus processos
metabdlicos sob condi¢des de temperaturas mais elevadas.

Collin et al. (2007) em estudo com embrides de galinha, verificaram o efeito
de manipulacédo térmica embrionaria (39,5°C) durante 3 horas nos dias 8, 9 e 10
(precoce), em 16,17 e 18 (tardio) ou em ambas as fases (precoce e tardio) sobre
parametros zootécnicos ao hascimento, peso vivo no abate e rendimento de peito de
frangos de corte (42 dias). Os autores encontraram que a taxa de eclosao pode ser
influenciada pela condicdo de hipertermia na fase precoce de desenvolvimento e
que a temperatura retal do neonato foi menor no tratamento controle. Para o0s
resultados de peso do neonato e das aves durante a fase pds-eclosdo (28 e 42
dias), ndo ocorreu influéncia da manipulacéo térmica. Entretanto, o rendimento de
peito das aves submetidas a hipertermia na fase precoce, tardio e precoce e tardio
foi superior ao rendimento de peito das aves submetidas a temperatura de
incubacéo padréo (37,8°C).

Leksrisompong et al. (2007) estudaram o efeito de uma hipertermia cronica
(40°C) entre dos dias 19 e 20 da embriogénese sobre o peso corporal do neonato e
0 peso de 6rgdos, encontraram que pintos oriundos de ovos que sofreram uma
hipertermia tiveram um pior peso ao nascer, quando comparados aos pintainhos
oriundos de ovos incubados em temperatura constante de 38,2°C. Para os pesos de

orgaos, 0s autores encontraram que o0 coracdo dos neonatos incubados em
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hipertermia tardia era mais pesados quando comparados ao controle, para os outros
orgaos estudados ndo houve diferenca estatistica.

Entretanto, Yahav et al. (2004) estudando hipertermia na fase final da
incubacéo (38,5°C nos dias 16, 17 e 18 por um intervalo de 3 horas em cada um dos
dias) ndo encontraram diferencas entre os grupos termomanipulados e o controle

para o peso vivo do neonato.

4 Vitamina C x estresse por calor

O termo vitamina C refere-se aos compostos que exibem atividade de L-acido
ascorbico e esta presente sob duas formas: acido ascérbico (AA) e &cido
deidroascorbico. Sendo normalmente comercializada na forma reduzida, que é o AA
(FARIA et al.,, 2009). Esta atua como co-fator enzimatico em varias reacoes
fundamentais no organismo animal, sendo de grande importancia para a biossintese
do colageno, sintese e metabolismo de neurotransmissores, estd envolvido na
manutencdo do epitélio da mucosa e da parede dos vasos, participa também da
formacdo dos glébulos vermelhos do sangue e do controle das concentracdes de
corticosterdides circulantes.

Aves naturalmente sintetizam vitamina C para o crescimento e metabolismo, a
partir da glicose-1-fosfato. Mas essa capacidade ndo é suficiente sob condicbes de
estresse, principalmente provocado pelo calor ambiente (FURLAN & MACARI,
2002). Portanto, sob condi¢des de estresse, a suplementacdo de vitamina C pela
agua de beber, pela racdo ou até mesmo pela injecdo intra ovo pode, em alguns
casos, atenuar os efeitos deletérios dos fatores estressantes (SILVA et al., 1993).

Considerando que a vitamina C aumenta a degradacdo de corticosterdides,
liberados durante o estresse (SAHIN et. al., 2002) e que este hormbnio acelera a
degradacédo de proteina corporal (YUNIANTO et al.,, 1997) e provoca a morte de
células linfoides, pode-se deduzir que a inclusdo da vitamina C para aves sob
estresse de calor € uma alternativa nutricional para melhorar o desempenho e a
resposta imune das aves nestas condi¢des. Nesse contexto, Mahmoud et al. (2004)
encontraram reducdo das concentracdes de corticosteréides em frangos de corte
expostos a estresse ciclico por calor (21-30 °C) quando suplementados com

Vitamina C (500 mg/Kg) na racao.
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Avaliando o efeito da suplementacdo de vitamina C na ragcdo sobre o
desempenho de aves submetidas a altas temperaturas, Vathana et al. (2002)
encontraram diferencas no desempenho de frangos de corte mistos de 42 dias
submetidos a estresse por calor ciclico, e suplementados com vitamina C na agua
de bebida. Lohakare et al. (2005) observaram diferencas para ganho de peso,
consumo e conversao alimentar de frangos de corte suplementados com doses
crescentes de vitamina C na racdo. De forma semelhante, Vaz (2006) avaliando o
desempenho de frangos de corte de 1 a 42 dias de idade mantidos em ambiente de
alta temperatura (32°C), observou que a suplementacao de vitamina C melhorou o
consumo de racdo, o ganho de peso e a conversdo alimentar das aves. Entretanto,
Mckee et al. (1997) nado verificaram diferencas para ganho de peso e consumo de
alimento quando suplementaram a racdo com vitamina C de frangos de corte
submetidos a estresse por calor (33,8°C).

A vitamina C também pode reduzir o efeito decorrente de altas temperaturas
sobre os tecidos viscerais. Sahin et al. (2003) verificaram que a adicdo de vitamina C
(250 mg/kg) em racdes melhorou os rendimentos de figado, coracdo e moela de
frangos sob estresse crénico por calor.

Outro beneficio obtido com a suplementacao de vitamina C € sobre a funcao
imune de aves estressadas por calor, que foi significativamente melhorada com o
aumento nos niveis de vitamina C (PARDUE & THAXTON, 1984; PARDUE et al.,
1985). Sahin et al. (2003) verificaram que a adi¢cado de vitamina C (250 mg/kg) em
racdes para frangos estressados por calor (32°C), resultou em aumento de 17% no
peso relativo do bago.

A injecdo intra ovo de vitamina C pode ser uma alternativa para a
suplementacédo desta vitamina para pintos. Ipek et al. (2004) em estudo com injec&o
de vitamina C intra ovo aos 13 dias de incubacao, observaram efeito positivo para a
eclosédo com a injecao de 3 e 5 mg de AA por ovo, diluidos em 0,5 ml de solucéo.

Nowaczewski et al. (2012), em estudo com a inje¢cdo de 3 e 6 mg de acido
ascorbico, dissolvido em 0,1 ml de solucdo, realizados nos dias 13, 15 e 17 de
incubacdo, na camara de ar, observaram aumento da eclodibilidade para o grupo
gue recebeu 6 mg de acido ascoérbico, no 15° dia de incubacéo, em relacdo ao grupo

controle (sem perfuracao).
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Wilson & Jaworski (1992) afirmaram que a concentracdo plasméatica de acido
ascorbico diminuiu no 15° dia de incubacdo em ovos de galinha White Leghorn, em
conjunto, ocorre a elevacdo da corticosterona no sangue, que € geralmente
associada com o estresse do embrido e com a reducdo da biossintese de acido
ascoérbico em aves (KUTLU & FORBES, 1994). Portanto, o acido ascérbico pode ser
considerado como um agente anti-estresse (PARDUE & THAXTON, 1985), porque
pode levar a reducao de corticosterona, principalmente em embrides incubados em
altas temperaturas.

Zakaria & Al-anezi (1996) em estudo com injecdo de acido ascorbico
realizados aos 11, 15, 17 e 19 dias de incubacdo, com concentracdes de 0,5, 1, 3, e
12 mg de acido ascorbico por ovo, diluidos em 0,1 mL de solugcdo, observaram
melhor eclodibilidade para os ovos injetados com 3 mg do acido, enquanto que uma
dose de 12 mg acarretou em uma piora desta caracteristica. Além disto, os autores
observaram melhores resultados para os ovos injetados com o acido nos 11 e 15
dias de incubacéao; enquanto este efeito foi minimizado nos ovos injetados no dia 19
de incubacéo.

Selim et al. (2012) em estudo com a injecao de solucdes (0,1 ml de 6leo de
milho; 0,1 ml de 6leo de milho + 10 mg de vitamina E; 0,1 ml de solucao salina e 0,1
ml de solucdo salina + 3 mg de &cido ascorbico) aos 12 dias de incubacao de patos,
observaram gque a injecédo intra ovo da solucdo, com ou sem acido ascoérbico diminui
a eclodibilidade para (68%) em comparacdo com o controlo ndo injetado (74%).

Ghonim et al., (2009) ao compararem a inje¢cdo de 3 mg de &cido ascérbico,
com a imersdo dos ovos no acido em uma diluicdo de 20 g/L e a pulverizacao (30
g/L) em ovos de patos aos 14 dias de incubacéo, relataram uma melhora para a
eclodibilidade dos ovos pulverizados e imergidos em &cido ascérbico, quando
comparado com 0s ovos injetados.

Mohammed et al. (2012) ao avaliarem a imerséo de ovos de matrizes em
solugbes (controle, sem imersao; imersao em solugdes contendo 0, 5 e 10 g de
acido ascorbico/L de agua destilada durante dois minutos) e exposicdo a 24°C
durante seis horas no 16° dia de incubacédo, observaram melhora na eclodibidade
dos ovos imergidos em 5g de acido ascorbico.
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Shafed et al. (2002) imergiram ovos antes do inicio da incubacdo em
diferentes solu¢fes (controle, sem imersao; imersdo em agua; imersdo em solucdes
contendo 10, 20 e 30 g de &cido ascorbico), e obsevaram que a imersdo dos ovos
de matrizes com 29 semanas de idade, em uma solucdo contendo 10 g de acido
ascoérbico aumentou a conduténcia e a eclodibilidade destes ovos, em relacdo ao
grupo controle. Os autores observaram também que este tratamento aumentou a
perda de massa dos ovos.

De acordo com Vick & Brake (1986) os ovos mergulhados por dois minutos
em uma solucdo contendo 3 g de &cido ascérbico tiveram a maior condutancia, no

entanto, apresentaram queda na eclodibilidade (SHAFED et al., 2002).

5 Objetivos

5.1 Gerais

Verificar se a injecdo de acido ascorbico in ovo atenua os efeitos causados

pelo estresse por calor sobre a incubacao e sobre a criacdo de frangos de corte.
5.2 Especificos

Durante a fase de incubacdo a proposta foi verificar se a inje¢cdo de acido
ascoérbico antes da incubacéo influencia os parametros de incubacado, qualidade,
parametros sanguineos e do sistema imune dos pintos.

Durante o periodo de criacdo a proposta foi verificar se a inejacdo de acido
ascoérbico antes da incubacdo em conjunto com a manipulacdo térmica durante a
incubacéo influenciariam nos parametros de desempenho, rendimento de carcaca e
partes e do sistema 6sseo, parametros sanguineos e comportamento de frangos de

corte mantidos em estresse térmico durante a criagéo.
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FASE DE INCUBACAO

CAPITULO 2 - EFEITOS DA INJECAO DE ACIDO ASCORBICO EM OVOS
INCUBADOS SOB ESTRESSE POR CALOR SOBRE
PARAMETROS DE INCUBACAO E QUALIDADE DOS
PINTAINHOS!?

RESUMO - Ao acido ascérbico (AA) tém sido atribuido efeitos positivos dose-
dependentes sobre a eclodibilidade e o peso corporal na eclosdao, com ou sem
estresse térmico intermitente durante o periodo fetal. Ovos férteis de matrizes
(Cobb®) foram usados para determinar se injecdo pré-incubacdo de AA in ovo
influencia a incubacao e a qualidade dos pintainhos sob condicBes termoneutras e
de estresse continuo. Ovos ndo injetados e injetados com 0%, 2%, 4% e 6%
AA/100pl de agua foram incubados continuamente sob temperatura termoneutra
(37,5°C) ou alta (39,0°C). Em todos 0s grupos experimentais, a temperatura da
casca dos ovos (TCO) aumentou na segunda metade da incubacdo. Nos ovos nao
perfurados e nos injetados com agua, a TCO foi maior sob incubacdo a 39°C do que
a 37,5°C, mas nao houve diferenca entre essas temperaturas nos ovos injetados
com AA. A perda de massa dos ovos e a condutancia de suas cascas foram maiores
nos ovos incubados a 39°C do que a 37,5°C. A taxa de eclosao dos ovos foi menor
nos ovos injetados com AA. Os pesos do figado e do saco de vitelo foram maiores e
os do coracao e moela menores nos pintainhos de ovos incubados a 39°C, mas nao
ocorreu efeito da temperatura de incubacao sobre o peso dos pintainhos. Os dados
mostram que as porcentagens de AA utilizadas afetaram a perda de calor por
conducdo e a taxa de eclosdao dos ovos, e que ndo minimizaram os efeitos da alta

temperatura de incubacao sobre o desenvolvimento hepatico e cardiaco.

Palavras—chave: condutancia, eclodibilidade, perda de massa, peso corporal,
temperatura de casca

! Artigo submetido para Brazilian Journal Poultry Science
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1 Introducéo
Durante o desenvolvimento in ovo, o controle da temperatura corporal

propriamente dito ainda ndo € exercido pelo embrido ou feto (Wekstein & Zolman,
1967, 1969; Freeman, 1971), o que os torna altamente dependentes da temperatura
do ar da incubadora. Para que o desenvolvimento embrionério seja iniciado e
mantido, é preciso que os ovos absorvam calor do ar da incubadora, enquanto que
para que o subsequente desenvolvimento fetal ocorra, € necessario que 0s ovos
percam calor para o ar da incubadora, uma vez que a taxa metabdlica e a producéo
de calor fetal aumentam durante a segunda metade da incubacdo (French, 1997).
Embora a casca exerca funcdo de separar os meios interno e externo do ovo, ela
nao exerce total isolamento térmico, o que possibilita trocas de calor entre o0 ovo e 0
meio ambiente da incubadora, necessarios para o desenvolvimento ontogenético in
ovo; contudo, torna embrides e fetos vulneraveis a desvios de temperatura acima ou
abaixo da temperatura 6tima de incubacéo.

Do ponto de vista fisiolégico e zootécnico, muito importante € o
desenvolvimento de manejo que possibilite maximizar a obtencdo de pintos de
melhor qualidade, considerada aqui como pintos normais com maior potencial para
expressar seu desempenho geneticamente determinado, frente ou ndo as condi¢cdes
ambientais adversas, incluindo desvios da temperatura ambiente. Temperatura de
incubacdo acima da considerada 6tima para aves domeésticas (37-38°C, Romanoff,
1960; French, 1997) afeta a eclodibilidade e reduz a qualidade das aves na ecloséo
(Hagger et al., 1986; French, 2000; Leksrisompong et al., 2007; Willemsen et al.,
2011; Boleli & Queiroz, 2012) e seu crescimento pos-eclosdo (Decuypere et al.,
1979; Geers et al.,, 1982). Injecdo de nutrientes in ovo pode ser um método
alternativo para aumentar a eclodibilidade e a qualidade das aves na eclosdo (Ohta
et al., 2001). Além de disso, esta técnica, tem sido utilizada para estudar os efeitos
das vitaminas sobre a eclodibilidade dos ovos e o peso corporal dos pintos na
eclosdo (Robel & Christensen, 1991; Robel, 1993). O uso de AA (vitamina C) como
aditivo nutricional durante a fase fetal tem mostrado efeitos positivos dose-
dependentes dessa vitamina sobre a eclodibilidade e o peso corporal na ecloséo
(Zakaria & Al-anezi, 1996; Pires et al., 2011; Ghonim et al., 2009; Mohammed et al.,
2011; Nowaczewski et al., 2012) sob situacdes ou nao de estresse intermitente.

Falta na literatura conhecimento sobre os efeitos da injecdo pré-incubacéao de AA em
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ovos incubados ou ndo sob condicbes de estresse térmico continuo sobre o
desenvolvimento in ovo e a qualidade dos pintos na eclosdo. Assim, o presente
estudo analisou se injecdo de AA intra ovo antes da incubacdo influencia a
qualidade da incubacéo (temperatura e condutancia da casca, perda de massa dos
ovos, taxa de eclosédo e mortalidade) e a qualidade dos pintos (peso corporal e dos
orgados e temperatura da superficie corporal) de ovos incubados ou ndo sob

condicOes de estresse térmico continuo.

2. Material e métodos

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n° 7377/10), da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
Jaboticabal.

Quinhentos ovos férteis de frango de corte (Cobb®) (Globoaves, lItirapina,
SP), provenientes de matrizes com 47 semanas de idade, foram pesados e
utilizados em um delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5x2, com 5 tratamentos (sem injecdo, com injecdo de agua e injetacao de
2%, 4% e 6% de AA em 100ul de agua intra ovo) e 2 temperaturas de incubacéo
(termoneutra: 37,5°C e quente: 39,0°C), com duas incubadoras/temperatura, cada
uma com 50 ovos/tratamento, sendo o peso médio dos ovos por repeticdo e
tratamento de 67+ 2g. As incubadoras (Premium Ecoldgica, 1P200), com controle
automatico de temperatura e giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas com 60% de
umidade relativa até a transferéncia e com 70% nos dois ultimos dias de incubacéo.

A injecdo da solucdo foi realizada antes do inicio da incubagdo. Apds a
limpeza do local com etanol 100%, a casca dos ovos foi perfurada, com uma agulha
estéril [Injex, 13 x 0,38 (27,5 G1/2”)]. A solugdo com AA (Synth, 99% de pureza) foi
injetada no albumen a, aproximadamente, 6 mm abaixo da casca. Os ovos foram
posicionados de modo horizontal, e a solugéo foi aplicada no polo mais fino do ovo
(contrario a camara de ar). Apos a injecdo, o orificio foi fechado com uma etiqueta
de identificacdo do tratamento e da repeticdo. O AA foi diluido em agua Mili-Q,
autoclavada, em ambiente escuro devido a sua foto sensibilidade.

As variaveis analisadas foram: temperatura da casca dos ovos, perda de
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massa, condutancia, temperatura corporal dos pintainhos, taxa de eclosao,
mortalidade embrionaria, duracdo da incubacéo, peso relativo do pintainho e pesos

absolutos e relativos do figado, saco de vitelo, coracdo e moela.

Temperatura da casca dos ovos

A TCO foi analisada em dois ovos/tratamento/temperatura/incubadora,
totalizando 20 ovos. Os valores de TCO ao longo do periodo de incubacdo foram
registrados por meio de mini-termopares tipo T (cobre-constant; Alutal). Os
termopares foram fixados na lateral dos ovos, com auxilio de fita adesiva, cobrindo
uma superficie circular de um cm de didmetro. Os ovos foram colocados sobre as
roldanas da incubadora com seu eixo longitudinal em posi¢ao horizontal. Os dados
foram coletados e armazenados em um intervalo de 30 minutos, do primeiro dia de
incubacdo até o 18° dia, armazenados em dataloggers e descarregados em um
computador para posterior andlise. Foi analisada a TCO durante os 18 dias de

incubacédo e também durante as fases fetal (1-9 dias) e embrionaria (10-18 dias).

Perda de massa e condutancia dos ovos

A perda de massa foi calculada em porcentagem, a partir da diferenca entre o
peso do ovo antes do inicio da incubacédo e aos 18 dias de incubacéo. A condutancia
da casca foi calculada pela perda de massa (g) até a transferéncia/pressao de

saturacao de vapor (23,86 mm/Hg a 25°C).

Temperatura corporal e qualidade dos pitainhos

Registraram-se as temperaturas da asa, cabeca, canela e dorso através de
um termdmetro infravermelho de pintainhos machos, para obter-se a temperatura (T)
superficial corporal média, que foi calculada pela férmula: temperatura superficial
meédia = (0,12 x Tasa) + (0,03 x Tcabeca) + (0,15 x Tcanela) + (0,70 x Tdorso),
descrita por Richard (1971).

Os pesos frescos absolutos e relativos do figado, saco de vitelo, coragéo e
moela foram obtidos ap0s a ecloséo, a partir de oito pintainhos machos/tratamento,

apos a morte por deslocamento cervical seguido de decapitacdo. Os pesos relativos



38

dos o6rgdos foram calculados em relacdo ao peso corporal dos respectivos
pintainhos.

Ecloséo, mortalidade embrionaria e duracédo da incubacéo

Avaliou-se a eclosdo (numero de pintainhos nascidos/nimero de ovos
incubados), a mortalidade de acordo com o embriodiagnéstico (inicial (1-7 dias),
intermediaria (8-14 dias) e tardia (15-21 dias) e a duracéo de incubacdo (numero de
horas para a ecloséo).

A partir do peso corporal absoluto (g) dos pintainhos recém-eclodidos, obtido
apos a secagem da penugem, foi calculado o peso relativo (%) dos mesmos em

relacdo ao peso dos ovos (Q).

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002). Em caso de
efeito significativo (probabilidade de 7%), a comparacdo de médias foi realizada pelo
teste de Tukey e também foram utilizados modelos de regresséo: linear, quadréatico
e modelo cubico, com a finalidade de verificar efeitos quanto aos niveis de aplicacao
de &cido ascorbico.

3. Resultados
Temperatura da casca dos ovos

A TCO nos dois periodos de incubacéo (1-9 e 10-18 dias) foi analisada, e foi
significativamente maior (P<0,05) na segunda metade do periodo de incubacéo (10-

18 dias) do que na primeira (1-9 dias) (Fig. 1).
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Figura 01. Temperatura da casca dos ovos de todos os tratamentos nas fases
embrionéria (01-09 dias) e fetal (10-18 dias) de incubacéo. a-b: médias
com letras distintas diferem significativamente (P<0,05).

A Figura 2 mostra a TCO injetados ou ndo com AA e incubados a temperatura
termoneutra (37,5°C) e quente (39°C), estimadas com termopares mantidos em
contato direto com a casca. Sob incubagéo a 37,5°C, a TCO ndo injetados (controle)
ultrapassou os valores da temperatura de incubacao a partir do 10° dia, atingindo
valor maximo de aproximadamente 38,2°C nos 17° e 18° dias de incubacdo. Nos
ovos injetados com agua, a TCO ultrapassou o valor da temperatura de incubacao
apenas no 17° dia de incubacéo e em cerca de 0,2°C. A TCO injetados com AA
permaneceu mais alta que a temperatura de incubacdo durante todo o periodo de
incubacéo, atingindo valores médios acima da temperatura de incubacdo em torno
de 0,5°C até o 10° dia de incubacgédo e de 1,1°C por volta do 17° dia. Sob incubacéo
a 39°C, a TCO néo injetados (controle) permaneceu abaixo da temperatura de
incubacdo até o 14° dia, enquanto que a TCO injetados com &gua (0% de AA)
atingiu a temperatura de incubacéo apenas no 18° dia. A TCO injetados com 4% e
6% de AA permaneceu abaixo da temperatura de incubacdo ao longo de toda a
incubacéo, atingindo a temperatura de incubagcédo apenas aos 18 dias, enquanto que
nos ovos injetados com 2% de AA a TCO ultrapassou a temperatura de incubacéo

no 13° dia, permanecendo em torno de 0,2°C acima da mesma até o 18° dia.
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Figura 02. Temperatura da casca de ovos injetados ou ndo com acido ascérbico e
incubados sob 37,5°C e 39°C, de acordo com o dia de incubagéo.
Linhas horizontais correspondem as temperaturas de incubacéo. Cont:
controle, AAO, AA2, AA4 e AAG: injecdo de 0, 2, 4 e 6% de acido
ascorbico.

Como mostrado na Tabela 1, houve interacdo significativa (P<0,05) entre as
temperaturas e os dias de incubacédo e entre as porcentagens de AA injetadas in ovo
e as temperaturas de incubacdo para a TCO. Esta aumentou (P<0,05) ao longo do
periodo de incubacéo nas duas temperaturas de incubacao e foi maior (P<0,05) nos
ovos incubados a 39°C do que nos ovos incubados a 37,5°C durante todo o periodo
de incubacdo (Tab. 2). De acordo com a interagdo entre 0s tratamentos e as
temperaturas de incubagdo (Tab. 3), a TCO nao perfurados (controle) e dos
injetados com agua (0% de AA) foi maior sob incubacédo a 39°C do que a 37,5°C,
enquanto que a TCO injetados com AA né&o foi alterada pela temperatura de
incubagéo (P<0,05). Aléem disso, ndo houve diferenca na TCO entre os tratamentos
guando os ovos foram incubados a 39°C (P>0,05), mas quando a incubacé&o ocorreu
a 37.5°C, a TCO injetados com AA (2%, 4% e 6%) foi maior do que a dos ovos nao

perfurados (controle) e dos injetados com agua (0% de AA) (P<0,07).
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Tabela 01. Efeitos da injecdo de &cido ascorbico in ovo, das temperaturas de
incubacéo e dos dias de incubacdo sobre a temperatura da casca dos

0VOS.
Fontes de variacao Probabilidade para a analise de variancia
Temperaturas (TP) <0.0001**
Dias de incubacéo (D) <0.0001**
Tratamentos (T) <0.0001**
TP xD <0.0001**
TXTP <0.0001**
TxD 0,6716"°
Coeficiente de variacao (%) 0,52

** (P<0.05). ™ n&o significativo.
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Tabela 02. Desdobramento da interacdo entre temperaturas de incubacéo e dias de
incubacédo para a temperatura da casca dos ovos.

Temperatura de incubacéao

Dias de Incubagao Termoneutra Quente P

1 37,50b 38,09a <0.0001**
2 37,54b 38,63a <0.0001**
3 37,50b 38,32a <0.0001**
4 37,54b 38,37a <0.0001**
5 37,56b 38,40a <0.0001**
6 37,56b 38,45a <0.0001**
7 37,54b 38,49a <0.0001**
8 37,56b 38,53a <0.0001**
9 37,67b 38,53a <0.0001**
10 37,77b 38,50a <0.0001**
11 37,79b 38,58a <0.0001**
12 37,85b 38,62a <0.0001**
13 37,92b 38,60a <0.0001**
14 38,02b 38,77a <0.0001**
15 38,16b 38,88a <0.0001**
16 38,26b 38,92a <0.0001**
17 38,32b 38,94a <0.0001**
18 38,36b 38,16a <0.0001**

** (P<0.05). a-b: médias seguidas por letras distintas (linhas) diferem significativamente.

Tabela 03. Desdobramento da interacdo entre injecdo de acido ascorbico in ovo e
temperaturas de incubacdo para a temperatura da casca dos ovos
durante a incubacéo.

Tratamentos Temperatura de Incubacao P
Termoneutra Quente

Controle 37,56 bB 38,70a 0,0221**
Acido Ascoérbico-0% 36,96bB 38,66a 0,0023**
Acido Ascorbico-2% 38,05A 38,70 0,1537N°
Acido Ascérbico-4% 38,25A 38,71 0,3017 "N
Acido Ascorbico-6% 38,07A 38,30 0,5941N°
P 0,0644* 0,8288"°

* P<0,07. ** (Pso.osg. a-b, A-B: médias seguidas por letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente. N°no significativo.

Perda de massa, condutancia dos ovos e temperatura corporal na eclosao

Os dados da Tabela 4 mostram que as porcentagens de AA injetadas nao
influenciaram significativamente (P>0,05) a perda de massa pelos ovos e a
condutancia de suas cascas, mas que ocorreu efeito significativo (P<0,05) da
temperatura de incubacdo sobre essas variaveis, sendo que ambas foram maiores

nos ovos incubados a 39°C do que a 37,5°C. Ocorreu interagao significativa
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(P<0,07) entre tratamentos e temperaturas de incubacdo para a temperatura média
da superficie corporal dos pintos (Tab. 04), de acordo com a qual a temperatura
corporal dos pintos de ovos injetados com agua (0% de AA) foi menor quando os

ovos foram incubados a temperatura quente (P<0,05) (Tab. 05).
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Tabela 04 — Efeitos da injecdo de acido ascérbico in ovo e das temperaturas de
incubacédo sobre a perda de massa e a condutancia da casca dos ovos e
a temperatura da superficie corporal dos pintainhos na ecloséo.

Perda de massa Condutancia Tsc?
(%) Q)

Tratamentos (T)
Controle 8,86 0,371 31,21
Acido Ascorbico -0% 9,11 0,382 30,69
Acido Ascérbico -2% 8,80 0,369 30,74
Acido Ascorbico -4% 9,08 0,380 30,92
Acido Ascérbico -6% 9,63 0,404 30,79
Temperaturas (TP)
Termoneutra 8,59b 0,360b 30,89
Quente 9,61la 0,403a 30,86
Probabilidades
T 0,0977"° 0,0082N° 0,5075N°
TP <0,0001** <0,0001** 0,5198 NS
TxTP 0,5271N° 0,5227N° 0,0660*
Coeficiente de variacao (%) 15,79 15,80 3,52

* P<0,07. ** (P<0.05). a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente. "> ndo

significativo. *: temperatura da superficie corporal.

Tabela 05 - Desdobramento da interacé@o entre a injecdo de acido ascérbico in ovo e
as temperaturas de incubacédo para a temperatura da superficie corporal
dos pintainhos pés-eclosao.

Tratamentos Temperaturas P
Termoneutra Quente

Controle 30,93 31,46 0,2659 "°
Acido ascérbico-0% 31,31a 30,15b 0,0415**
Acido ascérbico-2% 30,68 30,78 0,8309 "°
Acido ascérbico-4% 31,47 30,68 0,1804 NS
Acido ascérbico-6% 30,44 31,03 0,1889 N°
P 0,3449N° 0,1206"°

Efeito linear para os niveis 0,3005 ™° 0,0926 °

Efeito quadratico para os niveis 0,6303 N° 0,6631 N°

Efeito cubico para os niveis 0,0992 N® 0,3990 "°

** (P<0.05). a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente. ~> nao significativo.

Taxa de ecloséo, mortalidade embrionaria e duracéo da incubacao

Os dados da Tabela 06 mostram efeito significativo (P<0,05) dos tratamentos
sobre a taxa de eclosédo, sendo esta maior nos ovos nao injetados (controle) e
menores nos ovos injetados, com a menor porcentagem de eclosao registrada para
ovos injetados com 4% de AA. Nao foram observados efeitos significativos dos

tratamentos e das temperaturas (P>0,05) sobre a mortalidade embrionaria precoce
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(0-7 dias), intermediaria (8-14) e tardia (15-eclosdo). Todavia, numericamente,
verifica-se em todas as fases, que a mortalidade foi maior nos ovos injetados, do
gue nos nao injetados e que a injecao de 4% de AA aumentou 80% a taxa de
mortalidade precoce, em 67% a mortalidade intermediaria e em 115% a mortalidade
tardia em relacdo ao grupo controle, o que parece responder pela menor taxa de
eclosdo registrada para pintos de ovos injetados com 4% de AA. Além disso, a
mortalidade embrionaria precoce foi maior sob incubacdo a temperatura quente.
Com relacdo a duracdo da incubacéo, houve influencia significativa (P<0,05) das
temperaturas de incubacgdo sobre esta variavel (Tab. 5), que foi maior sob incubacéo
a 39°C do que a 37,5°C.

Tabela 06 — Efeitos da injecdo de acido ascérbico in ovo e das temperaturas de
incubacédo sobre a taxa de eclosdo, mortalidade embrionaria e duracéo
da incubacdo.

Ecloséo Mortalidade embrionaria (%) DIt
(%) 0-7dias 7-14dias 14-21dias (horas)

Tratamentos (T)
Controle 86,72a 21,67 0,00 78,33 490,17
Acido Ascérbico-0% 75,80b 31,77 22.86 45 .47 491,91
Acido Ascorbico-2% 70,40bc 21,50 20,00 45,17 492,66
Acido Ascoérbico-4% 63,20c 38,89 14,44 46,67 493,47
Acido Ascoérbico-6% 74,40b 23,24 9,05 63,71 490,52
Temperaturas (TP)
Termoneutra 75,70 15,95 18,69 58,69 506,06 a
Quente 73,04 35,02 9,66 53,99 478,49 b
Probabilidades
T 0,0028** 0,7553"N° 0,3859N° 0,2387N°  0,4566 NS
TP 0,3583"° 0,1248N° 00,3176 "5 0,7056"° <0,0001**
TxTP 0,5617N° 0,7234N5  0,2863N°  0,2817N°  0,4477NS
CV (%) 9,27 104,85 161,33 53,49 2,23

** (P<0.05). a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente. " n&o significativo.
1dura(;r?\o de incubacdo. CV: coeficiente de variagao.

Qualidade dos pintainhos na eclosao

A Tabela 07 apresenta os dados obtidos para as variaveis utilizadas como
parametros de qualidade dos pintainhos. De acordo com os dados, 0 peso relativo
dos pintainhos néo foi influenciado significativamente (P>0,05) pelos tratamentos e
pelas temperaturas de incubacdo. Os pesos absoluto e relativo do saco de vitelo,

figado, coracdo e moela foram influenciados significativamente (P<0,05) pelas
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temperaturas de incubacdo, mas nao pelos tratamentos. Os pesos absoluto e
relativo do saco de vitelo e do figado foram maiores e os do coracdo e da moela

menores sob incubacéo a 39°C do que a 37,5°C.
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Tabela 07 — Efeitos da injecdo de acido ascorbico in ovo e das temperaturas de incubagdo sobre a qualidade dos pintainhos

machos na eclosao.

PC Figado® Sacode Coracéo Moela Figado® Sacode Coracédo Moela
(%) vitelo vitelo
(@ (%)

Tratamentos
(M)
Controle 74,51 0,98 (0,90) 8,96 0,31 1,96 1,87 (2,34) 17,05 0,60 3,75
AA-0% 73,97 1,14 (0,96) 9,10 0,34 1,66 2,17 (2,35) 17,16 0,64 3,12
AA-2% 74,55 1,02 (0,92) 9,68 0,34 1,68 2,08 (2,41) 18,18 0,65 3,16
AA-4% 74,34 1,26 (1,00) 9,34 0,31 1,51 2,46 (2,37) 18,04 0,61 2,90
AA-6% 74,64 1,16 (0,97) 9,51 0,34 1,71 2,33 (2,39) 17,83 0,64 3,21
Temperaturas
(TP)
Termoneutra 74,42 0,98 (0,90)b  8,69b 0,37a 1,86a 1,99 (2,31) b 16,44b 0,70a 3,53a
Quente 7439 1,25(1,000a 9,89 0,30b 1,53b 2,39 (2,43)a 18,78a 0,56b 2,90b
P
T 0,4179N°  0,4564N°5  0,5933N°  0,2427NS  0,3227N 0,5369N°  0,6345N5  0,4253N°  0,2877 N
TP 0,8021NS  0,0143*  0,0002** <0,0001** 0,0128** 0,0002**  <0,0001* <0,0001** 0,0121**
TxTP 0,2115N°  0,7361N°  0,5055N° 0,6217"N°  0,6467"N° 0,5754N5  0,5831N° 0,5466"N° 0,7112N°
CV (%) 2,88 16,31 14,50 16,42 30,92 5,25 13,52 15,66 30,65

CV=coeficiente de variacdo. PC: peso corporal. **: P<0,05. a-b: médias seguidas por letras distintas (colunas) diferem significativamente (P<0,05). ©: comparac&o a partir de

dados transformados por log (valores entre parénteses). NS hio significativo. AA: acido ascorbico
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4. Discusséo

A TCO é utilizada como indicativo da produgéo de calor metabdlico intra ovo
(Lourens et al., 2007). No presente estudo, a TCO foi maior sob incubacdo a 39°C
do que a 37,5°C ao longo da incubacdo, indicando que temperatura quente de
incubacdo aumenta o metabolismo embrionario e fetal. A TCO aumenta na segunda
metade da incubacdo, devido ao aumento da taxa metabdlica e da producédo de
calor pelos fetos (Meijerhof, 1999; Tazawa & Whittow, 2000). De acordo com nossos
dados, esse aumento na TCO na fase fetal ocorreu sob incubagcdo a temperatura
termoneutra e quente, independentemente da porcentagem de AA injetada in ovo, 0
gue demonstra que o aumento de metabolismo durante o desenvolvimento in ovo
nao foi inviabilizado pelo aumento na temperatura de incubacgéo e pela manipulacéo
vitaminica dos ovos.

Transferéncia de energia em forma de calor, por conducdo, conveccdo e
evaporacao, ocorre quando h& diferenca de temperatura num meio ou entre meios
diferentes (La Scala, 2003), o que significa que trocas de calor entre o interior do ovo
e o0 ar da incubadora durante a incubacdo s6 ocorrem se e quando houver diferenca
de temperatura entre ambos. A perda de calor por conducao corresponde ao calor
do interior do ovo que se propaga através da casca até a sua superficie, a partir da
qual serd perdido principalmente por conveccdo, mas também por radiacdo (La
Scala, 2003), o que possibilita que a temperatura da casca seja utilizada também
como indicativo de perda de calor pelo ovo. Por sua vez, a perda de calor por
evaporacao corresponde ao calor perdido juntamente com a perda de massa (agua)
pelo ovo, e é proporcional a essa (La Scala, 2003). Segundo French (1997), os ovos
absorvem calor da incubadora na primeira metade da incubacao, se a temperatura
do embrido for mais baixa do que a da incubadora, mas devem perder calor na
segunda metade da incubacdo quando sua taxa metabdlica e producdo de calor
aumentam. No presente estudo, sob incubacéo a temperatura termoneutra (37,5°C),
ganho de calor na primeira metade da incubacdo e perda na segunda ocorreu
apenas nos ovos néo injetados e nos injetados com agua, sendo que a perda de
calor por conducéo deve ter sido menor nos ultimos do que nos primeiros uma vez
que a TCO ficou acima da temperatura de incubacéo a partir do 10° e do 17° dia de

incubacédo, respectivamente. A TCO injetados com AA, por sua vez, permaneceu
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acima da temperatura da incubadora ao longo de todo o periodo de incubacéo,
indicando maior perda de calor por condugdo nesses ovos, do que nos ovos nao
injetados e nos injetados com agua, 0 que parece responder pela reducdo da
eclosédo dos ovos injetados com AA, pois 0s ovos injetados com AA nao perderam
calor para o ar da incubadora durante a segunda metade da incubacéo.

Diferente do registrado para os ovos incubados a temperatura termoneutra,
sob incubacéo a alta temperatura (39°C), os ovos nao injetados e os injetados com
agua apresentaram maior temperatura da casca sob incubacdo a 39°C do que a
37,5°C por provavelmente ndo terem perdido calor por conducéo sob incubacgéo a
temperatura quente.

Condutancia é a capacidade de troca de gases entre o ovo e 0 ambiente, e
esta relacionada com a perda de 4gua (Campos et al., 2003) e de calor metabdlico
(Hamidu et al., 2007). Quanto maior for a condutancia e a perda de 4gua, maior a
perda de calor dos ovos por evaporagao. De acordo com nosso dados, comparados
aos ovos incubados a 37,5°C, os ovos incubados a 39°C apresentaram maior perda
de massa e maior condutancia, mas nao diferiram destes na taxa de eclosao. Isso
indica que o aumento na perda de calor evaporativo pelos ovos incubados a
temperatura quente, pode ter evitado os efeitos da auséncia de perda de calor por
conducao (dados da TCO) sobre o desenvolvimento in ovo e, consequentemente, a
reducdo da taxa de eclosdo dos mesmos. A maior perda de massa pelos ovos
incubados a 39°C deve ser resultante de aumento do processo evaporativo da agua
dos proprios constituintes do ovo e consequetemente do aumento de producéo de
adgua metabdlica (Shafey, 2002).

Perda excessiva de agua pelos ovos (>14%) causa morte embrionaria por
desidratacdo (Romanoff, 1930); contudo, perda de massa entre 11 e 12% do peso
dos ovos até os 18 dias de incubacéo otimiza a eclodibilidade (Rosa et al., 1999). No
presente estudo, a perda de massa para 0s ovos incubados a 39°C foi de
aproximadamente 9,6%, valor inferior a 14% e muito proximo dos registrados para
ovos incubados a 37,8°C por Deeming (1996) e por Rosa et al. (2002) (10,8% e
10%, respectivamente), e ndo influenciou, portanto, a taxa de ecloséo dos ovos.

Injec&o de AA in ovo ndo interferiu na perda de calor evaporativo, mas a taxa

de eclosao foi reduzida, e de forma mais acentuada pela injecdo de 4% de AA.
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Segundo Uni & Ferket (2003), alta concentracdo das solugbes pode interferir no
equilibrio osmoético e afetar o desenvolvimento do embrido, e descreveram como
limite maximo 800 mOsm. A solucéo aplicada in ovo no presente estudo tem uma
osmolaridade inferior a este limite (113 mOsm), o que indica que a causa da menor
ecloséo dos ovos injetados com AA ndo envolveu alteragdo excessiva em equilibrio
osmotico dos ovos. Nossos dados, por outro lado, diferem dos obtidos por Pires et
al. (2011), que observaram aumento na taxa de eclosdo com injecdo de 1% de AA in
ovo. Efeito porcentagem-dependente de AA sobre a taxa de eclosdo também
registrado por Zakaria & Al-anezi (1996), Elibol et al. (2001), Ipek et al. (2004) e
Nowaczewski et al. (2012). No entanto, os autores observaram melhora na
eclodibilidade dos ovos com injecdo entre 3 e 6 mg de AA, mas, realizaram o
procedimento em fases mais adiantadas da incubac&o, o que mostra que o efeito
dessa vitamina sobre o desenvolvimento in ovo varia com a concentracdo da
solucéo e com a fase do desenvolvimento embrionario na qual a injecdo é realizada.

Menor taxa de eclosdo e maior incidéncia de anormalidades embrionarias tém
sido relatadas para ovos submetidos a longo (French, 1994) ou curto tempo de
hipertermia (French, 2000). Neste experimento, embora a perda de massa tenha
sido maior e o periodo de incubacdo mais curto sob incubacdo a 39°C, a taxa de
eclosdo nédo foi alterada, indicando que incubacdo continua dos ovos a temperatura
de 39°C ndo se mostrou uma condicao térmica limite para o desenvolvimento in ovo;
0 que corrobora com os resultados observados por Gualhanone (2002) para ovos
incubados a 38,8°C.

Menor duracao da incubacédo esta associada com o aumento do ciclo mitético
e da taxa metabdlica das células sométicas, acelerando assim o crescimento
embrionéario (Kojima et al., 1996). De acordo com nossos resultados, a duracdo da
incubacéo foi mais curta sob incubacéao a 39°C do que sob temperatura termoneutra,
indicando que alta temperatura de incubag&o acelerou o desenvolvimento in ovo, o
que é confirmado pela maior perda de calor por conducdo e evaporagdo e maior
condutancia, que indicam aumento de taxa metabdlica. Entretanto, a duracdo do
desenvolvimento ontogenético dos pintainhos nao foi influenciada pela injecdo de
AA, reforcando os achados de El-Sheikh & ElI-Gammal (2000) e Mohammed et al.
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(2011), que também ndo encontraram efeito da administracdo de AA in ovo sob a
duracédo de incubacéo.

Perda de massa dos ovos até o momento da transferéncia é um parametro
utilizado comercialmente para determinar o grau de desenvolvimento do embrido e
tem sido relacionada com peso dos pintos na eclosdo (Noy & Pinchasov, 1993).
Apesar da perda de massa ter sido maior sob incubacdo a 39°C do que a 37,5°C,
nao houve diferenca no peso corporal dos pintainhos entre as temperaturas. 1sso
pode ter sido resultante de mecanismos de regulacdo que limitam a dependéncia
embrionéria de varidveis ambientais, como a perda de massa durante a incubacao
(Simkiss, 1980 a, b), que tornam os embrides tolerantes a diferentes taxas de perda
de &gua pelos ovos durante a incubacédo, variando a quantidade de agua absorvida
a partir do fluido do alantoide (Hoyt, 1979). Os valores encontrados para a relacdo
entre o peso do ovo e o0 peso corporal dos pintos no presente estudo estéo dentro do
intervalo de 73 a 80% considerado por Henry & Burke (1997) como normal para
pintos. No entanto, o peso hepético foi maior e os da moela e cardiaco menores sob
incubacdo a 39°C. Segundo Lilja & Olsson (1987), o desenvolvimento ontogenético
de aves selecionadas para rapido crescimento apés a ecloséo é caracterizado por
preferencial crescimento dos 6rgdos de fornecimento (coracao, intestino e figado).
Assim, o maior desenvolvimento hepatico parece ser uma resposta adaptativa
relacionada com o aumento de metabolismo e de velocidade de desenvolvimento
embrionaria e fetal, induzido pela alta temperatura de incubacdo. Chama atencéo no
presente estudo, todavia, que o aumento de metabolismo promovido pela incubacéo
a 39°C ocorreu acompanhado de hipoplasia cardiaca, o que indica que temperatura
quente de incubacdo ndo age de forma similar sobre os 6rgdos de forcenimento.
Além disso, hipoplasia cardiaca pode causar um déficit cardiaco e comprometer a
qualidade do seu desenvolvimento na fase pos-eclosdo, propiciando, portanto, o
aparecimento de sindrome ascitica nas aves ao longo da criacdo. Aléem disso,
observou-se um menor aproveitamento do saco de vitelo pelos pintainhos incubados
em alta temperatura. Semelhante a estes resultados, Molenaar et al. (2011)
observaram maior peso do saco de vitelo para os pintainhos incubados em uma

temperatura de 38,9°C, estes dados remetem a uma queda na qualidades dos
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pintainhos, resultando em diferengas na mortalidade na primeira semana por

infecgdes do umbigo/saco vitelino.

5. Conclusbes
Injecdo de AA in ovo reduziu a taxa de eclosao dos ovos alterando a perda de
calor por condugao e ndo minimizou os efeitos causados pela alta temperatura de

incubacédo sobre os parametros de incubacédo e de qualidade dos pintos.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA INJECAO DE VITAMINA C INTRA OVO SOBRE A
ABSORCAO MINERAL DA CASCA DO OVO, MORTALIDADE
EMBRIONARIA E VARIAVEIS HEMATOLOGICAS EM PINTOS
INCUBADOS EM TEMPERATURA QUENTE?

RESUMO - Estresse térmico na incubacdo altera a velocidade de
desenvolvimento e o metabolismo embrionério, 0 que demanda otimizagdo no
transporte sanguineo dos gases, principalmente na segunda metade da incubacéao,
guando ocorre grande crescimento corporal. A suplementacdo com vitamina C tem
sido associada a melhora no sistema imune e parametros respiratérios de frangos e
a efeitos anti-estressores. Faltam dados dos efeitos do &cido ascorbico e da
manipulacdo da temperatura de incubacdo sobre os parametros hematoldgicos de
pintos. O presente estudo analisou se injecéo pré-incubacado de vitamina C influencia
0s parametros hematoldgicos e bioquimicos de pintos de corte de ovos incubados a
temperatura termoneutra e quente. Quinhentos ovos férteis de matrizes de frango de
corte (Cobb®) com 47 semanas de idade foram utilizados em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 5x2 (5 niveis de
injecdo de acido ascorbico in ovo: 0%, 2%, 4% e 6% em 100ul de agua; e 2
temperaturas de incubacao: 37,5°C e 39,0°C), com duas incubadoras com 50
ovos/tratamento para cada temperatura de incubacdo. As incubadoras foram
mantidas a 37,5° C (termoneutra) e a 39° C (quente), com 60% de umidade relativa,
até o momento da transferéncia e 70% nos dois ultimos dias. As porcentagens de
vitamina C injetadas nos ovos nao influenciaram os parametros hematolégicos dos
pintos, quando comparados ao grupo controle nédo injetado. Todavia, injecdo de 4%
de vitamina C aumentou os valores do numero total de hemacias (RBC), valores de
hematdcrito (HCT) e teor de hemoglobina (HGB) dos pintos quando os ovos foram
incubados sob temperatura quente. A porcentagem de fésforo (P) da casca dos ovos
incubados a temperatura quente foi menor com 2% de vitamina C e aumentou com a
porcentagem de 6%. Os dados indicam que manipulacdo nutricional do ovo pode ser

realizada antes da incubacdo, que o &acido ascorbico influencia a absorcdo de

2 Artigo aceito para a publicacdo na International Journal Poultry Science.
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minerais da casca, e que injegdo de 4% de vitamina C melhora o potencial de
transporte de gases no sangue dos pintos oriundos de ovos incubados sob

temperatura quente.

Palavras—chave: acido ascorbico, eritrocitario, hemacia, hematdécrito, hemoglobina

1. Introducéo
Estresse térmico na incubacdo diminui a taxa de eclosédo e a qualidade dos

pintos influenciando no seu desempenho pés-eclosdo (MOLENAAR et al., 2011). Ao
mesmo tempo, entretanto, ainda na fase embrionaria, ele pode imprimir na ave uma
maior termotolerancia a desvios da temperatura ambiente na fase de criacdo, que
saiam de sua zona de tolerancia térmica (TZSCHENTKE & PLAGEMANN, 2006;
TZSCHENTKE, 2007). Do ponto de vista pratico, de interesse para o setor avicola,
seria a otimizacao da ecloséo de pintos mais termotolerantes.

Alta temperatura acelera o desenvolvimento embrionario intra ovo, o que
demanda aumento de metabolismo e, consequentemente, maior obtencdo de
oxigénio (O,) e eliminacdo de di6éxido de carbono (CO,), para o que se faz
necessario uma adaptacdo cardiovascular e/ou hematolégica. O potencial
respiratorio, cardiovascular e metabdlico pode ser analisado por parametros
respiratorios e bioquimicos do sangue, 0s quais sdo particularmente sensiveis as
mudancas de temperatura, 0 que os torna importantes indicadores das respostas
fisiologicas da ave a agentes estressores. Estresse térmico pode ocasionar
alteracdes nos valores de hematécrito (HCT), conteddo de eritrécitos e teor de
hemoblobina (HGB) no eritrécito (BORGES, et al.,, 2003b). Aumento na taxa
respiratoria pode resultar em perdas significativas de CO, fazendo com que a
presséo parcial de CO, (pCO,) diminua, levando a queda na concentracéo de acido
carbonico (H,CO3), hidrogénio (H") e elevacdo do pH sanguineo. Em resposta, os
rins aumentam a excrecao de bicarbonato (HCO3) e reduzem a excregdo de H™ para
manter o equilibrio acido-base da ave (RONDON et al., 2000; BORGES, et al.,
2003b; MUSHTAQ et al.,, 2005), sendo esta alteracdo do equilibrio acido-base
denominada de alcalose respiratéria. O sddio (Na*), o potassio (K*) e o cloreto (CI)
séo ions fundamentais na manutencdo da pressdo osmatica e equilibrio acido-base

dos liquidos corporais sendo o K* o principal cation do fluido intracelular, enquanto
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que o Na" e o CI" sdo os principais ions do fluido extracelular (RONDON et al.,
2000). A concentragdo de K* e Na® no sangue diminui & medida que a temperatura
aumenta (BORGES et al., 2002), enquanto que o ClI" aumenta (BELAY & TEETER,
1993). Consequentemente, mudancas na homeostase de Na*, K" e CI' podem afetar
as funcdes celulares (BORGES, et al., 2003b; MUSHTAQ et al., 2005).

Dados de literatura tém mostrado que vitamina C pode minimizar ou evitar 0s
efeitos do estresse por calor (MAHMOUD et al., 2004), bem como melhorar o
desenvolvimento das aves em ambiente termoneutro (PARDUE & THAXTON, 1986).
Ela aumenta a absorcdo de ferro (Fe®) e, consequentemente, ocorre 0 aumento no
namero total de hemécias (RBC) e HGB (MOURA & PEDROSO, 2002), o que
concede melhora no potencial respiratorio do animal. O embrido em
desenvolvimento depende nutricionalmente da composicdo dos ovos, a qual pode,
portanto, influenciar a taxa de eclosdo e a qualidade dos pintos na eclosao
(FINKLER et al., 1998). Assim, administragdo de nutrientes intra ovo pode ser um
meétodo alternativo para manipular-se a qualidade dos pintos e seu desempenho
pos-eclosdo. Se &cido ascorbico € um agente anti-estressor e se melhora o
desempenho da ave (PARDUE & THAXTON, 1986; MAHMOUD et al., 2004), é
possivel que sua injecdo intra ovo seja benéfica para embribes em condicbes
termoneutras ou de estresse térmico. Embora existam registros na literatura do
efeito do acido ascorbico sobre o desenvolvimento de aves (ZAKARIA & AL-ANEZI,
1996; GHONIM et al., 2009; MOHAMMED et al., 2011; NOWACZEWSKI et al.,
2012), os mesmos se referem a injecdo de vitamina C intra ovo em fases mais
adiantadas do desenvolvimento embrionario. Faltam dados na literatura sobre os
efeitos da injecdo de vitamina C intra ovo pré-incubacdo, sobre as caracteristicas
hematoldgicas dos pintos eclodidos de ovos incubados sob condi¢des termoneutra e
de estresse térmico. O presente estudo analisou os efeitos da injecéo pré-incubacao
de vitamina C intra ovo sobre parametros hematoldgicos respiratorios e bioquimicos
de pintos machos de ovos incubados sob condi¢cdes termoneutra e de estresse por

calor e sobre as caracteristicas da casca ao final da incubagéo.
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2. Material e métodos
Delineamento experimental

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n° 7377/10), da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP.

Quinhentos ovos (67g +29) férteis de frango de corte (Cobb®), provenientes
de matrizes com 47 semanas de idade, foram pesados e utilizados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2, com
5 tratamentos (sem injecdo, com injecdo de agua e injecdo de 2%, 4% e 6% de
acido ascorbico em 100yl de agua intra ovo) e 2 temperaturas de incubacéo
(termoneutra: 37,°C e quente: 39,0°C), com duas incubadoras com 50
ovos/tratamento para cada temperatura, sendo o peso médio dos ovos por repeticao
e tratamento de 67+2g. As incubadoras (Premium Ecoldgica, IP-200), com controle
automatico de temperatura e giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas com 60% de
umidade relativa até a transferéncia e com 70% nos dois ultimos dias de incubacéo.

A injecdo de solucdo aquosa de &cido ascorbico foi realizada antes do inicio
da incubacao e com os ovos mantidos na posi¢ao horizontal. Apés desinfeccédo local
da casca com etanol 100%, a solucdo de acido ascorbico foi injetada no albumen,
aproximadamente a 1 cm da extremidade afilada do ovo e a 5mm de profundidade,
utilizando-se agulha estéril [Injex, 13 x 0,38 (27,5 G1/2”)]. Apés a injecao, o orificio
foi fechado com uma etiqueta de identificacdo do tratamento e da repeticdo. A
solucdo de acido ascorbico foi preparada com &gua Milli-Q, autoclavada, em
ambiente escuro devido a sua foto sensibilidade, pouco antes da aplicacao.

Parametros sanguineos

As variaveis sanguineas analisadas foram: numero total de hemacias [RBC
(n° células/mm?®)], valores de hematécrito [HCT (% PCV)], teores de hemoglobina
[HGB (g/dL)], pH, pCO, (mmHg), pO, (mmHg), BEecf (mmol/l), TCO, (mmol/l), sO,
(%), Na* (mmol/l), K* (mmol/l), Cai (mmol/l), HCO3 (mmol/l), glicose (mg/dL).

Para as analises sanguineas foram utilizados oito pintos por tratamento. O
sangue foi coletado da veia jugular e imediatamente analisados com heparina como

anticolagulante, com excec¢édo do RBC, onde o sangue foi mantido em tubo pléstico
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tipo “eppendorf’ contendo 15ul de anticoagulante/1 ml de sangue (Glistab, cat. 29,
Labtest Diagnéstica) em gelo para serem utilizados nas andlises. As contagens do
nimero de heméaceas (RBC, n° de células/mm?®) foram realizadas em camara de
Neubauer, utilizando amostras de sangue diluidas (1:100) com solucdo de Natt &
Henrick (1952), de acordo com Sterzo (2007). Os dados dos demais parametros
sanguineos foram obtidos utilizando-se analisador clinico portatil (i-STAT®Co. —
Abbott Laboratories — EUA, cartucho Cg8+®). Os valores de pH, pCO,, pO, foram
corrigidos pela temperatura superficial média (TSM) calculada de acordo com
Malheiros et al. (2000).

Porcentagem, espessura e minerais da casca

A porcentagem, espessura e composicdo mineral das cascas ao final da
incubacao foram obtidos a partir da analise de 10 ovos por tratamento, ambos apos
a remocdo das membranas interna e externa e a cuticula, realizada seguindo
metodologia de Rahn et al. (1981), mantendo fragmentos da casca em solucéo
aguosa fervente de NaOH 0,5%. Em seguida, as cascas foram lavadas em agua
destilada e mantidas a temperatura ambiente durante 72 horas para secagem e
posterior andlises. O peso das cascas foi dado como porcentagem em relacdo ao
peso do ovo pré-incubacdo. A espessura de casca foi obtida a partir da mensuracgéo
de fragmentos da regido equatorial das cascas, utilizando-se um micrémetro digital
(Mitutoyo — resolucdo 0,001 mm). A composicdo mineral (porcentagem de calcio,
fésforo e cinzas) das cascas foram realizadas de acordo com metodologias descritas
por Silva & Queiroz (2002).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002). Em caso de
efeito significativo, a comparacdo de médias foi realizada a 5% de probabilidade
através dos contrastes ortogonais polinomiais: contraste 1 — comparagdo entre o
tratamento controle versus a média dos tratamentos com 0%, 2%, 4% e 6% de acido

ascorbico; contrastes 2, 3 e 4 - foram utilizados trés modelos de regressao: modelo
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linear, modelo quadratico e modelo cubico, com a finalidade de verificar efeitos
quanto aos niveis de aplicacdo de acido ascorbico.

3. Resultados
Parametros hematoldgicos

Os efeitos das diferentes porcentagens de acido ascérbico injetados intra ovo
sobre os parametros respiratérios de pintos eclodidos de ovos incubados a 37,5°C e
39°C (temperaturas termoneutra e quente, respectivamente) sdo mostrados na
Tabela 1. Houve interacdo significativa (P<0,05) entre as porcentagens de acido
ascoérbico e as temperaturas de incubacdo para os trés parametros eritrocitarios
analisados — numero total de hemacias (RBC), valores de hematécrito (HCT) e

teores de hemoglobina (HGB).

Tabela 01. Efeito da injecdo de &cido ascorbico e das temperaturas de incubacéo
sobre os parametros eritrocitarios de pintos de corte.

RBC! HCT HGB

Tratamentos (células/mm®) (%PCV) x(g/dL)
Acido ascorbico (AA)
Controle 352.920 (12,58) 15,36 5,24
AA-0% 373.511 (12,63) 14,00 4,75
AA-2% 194.400 (12,05) 14,17 4,80
AA-4% 642.300 (12,59) 15,67 5,33
AA-6% 431.000 (12,73) 13,77 4,68
Temperaturas (TP)
Termoneutra 298.527 (12,20) 14,90 5,06
Quente 491.721(12,81) 14,41 4,90
Probabilidade para a andlise de variancia

Acido ascorbico 0,2746"° 0,8123"° 0,7972"™
Temperatura 0,0089* 0,8441"N° 0,8703"N°
Interacdo AA X TP 0,0154* 0,0465* 0,0466*
Coeficiente de variacao 6.64 26.15 26.31

(%)
N> nao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. "comparaco a partir de dados transformados
por log (valores entre parénteses). AA=4cido ascorbico.

De acordo com o desdobramento da interagdo (Tab. 2), os valores de RBC
foram maiores (P<0,05) sob incubacdo a 39°C do que a 37,5°C apenas nos pintos
de ovos injetados com 4% de &cido ascorbico. Além disso, ndo houve diferenca

significativa (P=0,05) nos valores de RBC entre os pintos de ovos injetados com as
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diferentes porcentagens de &cido ascérbico e os nédo injetados, em nenhuma das
temperaturas de incubacéo analisadas.
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Tabela 02. Desdobramento da interacdo entre injecdo de acido ascoérbico e
temperatura de incubac&o para contagem de células vermelhas (RBC?,
células/mm?) de pintos de corte.

Tratamentos Temperaturas (°C) P
Termoneutra Quente

Controle 293.533 (12,35) 442.000 (12,93) 0,2891 "

AA-0% 474.800 (12,95) **  292.480 (12,38) **  0,3153NS

AA-2% 129.600 (11,59) ** 226.800 (12,28) **  0,2469"°

AA-4% 279.040 (11,54) b ** 1098.400 (13,90) a**  0,0002*

AA-6% 280.800 (12,50) ** 581.200 (12,95) **  0,4505 "°

Probabilidade para os contrastes

Controle vs niveis 0,6848"° 0,8721™°

Linear para 0s niveis 0,5606 N° 0,0127*

Quadratico para os niveis 0,0426* 0,1242"N°

Cubico para os niveis 0,9017 NS 0,001*

N> nao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade, a-b comparacdo na linha. ** médias
estatisticamente iguais a do controle pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. * comparac&o a partir
de dados transformados por log (valores entre parénteses). AA=acido ascorbico.

Adicionalmente, houve efeito quadratico dos niveis de inoculacdo de acido
ascorbico sobre os valores de RBC, sob incubacdo a temperatura termoneutra
(P<0,05) e efeito cubico dos niveis de inoculacdo de acido ascorbico sob
temperatura quente (P<0,05) (Fig. 01). A injecdo de apenas agua (0% de acido
ascorbico) aumentou o RBC na temperatura termoneutra, enquanto, que na quente

observou-se o maior RBC para o nivel de 4% (Fig. 1).

1200 +

y=-48.46x3 +407.92x2-654.84x+ 292.48
R?=0.98
1000

800 -

=TT

600 - Ta

——Polindbmio (TT)

RBC (n2 células/mm3)

400 - —— Polinémio (TQ)

200 A

y=21.685x%-151.74x+ 442.68
R?=0.66

0 2 4 6 g
Niveisde acido ascdrbico (%)
Figura 01. Numero total de hemacias (RBC) de pintos de ovos incubados sob
temperatura termoneutra (TT) e quente (TQ) em funcdo dos niveis de
acido ascorbico injetados nos ovos.
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As Tabelas 03 e 04 mostram o desdobramento da interacdo entre
porcentagens de &cido ascorbico e temperaturas de incubacéo para o HCT e a HGB.
Nao ocorreu diferenga significativa (P=0,05) nos valores de HCT e HGB entre pintos
de ovos nao injetados e os pintos de ovos injetados com as diferentes porcentagens
de &cido ascoérbico, em nenhuma das temperaturas analisadas. Também né&o
ocorreu contraste significativo (P=0,05) entre tratamento controle e porcentagens de
acido ascorbico e regressao significativa (P=0,05) para porcentagens de acido
ascorbico para os valores de HCT e HGB. Todavia, os valores de HCT e HGB dos
pintos de ovos injetados com 4% de &cido ascoérbico foram maiores (P<0,05) sob
incubacéo a 39°C do que a 37,5°C.

Tabela 03. Desdobramento da interacdo entre porcentagens de acido ascorbico e
temperaturas de incubacéo para HCT! (%) de pintos de corte.

Tratamentos Temperaturas (T) P
Termoneutra Quente

Controle 17,50 (17,40) 14,50 (13,67) 0,1171 "

AA-0% 11,00 (14,50) ** 10,00 (13,50) ** 0,7957N°

AA-2% 13,00 (14,25) ** 14,00 (14,00) ** 0,9404 NS

AA-4% 10,00 (12,00) b ** 24,00 (18,60) a ** 0,0150*

AA-6% 16,50 (15,33) ** 11,00 (12,43) ** 0,1822NS

Probabilidade para os contrastes

Controle vs niveis 0,1401 " 0,5874 ">

Linear para os niveis 0,9815N° 0,8778N°

Quadratico para os niveis 0,4376N° 0,1171 N

Cubico para os niveis 0,4350N° 0,1240"N°

"> nao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade, a-b comparacdo na linha. ** média

estatisticamente igual a do controle pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, comparag&o na coluna.
! comparacao a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). AA=4cido ascorbico.
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Tabela 04. Desdobramento da interacdo entre porcentagens de acido ascorbico e
temperaturas de incubacéo para HGB! x(g/dL) de pintos de corte.

Tratamentos Temperaturas (T) P
Termoneutra Quente

Controle 5,95 (5,92) 4,95 (4,67) 0,1238"°

AA-0% 3,70 (4,90) ** 3,40 (4,60) ** 0,8203"°

AA-2% 4,40 (4,83) ** 4,75 (4,75) ** 0,9477N°

AA-4% 3,40 (4,07) b** 8,20 (6,34) a ** 0,0146*

AA-6% 5,65 (5,21) ** 3,75 (4,21) ** 0,1784N°
Probabilidade para os contrastes

Controle vs niveis 0,1381"° 0,6093"°

Linear para os niveis 0,9569 N° 0,8878"N°

Quadratico para os niveis 0,4423 NS 0,1164 NS

Cubico para os niveis 0,4412"N° 0,1177"°

™ hao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade, a-b comparacdo na linha. ** média

estatisticamente igual a do controle pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. 1compara<;510 a partir
de dados transformados por log (valores entre parénteses). AA=acido ascoérbico

Parametros bioquimicos do sangue

Os valores registrados para pH, pCO,, pO, BEecf, TCO, sO,, HCO3 sao
mostrados na Tabela 5. Nenhuma dessas variaveis foi influenciada pelas diferentes
porcentagens de &cido ascoérbico injetadas nos ovos e nem pelas temperaturas de
incubagéao (P=0,05).
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Tabela 05. Efeitos das porcentagens de acido ascoérbico e das temperaturas de incubacéo sobre as variaveis do sangue venoso de
pintos de corte.

pH pCO2 pO2 BEecf TCO2 sO2 HCO3
Tratamentos (mmHQ) (mmHQ) (mmol/1) (mmol/1) (%) (mmol/1)
Acido ascorbico (AA)
Controle 7,43 20,97 19,00 -10,47 15,93 50,20 15,07
AA-0% 7,46 19,11 19,60 -10,71 15,14 59,00 14,53
AA-2% 7,43 20,27 17,87 -10,71 15,50 46,79 14,70
AA-4% 7,47 18,74 18,08 -10,15 15,54 53,00 14,77
AA-6% 7,45 19,19 18,78 -11,20 15,13 53,00 14,39
Temperaturas (TP)
Termoneutra 7,44 20,74 19,03 -10,45 15,93 52,14 15,19
Quente 7,46 18,92 18,33 -10,83 15,11 51,23 14,31
Probabilidade para a analise de variancia

Acido ascérbico 0,6424"> 0,2136™ 0,8337"° 0,9645 N> 0,8548 N° 0,5482"° 0,9060 "°
Temperatura 0,4346"° 0,0891N° 0,7184M° 0,8522 N 0,5107 N® 0,6821N° 0,4470N°
Interacdo AA x TP 0,0071* 0,0939M°  0,0925"° 0,0618"N° 0,0748"N° 0,1518"° 0,0736"°
CV (%) 0,96 16,74 20,62 -36,32 20,61 27,13 21,33

™ hao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacdo. AA=acido ascérbico.
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Contudo, ocorreu interagao significativa (P<0,05) entre porcentagens de acido
ascorbico e temperaturas para o pH sanguineo, cujos dados mostram que 0s pintos
de ovos injetados com 6% de acido ascorbico apresentaram maior valor de pH sob

incubacédo a temperatura quente, do que a temperatura termoneutra (Tab. 6).

Tabela 06. Desdobramento da interacdo entre porcentagens de acido ascorbico e
temperaturas de incubacdo para pH sanguineo de pintos de corte.

Tratamentos Temperaturas (T) P

Termoneutra Quente
Controle 7,45 7,42 0,4167"™°
AA-0% 7,44 ** 7,47 ** 0,5279"°
AA-2% 7,47 ** 7,40 ** 0,0694 N°
AA-4% 7,46 ** 7,48 ** 0,7212Ns
AA-6% 7,39 b ** 7,52 a** 0,0012*

Probabilidade para os
contrastes

Controle vs niveis 0,7378"° 0,1044 "
Linear para os niveis 0,3720N° 0,1168N°
Quadrético para os niveis 0,1515N° 0,0429*
Cubico para os niveis 0,8186 "° 0,1015M°

"> n&o significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade, a-b comparacdo na linha. ** média

estatisticamente igual a do controle pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. AA=acido ascorbico.

Além disso, ocorreu efeito quadratico significativo (P<0,05) das porcentagens
de acido ascérbico sobre o pH do sangue dos pintos de ovos incubados a 39°C (Fig.
2), sendo que os menores valores foram registrados para os pintos de ovos injetados

com 2% de &cido ascoérbico e 0s maiores para 0s pintos de ovos injetados com 6%.

75 y=0.0069x2- 0.0297x + 7.4605
R?=0.76

pH sanguineo
~J
=y
(=]

T T 1
0 2 4 6

Niveis de acido ascarbico {%)

Figura 02. pH sanguineo de pintos de ovos incubados a temperatura quente em
funcdo dos niveis de acido ascorbico injetados nos ovos.
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Adicionalmente, nao foi registrado diferenca significativa (P=0,05) no pH do
sangue entre pintos de ovos injetados e ndo injetados com &cido ascoérbico. Com
relacdo as concentracdes de Na®*, K*, célcio ionizado (Cai) e glicose (Tab. 7), ndo
foram registrados efeitos significativos (P=0,05) das porcentagens de &acido
ascorbico e das temperaturas de incubagdo, e nem interacdo significativa entre

esses dois fatores para tais varidveis sanguineas.

Tabela 07. Efeito da injecdo de &cido ascoérbico e das temperaturas de incubacao
sobre ions Na* e K*, Cai e glicose no sangue venoso de pintos de corte.
+

Na* K Cai Glicose

Tratamentos (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mg/dL)
Acido ascorbico (AA)
Controle 130,00 4,53 0,595 156,87
AA-0% 129,75 3,63 0,320 136,11
AA-2% 129,31 4,32 0,486 156,50
AA-4% 130,92 4,04 0,540 149,50
AA-6% 128,17 4,91 0,360 141,11
Temperaturas (TP)
Termoneutra 129,41 4,17 0,483 156,53
Quente 129,56 4,55 0,434 143,95
Probabilidade para a analise de variancia

Acido ascorbico 0,1362™  0,2648"° 0,3577™° 0,3054 ™°
Temperatura 0,7539M°  0,2816"° 0,4384N° 0,1919"M°
Interacdo AA x TP 0,7025N°  0,8730N° 0,1602 NS 0,4487 NS
Coeficiente de variacao (%) 2,28 32,59 40,55 18,51

"> hao significativo. AA=&cido ascérbico.

Porcentagem, espessura e minerais da casca

Como mostrado na Tabela 8, a porcentagem, a espessura e a quantidade de
cinzas e calcio da casca dos ovos ao final da incubacdo ndo foram influenciadas
significativamente (P=0,05) pelas porcentagens de acido ascérbico e nem pelas
temperaturas de incubacéo; mas, houve interacdo significativa entre esses fatores

para a porcentagem de P na casca.
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Tabela 08 — Efeito da injecdo de acido ascorbico e das temperaturas de incubacao
sobre os parametros de qualidade da casca do ovo ao final da

incubacao.

Porcentagem Espessura Cinzas Fosforo Célcio

Tratamentos (%) (mm) (%) (%) (%)
Acido ascorbico (AA)
Controle 8,01 0,534 96,89 0,154 38,23
AA-0% 7,98 0,542 96,92 0,156 38,16
AA-2% 8,02 0,540 96,95 0,146 38,12
AA-4% 8,32 0,555 96,87 0,147 38,17
AA-6% 8,29 0,555 97,18 0,146 38,30
Temperaturas (TP)
Termoneutra 8,20 0,544 96,99 0,150 38,21
Quente 8,04 0,546 96,95 0,150 38,19
Probabilidade para a analise de variancia

Acido ascorbico 0,4925"  0,3928™ 0,1109™ 0,4852™ 0,3025"°
Temperatura 0,3518N°  0,7417™ 0,4364N° 0,9253"° 0,6187"°
Interacdo AA x TP 0,1001™  0,1385"° 0,8181N° 0,0197* 0,0923"°
CV (%) 7,96 6,07 0,34 13,33 0,59

™ 'nao significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV=coeficiente de variacdo. AA=acido
ascorbico.

De acordo com o desdobramento desta interagdo (Tab. 9), houve diferenca na
porcentagem de P na casca entre ovos incubados a 37,5°C e 39°C, mas somente
nos ovos injetados com 0 e 2% de acido ascorbico (P<0,05). A porcentagem de P foi
maior sob incubac¢éo a 39°C do que a 37,5°C nos ovos injetados com agua (0% de
acido ascorbico) e menor nos ovos que receberam 2% de injecdo de &cido

ascorbico.
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Tabela 09. Desdobramento da interacdo entre tratamentos e temperaturas para a
porcentagem de fésforo na casca dos ovos ao final da incubacéo.

Tratamentos Temperaturas P
Termoneutra Quente
Controle 0,156 0,153 0,7899"°
AA-0% 0,144 b ** 0,167 a** 0,0364*
AA-2% 0,160 a ** 0,131 b ** 0,0096*
AA-4% 0,147 ** 0,148 ** 0,9418"°
AA-6% 0,140 ** 0,150 ** 0,3460"°
Probabilidades para os
contrastes
Controle vs niveis 0,3941 ™° 0,6394 "°
Efeito linear para os niveis 0,4985N° 0,2540N°
Efeito quadratico para os niveis 0,1769"N° 0,0130 *
Efeito clbico para os niveis 0,3531 N5 0,0570N°

N> ndo significativo, * significativo ao nivel de 5% de probabilidade, a-b comparacdo na linha. AA=acido
ascorbico.

Além disso, ocorreu efeito quadrético significativo (P<0,05) das porcentagens
de acido ascoérbico sobre as porcentagens de fosforo na casca ao final da incubacéo
(Fig. 3), para a temperatura quente, sendo as menores porcentagens de fésforo na
casca ao final da incubacédo registradas para os ovos injetados com agua (0% de

acido ascorbico).

y =0.0024x2- 0.016x + 0.1636
0.16 - R?=0.64

Fosforona casca do ovo (%)

0 2 4 6

Niveis de acido ascdrbico (%)

Figura 03. Fosforo na casca dos ovos ao final da incubacéo a temperatura quente
em funcao dos niveis de acido ascorbico injetados nos ovos.

4. Discusséo
A segunda metade da incubacdo dos ovos de aves é caracterizada por

intenso crescimento fetal, que envolve aumento do metabolismo (TULLETT, 1990,
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FRENCH, 1997, MEIJERHOF, 1999; TAZAWA & WHITTOW, 2000) e,
consequentemente, aumento na demanda por trocas gasosas (obtencdo de O, e
eliminacdo CO,), a qual se torna maior sob incubacdo a temperaturas acima da
termoneutra (quente). Considerando que o acido ascorbico esta relacionado com
aumento nos valores de RBC, HCT e HGB (MOURA & PEDROSO, 2002), o
presente estudo analisou se injecdo de acido ascorbico intra ovo influenciaria tais
variaveis hematoldgicas respiratorias e variaveis bioquimicas relacionadas com o
metabolismo respiratorio (pH, pCO,, pO, BEecf, TCO, sO,, HCO3, Na*, K*, Cai e
glicose), de modo a minimizar os efeitos da aumentada demanda metabdlica e
conceder aos pintos de ovos incubados sob condi¢cbes termoneutras e de estresse
por calor um maior potencial respiratério.

Pintos de ovos injetados com 4% de acido ascorbico apresentaram valores
maiores de RBC, HCT e HGB quando a incubagdo ocorreu a temperatura quente,
indicando que ocorreu melhora no potencial de trocas gasosas do sangue destes
pintos resultante, consequentemente, de aumento no processo hematopoiético e
potencial respiratorio. Aumento dos valores de HCT e HGB podem estar
relacionados com a desidratacdo (CAMPBELL, 1995). Entretanto, embora a perda
de massa pelos ovos seja maior sob incubacdo a 39°C, nao observou-se influencia
dessa temperatura sobre o peso relativo dos pintos na eclosédo e nem a presenca de
pintos com caracteristicas de desidratacdo (Sgavioli et al.,, submetido), o que nos
leva a descartar a possibilidade de desidratacdo. Do ponto de vista fisioldgico, essa
maior sensibilidade embrionaria parece explicitada pela menor eclodibilidade para
ovos injetados com 4% de acido ascorbico intra ovo, observada por Sgavioli et al.
(submetido). Embora os autores tenham registrado reducdo de 26% nha
eclodibilidade desses ovos, ndo se pode deixar de considerar que valores maiores
de RBC, HGB e HCT concedem maior potencial de trocas gasosas aos pintos, o que
sugere a possibilidade dos pintos de ovos injetados com 4% de vitamina C
apresentarem maior termotolerancia, o que sera analisado pelos autores nos
préximos estudos. Ghonim et al., (2009) e Pires et al. (2011) ndo registraram efeitos
da injecédo de acido ascorbico sobre os parametros eritrocitarios de pintos de corte;
no entanto, os autores sO analisaram os efeitos dessa vitamina em ovos incubados

sob condi¢fes termoneutras.
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De acordo com os dados para o pH sanguineo ocorreu um efeito dose-
dependente do &cido ascérbico, incubados em temperatura quente. Aumento de pH
sanguineo de frangos sob condicdes de estresse por calor decorre de reducédo na
pCO,, resultante do aumento da taxa respiratorio e de desequilibrio acido-basico
(FURLAN & MACARI, 2002), que pode ser acompanhado de reducdo no nivel
sanguineo de Ca (MACARI et al., 2002). No presente estudo, entretanto, ndo foram
registradas alteracdes nos valores das variaveis sanguineas analisadas (pCO2, pO.,
BEecf, TCO,, sO,, HCOs, Na’, K*, Cai) que pudessem ser relacionadas com o
aumento de pH sanguineo. Para manter o pH sanguineo, o organismo dispde da
acdo de tampbes e da regulacdo respiratéria e renal. Os sistemas tampdes
envolvidos séo: o sistema tampéo acido carbénico/bicarbonato, o de fosfato, o de
proteinas e o de hemoglobina das heméacias (MARGOTTO, 2004). De acordo com
os resultados do estudo, efeito quadratico dos niveis mostrou que a absorcdo de P a
partir da casca aumentou com 0 aumento da porcentagem injetada de &cido
ascorbico nos ovos incubados sob temperatura quente. Assim, ndo podemos deixar
de considerar que o aumento de pH sanguineo esteja relacionado com alteracdes
nos niveis de fosfatos. Segundo Borges (2001) os elementos tracos tém a
capacidade de funcionar com eletrélitos, podendo ter efeito no equilibrio &cido
bésico e balanco eletrolitico nas aves. Esse dado € interessante, pois chama
atencdo para a importancia da absorcdo de P a partir da casca para a manutencao

do pH sanguineo via tampéao fosfato.

5. Conclusbes
Injecdo de 4% acido ascérbico em ovos incubados sob estresse por calor

aumenta os valores dos parametros hematoldgicos dos pintos.
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CAPITULO 4 - INJECAO DE ACIDO ASCORBICO INTRA OVO ESTIMULA A
PROLIFERACAO CELULAR NA BURSA DE FABRICIUS E
LINFOCITOSE DURANTE A INCUBACAO

RESUMO - De grande interesse para a industria avicola € a obtencdo de
pintos com maior potencial imune na eclosdo. E conhecido que o estresse térmico
pode exercer efeito imunossupressor ou imunoestimulador e que o acido ascorbico
(AA) exerce funcodes fisioldgicas importantes no desenvolvimento do sistema imune
das aves e atua como anti-estressor. Os objetivos do presente estudo foram analisar
a influéncia da injecdo de AA intra ovo antes da incubacgéo sobre o desenvolvimento
da bursa de Fabricius e os parametros leucocitarios de pintos de ovos incubados a
temperatura termoneutra e quente. Ovos férteis de matrizes de frango de corte foram
utilizados em esquema fatorial 5x2, sendo 5 tratamentos (ndo injetados e portanto
nao perfurados e injetados com 0%, 2%, 4% e 6% de AA em 100ul de &gua) e 2
temperaturas de incubacédo (termoneutra: 37,5°C e quente: 39,0°C). A contagem
total de leucécitos, as porcentagens de trombdcitos, basofilos, eosindéfilos, heterdéfilos
e monocitos, e 0 peso e indice bursal ndo foram alterados pela temperatura de
incubacao e pelo nivel de AA. A &rea dos foliculos da bursa diminuiu sob incubagéo
a temperatura quente nos pintos de ovos nédo injetados. Com a injecédo de 4% e 6%
de AA intra ovo, o tamanho dos foliculos bursais aumentou sob incubacédo a
temperatura termoneutra e diminuiu sob temperatura quente em relacdo a néo
injecdo de AA. A proliferacdo celular nos foliculos aumentou com a injecéo de 2% de
AA, enquanto que a porcentagem de linfécitos aumentou com a injecao de 4% e 6%
de AA. Os dados mostram que o AA age como imunomodulador com dose e
temperatura-dependentes e que o0s niveis de 4% e 6% de AA estimulam o

desenvolvimento da bursa in ovo e a linfocitose.

Palavras—chave: bolsa cloacal, glébulos brancos, pintos, mitose, vitamina C
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1. Introducéo
A partir da bicagem externa, 0s pintos se tornam expostos a novos antigenos,

contra os quais age na linha de frente seu sistema imune inato, uma vez que seu
sistema imune adquirido depende do desenvolvimento poés-closdo dos 6érgaos
linféides - bursa de Fabricius, timo e baco - e da interacdo desses 6rgdos com 0s
antigenos, sendo mediada por células e anticorpos. A inddstria avicola procura
selecionar linhagens com crescimento mais rapido e menor conversao. Isso reduz a
disponibilidade de tempo e de nutrientes para o desenvolvimento do sistema de
defesa imune das aves, uma vez que seus 6rgéaos linféides se desenvolvem e estédo
ativos durante o periodo de rapido crescimento do animal, apés o qual regridem
(SZEMBERG, 1976; KINCADE & MOORE, 1977). Nesse contexto, de grande
interesse se torna a aquisicdo de pintos com maior potencial de defesa imunoldgica
inata e com maior desenvolvimento dos érgaos linfoides.

Estresse térmico pode deprimir o sistema imune das aves na incubacédo e
pés-eclosdo (ROSALES et al, 1989; PUVADOLPIROD & THAXTON, 2000),
alterando seu potencial de resposta imunolégica. A acdo do estresse sobre a
imunidade varia com a intensidade e duracdo do estimulo estressor e entre
linhagens e individuos (MORGULIS, 2002), podendo causar imunossupressao
(THAXTON & SIEGEL, 1970; BRAKE, 1989; MILLER & QURESHI, 1991) ou
imunoestimulacédo (COLES, 1986; RUCKEBUSH et al., 1994; CUNNINGHAM, 1999).
Estresse térmico na incubacdo tem sido analisado quanto ao desenvolvimento de
adaptacdes epigenéticas, que propiciem as aves apresentarem termotolerancia no
periodo de criacdo; contudo, ndo é interessante que ele afete o potencial imune dos
pintos.

As vitaminas participam no metabolismo como imunomoduladores,
melhorando as fun¢des imunoldgicas e a resisténcia as infecgcbes em aves e outros
animais domeésticos (RUTZ, 2000). De maneira geral, pesquisas tém demonstrado
gue aves estressadas necessitam de maior aporte de vitaminas e minerais (EL-
BOUSHY, 1988; COELHO & MCNAUGHTON, 1995; MILTENBURG, 1999). O acido
ascorbico (AA) tem se mostrado efetivo em diminuir os efeitos do estresse térmico
(MAHMOUD et al., 2004), uma vez que temperaturas elevadas impedem a absor¢ao
de vitamina C, reduzindo seus niveis no sangue e aumentando sua exigéncia
(THORNTO, 1961; BRIGGS et al., 1994). Caracteristicas de desempenho e fungéo
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imune de aves que sofreram estresse por calor sdo significativamente melhoradas
com o aumento nos niveis de vitamina C (PARDUE & THAXTON, 1984; PARDUE et
al., 1985; CAMPO & DAVILA, 2002; FURLAN & MACARI, 2002).

A injecdo de AA intra ovo antes da incubacdo pode ser uma técnica de
manejo nutricional viavel para melhorar o potencial imunoldgico dos pintos e/ou
minimizar os efeitos imunossupressores do estresse por calor durante a incubacgéo.
Além disso, ela elimina a necessidade de manusear e retirar os ovos da incubadora
ou nascedouro, 0 que pode prejudicar a eclodibilidade dos ovos. Embora alguns
autores tenham dedicado atencédo ao desenvolvimento de mecanismos de manejo
durante a incubacdo para melhorar a resisténcia imunologica dos pintos (KIDD,
2004; YAHAV et al., 2004; YACIN et al., 2005; YACIN et al., 2008; GHONIM te al.,
2009; SELIM et al.,, 2012), faltam informacGes sobre a eficacia relativa do AA,
injetado intra ovo antes da incubacao, em melhorar a resposta imunolégica de pintos
de corte frente ou ndo ao estresse térmico continuo na incubacgdo. A proposta do
presente estudo foi avaliar se injecdo de AA intra ovo antes da incubacao influencia
o desenvolvimento do potencial de resposta imune dos pintos sob temperatura
termoneutra ou estresse por calor continuo na incubacéo. Foram também analisados
0s parametros leucocitarios sanguineos e as caracteristicas histomorfométricas e

proliferacéao celular da bursa de Fabricius de pintos

2. Material e métodos
Ovos e delineamento experimental

Os procedimentos utilizados no presente estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n°® 7377/10), da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Campus de Jaboticabal.

Quinhentos ovos férteis de matrizes de frango de corte (Cobb®) com 47
semanas de idade, obtidos de incubatério comercial (Globoaves, Itirapina, Sao
Paulo), foram utilizados neste estudo. Os ovos foram pesados e distribuidos
homogeneamente pelo peso (679t2g) em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2, com 5 tratamentos (sem injecao

e portanto sem perfuracdo, com injecdo de 0%, 2%, 4% e 6% de acido ascorbico em
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100ul de agua) e 2 temperaturas de incubacdo (termoneutra:37,5°C e quente:
39,0°C), sendo 2 incubadoras por temperatura e 25 ovos/tratamento/incubadora,
com controle automatico de temperatura e giro dos ovos a cada 2h (Premium
Ecologica 1P200). A umidade relativa no interior das incubadoras foi de 60% até a
transferéncia e 70% nos dois Ultimos dias de incubag¢do. Enquanto que a
temperatura foi reduzida em 1°C para ambas as temperaturas utilizadas, no
momento da transferéncia.

Os ovos foram injetados com solucdo aquosa de acido ascoérbico (AA) (Synth,
99% de pureza) nos niveis supracitados, antes do inicio da incubacgéo, exceto nos
ovos controle, onde néo foi realizada a perfuracéo dos ovos. Apés a limpeza do local
com etanol 100%, com os ovos mantidos na posi¢ao horizontal, 100ul de solucéo foi
injetada no albumen, proximo a extremidade afilada do ovo, a 6 mm de
profundidade, utilizando-se seringa com agulha estéril (13 x 0,38; 27,5 G1/2”). Apos
a injecao, o orificio foi fechado com uma etiqueta de identificacdo do tratamento e da
repeticdo. O AA foi diluido em agua Mili-Q, autoclavada, em ambiente escuro devido

sua foto sensibilidade.

Contagem total e especifica de leucécitos e relacao heteréfilo/linfocito

Apbs pesagem dos pintos recém-eclodidos, oito pintos por tratamento foram
utilizados para a coleta e andlise leucocitaria. O sangue foi coletado a partir da
jugular e mantido em tubos de plasticos com 15ul de anticoagulante/1 ml de sangue
(Glistab, cat. 29, Labtest Diagnostica) sobre gelo. Para as contagens diferenciais dos
leucécitos, imediatamente apds a coleta, foi realizado um esfregaco sanguineo por
ave. Posteriormente, os esfregacos foram corados com kit Panoético, rapidamente
desidratados em série de concentracdo crescente de etanol e diafanizados em xilol,
e montados com entelan. As porcentagens dos diferentes tipos de leucdcitos
(linfécitos, mondcitos, heterdfilos, eosindfilos, basofilos e trombdcitos) e da relagédo
heterdfilo/linfécito (H/L), calculadas a partir da analise de 100 leucdcitos por ave. As
contagens totais de leucécitos (nimero de leucécitos/mm?3) foram realizadas em
camara de Neubauer logo apoés a coleta de amostras de sangue e, com uma diluicao
de (1:100) com solucao de Natt & Herrick (1952).
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Pesos da bursa

Apés coleta do sangue, os oito pintos de cada tratamento foram sacrificados
por deslocamento cervical e submetidos a necropsia, apos serem decapitados. As
bursas foram removidas da cavidade celomatica e imediatamente pesadas. O peso
relativo de cada bursa foi calculado como porcentagem em relagéo ao peso corporal
do pinto.

Histologia e morfometria da bursa

Para observacdo histologica e mensuracdo da area dos foliculos, da
espessura do epitélio interno e da parede externa, foram utilizadas bursas de oito
pintos para cada tratamento. Assim que coletadas, as bursas foram fixadas em
solucéo de formaldeido 10%. Em seguida, processadas pelo método de rotina para
microscopia de luz. Cortes histolégicos semi-seriados, de 6 um de espessura, foram
corados com hematoxilina-eosina. Os dados foram obtidos utilizando-se um sistema
de captura e andlise de imagens (Leica), sendo realizadas 60 mensuracdes

morfométricas de cada variavel por ave.

Proliferagcao celular na bursa

As células em mitose nos foliculos da bursa foram marcadas
imunohistoquimicamente para Proteina Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), as
quais sado sintetizadas durante a interfase e estdo presentes na célula até o final do
processo de mitose (MIAYACHI et al., 1978; CELIS & CELIS, 1985). Para tal reacéo,
utilizou-se o complexo Avidina- Biotina®.

Cortes com 6 um de espessura foram obtidos a partir das bursas fixadas em
formaldeido 10% e incluidas em histosec e montados em laminas carregadas
eletricamente (Starfrost® Green, tissue-tek® auto write). Os cortes foram
desparafinizados em xilol e reidratados em série de concentragdo decrescente de
etanol até agua. Para o bloqueio da peroxidase endbgena, as laminas foram imersas
em solucdo de peroxido de hidrogénio (3%) em metanol, por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a solucéo foi retirada e os cortes foram cobertos

com soro inespecifico (equino, 2% em PBS 0,19M pH7,2) durante 1 hora a

% Kit of detection Starr Trek Universal HRP, Biocare Medical, USA.
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temperatura ambiente, para bloqueio de ligacBes inespecificas. Apds bloqueio, 0s
cortes foram incubados com anticorpo primario camundongo anti-PCNA* diluido em
Tris-HCI 0,05M pH 7.4 (1:100) a 4°C por um hora, em camera umida. Depois, 0s
cortes foram incubados durante 10 minutos com anticorpo secundario biotinizado e,
em seguida, por 20 minutos com o complexo estreptavidina-peroxidase?, a
temperatura ambiente. Nas lavagens foram realizadas solu¢cdo tampao Tris-HCI
0.05M, (pH 7,4). A solucdo cromégena diaminobenzidina betazéide (DAB)?foi usada
para revelacdo da reacdo antigeno-anticorpo. As laminas foram desidratadas com
série de concentragcdo crescente de etanol, diafanizadas com xilol e montadas com
entelan. Controles negativos foram obtidos omitindo-se a incubagdo de cortes
histol6gicos com anticorpo primario. A taxa de proliferacao celular correspondeu ao
nimero de células PCNA* presentes em areas de 2.700 pm? de 25 foliculos por ave.
As contagens do numero células em mitose foram realizadas utilizando-se um
sistema de captura e analise de imagens (Leica Q win V3) acoplado a um estéreo
microscopio (Leica-DM 2500) (Fig. 1).

Figura 1. Fotomicrografia de cultura de células ndo induzidas (A) e induzidas a
mitose (B), de seccdes histologicas da Bursa de Fabricius de pintainhos
recém-eclodidos, submetidas a técnica de marcacdo de células em
mitose (PCNA).

Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002), segundo um

* PCNA Clone PC10, Biocare Medical, USA, origem: anticorpo monoclonal de camundongo.
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delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2 (5 tratamentos x 2
temperaturas de incubacgao), anteriormente descrito. Havendo diferenca significativa
entre médias pelo teste F da analise de variancia, estas foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Por meio da técnica de
contrastes foi também comparada a média do tratamento controle versus a média
conjunta dos tratamentos com 0%, 2%, 4% e 6% de AA e testados os modelos de
regressao: linear, quadratico e cubico, quanto aos niveis de aplicacdo de AA sobre

as variaveis estudadas.

3. Resultados
Pesos da bursa

Os pesos absoluto e relativo da bursa de Fabricius ndo foram influenciados
significativamente (P>0,05) pelas porcentagens de &cido ascorbico (AA) injetadas

intra ovo e nem pelas temperaturas de incubacéo (Tab. 1).

Tabela 01 - Efeito da injecao de &cido ascérbico e das temperaturas sobre o peso e
indice bursal ((peso bursa:peso corporal) x 100) de pintos recém-
eclodidos machos.

Peso bursa (g) indice bursal (%)

Tratamentos (T)

Controle 0,058 0,114
Acido Ascérbico-0% 0,051 0,100
Acido Ascorbico-2% 0,055 0,109
Acido Ascoérbico-4% 0,061 0,120
Acido Ascorbico-6% 0,056 0,109
Temperaturas (TP)

Termoneutra 0,056 0,110
Quente 0,056 0,110

Valores de P para o teste F

T 0,3670 0,3945
TP 0,7730 0,9073
TxTP 0,4504 0,4812
CV (%) 26,45 26,65

CV: coeficiente de variacao.
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Como mostrado na Tabela 2, ocorreu efeito significativo (P<0,05) dos

tratamentos, mas ndo da temperatura sobre o numero de células em mitose nos
foliculos da bursa, sugerindo que a inje¢cdo de 2% de AA aumentou e a de 6%

diminuiu o niumero de mitoses.

Tabela 02 - Efeito da injecdo de acido ascoérbico (AA) e das temperaturas de
incubacéo sobre a &rea dos foliculos, a espessura do epitélio interno e
da parede e a proliferacdo celular folicular da bursa de pintos machos
recém-eclodidos.

Epitélio

Area Folziclular Interno Paredle Prolifera(;éu)l
[0}
(um®) (um)? (um) Celular (n°)
Tratamentos (T)
Controle 217.485 (12,17) 69,11 (4,17) 193,24 (5,20) 12,52 (2,57A)
AA-0% 225.457 (12,22) 66,65 (4,12) 196,70 (5,22) 11,08 (2,52B)
AA-2% 225.865 (12,21) 65,16 (4,13) 203,49 (5,21) 13,67 (2,65A)
AA-4% 213.185(12,13) 61,06 (4,08) 193,12 (5,22) 12,33 (2,55A)
AA-6% 224.999(12,30) 66,53 (4,15) 157,01 (4,98) 10,57 (2,47B)
Temperaturas (TP)
Termoneutra 239.992 (12,29) 70,10 (4,20) 184,97 (5,17) 12,40 (2,57)
Quente 202.805 (12,09) 61,30 (4,06) 192,58 (5,17) 11,70 (2,54)
Probabilidades
T 0,1143 0,1196 <0,0001 0,0008
TP <0,0001 <0,0001 0,8456 0,2923
TXTP <0,0001 <,0001 0,0002 0,0892
CV (%) 3,84 9,04 7,56 13,44
Contraste
Quadratico para o0s i i i 0,0004

niveis

A-B: médias seguidas de letras distintas (coluna) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
lcompara@z?to a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses).

Houve efeito quadratico significativo (P=0,0004) das porcentagens de AA

sobre o numero de células em mitose nos foliculos da bursa (Fig. 2), indicando que o

namero de ceélulas aumentou no nivel de 2% de AA injetado, decrescendo dai em

diante.

Nenhuma alteragéo histolégica evidente foi observada na bursa dos pintos de

ovos injetados com AA e incubados sob temperatura termoneutra ou quente. Houve

interacdo significativa (P<0,05) entre os tratamentos e as temperaturas de
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incubacdo para a area do foliculo e espessuras do epitélio interno e da parede
externa da bursa (Tab. 2). O desdobramento dessa interacéo para area dos foliculos
(Tab. 3) mostrou que ndo ocorreu diferenca significativa (P>0,05) nessa variavel
entre 0s pintos de ovos injetados, e os de ovos nao injetados na temperatura
termoneutra. No entanto, na temperatura quente, a diferengca foi significativa
(P<0,05), sendo que a menor area de foliculos ocorreu para pintos de ovos injetados
com 4% de AA. A area dos foliculos da bursa dos pintos, apos incubacédo a
temperatura quente, foi menor (P<0,05) do que a temperatura termoneutra, tanto
para 0s ovos néo injetados, como para os injetados com 4% e 6% de AA. Todavia,
as areas dos foliculos da bursa de pintos de ovos injetados com agua e 2% de AA
ndao foram alteradas pela temperatura quente de incubacdo (P>0,05).
Adicionalmente, foi registrado efeito cubico (P<0,05) dos niveis de AA sobre a area
dos foliculos da bursa para pintos de ovos incubados a temperatura termoneutra e
quente (Tab. 3, Fig. 2), sendo que a injecao de 4% de AA resultou na maior area de
foliculo para os pintos de ovos incubados a temperatura termoneutra e na menor

area de foliculos para os incubados a temperatura quente.

Tabela 03 - Desdobramento da interacdo entre injecdo de acido ascorbico (AA) e
temperaturas de incubacdo para a area (um?)* do foliculo da bursa de
pintos machos recém-eclodidos.

Temperaturas (T) Valor de

Tratamentos P para o
teste de
Termoneutra Quente F

Controle 229.518 (12,24) Aa  207.345 (12,11) Ab 0,0311
Acido Ascorbico-0% 225.414 (12,22) A 225.501 (12,22) A 0,9800
Acido Ascorbico-2% 223.596 (12,23) A 228.135(12,19) A 0,4693
Acido Ascorbico-4% 269.959 (12,41) Aa 157.718 (11,85) Bb  <0,0001
Acido Ascorbico-6% 253.366 (12,36) Aa  196.632 (12,10) Ab  <0,0001
Valor de P para o teste
de F 0,0621 <0,0001
Contrastes Valor de P para o teste de F
Controle vs. niveis 0,1290 0,7180
Linear para os niveis 0,0008 0,0004
Quadréatico para os niveis 0,4867 0,0017
Cubico para os niveis ( 0,0246 <0,0001

Tcomparac&o a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). a-b, A-B: médias seguidas por
letras distintas (linhas e colunas) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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O desdobramento da interacdo entre tratamentos e temperatura de incubacao
para espessura do epitélio interno da bursa (Tab. 4) mostrou que esta caracteristica
nos pintos de ovos injetados com as diferentes porcentagens de AA foi maior
(P<0,05) que nos pintos de ovos néao injetados na temperatura termoneutra € menor
(P<0,05) na quente. Quando a incubagdo dos ovos ocorreu a temperatura
termoneutra, a espessura do epitélio interno da bursa foi significantemente maior
(P<0,05), nos pintos de ovos injetados com 0% de AA e com incubacdo a
temperatura quente maior nos pintos de ovos nao injetados, e significativamente
menor (P<0,05) nos pintos de ovos injetados com 0, 4 e 6% de AA. Ocorreu efeito
linear decrescente significativo (P<0,05) das porcentagens de AA sobre a
caracteristica em questdo, nos pintos de ovos incubados a 39°C e efeito quadratico

significativo (P<0,05) nos pintos de ovos incubados a 37,5°C (Tab. 4, Fig. 2).

Tabela 04 - Desdobramento da interacdo entre injecdo de acido ascorbico (AA) e
temperaturas de incubacdo para a espessura do epitélio interno (um)*da
bursa de pintos machos recém-eclodidos.

Temperaturas (T) Valor de P

Tratamentos para o teste de

Termoneutra Quente F
Controle 61,72 (4,07) Bb 76,49 (4,28) Aa <0,0001
Acido Ascorbico-0% 84,62 (4,39) Aa 49,01 (3,85) Cb <0,0001
Acido Ascorbico-2% 71,98 (4,23) ABa 58,33 (4,02) Bb <0,0001
Acido Ascorbico-4% 63,99 (4,13) Ba 58,13 (4,04) Bb 0,0481
Acido Ascorbico-6% 69,19 (4,18) B 64,87 (4,12) B 0,2626
Valor de P para o teste de F <0,0001 <0,0001
Contrastes Valor de P para o teste de F
Controle vs. niveis <0,0001 <0,0001
Linear para os niveis <0,0001 <0,0001
Quadrético para os niveis 0,0021 0,2418
Cubico para os niveis 0,5983 0,1543

"comparac&o a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). a-b, A-B: médias seguidas por
letras distintas (linhas e colunas) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.

A espessura da parede da bursa dos pintos de ovos injetados com as
diferentes porcentagens de AA foi maior (P<0,05) que nos pintos de ovos nao
injetados na temperatura termoneutra e menor (P<0,05) na quente (Tab. 5).
Comparado aos pintos de ovos nao injetados, essa caracteristica foi maior (P<0,05)
nos pintos de ovos injetados com 0% de AA (somente com agua) e menor (P<0,05)

nos pintos de ovos injetados com 6% de AA. Com incubacdo dos ovos a 39°C e a



87

37,5°C, a espessura da parede da bursa foi maior (P<0,05) nos pintos de ovos
injetados com 2% de AA e menor (P<0,05) nos pintos de ovos injetados com 6% de
AA. A espessura da parede deste 6rgao foi maior (P<0,05) com incubagao a
temperatura quente nos pintos de ovos nao injetados e menor (P<0,05) nos pintos
de ovos injetados com 0, 4 e 6% de AA. Foram verificados efeitos quadrético e linear
decrescente significativos (P<0,05) dos niveis de AA sobre a referida caracteristica
com incubacdo dos ovos a 37,5°C e 39°C, respectivamente (Tab. 5, Fig 2),
mostrando, no caso do efeito linear, reducdo da mesma com o aumento da

porcentagem de injecdo de AA .

Tabela 05 - Desdobramento da interagdo entre injecdo de &cido ascorbico e
temperaturas de incubacdo para a espessura da parede (um)* da bursa.

Temperaturas (T) Valor de P

Tratamentos para o

Termoneutra Quente teste de F
Controle 168,63 (5,10) BCb 218,05 (5,29) Aa  <0,0001
Acido Ascorbico-0% 191,89 (5,21) ABa 201,51 (5,24) Ab <0,0001
Acido Ascorbico-2% 205,54 (5,27) Aa 201,45 (5,15) Ab <0,0001
Acido Ascorbico-4% 199,33 (5,25) ABa 186,91 (5,20) Ab 0,0485
Acido Ascorbico-6% 159,94 (5,02)C 154,55 (4,94) B 0,2555
Valor de P para o teste de F <0,0001 <0,0001
Contrastes Valor de P para o teste de F
Controle vs. niveis <0,0001 <0,0001
Linear para os niveis <0,0001 <0,0001
Quadratico para os niveis 0,0030 0,1974
Cubico para os niveis 0,6238 0,165

Tcomparac&o a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). a-b, A-B: médias seguidas por
letras distintas (linhas e colunas) diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 2. Equacdes para o desenvolvimento da bursa. Proliferacdo (A), area dos
foliculos (B), altura do epitélio interno (C) e espessura da parede da
bursa (D), em funcdo das porcentagens de acido ascoérbico injetado intra
ovo antes da incubacao e das temperaturas de incubacéao.

Contagem total e diferencial de leucdcitos e relacéo heteréfilo/linfocito (H/L)

Nao foram observados efeitos significativos (P>0,05) dos tratamentos e das
temperaturas de incubacéo sobre a contagem total de leucdcitos e porcentagens de

trombadcitos, basofilos, eosindfilos, heterdfilos e mondécitos e sobre a relacdo H/L

(Tab. 6). Todavia, ocorreu efeito significativo (P<0,05) das temperaturas de

incubacado sobre a porcentagem de linfocitos, a qual foi menor nos pintos de ovos

incubados a temperatura quente.
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Tabela 06 — Efeito da injecdo de acido ascoérbico (AA) e das temperaturas de incubacdo sobre o leucograma, de pintos
recém-eclodidos machos.

CTLeu’ Trombdcito  Basofilo'  Eosindfilo' Heterdfilo Monécito  Linfocito! H/L
(mm°) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tratamentos (T)
Controle 53.280 (10,77) 72,78 1,22 (0,89) 1,33(0,90) 7,33 14,89 2,44 (1,19AB) 2,73
Acido Ascorbico-0% 53.733 (10,71) 75,73 0,55 (0,67) 1,00 (0,85) 6,73 14,46 1,27 (0,77B) 1,45
Acido Ascorbico-2%  36.480 (10,34) 65,10 1,10 (0,89) 2,10 (1,23) 7,40 15,80 1,75 (0,93B) 1,05
Acido Ascorbico-4% 39.200 (10,34) 70,20 1,30 (0,92) 1,00 (0,81) 4,80 15,00 5,00 (1,48AB) 1,50
Acido Ascorbico-6% 42.500 (10,58) 70,36 1,09 (0,86) 1,36 (0,88) 3,73 12,73 7,30 (1,78A) 0,37
Temperaturas (TP)
Termoneutra 45.890 (10,58) 70,67 1,25(0,92) 1,33(0,94) 6,83 12,96 513 (1,49A) 1,31
Quente 44.573 (10,52) 71,07 0,85 (0,78) 1,39 (0,44) 515 15,93 2,08 (0,98B) 1,83
Valores de P para o teste de F
T 0,2339 0,2220 0,7081 0,3444 0,1086 0,9432 0,0185 0,4920
TP 0,8648 0,8888 0,2943 0,9247 0,1414 0,2134 0,0217 0,7216
TxTP 0,0582 0,0701 0,9802 0,8811 0,1366 0,6687 0,1237 0,7390
CV (%) 5,33 14,83 53,22 52,52 61,77 60,51 59,33 99,31
Contraste Valor de P para o teste de F
Quadratico para os i i i i i i 0,0008 i

niveis

CTLeu: contagem total de leucécitos. A-B: médias seguidas de letras distintas (colunas) diferem significativamente (P<0,05). ‘comparacdo a partir de dados

transformados por log (entre parénteses). CV: coeficiente de variagéo.
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Houve efeito quadréatico significativo (P=0,0008) dos niveis de AA sobre a
porcentagem de linfécitos (Tab. 6, Fig. 3), de acordo com a qual a porcentagem de

linfocitos cresceu com o aumento de AA injetado.
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853 R*=0.97
3
E 4.6
239
o
@ 3.2
5
225
1.8
1‘1 v T T 1
0 2 4 6
Niveis de acido ascorbico (%)

Figura 03. Linfocitos em funcéo das porcentagens de acido ascorbico injetados intra
ovo antes da incubacéo.

4. Discusséo

Os efeitos de agentes estressores ou moduladores sobre os 6rgaos linféides
das aves podem ser avaliados pelo peso e indice peso do 6rgdo/peso corporal
(WYATT et al, 1986; ROSALES et al., 1989; REVIDATTI et al., 2002), pela
morfometria epitelial, da parede e dos foliculos linféides da bursa (CHEVILLE et al.,
1978; DONKER & BEUVING, 1989), proliferacao celular (MOTOYAMA et al., 1995;
VASCONCELOS et al., 1996.) e contagem de linfocitos (THAXTON et al., 1968;
GROSS & SIEGEL, 1983; COMPTON et al., 1990; ALTAN et al., 2000). O peso de
orgdos linféides reflete a capacidade do organismo de produzir células linféides
durante uma resposta imune (RIBEIRO et al.,, 2008) e, associado com 0 peso
relativo da bursa permite avaliar o potencial de defesa da ave.

O estresse por calor na incubacdo e a injecdo de AA intra ovo nao
influenciaram significativamente o peso e o indice bursal. Este resultado, ou seja, a
auséncia de efeito do estresse por calor também foi observado por Torres (2006).
Alloui et al. (2005) classificaram o indice bursal (x) de frangos de corte como
excelente (se x > 0,20%), bom (0,18% < x =2 0,20%), médio (se 0,15% <x<0,18%) e

ruim (se x < 0,15%). O indice bursal na eclos&o, obtido no presente estudo, ndo
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atingiu 0,15%, o que, segundo a classificacdo de Alloui et al. (2005), pode ser
considerado um indice ruim para frango de corte. Esse baixo indice bursal mostra
que, independentemente da temperatura de incubacao e da injecdo de AA, 0s pintos
recém-eclodidos possuem baixa habilidade de protecdo decorrente de imunidade
adquirida, o que pode estar relacionado com o fato do desenvolvimento desse érgao
linféide ocorrer apdés a eclosdo (PARAMITHIOTIS & RATCLIFFE, 1994; GLICK,
2000). Embora o peso e o indice bursal indiguem auséncia de efeito imunosupressor
ou imunoestimulador da temperatura de incubacao e do AA sobre a resposta imune
bursal, a 4rea dos foliculos e a espessura do epitélio interno e da parede da bursa
mostraram alteragdes na bursa, decorrentes da acdo de ambos. Isto fortalece os
indices morfométricos bursais como bons indicadores da acédo de estressores, como
mencionado por Donker & Beuving (1989), ou imunomoduladores. A incubacéo
continua de ovos ndo injetados sob temperatura quente reduziu, em relacdo a
incubagéo sob temperatura termoneutra, o desenvolvimento da bursa, diminuindo o
tamanho dos foliculos linféides, da espessura do epitélio interno e da parede do
orgao.

Segundo Paramithiotis & Ratcliffe (1994), o menor desenvolvimento da bursa
na eclosdo, causado pelo estresse, pode interferir no inicio da migracdo dos
linfécitos B da bursa aos 6rgados linfoides periféricos, processo que em condi¢cdes
normais comeca ao redor da eclosao e continua na vida pés-natal.

Esses dados morfométricos (area do foliculo da bursa, espessura do epitélio
internos e da parede da bursa), considerando a relacdo existente entre morfologia e
funcdo, indicam efeito imunossupressor do estresse por calor sobre a resposta
imune adquirida bursal, o que deve ter causado a diminuicdo da porcentagem de
leucdcitos no sangue dos pintos, registrado no leucograma. Redu¢do no tamanho
dos foliculos bursais também foi registrado sob estresse por calor no nascedouro por
Torres (2006). Isso indica que a reducdo no tamanho dos foliculos € um efeito do
estresse por calor na incubacg&o ou no nascedouro.

A injecdo de AA intra ovo antes da incubag&o sob temperatura termoneutra ou
guente exerceu efeitos dose-dependentes algumas vezes distintos e contrarios
sobre as variaveis morfométricas analisadas na bursa. A area dos foliculos foi

influenciada pela injecdo de 4% e 6% de AA, e aumentou sob incubagdo a
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temperatura termoneutra e diminuiu sob incubacdo a temperatura quente, o que
resultou em menor area folicular sob essa temperatura. Esse resultado é muito
interessante, pois sugere que o AA exerceu efeitos contrarios sobre a resposta
imune adquirida, ou seja, imunoestimulador sob incubacdo a temperatura
termoneutra e imunossupressor sob incubagéo em condi¢gbes de estresse por calor.

Outro indicador do efeito estimulador da injecdo de AA intra ovo sobre a
resposta imune inata dos pintos foi a linfocitose, resultante da injecdo de
porcentagens crescentes de AA. Os efeitos da injecao de 4% e 6% de AA intra ovo
sobre os foliculos foram acompanhados de diminuicdo na espessura da parede
externa e alteracdo na espessura do epitélio interno da bursa, sob incubacédo a
temperatura quente. O epitélio da bursa realiza atividade pinocitotica a partir de 19
ou 20 dias de incubacdo (DIETERLEN-LIEVRE, 1994; GLICK, 1995), cuja
intensidade pode acentuar a espessura epitelial. O efeito da injecdo de AA sobre a
espessura do epitélio da bursa pode ser um indicativo de estimulacdo da atividade
pinocitica do epitélio.

A bursa é colonizada por células progenitoras linfocitarias durante a segunda
semana de vida embrionéria, as quais sado induzidas a proliferar e formar os foliculos
(PARAMITHIOTIS & RATCLIFFE, 1994). Deste modo, os efeitos
imunoestimuladores ou imunosupressores sobre a resposta imune adquirida também
podem ser exercidos via taxa de proliferacdo celular. Nossos dados mostram efeito
significativo dose-especifica do AA sobre a proliferacdo celular nos foliculos da
bursa. Injecdo de 2% de AA intra ovo aumentou a proliferacdo celular nos foliculos
bursais, reduzindo, no entanto, com a injecao de porcentagens maiores.

O sistema de defesa celular das aves €é constituido de mondcitos, heterofilos,
basdfilos, eosindfilos, trombdcitos e linfécitos (MORGULIS, 2002), sendo que 0s
cinco primeiros agem na defesa imune inata e o Ultimo na defesa imune adquirida.
Estresse pode deprimir ou estimular o sistema de defesa imune, alterando
quantitativamente a presenca das células no sangue (BORGES et al., 2003), o que
torna granulécitos e heterdfilos e a relagdo H/L indicadores usuais da resposta de
aves ao estresse (GROSS & SIEGEL, 1983; MACARI & LUQUETTI, 2002; LAGANA
& RIBEIRO, 2007). A resposta imune da ave também pode ser modulada por

agentes vitaminicos, como vitamina C, a qual pode melhorar a resposta ao estresse
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por calor (PARDUE & THAXTON, 1984; PARDUE et al., 1985; CAMPO & DAVILA,
2002; FURLAN & MACARI, 2002).

No presente estudo, os dados de leucograma foram utilizados para
determinar se injecdo de acido ascorbico (AA) intra ovo antes da incubacdo a
temperatura termoneutra e quente alteraria o potencial de resposta imune inata dos
pintos. De acordo com nossos dados, ndo ocorreram alteracdes na contagem total
de leucdcitos e nem nas quantidades dos tipos celulares do sistema de defesa
imune - basofilos, eosindfilos, heterofilos, trombdcitos e mondcitos - e na relacao
H/L, relacionadas a temperatura quente de incubacédo, sugerindo que o sistema de
defesa imune inata pode estar adaptado as trocas na temperatura ambiente durante

o desenvolvimento intra ovo, que permanecem dentro do limite de tolerancia térmica.

5. Conclusbes
O presente estudo mostra acdo imunomoduladora dose e temperatura-
dependentes do &cido ascorbico sobre o desenvolvimento da bursa de Fabricius

durante a incubacéo e que a injecdo de 4% e 6% de AA induz linfocitose.
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FASE DE CRIACAO

CAPITULO 5 — EFEITO DA INJECAO DE ACIDO ASCORBICO IN OVO E DA
ALTA TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE O DESEMPENHO
DE FRANGOS DE CORTE CRIADOS SOB ESTRESSE TERMICO

RESUMO - Ao acido ascoérbico (AA) tém sido atribuidos efeitos positivos
sobre a reducdo das consequéncias do estresse por calor durante a criagcdo de
frangos de corte. No presente estudo foi analisado se injecéo pré-incubagédo de AA
em ovos incubados sob alta temperatura de incubacéo influenciava o desempenho e
o rendimento de carcaca e partes de frangos de corte criados sobre estresse
térmico. Ovos férteis de matrizes (Cobb®) foram usados em trés tratamentos
durante a incubacgéo (sem injecéo e incubados a 37,5°C; sem injecao e incubados a
39°C; com injecdo de 6% de AA pré-incubacdo e incubados a 39°C), e trés
temperaturas de criacao (fria, termoneutra e quente). Incubacéo a 39°C com ou sem
injecdo de acido ascoérbico nédo influenciou o desempenho de frangos criados sob
temperatura fria, termoneutra ou quente. Frangos criados sob temperatura quente
consumiram menos racdo e ganharam menos peso, mas nao sofreram alteracao no

rendimento de carcaca e corte.

Palavras—chave: consumo de ragao, rendimento de carcaca, vitamina C.
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1. Introducéo
A alta sensibilidade ao calor responde pela alta taxa de mortalidade das

linhagens comerciais de frango de corte com rapido e maior crescimento, quando
essas aves sao submetidas a elevagdo da temperatura ambiente que sai do limite de
sua tolerancia térmica. A elevada temperatura ambiente provoca diminui¢do no
consumo de racdo, ganho de peso e piora na conversédo (TEETER et al., 1984); e,
em caso extremo e/ou continuo, leva os frangos ao o6bito por deficiéncia na perda de
calor gerado por sua alta taxa metabdlica (MACARI et al., 1994). Diante disso, tem
sido dada grande atencdo ao desenvolvimento de novos métodos de manejo que
possam evitar ou minimizar os efeitos do estresse térmico na criacao.

Dentre as vérias praticas atualmente estudadas para amenizar os efeitos do
estresse por calor nas aves, esta a manipulacdo nutricional dos ovos e a
manipulagéo de sua a temperatura de incubagao visando desenvolver nos embrides
elou fetos o potencial de responder epigenéticamente a elevacdo da temperatura
ambiente na criacdo, possibilitando as aves menor sensibilidade ou maior resisténcia
ao calor (TZSCHENTKE & PLAGEMANN, 2006; TZSCHENTKE, 2007).

E conhecido que a concentragéo plasmatica de acido ascorbico diminuiu e a
de corticosterona aumenta no 15° dia de incubacédo (WILSON & JAWORSKI, 1992),
associado com o estresse do embrido devido ao aumento da sua temperatura
corporal e dificuldade em perder calor, o que indica que o &cido ascoérbico poderia
ter uma acao anti-estresse (PARDUE & THAXTON, 1986), uma vez que pode levar a
reducdo de corticosterona (SATTERLEE et al., 1994), principalmente em embribes
incubados em altas temperaturas. O acido ascoOrbico também tem se mostrado
efetivo em diminuir os efeitos do estresse por calor sobre frangos no periodo de
criacdo (MAHMOUD et al., 2004). Temperaturas elevadas impedem a absorcao de
vitamina C, reduzindo seus niveis no sangue e aumentando sua exigéncia
(THORNTO, 1961; BRIGGS et al., 1994), sugerindo efeito benéfico dessa vitamina
associado a um desequilibrio entre demanda e disponibilidade dessa vitamina pela
ave, sob condicbes de estresse por calor, o qual seria minimizado com a
suplementacao do acido ascorbico (PARDUE & THAXTON, 1986).

Embora exista dados na literatura sobre os efeitos de altas temperaturas de
incubacéo (LEKRISOMPONG et al., 2007; LOURENS et al., 2007; WINELAND et al.,
2000; MOLENAAR et al., 2011) e da injecéo de acido ascorbico in ovo (ZAKARIA &
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AL-ANEZI, 1996; GHONIM et al., 2009; PIRES et al., 2011; MOHAMMED et al.,
2011; NOWACZEWSKI et al., 2012) sobre o desenvolvimento in ovo, pouco se
conhecesse sobre o potencial uso de aditivos nutricionais anti-estressores in ovo, p.
ex. 0 acido ascorbico, como facilitadores ou desencadeadores de adaptacdo
epigenética a elevacdo da temperatura ambiente na criagdo. Assim, 0 presente
estudo analisou os efeitos da injecdo de acido ascorbico in ovo associada a
manipulacdo da temperatura de incubacéo sobre o desempenho e o rendimento de

carcaca de frangos de corte criados sob condi¢des de estresse térmico.

2. Material e métodos

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n° 7377/10), da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinérias, Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
Jaboticabal.

Trés mil ovos férteis de frango de corte (Cobb®) (Globoaves, Itirapina, SP),
provenientes de matrizes com 47 semanas de idade, foram pesados e utilizados em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3,
com 3 tratamentos durante a incubacao (sem injecdo e incubados a 37,5°C; sem
injecdo e incubados a 39°C; com injecdo de 6% de acido ascorbico (AA) pré-
incubacdo e incubados a 39°C), e 3 temperaturas de criacdo (fria, termoneutra e
guente).

Foram utilizadas cinco incubadoras/tratamento, cada uma com 200 ovos,
sendo o peso médio dos ovos por repeticdo e tratamento de 67+2g. As incubadoras
(Premium Ecoldgica, IP200), com controle automatico de temperatura, umidade e
giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas a 60% de umidade relativa até a
transferéncia (18 dia de incubacéo) e com 70% nos dois Ultimos dias de incubacéo.

A injecdo da solucdo de acido ascorbico foi realizada antes do inicio da
incubacdo. Ap6s a limpeza do local com etanol 100%, a casca dos ovos foi
perfurada, com uma agulha estéril [Injex, 13 x 0,38 (27,5 G1/2”)]. A solugdo com AA
(Synth, 99% de pureza) foi injetada no albimen a, aproximadamente, 6 mm abaixo
da casca. Os ovos foram posicionados de modo horizontal, e a solucéo foi aplicada

no polo mais findo do ovo (contrario a camara de ar). Apos a inje¢do, o orificio foi
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fechado com uma etiqueta de identificacdo do tratamento e da repeticdo. A solucéo
de AA foi preparada com agua Mili-Q, autoclavada, em ambiente escuro devido sua
foto sensibilidade. Apds ecloséo, 540 pintos com um dia de idade (Cobb®), machos
e fémeas, foram distribuidos em trés camaras climaticas, com 15 parcelas/camara,
12 aves por parcela, resultando em 5 repeticdes por tratamento. Os pintos foram
criados do 1° ao 42° dia de idade. As temperaturas de criagdo foram mantidas por
meio de manejo de campanulas, monoblocos e exaustores, e apresentaram 0s
valores contidos na Tabela 1. Os pintos foram vacinados contra doenca de Marek e
Bouba Aviaria, e durante a criacdo contra Gumboro e Newcastle, de acordo com o
programa de vacinagéo da linhagem. Durante todo o periodo experimental, as aves
receberam agua e racdo a vontade. As racdes foram a base de milho e farelo de
soja (Tabela 2), reajustadas para as fases de criacdo (inicial: 1 a 21 dias;
crescimento: 22 a 42 dias de idade), seguindo as exigéncias nutricionais

estabelecidas por Rostagno et al. (2011).

Tabela 01 — Temperatura ambiente durante todo o periodo de criacao.

Semanas Temperatura ambiente (°C)
Fria Termoneutra Quente
1° 32+4 3215 3215
2° 304 31+5 3217
30 264 29+4 32+7
40 2215 27+3 3215
50 18+2 25+2 3217

6° 14+4 23+2 32+7
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Tabela 02 — Composicéo percentual e nutricional calculada das rac¢des, segundo as
fases de inicial (1-21 dias de idade) e crescimento (21-42 dias de idade).

Ingredientes (%) Inicial Crescimento
Milho 60,83 63,74
Farelo de soja 45% 35,15 29,79
Oleo soja - 3,12
Fosfato bicalcico 1,63 1,16
Calcario 0,84 0,76
Sal 0,42 0,44
L-Lisina HCL (78%) 0,25 0,21
DL-Metionina (99%) 0,29 0,23
L-Treonina 0,08 0,04
BHT 0,01 0,01
Suplemento vitaminico e mineral’ 0,50 0,50
TOTAL 100,00 100,00
Composigéao nutricional calculada
Proteina bruta (%) 21,27 18,86
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.883 3.121
Ca (%) 0,85 0,69
Na (%) 0,19 0,20
Fosforo disponivel (%) 0,42 0,32
Metionina + cistina dig. (%) 0,88 0,77
Metionina dig. (%) 0,56 0,49
Lisina dig. (%) 1,22 1,05
Treonina dig. (%) 0,79 0,68
Triptofano dig. (%) 0,24 0,21
Arginina dig. (%) 1,32 1,16

* Nutrientes por quilograma de racéo: fase de 1 a 21 dias de idade - Vit. A 7.000 U.I., Vit. D3 3.000 U.l., Vit. E 25
U.l., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6 3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina
0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg, Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05
g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75 mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,4 g, Promotor de
crescimento (bacitracina de zinco) 30 mg, (narasina+nicarbazina) 0,1g, Metionina 1,68g; Fase de 21 a 42 dias de
idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.1., Vit. E 25 U.I., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6
3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina 0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Célcio 9,8 mg,
Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05 g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75
mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,6 g, Promotor de crescimento (avilamicina) 7,5 mg, (monensina sédica) 0,1g,
Metionina 1,49.
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Desempenho
Foram analisados o peso médio, o ganho de peso, o consumo de racdo e a

conversdo alimentar nas fases inicial (1-21 dias de idade) e final (21-42 dias de
idade) e no total do periodo de criagdo (1-42 dias de idade), bem como a viabilidade

criatoria ao final da criacao.

Rendimento de carcaca e partes

Aos 42 dias de idade, duas aves por box foram retiradas ao acaso, sendo 10
aves por tratamento, totalizando 90 aves, utilizando-se como critério de escolha, as
aves que apresentaram o peso corporal proximo ao peso meédio da respectiva
parcela. Elas foram identificadas individualmente por anilhas e apdés um periodo de
oito horas de jejum, foram sacrificadas por deslocamento cervical, seguido de
sangria da jugular. Depois de depenadas e evisceradas, foi realizada a pesagem
das carcacas, as quais foram submetidas a cortes para avaliacdo do rendimento de
carcaca (desconsiderando cabeca e pés) e rendimento de partes (peito, coxa +
sobrecoxa, asa + sobreasa e dorso). Para o calculo de rendimento de carcaca e
partes tomou-se como base o0 peso individual de cada ave, o qual foi obtido

imediatamente antes do abate.

Anédlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002). Em caso de
efeito significativo (probabilidade de 5%), a comparacao de médias foi realizada pelo

teste de Tukey.
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3. Resultados
Desempenho

N&o ocorreu efeito significativo dos tratamentos da incubacdo sobre o peso
meédio das aves, ganho de peso, consumo de racéo e conversao alimentar. Todavia,
houve efeito significativo (P<0,05) das temperaturas de criagdo para tais variaveis de
desempenho nas trés fases analisadas - de 1 a 21, de 21 a 42 e de 1 a 42 dias de
idade (Tabelas 4, 5 e 6) - exceto para a conversao alimentar de 1 a 42 dias de idade.
Como mostrado na Tabela 4, de 1 a 21 dias de idade, os maiores valores para 0s
parametros de desempenho foram observados nas aves criadas em temperatura fria
e termoneutra (P<0,05). Com relacao a fase de 21 a 42 dias de idade (Tab. 5), maior
peso médio e consumo de racdo foram observados em aves criadas em temperatura
fria e termoneutra. Adicionalmente, para temperatura fria, houve maior consumo de
racdo e melhor conversao alimentar (P<0,05). A Tabela 6 mostra que o peso médio
foi maior e a conversédo alimentar melhor para os frangos criados em temperatura
fria e termoneutra (P<0,05), além disto, para a temperatura fria houve um maior
consumo de racdo das aves (P<0,05) de 1 a 42 dias de idade. Nao houve efeito
significativo (P20,05) dos tratamentos sobre as variaveis de desempenho
analisadas, para ambas as fases de criagao.

Tabela 03 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo
sobre o desempenho de 1 a 21 dias de idade de frangos de corte.
1-21 dias de idade

Peso médio Ganho de Consumo de  Conversao
(9) peso (g) racao () alimentar
(9/9)
Tratamentos (TI)
37,5°C 795,49+26,0 794,93+26,0 1093,47+69,5 1,37+0,08
39°C 795,49+26,7 794,55+26,9 1104,24+97,5 1,39+0,10
39°C+AA 795,83+25,1 795,28+25,0 1116,67+50,7 1,41+0,06
Temperaturas (TC)
Fria 802,08+18,7a 801,53+18,7a 1155,21+42,0a 1,44a +0,04
Termoneutra 804,51+28,8a 803,57+29,0a 1133,06+x48,0a 1,41a +0,06
Quente 780,21+21,3b 779,66+21,3b 1026,11+52,2b 1,32b +0,07
Probabilidades
TI 0,9992 0,9974 0,4767 0,4243
TC 0,0471 0,0417 <0,0001 <0,0001
TIXTC 0,8127 0,8345 0,1832 0,3711
CV (%) 3,15 3,17 4,17 4,20

CV: coeficiente de variacdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. +desvio padrao.
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Tabela 04 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacado
sobre o desempenho de 21 a 42 dias de idade de frangos de corte.

21-42 dias de idade

Peso médio Ganho de peso Consumo de Conversao
(9) (9) racao () alimentar
(9/9)

Tratamentos (T)
37,5°C 2266,91+190  1471,42+179 2685,21+207 1,84+0,11
39°C 2252,11+236  1456,62+221 2707,65+271 1,88+0,13
Acido Ascorbico- 2260,83+150 1465,00+138 2685,67+180 1,84+0,08
39°C
Temperaturas (TP)
Fria 2411,81+113a 1609,74+110a 2900,07+109a 1,81+0,08b
Termoneutra 2329,99+110a 1525,47+99a 2735,26+95b 1,80+0,10b
Quente 2038,06£72b  1257,85+67b 2443,19+108c 1,95+0,07a
Probabilidades
T 0,9405 0,9329 0,8417 0,4892
TP <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003
TxXTP 0,5083 0,5211 0,4213 0,7567
CV (%) 4,60 6,66 3,96 4,64

CV: coeficiente de variagdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. +desvio padrao.

Tabela 05 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacao
sobre o desempenho de 1 a 42 dias de idade de frangos de corte.

1-42 dias de idade

Ganho de peso  Consumo de Conversdao Viabilidade
(9) racao (g) alimentar  criatoria (%)
(9/9)

Tratamentos (T)
37,5°C 2266,35+190 3778,68+271 1,67+0,05 97,22+5,43a
39°C 2251,17+235 3811,89+349 1,70+0,05 94,44+7,40b
Acido Ascorbico- 2260,28+150 3802,34+222 1,68+0,05 94,17+6,86b
39°C
Temperaturas (TP)
Fria 2411,25+122a  4055,28+130a 1,68+0,04 99,31+2,40a
Termoneutra 2329,05+110a 3868,32+133b  1,66+0,06 97,32+3,77a
Quente 2037,51+72b 3469,31+121¢c  1,704+0,03 87,50+5,90b
Probabilidades
T 0,9372 0,8025 0,4108 0,0249
TP <0,0001 <0,0001 0,1406 <0,0001
TXTP 0,5106 0,1746 0,9882 0,4994
CV (%) 4,59 3,31 2,95 4,00

CV: coeficiente de variagdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. +desvio padréo.
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Rendimento de carcaca e partes
De acordo com andlise estatistica dos dados (Tab. 7), ndo houve efeito
significativo (P=0,05) dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas de criacédo

sobre o rendimento de carcaca e partes.
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Tabela 06 — Efeitos dos tratamentos na incubacédo e das temperaturas na criacao sobre o rendimento de carcaca e partes de

frangos de corte aos 42 dias de idade.

Carcaca Coxa+sobrecoxa Peito Dorso Asa
(%)

Tratamentos (T)
37,5°C 72,65+1,97 20,77+1,06 29,69+2,23 14,29+0,74 7,51+0,37
39°C 72,56+2,54 20,61+1,03 29,92+1,69 14,26+0,95 7,62+0,35
Acido Ascdrbico-39°C 72,74+3,39 20,60+1,14 29,58+1,62 14,64+1,02 7,43+0,37
Temperaturas (TP)
Fria 72,02+2,50 20,53+1,12 29,84+1,49 14,20+0,87 7,42+0,39
Termoneutra 73,09+1,95 20,74+0,88 30,04+1,78 14,46+0,84 7,58+0,33
Quente 72,91+3,44 20,75+1,24 29,19+2,27 14,62+1,00 7,52+0,38
Probabilidades
T 0,8923 0,7450 0,872 0,3103 0,2645
TP 0,3840 0,7880 0,4600 0,4125 0,3860
TXTP 0,0605 0,0619 0,9179 0,1620 0,6360
CV (%) 3,54 4,90 6,53 6,12 4,89

CV: coeficiente de variagdo. xdesvio padréo.
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4. Discusséo

As condic¢des climaticas de regides tropicais (alta temperatura e umidade) tém
interferido negativamente na produtividade e na qualidade da criacdo de frangos de
corte devido, principalmente, ao aumento da mortalidade, diminuicdo da ingestao de
agua e de alimento e, consequentemente, piora na conversao alimentar (SILVA &
SILVA, 1998). Considerando que o acido ascorbico melhora a resposta imunoldgica
e a resisténcia a doencas em aves (PARDUE et al., 1985; RUND, 1989), e que a
manipulacdo térmica durante a incubacdo pode favorecer uma adaptacao
epigenética durante a criacdo (TZSCHENTKE & PLAGEMANN, 2006;
TZSCHENTKE, 2007) o presente estudo analisou se inje¢do de acido ascorbico em
ovos, associada com alta temperatura de incubacao, influenciava o desempenho,
rendimento de carcaca e partes de frangos de corte submetidos ao estresse por
calor.

Os dados obtidos mostram que os tratamentos utilizados na incubacao dos
ovos (incubacédo continua a 39°C com e sem injecdo de acido ascorbico) néo
influenciaram as variaveis de desempenho analisadas. Tais dados, se analisados
juntamente com o fato de pintos de ovos injetados 6% de &cido ascoérbico
apresentarem maior porcentagem de leucdécitos (Capitulo 4), indicam a possibilidade
do uso de &cido ascoérbico in ovo como forma de manejo da qualidade imunol6gica
dos pintos na eclosdo. Auséncia de efeito da temperatura de incubacédo sobre o
desempenho das aves, também foi observado por Joseph et al. (2006). Contudo,
diferentemente do registrado no presente estudo, dados de literatura tém mostrado
alteracdes no ganho de peso de frangos de ovos incubados em 38,9-39,7 °C, em
comparac¢ao com incubacao a 37,5-37,8 °C (LOURENS et al., 2005;. JOSEPH et al.,
2006;. LEKSRISOMPONG et al., 2009; MOLENAAR et al., 2011). As diferencas
entre os dados desses autores e os do presente estudo podem estar relacionadas
com diferencas nas condi¢cdes de incubacdo, como giro dos ovos, ventilagdo, bem
como com relacdo ao peso dos ovos.

Ainda de acordo com os resultados do presente trabalho, temperatura fria de
criacdo nao alterou as variaveis de desempenho dos frangos, comparado a
temperatura termoneutra, exceto o consumo de racdo, que foi maior no periodo de

crascimento (21-42 dias), respondendo pelo aumento no consumo total de racdo na
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criacdo (1-42 dias). Aumento no consumo de racao sob criagdo a temperatura fria
também foi observado por Oliveira et al. (2006) e parece estar relacionado com
manutencdo da temperatura corporal. Ainda de acordo com os dados, temperatura
guente de criacdo reduziu o desempenho das aves, as quais consumiram menos
racao e tiveram pior conversao alimentar, causando menor ganho de peso e peso
corporal. Efeitos similares do calor na criagdo sobre o desempenho dos frangos de
corte também foram observado na literatura (AIN BAZIZ et al., 1996; GERAERT et al.,
1996; YALCIN et al., 1997).

Os tratamentos na incubacédo, todavia, ndo minimizaram nem evitaram 0sS
efeitos causados pelo estresse por calor na criagdo, indicando que incubacdo dos
ovos a 39°C com ou sem injecdo de &cido ascoérbico ndo foram efetivos em
proporcionar adaptacao epigenética ao calor nos frangos de corte durante a criacéo.

Incubacdo dos ovos a alta temperatura com ou sem injecdo de &cido
ascoérbico ndo influenciou o rendimento de carcaca e partes, o mesmo ocorrendo
com a temperatura fria e quente de criacdo. Tais dados indicam que frangos criados
sob temperatura quente apresentaram menor consumo de racao e que, apesar da
reducdo no ganho de peso e peso corporal, ndo apresentaram alteragdo no
rendimento das aves, 0 que pode ser interessante para a cadeia de processamento,
pois apesar destas aves terem consumido menor quantidade de racdo, nao tiveram
o rendimento de carcaca e partes comprometido. Molenaar et al., (2011) trabalhando
com 37,8°C e 38,9°C durante a incubacgao, observaram que o rendimento de peito foi
1,0% maior para frangos de ovos incubados a 38,9°C, podendo estar relacionada
com um aumento da proliferacdo das células musculares e da diferenciacéo celular

para as aves incubadas em altas temperaturas (PIESTUN et al., 2009b).

5. Conclusbes

Incubacao a 39°C com ou sem injecdo de acido ascoérbico néo influenciaram o
desempenho de frangos criados sob temperatura fria, termoneutra ou quente.
Frangos criados sob temperatura quente consumiram menos ragcao e ganharam

menos peso, mas nao sofreram alteracao no rendimento de carcaca e corte.
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CAPITULO 6 — EFEITOS DA ASSOCIACAO DE ACIDO ASCORBICO IN OVO E
ALTA TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE PARAMETROS
SANGUINEOS E ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE
CRIADOS SOB CALOR

RESUMO - O crescimento pds-eclosdo das linhagens de frango com alta taxa
de crescimento pode ser influenciado por estresse por calor, devido a sua alta
producdo de calor metabolico e dificuldade para manter sua normotermia sob alta
temperaturas. Manipulacdo da temperatura de incubacdo e aplicacdo de &cido
ascoérbico sobre o0 ovo e sua ingestdo tém sido analisadas quanto a seus efeitos
como indutor de adaptacdo epigenética e como antiestressor, respectivamente, em
frangos submetidos a condicbes de estresse por calor ambiental. Contudo, os efeitos
da associacdo entre alta temperatura de incubacao e inje¢cdo de acido ascorbico in
ovo sobre a resposta do frango ao estresse por calor durante seu crescimento pos-
eclosdo ainda néo foram analisados. No presente estudo, ovos férteis de matrizes de
frango de corte (Cobb®) foram submetidos a trés tratamentos durante a incubacéo
(ovos incubados a 37,5°C sem injecdo de AA; ovos incubados a 39°C sem injecao
AA; ovos incubados a 39°C e injetados com 6 ug de AA/100 uyL de &gua). Apos
ecloséo, os pintos dos trés tratamentos de incubacgéo foram criados sob temperatura
fria, termoneutra e quente. Foram analisados a temperatura corporal superficial e a
retal, os parametros hematoldgicos, bioquimicos e leucocitarios, e os parametros
zootécnicos (ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar e viabilidade
criatéria) dos frangos aos 42 dias de idade. Aves criadas em temperatura quente
tiveram menor ganho de peso, consumo de racao e viabilidade criatéria, quando
comparadas com as criadas em temperaturas fria e termoneutra. Os valores de
pvCO, foram maiores nas aves criadas sob temperatura quente do que fria e os
valores de pvO, aumentaram com o0 aumento da temperatura de criacdo. Frangos de
ovos incubados a 39°C e injetados com AA ndo apresentaram alteracdo no valor de
H/L, no entanto, apresentaram linfocitose, leucocitose, heterofilia e monocitopenia.
Em concluséo, acido ascorbico e hipertermia apresentaram efeito estimulador sobre
o sistema imune celular na incubacdo e na criacdo, respectivamente. Alta

temperatura de incubacgdo, associada ou ndo a injecdo de &acido ascorbico pré-
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incubacédo, induziu adaptacdes no balanco eletrolitico das aves, ndo favorecendo a
ocorréncia da alcalose respiratéria em frangos criados sob temperatura quente;

todavia, ndo impediram a queda no desempenho dessas aves.

Palavras—chave: calor, eritrograma, estresse, frangos, leucograma, vitamina C,
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1. Introducéao

As linhagens atuais de frangos de corte para alta taxa de crescimento em
menor periodo de tempo séo altamente sensiveis ao calor, o que pode acarretar alta
ou total mortalidade dessas aves em curto periodo de aguecimento da temperatura
do ambiente de criagdo. Para tentar restabelecer a normotermia, os frangos utilizam
respostas fisioldgicas que Ihes possibilitam aumentar a perda de calor e reduzir a
producdo de calor metabdlico, como, por exemplo, aumento da circulacdo periférica
de sangue e ericamento das penas para aumentar da dissipacdo de calor pela pele,
aumento do consumo hidrico, reducdo de atividade e consumo de racdo (SCHMID,
1998). Simultaneamente, as aves apresentam aumento na taxa respiratéria, o que
pode resultar em perdas significativas de CO, fazendo com que a pressao parcial de
CO; (pvCO,) diminua, levando a queda na concentracao de acido carbénico (H,COg)
e hidrogénio (H") e elevacdo do pH sanguineo. Em resposta a tais alteracées, os rins
aumentam a excrecdo de bicarbonato (HCO3) e reduzem a excre¢do de H' na
tentativa de manter o equilibrio acido-base da ave (RONDON et al., 2000; BORGES,
et al., 2003; MUSHTAQ et al., 2005) e restabelecer as condicbes de homeostase.
Sob periodos longos de condi¢Bes inadequadas de temperatura, entretanto, as aves
nao conseguem restabelecer e mantiver seu equilibrio homeostatico, o que acarreta
alcalose respiratéria, afetando seu crescimento e sobrevivéncia. Estresse por calor
na criacdo pode deprimir o sistema imune dos frangos (ROSALES et al., 1989;
PUVADOLPIROD & THAXTON, 2000), alterando seu potencial de resposta
imunolégica. A acdo do estresse sobre a imunidade, todavia, varia com a
intensidade e duracdo do estimulo estressor e entre linhagens e individuos
(MORGULIS, 2002), podendo causar imunossupressdo (THAXTON & SIEGEL,
1970; BRAKE, 1989; MILLER & QURESHI, 1991) ou imunoestimulacdo (COLES,
1986; RUCKEBUSH et al., 1994; CUNNINGHAM, 1999).

Manipulagdo térmica na incubagdo tem sido analisada quanto ao
desenvolvimento de adaptacdes epigenéticas, que propiciem as aves apresentarem
termotolerancia no periodo de criacdo. Piestun et al. (2009) e Yalcin et al. (2008)
mostraram que temperaturas acima da preconizada durante a incubacdo pode
melhorar a termotolerancia em frangos de corte. Quando as aves foram incubadas

em altas temperaturas e passaram por estresse térmico durante a criagdo, elas
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foram capazes de manter o crescimento, em comparacdo com as aves que foram
incubadas sob temperatura controle (YALCIN et al., 2008). O acido ascoérbico (AA),
por sua vez, tem se mostrado efetivo em diminuir os efeitos do estresse térmico
durante a criacdo (MAHMOUD et al., 2004), uma vez que temperaturas elevadas
impedem a absor¢éo de vitamina C, reduzindo seus niveis no sangue e aumentando
sua exigéncia (THORTON, 1961; BRIGGS et al.,, 1994). Caracteristicas de
desempenho e funcdo imune de aves que sofreram estresse por calor séo
significativamente melhoradas com o aumento nos niveis de vitamina C (PARDUE &
THAXTON, 1984; PARDUE et al., 1985; CAMPO & DAVILA, 2002; FURLAN &
MACARI, 2002).

Embora estudos prévios tenham analisado o efeito da alteracdo intermitente
da temperatura de incubacdo durante a fase fetal sobre a resisténcia imunologica e
as caracteristicas hematolégicas dos frangos criados sob temperatura quente
(KIDD, 2004; YAHAV et al., 2004; YACIN et al., 2005; YACIN et al., 2008; GHONIM
et al., 2009; SELIM et al., 2012), faltam informacdes na literatura sobre a associacéo
entre continuamente alta temperatura de incubacdo associada a injecdo de acido
ascorbico in ovo antes da incubacdo sobre respostas fisioldgicas dos frangos ao
calor. Assim, pode ser especulado que alta temperatura de incubacdo associada
com injecdo de AA in ovo pode alterar os efeitos do estresse por calor sobre o
desempenho dos frangos, minimizando-os ou evitando-os.

No presente estudo, foi analisado o efeito de continuamente alta temperatura
de incubacao (39°C) associada ou ndo a injecdo de &cido ascorbico (6ug/100uL
agua) antes da incubacédo sobre a temperatura corporal, 0s parametros zootécnicos
e 0s parametros eritrocitarios, leucocitarios, gases e bioquimicos do sangue de
frangos de corte criados sob temperatura fria, quente e termoneutra preconizada

para a linhagem.

2. Material e métodos

O presente estudo foi realizado seguindo protocolo experimental aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA, protocolo n° 7377/10) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista —
UNESP — Campus de Jaboticabal.
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Delineamento experimental, incubac&o e manejo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3, com 3 tratamentos durante a incubacao (ovos incubados a 37,5°C; ovos
incubados a 39°C; ovos incubados a 39°C e injetados com 6 ug de Aacido
ascoérbico/100 pyL de agua antes da incubacdo) e 3 temperaturas de criacao (fria,
termoneutra e quente). Para isso, ovos férteis de frango de corte (Cobb®)
(Globoaves, ltirapina, SP), provenientes de matrizes com 47 semanas de idade,
foram distribuidos homogeneamente pelo peso em cinco incubadoras/tratamento,
cada uma com 200 ovos, sendo 0 peso médio dos ovos por repeticdo e tratamento
de 67+2g. As incubadoras (Premium Ecoldgica, IP200), com controle automatico de
temperatura, umidade e giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas a 60% de umidade
relativa até a transferéncia e com 70% nos dois ultimos dias de incubacdo. Para
injecdo de acido ascorbico, os ovos foram colocados em posicdo horizontal e, apés
limpeza local com etanol 100%, sua casca foi perfurada préximo a sua extremidade
mais fina (extremidade contraria a camara de ar) com uma agulha estéril [Injex, 13 x
0,38 (27,5 G1/2”)]. Em seguida, foi realizada inje¢gdo de 100uL de solucdo aquosa de
AA (6 png) (Synth, 99% de pureza) no albumen a, aproximadamente, 6 mm abaixo
da casca. Apés a injecao, o orificio foi fechado com uma etiqueta de identificacdo do
tratamento e da repeticdo. A solucdo de AA foi preparada com agua Mili-Q,
autoclavada, em ambiente escuro devido sua foto sensibilidade. Apos eclosado, 540
pintos com um dia de idade (Cobb®), machos e fémeas, foram distribuidos em trés
camaras climaticas, com 15 parcelas/camara, 12 aves por parcela, resultando em 5
repeticbes por tratamento. Os pintos foram criados do 1° ao 42° dia de idade. As
temperaturas de criacdo foram mantidas por meio de manejo de campanulas,
monoblocos e exaustores, e apresentaram os valores contidos na Tabela 1. Os
pintos foram vacinados contra doenca de Marek e Bouba Aviaria, e durante a criacdo
contra Gumboro e Newcastle, de acordo com o programa de vacinacgéo da linhagem.
Durante todo o periodo experimental, as aves receberam agua e racdo a vontade.
As racOes foram a base de milho e farelo de soja (Tabela 2), reajustadas para as
fases de criacao (inicial: 1 a 21 dias; crescimento: 22 a 42 dias de idade), seguindo
as exigéncias nutricionais estabelecidas por Rostagno et al. (2011).



Tabela 01 — Temperatura ambiente durante todo o periodo de criacao.
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Semanas Temperatura ambiente (°C)
Fria Termoneutra Quente
1° 32+4 325 3245
20 30+4 31+5 3217
3° 2614 29+4 3217
40 22+5 27+3 3215
50 18+2 25+2 3217
6° 14+4 23+2 3217
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Tabela 02 — Composicéo percentual e nutricional calculada das racdes, segundo as
fases de inicial (1-21 dias de idade) e crescimento (21-42 dias de idade).

Ingredientes (%) Inicial Crescimento
Milho 60,83 63,74
Farelo de soja 45% 35,15 29,79
Oleo soja - 3,12
Fosfato bicalcico 1,63 1,16
Calcario 0,84 0,76
Sal 0,42 0,44
L-Lisina HCL (78%) 0,25 0,21
DL-Metionina (99%) 0,29 0,23
L-Treonina 0,08 0,04
BHT 0,01 0,01
Suplemento vitaminico e mineral’ 0,50 0,50
TOTAL 100,00 100,00
Composigéao nutricional calculada

Proteina bruta (%) 21,27 18,86
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.883 3.121
Ca (%) 0,85 0,69
Na (%) 0,19 0,20
Fosforo disponivel (%) 0,42 0,32
Metionina + cistina dig. (%) 0,88 0,77
Metionina dig. (%) 0,56 0,49
Lisina dig. (%) 1,22 1,05
Treonina dig. (%) 0,79 0,68
Triptofano dig. (%) 0,24 0,21
Arginina dig. (%) 1,32 1,16

* Nutrientes por quilograma de racéo: fase de 1 a 21 dias de idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.l., Vit. E 25
U.l., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6 3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Foélico 0,57 mg, Biotina
0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg, Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05
g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75 mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,4 g, Promotor de
crescimento (bacitracina de zinco) 30 mg, (narasina+nicarbazina) 0,1g, Metionina 1,68g; Fase de 21 a 42 dias de
idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.1., Vit. E 25 U.I., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6
3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina 0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg,
Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05 g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Orgéanico 6,75
mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,6 g, Promotor de crescimento (avilamicina) 7,5 mg, (monensina sédica) 0,1g,
Metionina 1,49.
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Temperatura da superficie corporal e retal

Aos 41 dias de idade, as temperaturas da asa, cabeca, canela e dorso de
cinco aves por tratamento foram obtidas com termdémetro infravermelho (Instrutemp,
ITTI 550, com escala de -32°C a 530°C e precisdo de +2°C). A temperatura (T)
superficial corporal média foi calculada pela formula: temperatura superficial média =
(0,12 x Tasa) + (0,03 x Tcabeca) + (0,15 x Tcanela) + (0,70 x Tdorso), descrita por
Richard (1971). A temperatura retal das aves também foi mensurada, utilizando-se

sensor de teletermémetro (Max-Min Thermo Hygro).

Desempenho

O ganho de peso (g), o consumo de racao (g), a conversado alimentar (g/g) e a
viabilidade criatéria (%) foram determinados para o periodo total de criacdo (de 1 a
42 dias de idade).

Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Aos 41 dias de idade, 10 aves/tratamento (2 aves/repeticdo) foram utilizadas
na andlise das variaveis sanguineas: contagem de células vermelhas (RBC, n°
células/mm?® 10°), hematdcrito (HCT, % PCV), hemoglobina (HGB, g/dL), volume
corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM, %), pH, pressédo venosa
parcial de dioxido de carbono (pvCO,, mmHg), pressédo venosa parcial de oxigénio
(pvO2, mmHg), excesso de base (BEecf, mmol/l), diéxido de carbono total (TCO,,
mmol/l), saturacdo de oxigénio (sO,, %), concentracdo de sbdio (Na®, mmolll),
concentracdo de potassio (K, mmol/l), concentracdo de calcio ionizado (Cai,
mmol/l), bicarbonato (HCO3, mmol/l) e glicose (mg/dL). Os dados de RBC foram
obtidos a partir de contagens realizadas em cémara de Neubauer, utilizando
amostras de sangue diluidas (1:300) com solucéo de azul de toluidina 0,01%. Para
isso, foi utilizado sangue coletado da veia jugular e mantido em tubo plastico tipo
“eppendorf” contendo 15ul de heparina/1 ml de sangue (Glistab, cat. 29, Labtest
Diagnostica) em gelo. Os dados das demais variaveis sanguineas foram obtidos em
analisador clinico portatil (i-STAT®Co. — Abbott Laboratories — EUA, cartucho

Cg8+®), imediatamente apds coleta, utilizando-se sangue retirado da veia jugular
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com seringa contendo heparina sodica. Os valores de pH, pvCO,, pvO, foram
corrigidos pela temperatura corporal superficial média (TSM). Os valores de VCM,
HCM e CHCM foram calculados pelas férmulas VCM=HCT/RBCx10; HCM=
HGB/RBCx10 e CHCM=HGBxHCTx100.

Contagem total e diferencial de leucocitos e relacéo heterofilo/linfocito

Aos 41 dias de idade, dez frangos por tratamento (2 aves/repeticdo) foram
utilizados para as andlises leucocitarias. As amostras de sangue foram coletadas a
partir da jugular e mantidas em tubos de plastico com 15ul de heparina/l ml de
sangue (Glistab, cat. 29, Labtest Diagnostica) em gelo. Para as contagens
diferenciais dos leucécitos, um esfregaco sanguineo por ave foi realizado
imediatamente apds a coleta. Apds secagem, os esfregacos foram corados com kit
Pandtico, rapidamente desidratados em série de concentragéo crescente de etanol e
diafanizados em xilol, e montados com entelan. As porcentagens dos diferentes tipos
de leucdcitos (linfécitos, mondcitos, heterdéfilos, eosindfilos, basdfilos e trombdcitos)
foram calculadas a partir da analise de 100 leucdcitos por ave. As contagens
diferenciais de leucdcitos também foram expressas em mm>. A relacdo
heterdfilo/linfécito (H/L) também foi calculada para cada ave. As contagens totais de
leucécitos (nimero de leucécitos/mm?) foram realizadas em camara de Neubauer,
logo apos a coleta de amostras de sangue, utilizando amostras de sangue diluidas
(1:300) com azul de toluidina 0,01%.

Andlise Estatistica

Os dados de todas as variaveis foram verificados quanto a presenca de
outliers e atendimento as pressuposi¢cfes de normalidade dos erros estudentizados
(teste de Cramer-von-Misses) e de homogeneidade de variancias (teste de Levene).
Depois de constatada a n&o violacdo dessas pressuposi¢coes, os dados foram
submetidos a analise de variancia através do procedimento General Linear Model
(GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002). Em caso de efeito significativo

(5%), a comparacao de medias foi realizada pelo teste de Tukey.
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3. Resultados
Temperatura da superficie corporal e retal

Os resultados (Tab. 4) mostram que a temperatura média da superficie
corporal e retal dos frangos de corte, aos 41 dias de idade, ndo foram influenciadas
pelas temperaturas de incubagdo e injecdo de AA, mas foram afetadas
significativamente pelas temperaturas (P<0,05) de criagdo. Os valores de ambas

aumentaram com o aumento da temperatura de criacao.

Tabela 03 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo
sobre a temperatura da superficie corporal (TSC) e retal (TR) de frangos

de corte aos 41 dias de idade.

TSC TR
°C

Tratamentos Incubacéao (TI)
37,5°C 34,48 39,36
39°C 35,19 39,04
39°C+AA 35,30 39,27
Temperaturas Criagao (TC)
Fria 31,75c 38,37c
Termoneutra 35,17b 39,24b
Quente 38,06a 39,90a
Probabilidades
Tl 0,5606 0,2590
TC <0,0001 <0,0001
TIXTC 0,7185 0,9512
CV (%) 6,38 0,99

39°C+AA: incubagdo a 39°C de ovos injetados com acido ascérbico. CV: coeficiente de variagcdo. a-b: médias

seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Desempenho

Como mostrado na Tabela 5, houve influéncia significativa (P<0,05) dos
tratamentos na incubagcdo apenas sobre a viabilidade criatoria e das temperaturas
de criacdo sobre o ganho de peso, consumo de racdo e viabilidade criatoria. A
conversdo alimentar ndo foi significativamente pelos tratamentos de incubacgéo e
temperaturas de criagdo. O ganho de peso das aves criadas sob temperatura fria e
termoneutra foi similar, e maior do que o das aves criadas sob temperatura quente.
O consumo de ragdo diminuiu com o aumento da temperatura de criagdo. A
viabilidade criatéria foi menor para as aves de ovos incubados a temperatura quente
com ou sem injecdo de AA, do que as aves de ovos incubados a 37,5°C. Ocorreu

menor viabilidade criatdria também, para as aves criadas em temperatura quente.

Tabela 04 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacéo

sobre o desempenho de 1 a 42 dias de idade de frangos de corte.

Ganho de Consumo de Conversdo Viabilidade
peso racao alimentar criatoria
(9) (9) (9/9) (%)

Tratamentos Incubacéo (TI)
37,5°C 2266,35 3778,68 1,67 97,22a
39°C 2251,17 3811,89 1,70 94,44b
39°C+AA 2260,28 3802,34 1,68 94,17b
Temperaturas Criagéo (TC)
Fria 2411,25a 4055,28a 1,68 99,31a
Termoneutra 2329,05a 3868,32b 1,66 97,32a
Quente 2037,51b 3469,31c 1,70 87,50b
Probabilidades
Tl 0,9372 0,8025 0,4108 0,0249
TC <0,0001 <0,0001 0,1406 <0,0001
TIXTC 0,5106 0,1746 0,9882 0,4994
CV (%) 4,59 3,31 2,95 4,00

39°C+AA: incubacgdo a 39°C de ovos injetados com acido ascérbico. CV: coeficiente de variacdo. a-b: médias

seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Parametros hematoldgicos respiratorios

N&o houve efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos da incubacdo e das
temperaturas de criacdo sobre o RBC, VCM e CHCM. Os valores de HCT e o HGB
foram influenciados significativamente (P<0,05, P<0,06) pelos tratamentos utilizados
durante a incubacdo, e foram maiores em frangos incubados a 39°C do que a
37,5°C, nao ocorrendo diferenca entre os valores obtidos para esses frangos e os

obtidos para os frangos ovos incubados a 37,5°C.
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Tabela 05 — Efeitos dos tratamentos na incubacao e das temperaturas na criagcdo sobre os parametros sanguineos de frangos
de corte aos 41 dias de idade.

HCT HGB RBC HCM VCM CHCM

(%PCV) (g/dL) (células/mm?>x10®) (p9) (fL) (%)
Tratamentos Incubacéao (TI)
37,5°C 19,87b 6,76b 4,46 17,76 52,23 34,03
39°C 21,86a 7,42a 5,99 15,21 44,78 33,95
39°C+AA 20,20ab 6,87ab 4,56 21,13 62,11 34,02
Temperaturas Criagdo (TP)
Fria 21,43 7,29 6,14 13,38 39,31 34,04
Termoneutra 19,87 6,75 4,26 20,37 59,88 34,00
Quente 20,60 7,00 4,61 20,25 59,66 33,95
Probabilidades
TI 0,0445" 0,0518** 0,2842 0,3891 0,3894 0,4602
TC 0,1568 0,1518 0,1915 0,2213 0,2174 0,4559
TIXTC 0,1394 0,1319 0,4225 0,6059 0,5965 0,5444
CV (%) 11,10 11,12 45,64 55,24 55,08 0,46

39°C+AA: incubacao a 39°C de ovos injetados com éacido ascérbico. VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média. CV:
coeficiente de variagdo. HCM: hemoglobina corpuscular média. HCT: valores de hematdcrito. HGB: teores de hemoglobina. RBC: nimero total de hemécias. . a-b:

médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey . *: P<0,05. P<0,06.
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Parametros bioquimicos do sangue

Os valores registrados para pH, pvCO,, pvO, BEecf, TCO, sO,, HCO3 sao
mostrados na Tabela 07. Houve efeito significativo (P<0,05) das temperaturas de
criacdo sobre a pvCO, e pvO; sanguineo de frangos, os valores de pvCO, foram
maiores nas aves criadas sob temperatura quente do que fria e os valores de pvO;
aumentaram com o aumento da temperatura de criagcdo. Efeito significativo (P<0,05)
dos tratamentos de incubacdo ocorreram sobre os valores de BEecf e HCO3 , os
quais foram maiores nos frangos incubados a 39°C do que a 37,5 °C, ndo havendo
diferenca significativa entre os valores registrados para os frangos de ovos
incubados a 37,5 °C e 39°C e os de ovos injetados com AA e incubados a 39 °C. Os
tratamentos na incubacao e as temperaturas de criacdo ndo afetaram os valores de
sO, e TCO,. Houve interacdo significativa (P<0,10) entre os tratamentos da
incubacéo e as temperaturas de criacdo para o pH sanguineo das aves. De acordo
com a interacdo (Tab. 08), pH sanguineo dos frangos de ovos injetados com acido
ascorbico e incubados a 39°C foi maior sob criacdo a temperatura quente do que a
temperatura fria, mas ndo houve diferenca entre os valores de pH registrados para

estas aves e as criadas sob temperatura termoneutra.
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Tabela 06. Efeitos dos tratamentos na incubacéo e das temperaturas na criagdo sobre sangue venoso de frangos de corte
aos 41 dias de idade.

pCO, pO2 Beecf HCO3 sO, TCO, pH
(mmHgQ) (mmHgQ) (mmol/1) (mmol/1) (%) (mmol/1)

Tratamentos Incubacéao (TI)
37,5°C 33,44 32,71 -5,67b 20,12 70,47 21,33 7,38
39°C 35,15 33,64 -3,80a 21,64 69,60 22,87 7,39
39°C+AA 34,84 35,67 -4,53ab 20,93 72,13 22,13 7,38
Temperaturas Criagao (TC)
Fria 31,81b 27,43c -4,60 21,26 73,13 22,60 7,41
Termoneutra 35,15ab 33,00b -4,67 21,05 69,07 22,33 7,38
Quente 36,47a 41,20a -4,73 20,39 71,00 21,40 7,36
Probabilidade
Tl 0,5805 0,2536 0,0484 0,0861 0,6510 0,1113 0,7663
TC 0,0309 <0,0001 0,9836 0,3996 0,5383 0,2206 0,0307
TI xTC 0,4985 0,0615 0,1832 0,5102 0,1386 0,6732 0,0367
CV (%) 13,75 16,07 -42,98 8,70 10,70 8,79 0,61

BEecf: excesso de base no fluido extra-celular. CV: coeficiente de variacdo. HCOs': bicarbonato. pCO,: pressao parcial de didxido de carbono. pO.. pressao parcial de
oxigénio. sO;: saturacdo de oxigénio. TCO,: didxido de carbono total. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.



129

Tabela 07- Desdobramento das interagdes entre os tratamentos na incubacao e as
temperaturas na criacdo para o pH sanguineo de frangos de corte com
41 dias de idade.

Tratamentos Temperaturas Criagéo (°C)

Incubacéo Fria Termoneutra Quente i
37,5°C 7,36 7,39 7,38 0,4927
39°C 7,42 7,38 7,36 0,1012
39°C+AA 7,44 A 7,36 AB 7,35B 0,0041
P 0,1167 0,4342 0,5740

39°C+AA: incubacéo a 39°C de ovos injetados com acido ascérbico. a-b: médias seguidas por letras distintas na
linha diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A Tabela 9 contém os dados de Na*, K*, Cai e glicose no sangue. Os valores
de Na* e K+ ndo foram influenciados pelos tratamentos na incubagdo e nem pelas
temperaturas de criacdo. Os valores de Cai e glicose foram influenciados
significativamente (P<0,05) apenas pelos tratamentos de incubacdo. Frangos de
ovos incubados a 39°C injetados ou ndo com acido ascorbico néo diferiram entre si
na concentracdo de Cai, mas tiveram valores maiores do que os frangos de ovos
incubados a 37,5°C. A concentracdo de glicose foi maior nos frangos de ovos a
39°C, injetados ou ndo com acido ascorbico, do que do que nos incubados a 37,5
°C.
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Tabela 08. Efeitos dos tratamentos na incubacgdo e das temperaturas na criacao
sobre ions Na* e K*, Cai e glicose no sangue de frangos de corte com 41

dias de idade.
Na® K* Cai Glicose
(mmol/l) (mg/dL)

Tratamentos (T)
37,5°C 148,07 4,84 0,73b 211,00b
39°C 149,53 5,01 0,86a 228,93a
39°C+AA 147,67 5,15 0,86a 228,43a
Temperaturas (TP)
Fria 149,13 4,79 0,81 225,69
Termoneutra 147,73 5,12 0,80 223,73
Quente 148,40 5,08 0,83 221,08
Probabilidade
T 0,1136 0,0708 0,0265 0,0373
TP 0,3208 0,0604 0,8548 0,8631
TXTP 0,1620 0,1893 0,2853 0,3939
CV (%) 1,69 7,61 17,69 8,32

39°C+AA: incubacéo a 39°C de ovos injetados com acido ascorbico. Cai: concentracdo de célcio ionizado. CV:
coeficiente de variagdo. K': concentracdo de potassio. Na': concentragéo de sédio. a-b: médias seguidas por

letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Contagem total e especifica de leucdcitos e relacéo heterofilo/linfocito (H/L)

Os dados do leucograma sédo apresentados nas Tabelas 10 e 11. As
contagens totais de leucdcitos (CTLeu) e as contagens de linfocitos, dadas em n° de
células/mm?®, foram maiores nos frangos de ovos incubados & 39°C injetados com
AA e nos frangos criados a temperatura quente do que nos frangos dos outros
tratamentos de incubagéo e criagao, respectivamente, que nao diferiram entre si. As
contagens de basdfilos (n° cel/mm?®) foram influenciadas apenas pelos tratamentos
de incubacédo e foram maiores nos frangos de ovos incubados a 39°C do que de
ovos incubados a 39°C e injetados com AA, e ambos né&o diferiram (P>0,05) dos

valores registrados para os frangos de ovos incubados a 37,5 °C. As contagens de
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eosinofilos foram influenciadas (P<0,05) apenas pela temperatura de criagéo e foi
maior (P<0,05) nos frangos criados a temperatura quente do a temperatura fria e
termoneutra, entre os quais nao houve diferenca significativa (P>0,05).

Na Tabela 11 sdo mostrados os dados das contagens de heterdfilos,
monaocitos, trombocitos e H/L. As porcentagens de heterofilos foram influenciadas
significativamente (P<0,05) pelos tratamentos na incubacéo e pelas temperaturas de
criacdo. Dadas em %, as porcentagens de heterofilos foram similares sob incubacéao
a 39°C e a 39°C+AA , porém maiores do que a 37,5°C, e maiores sob criacdo a
temperatura quente do que sob temperatura fria e termoneutra, sob as quais
contagens similares de heterofilos foram registradas. Dadas em n° células/mm?®, as
contagens de heterofilos foram maiores em frangos de ovos incubados 39°C+AA e
nos frangos criados a temperatura quente. Houve efeito significativo (P<0,05) apenas
da temperatura de incubacdo sobre as contagens de mondcitos, as quais, quando
expressas em %, foram menores em frangos de ovos incubados a 39°C+AA do que
a 37,5°C. As contagens de trombdcitos e a relagdo H/L ndo foram influenciadas

significativamente (P<0,05) apenas pela temperatura de criagéo.
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Tabela 09 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criagcdo sobre as contagens totais de leucocitos

(CTLeu), e contagens de linfocitos, basofilos e eosindfilos de frangos de corte com 41 dias de idade.

CTLeu

(células/mm?®)

Linfocitos
(%)(mm®)

Basofilos
(%)(mm°)

Eosindfilos
(%)(mm°)

Tratamentos Incubacgéo (TI)

37,5°C 454.000b 57,56 (262.680b) 3,33 (13.823abh) 2,33 (10.167)
39°C 391.667b 54,44 (212.543b) 2,56 (9.030b) 2,22 (8.970)
39°C+AA 702.000a 56,14 (388.827a) 3,00 (20.363a) 1,75 (11.936)
Temperaturas Criagao (TC)

Fria 447.750b 56,44 (257.108b) 3,89a (16.453) 2,00 (8.543b)
Termoneutra 415.875b 55,25 (242.980b) 3,00ab (14.183) 2,00 (8.520b)
Quente 614.250a 56,37 (344.390a) 1,88b (11.606) 2,38 (14.268a)
Probabilidade

Tl 0,0003 0,3863 (0,0002) 0,2731 (0,0238) 0,4990(0,2964)
TC 0,0110 0,8327 (0,0126) 0,0034 (0,5413) 0,5996 (0,0232)
TIXTC 0,3352 0,6146 (0,2514) 0,2016 (0,9145) 0,4072 (0,5640)
CV (%) 22,74 8,29 (23,86) 33,27 (52,26) 41,60 (45,12)

39°C+AA: incubacgédo a 39°C de ovos injetados com &cido ascorbico. CV: coeficiente de variagdo. CTLeu: contagem total de leucdcitos. a-b: médias seguidas por letras

distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10 — Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo sobre as contagens de heterofilos,

mondcitos, trombdcitos e a relacdo H/L de frangos de corte com 41 dias de idade.

Heterofilos Mondécitos Trombacitos H/L

(%)(mm?) (%)(mm?) (%)(mm®) (%)(mm?)
Tratamentos Incubacao (TI)
37,5°C 25,50b (120.540b) 6,78a (30.570) 3,89 (16.913) 0,46 (0,46)
39°C 31,67a (126.847b) 6,33ab (24.093) 2,89 (10.660) 0,59 (0,59)
39°C+AA 30,25a (186.862a) 4,43b (36.545) 3,25 (22.872) 0,54 (0,62)
Temperaturas Criagao (TC)
Fria 28,33b (1116.873b) 5,56 (21.970) 4,44 (15.221) 0,51 (0,51)
Termoneutra 28,12b (117.034b) 6,62 (33.987) 3,56 (18.640) 0,51 (0,59)
Quente 31,38a (193.298a) 5,75 (35.090) 1,88 (14.842) 0,58 (0,57)
Probabilidade
TI 0,0011 (0,0157) 0,0347 (0,2305) 0,5820 (0,3046) 0,0648 (0,1512)
TC 0,0540 (0,0052) 0,6023 (0,1199) 0,0716 (0,5841) 0,4334 (0,5865)
TIXTC 0,1319 (0,4918) 0,2051 (0,4126) 0,6864 (0,5447) 0,8744 (0,5153)
CV (%) 10,53 (32,52) 28,40 (45,15) 61,72 (70,27) 21,21 (30,09)

CV: coeficiente de variagdo. CTLeu: contagem total de leucdcitos. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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4. Discusséo

No presente estudo, efeitos isolados da temperatura de incubagéo associada
ou nado a injecao de acido ascorbico (37,5°C, 39°C, 39°C+AA) e da temperatura de
criacdo (fria, quente e termoneutra) foram observados sobre algumas das variaveis
analisadas, excecédo feita ao pH do sangue, sobre o qual houve interacdo entre
esses dois fatores.

A ocorréncia e a intensidade do estresse calorico podem ser avaliadas pelo
valor da temperatura retal, por essa atingir o equilibrio mais lentamente do que
muitos outros pontos internos do organismo da ave (MAY et al.,, 1987). Para
restabelecer a normotermia, aves respondem ao estresse por calor, entre outras
coisas, aumentando a perda de dissipacao de calor pela pele e reduzindo a ingestéo
de energia e a producao de calor metabodlico (MACARI et al., 2002). Incubacdo dos
ovos a 39°C e a 39°C+AA néo alterou a temperatura da superficie corporal e a retal
dos frangos aos 41 dias de idade (presente estudo), mas aumentou as temperaturas
retal e da superficie corporal dos pintos na eclosédo (SGAVIOLI et al., 2013; Cap. 02),
sugerindo que o aumento da temperatura corporal é um efeito temporario,
possivelmente relacionado com o fato dos pintos precisarem ganhar calor do
ambiente no periodo inicial pés-eclosdo, ou que as aves estdo conseguindo manter
a normotermia. Adicionalmente, incubacdo a 39°C, associado ou ndo a AA, também
nao alterou o consumo de racao, e a conversao alimentar e, por consequéncia, o
ganho de peso dos frangos. Isso demonstra que os frangos néo reduziram a
ingestdo de energia e a producdo de calor metabdlico, reforcando o ponto de vista
que os frangos estavam mantendo sua normotermia, sem reduzir ingestdo de
energia. Apesar disso, 39°C e 39°C+AA diminuiram a viabilidade criatoria dos
frangos aproximadamente de 97 para 94%, o que correspondeu a reducao de 3%.
Esse aumento na taxa de mortalidade dos frangos, contudo, pode ter sido
acarretado por alteracbes de parametros sanguineos apresentados pelos frangos.
Incubacdo a 39°C aumentou os valores de HCT, HGB, BEecf, iCa e glicose no
sangue. Aumento de HCT pode estar relacionado com aumento nos valores de RBC,
MCV e/ou CTLeu (CAMPBELL, 1995), ou com reducdo no volume plasmatico
desidratacdo devido a diminuigcdo de ingestdo de agua ou aumento na perda de

liguido (MACARI et al., 2002). Como incubacdo a 39°C néo alterou os valores de
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RBC, MCV e CTLeu, o aumento de HCT parece ter sido resultante de aumento na
perda de 4gua, uma vez que, segundo Macari et al. (2002), aumento na excre¢ao
renal de agua também é uma resposta fisiolégica compensatéria das aves ao calor.
Aves estressadas pelo calor tentam restabelecer sua temperatura corporal interna
aumentando, entre outras coisas, sua frequéncia respiratoria (LINSLEY & BURGER,
1964; SALVADOR et al., 1999), o que resulta em reducao da pvCO, e em aumento
de pH. Para tentar regularizar o pH, as aves respondem a essa alcalose respiratoria
com queda na concentracdo de HCO3; aumentando a excrecdo renal de HCOg3- e
reduzindo a excregédo de H' na tentativa de restabelecer seu equilibrio acido-base
(MACARI et al., 2002; BORGES et al., 2003). E conhecido que valores negativos e
menores que 3MEQ/L para BEecf indicam perdas de bases devido a um distarbio
metabdlico primario (acidose metabdlica) ou a uma resposta compensatoria com
excrecao renal de HCOj3™ para compensar a diminuicdo da pvCO, de uma alcalose
respiratéria e restabelecer o pH (MACARI et al., 2002). Assim, o aumento no valor
de BEecf, mas ainda negativo, observado no presente estudo, indica que os frangos
de ovos incubados a 39°C estavam perdendo menos base que os frangos de ovos
incubados a 37,5°C. Como mostrado pelos dados, essa menor perda de bases
envolveu aumento nos valores sanguineos de HGB e aumento marginal de HCO3™ se
consideramos p<0,09, os quais funcionam como bases, contribuindo para o sistema
tampdo. Embora o aumento de HGB represente a priori aumento no potencial de
trocas gasosas, o aumento de HCT pode ter acarretado aumento de viscosidade
sanguinea e, consequentemente, sobrecarga do sistema cardiorespiratorio ja
precario para sustentar o rapido crescimento dos frangos, gerando uma maior
demanda energética que resultou no aumento da concentracdo de glicose no
sangue das aves viventes e, possivelmente, a morte de alguns frangos. Aves
submetidas a estresse por calor entram em alcalose respiratdria e, em seguida, em
acidose metabdlica como resposta compensatoria a queda na pCO, (BORGES et
al., 2003), o que gera uma reabsorcdo mineral 6ssea e excrecdo do calcio pelos rins
(BUSHINSKY, 1994). Dessa forma, o aumento de iCa no sangue provocado pela
incubacédo dos ovos a 39°C pode ter sido resultante de reabsorcéo 0ssea ou menor
mineralizacdo 6ssea. Associacao de AA a alta temperatura de incubacéo (39°C+AA)

manteve os valores de HCT, HGB e BEecf em patamares intermediarios entre 0s
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registrados para frangos de ovos incubados a 37,5°C e 39°C. Contudo, uma vez que
os valores de BEecf continuaram negativos, a associacdo de AA com alta
temperatura de incubacdo diminuiu menos a perda de bases. Por outro lado, a
associacdo dos dois fatores ndo evitou o aumento nas concentracdes de iCa e
glicose no sangue causado pela alta temperatura de incubacao.

No que se refere as temperaturas de criagcdo, o presente estudo registrou
aumento de 1,53°C na temperatura retal e de 6,3°C na temperatura da superficie
corporal com o0 aumento da temperatura de criacdo, bem como redu¢cdo no consumo
de racao e, consequentemente, no ganho de peso. A manutengédo da temperatura
corporal das aves sob situacdo de calor envolve mecanismos de aumento de perda
de calor e reducédo da producdo metabdlica de calor (FURLAN & MACARI, 2002),
entre eles, a elevacdo da temperatura da superficie corporal resultante do aumento
do fluxo sanguineo para a superficie da ave para facilitar a dissipacdo de calor
(YAHAV et al., 1997). Assim, nossos dados indicam aumento do grau de estresse
com o aumento na temperatura de criacdo (fria, termoneutra e quente) e que o0s
frangos estavam tentando restabelecer a normotermia aumentando a perda de calor
por conducao através da pele e reduzindo a ingestdo de energia e a producdo de
calor metabdlico. Incremento maior na temperatura da superficie corporal (6°C) do
que na temperatura retal (3°C) com o aumento da temperatura ambiente também foi
verificado por Zhou & Yamamoto (1997) em frangos submetidos ao estresse calorico
(36°C/3horas). Nossos dados, juntamente com os dados desses autores, indicam
que dissipacao de calor através da pele envolve elevacao de 2°C na temperatura da
superficie corporal a cada 1°C de elevagdo na temperatura retal.

Neste trabalho, 0 aumento da temperatura de criacdo néo alterou os valores
eritrocitarios e as concentracdes de Na+, K+ e iCa no sangue, mas acarretou
alteracbes em sua gasometria. A pvCO, e a pvO, tornaram se maiores com 0O
aumento da temperatura. Os valores de BEecf, embora similares, mantiveram-se
negativos. O pH diminuiu com o aumento da temperatura de criagdo, mas apenas
nos frangos de ovos incubados a 39°C e injetados com AA. O aumento da pvO, com
0 aumento da temperatura de criacdo deve ser resultante do aumento da taxa
respiratoria, haja vista que, como ja mencionado, estd € uma das respostas

fisiol6gicas elicitadas pelas aves estressadas pelo calor para restabelecer sua
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temperatura corporal interna (LINSLEY & BURGER, 1964; SALVADOR et al., 1999).
Simultaneamente ao aumento da pvO,, todavia, era esperado que também
ocorresse reducdo na pvCO,, em decorréncia da hiperventilacdo pulmonar, mas isso
nao foi observado em nossos dados; e, em vez disso, houve aumento simultdneo de
pvO, e pvCO, no sangue. Aumento na pvCO, gera queda de pH, mas isso so foi
registrado para aves de ovos incubados a 39°C e injetados com AA. Contrariamente
ao esperado fisiologicamente, ndo foram observados aumento de HCOj3™ e reducéo
na perda de bases em resposta ao aumento de pvCO, causado pelo aumento da
temperatura de criacdo, e os frangos continuassem a apresentar perda de bases
(BEecf negativo). Dessa forma, esses dados indicam ocorréncia de alcalose
metabdlica compensada nas aves de ovos incubados a 37,5°C e a 39°C e de
acidose respiratoria crénica nas aves de ovos incubados a 39°C +AA com o
aumento da temperatura de criagdo, as quais devem ter sido a causa do aumento
de 13% na mortalidade das aves criadas sob estresse por calor.

Estresse pode deprimir ou estimular o sistema de defesa imune, alterando
guantitativamente a presenca das células no sangue (BORGES et al., 2003). O
sistema de defesa celular das aves é constituido de mondcitos, heterofilos, basofilos,
eosindfilos, trombdcitos e linfocitos (MORGULIS, 2002), sendo que 0s cinco
primeiros agem na defesa imune inata (primeira linha de defesa das aves contra
muitos patégenos e importante no controle de infeccbées comuns) e o dltimo na
defesa imune adquirida. Para frangos de corte, a heterofilia tem sido considerada
resposta ao estresse por calor (MAXWELL et al., 1992), e a relacdo H/L um indice
indicativo do nivel de estresse das aves (GROSS & SIEGEL, 1983). No presente
trabalho, frangos de ovos incubados a 39°C, independentemente de terem sido
injetados ou ndo com AA, apresentaram heterofilia, indicando efeito estressor da alta
temperatura de incubagdo ainda aos 41 dias de vida. Tais aves, todavia, n&o
apresentaram alteracdo no valor de H/L, o que pode ter sido resultante da ocorréncia
simultanea de linfocitose, pelo menos para o0s pintos de ovos injetados com AA.
Vitamina C tem sido associada a acao imunoestimuladora (TEIXEIRA, 2010), o que
foi observado nos pintos de ovos injetados com AA, que apresentaram leucocitose
(equivalente a aumento de 50% em relacdo a 37,5°C) resultante de linfocitose e

heterofilia (48% e 55% em relacdo a 37,5°C, respectivamente). Adicionalmente,
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injecdo de AA in ovo também acarretou monocitopenia. Tais dados mostram efeito
estimulador e modulador do AA injetado sobre o sistema imune celular dos frangos,
0 que € um dado importante e a0 mesmo tempo instigante, uma vez que indica a
possibilidade do uso clinico do AA com imunoprevencdo. No que se refere aos
efeitos da temperatura de criagdo, o presente estudo mostra que o sistema imune
celular das aves é especialmente sensivel ao calor. Frangos criados sob
temperatura quente apresentaram linfocitose (aumento de 44%), resultante de
linfocitose, eosinofilia e heterofilia (equivalentes a aumento de 42%, 67% e 65%,
respectivamente), enquanto que os frangos criados sob temperatura fria nao tiveram
alteracdo no numero de linfécitos. Como jA mencionado anteriormente, heterofilia e
basofilia tém sido considerados indicadores de estresse (MAXWELL et al., 1992).
Embora basofilia tenha sido detectado como resposta ao estresse causado pelo frio
e calor intensos (MAXWELL et al., 1992; MITCHELL et al., 1996), neste estudo ela
ocorreu apenas em frangos criados sob temperatura fria. Nossos dados mostram
heterofilia nos frangos de todos os tratamentos que envolveram exposicédo ao calor
(na incubacéo e na criacdo), o que reforca ser a contagem de heterofilos como bom

indicador de estresse por calor em frangos.

5. Conclusbes

Os resultados deste estudo mostram efeito estimulador do acido ascorbico e
da hipertermia sobre o sistema imunoldgico celular dos frangos, na incubacdo e na
criacao, respectivamente. A temperatura alta de incubacéo associada ou ndo ao AA
nao evitou a queda no desempenho das aves criadas sob alta temperatura.
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CAPITULO 7 - INJECAO DE ACIDO ASCORBICO IN OVO E ALTA
TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE CARACTERISTICAS
OSSEAS DE FRANGOS DE CORTE CRIADOS SOB ESTRESSE
TERMICO

RESUMO - Estresse térmico na criacdo prejudica o crescimento e a
mineralizacdo 0ssea dos frangos, gerando problemas de perna, que acentuam 0s
efeitos do calor sobre seu bem-estar e desempenho, e sua qualidade de carcaca.
Estresse térmico na incubagdo tem sido avaliado como pré-determinante de
adaptacdo da ave ao calor pos-eclosdo. Devido a seu efeito como co-fator na
formacdo e manutencdo dos tecidos cartilaginoso, conjuntivo e 06sseo, acido
ascorbico adicionado a dieta tem sido avaliado quanto a seu efeito anti-estressor. O
presente estudo avaliou se alta temperatura de incubacgdo, associada ou ndo a
injecdo de acido ascorbico in ovo, interage com temperatura de criacdo para
influenciar as caracteristicas 6sseas de frangos de corte. Aos 42 dias de idade,
foram avaliados: peso, area, comprimento, largura, contetdo mineral, densidade e
resisténcia femoral e tibial, e o peso corporal das aves e consumo total de ragéao.
Ovos férteis de matrizes de frango de corte (Cobb®) foram utilizados em
delineamento interiamente casualizado 3x3 (trés tratamentos durante a incubacéo:
incubados a 37,5°C; incubados a 39°C, injetados pré-incubacdo com 6% de
AA/100ul de agua e incubados a 39°C; trés temperaturas de criacdo: fria,
termoneutra e quente). O peso corporal e 0 consumo e ragdao ndo foram
influenciados pelos tratamentos na incubacdo e foram menores sob criacdo a
temperatura quente. Comparado a temperatura termoneutra, temperatura fria de
criacdo ndo alterou nenhuma das varidveis 6sseas analisadas, enquanto que
temperatura quente de criacdo reduziu a largura, a area, o peso, o contetdo e a
densidade mineral, e a forca maxima femoral e o comprimento, area, peso, contetdo
mineral e de calcio e densidade da diafise e forca maxima tibiotarsal. Houve
interacdo entre tratamentos na incubacdo e na criacdo, segundo a qual alta
temperatura de incubacdo aumentou a densidade mineral da diafise femoral de
frangos criados sob termoneutralidade e, quando associada a injecdo de &acido

ascorbico in ovo, aumentou a densidade mineral da diafise femoral e da epifise
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proximal dos tibiotarsos dos frangos criados sob temperatura termoneutra, bem
como a densidade da epifise distal dos frangos criados sob temperatura fria. Em
conclusao, alta temperatura de incubacdo associada ou ndo ao acido ascorbico
melhorou a densidade mineral dos fémures e das tibias dos frangos criados sob
temperatura termoneutra e fria, respectivamente, mas nao evitou a reducdo no
crescimento, mineralizagcdo e resisténcia desses 0ssos da perna causada pela
temperatura quente de criacdo, a qual deve ter sido resultante do menor consumo

de racéo.

Palavras—chave: densidade mineral, minerais, resisténcia 6ssea, vitamina C
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1. Introducéo

As linhagens atuais de frangos de corte apresentam alto ganho de massa
corporal em menor periodo de tempo poés-eclosdo, sobrecarregando, contudo, o
sistema locomotor, o qual ainda apresenta caracteristicas 0sseas de um frango
jovem. Isso aumentou a incidéncia de anormalidades o6sseas nos frangos,
principalmente nos ossos da perna (MURAKAMI et al., 2000), afetando o bem-estar,
o desempenho e a qualidade de suas carcacas, causando perdas em abatedouros
e, consequentemente, prejuizos zootécnicos (SULLIVAN, 1994; TAKITA, 1998;
KESTIN et al., 1999). Problemas locomotores se tornam mais frequentes ou mais
intensos quando associados a criacdo dos frangos sob condi¢cdes de temperatura
ndo termoneutra. Trabalhos tém mostrado que o répido crescimento foi
acompanhado pelo aumento de anomalias no tecido esquelético das aves,
principalmente em ossos longos (LEACH & LILBURN, 1993; SULLIVAN, 1994). Alta
temperatura de criacdo reduz o comprimento, a largura e o peso dos 0ssos dos
frangos (YALCIN et al., 1996; BRUNO et al., 2000; PELICANO et al., 2005), bem
como a mineralizacdo do tibiotarso de codornas japonesas (Coturnix coturnux
japonica) (SAHIN et al., 2006).

Tais alteracbes nas caracteristicas 0sseas, contudo, parecem estar
relacionadas com reducdo no crescimento 6sseo resultante da diminuicdo no
consumo de racédo e piora na conversao alimentar (TEETER et al., 1984; GERAERT
etal., 1996 a; FARIA FILHO, 2006; ABU-DIEYEH, 2006).

E conhecido que é&cido ascorbico participa como co-fator em processos
bioldgicos relacionados com formacdo e crescimento ésseo, como formacdo e
manutencdo de colageno, de tecido conjuntivo e ésseo (LESSON & SUMMERS,
2001; SPINOSA et al., 2002), e que sua concentracdo no sangue aves é reduzida
sob estresse por calor (THORTON, 1961). Isso tem levado varios pesquisadores a
analisarem se adicao de &cido ascorbico na dieta poderia ser utilizada como manejo
para reduzir ou evitar efeitos do estresse por calor durante a criagdo de frangos.
Frangos de corte suplementados com vitamina C, principalmente quando criados em
estresse por calor, apresentaram melhora no desempenho (ganho de peso,
conversao alimentar e consumo de racao) e no desenvolvimento 6sseo, reducdo das

concentracdes de corticosteroides, beneficio sobre a funcdo imune das aves, além
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de reducéo do efeito decorrente de altas temperaturas sobre os tecidos viscerais
(PARDUE & THAXTON, 1984; PARDUE et al., 1985; LESSON & SUMMERS, 2001;
VATHANA et al., 2002; SAHIN et al., 2003; MAHMOUD et al., 2004; LOHAKARE et
al., 2005; VAZ, 2006).

Manipulacdo nutricional dos ovos e manipulacdo da temperatura de
incubacdo vém sendo analisados quanto a pré-determinarem melhorias
morfofuncionais e adaptacdes epigenéticas , que resultem em maior sobrevivéncia
e desempenho pos-eclosdo dos frangos. Estudos prévios tem analisado os efeitos
de altas temperaturas de incubacéo (LEKRISOMPONG et al., 2007; LOURENS et
al., 2007; WINELAND et al., 2000; MOLENAAR et al., 2011) e da injecédo de acido
ascorbico in ovo (ZAKARIA & AL-ANEZI, 1996; GHONIM et al., 2009; PIRES et al.,
2011; MOHAMMED et al., 2012; NOWACZEWSKI et al., 2012; SGAVIOLI et al..,
2013a, b) sobre o sucesso da incubacéo e/ou qualidade e desempenho dos pintos,
com sucesso para a adaptacdo epigenética de frangos de ovos incubados em
temperatura quente. Faltam dados na literatura dos efeitos do estresse térmico na
incubacédo associado ao uso de aditivos nutricionais anti-estressores intra ovo, como
0 acido ascorbico, sobre o desempenho e desenvolvimento ésseo de frangos de
corte criados sob condi¢bes de temperatura ndo termoneutra.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de verificar se alta temperatura
de incubacado associada ou ndo com injecao de acido ascérbico in ovo interage com
temperatura de criacdo (fria, normal e quente) para influenciar as caracteristicas
Osseas da perna de frangos criados. Para isso, pintos de ovos incubados a alta
temperatura de incubacdo (39°C), injetados ou ndo com &cido ascérbico, foram
criados sob temperatura abaixo (frio), acima (calor) da temperatura padrdo da
linhagem (controle) até 42 dias de idade, idade na qual, o peso corporal e o
consumo total de racédo dos frangos, e o tamanho, densidade e resisténcia de seus

fémures e tibias foram analisados.

2. Material e métodos
O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA, protocolo n° 7377/10), da Faculdade de
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Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus
de Jaboticabal.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3, com 3 tratamentos durante a incubacao (ovos incubados a 37,5°C; ovos
incubados a 39°C; e ovos incubados a 39°C e injetados com 6% de acido ascorbico
em 100ul de &gua antes da incubacdo) e 3 temperaturas de criacdo (fria,
termoneutra e quente).

Para isso, trés mil ovos férteis de frango de corte (Cobb®) (Globoaves,
Itirapina, SP), provenientes de matrizes com 47 semanas de idade, foram pesados e
distribuidos em cinco incubadoras/tratamento, cada uma com 200 ovos, sendo 0
peso médio dos ovos por repeticdo e tratamento de 67+2g. As incubadoras
(Premium Ecoldgica, IP200), com controle automatico de temperatura, umidade e
giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas com 60% de umidade relativa até a
transferéncia e com 70% nos dois ultimos dias de incubacéo. A injecdo da solucdo
de acido ascorbico (AA) nos ovos foi realizada antes do inicio da incubacéo. Os ovos
foram posicionados de modo horizontal e, apés a limpeza do local com etanol 100%,
a casca dos ovos foi perfurada com agulha estéril [Injex, 13 x 0,38 (27,5 G1/2”)] e
solucdo de AA (Synth, 99% de pureza) injetada no albumen a, aproximadamente, 6
mm abaixo da casca, préximo a extremidade mais fina do ovo (contréario & camara
de ar). Apds a injecédo, o orificio foi fechado com uma etiqueta de identificacdo do
tratamento e da repeticdo. A solucdo de AA foi preparada pouco antes da injecao,
usando agua Mili-Q, autoclavada, em ambiente escuro devido sua foto sensibilidade
e mantido em frasco escuro durante utilizagao.

Para a fase de criacdo, apos a eclosdo, 540 pintos de um dia de idade
(Cobb®), machos e fémeas, foram distribuidos em trés camaras climéticas, com 15
parcelas/camara, 12 aves por parcela, resultando em 5 repeticbes por tratamento.
Os pintos foram criados do 1° ao 42° dia de idade. As temperaturas de criacao foram
mantidas por meio de manejo de campanulas, monoblocos e exaustores, e
apresentaram os valores contidos na Tabela 1. Os pintos foram vacinados contra
doenca de Marek e Bouba Aviaria, e durante a criacdo contra Gumboro e Newcastle,
de acordo, com o programa de vacinacdo do Laboratorio de Ciéncias Avicolas.

Durante todo o periodo experimental, as aves receberam agua e racdo a vontade.
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As racdes foram a base de milho e farelo de soja (Tabela 2), reajustadas para as
fases de criacdo (1 a 21 dias), e final (22 a 42 dias de idade) atendendo as
recomendacdes de Rostagno et al. (2011).

Tabela 01 — Temperatura ambiente preconizada durante todo o periodo de criacéo.

Semanas Temperatura ambiente (°C)
Fria Termoneutra Quente
1° 3214 3215 3215
20 304 3145 3217
3° 2614 294 3247
40 2215 2713 3215
50 1812 25+2 3247

6° 14+4 23+2 32+7
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Tabela 02 — Composicéo percentual e nutricional calculada das racdes, segundo as
fases de inicial (1-21 dias de idade) e crescimento (21-42 dias de idade).

Ingredientes (%) Inicial Crescimento
Milho 60,83 63,74
Farelo de soja 45% 35,15 29,79
Oleo soja - 3,12
Fosfato bicalcico 1,63 1,16
Calcario 0,84 0,76
Sal 0,42 0,44
L-Lisina HCL (78%) 0,25 0,21
DL-Metionina (99%) 0,29 0,23
L-Treonina 0,08 0,04
BHT 0,01 0,01
Suplemento vitaminico e mineral’ 0,50 0,50
TOTAL 100,00 100,00
Composigéao nutricional calculada

Proteina bruta (%) 21,27 18,86
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.883 3.121
Ca (%) 0,85 0,69
Na (%) 0,19 0,20
Fosforo disponivel (%) 0,42 0,32
Metionina + cistina dig. (%) 0,88 0,77
Metionina dig. (%) 0,56 0,49
Lisina dig. (%) 1,22 1,05
Treonina dig. (%) 0,79 0,68
Triptofano dig. (%) 0,24 0,21
Arginina dig. (%) 1,32 1,16

* Nutrientes por quilograma de racéo: fase de 1 a 21 dias de idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.l., Vit. E 25
U.l., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6 3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina
0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg, Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05
g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75 mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,4 g, Promotor de
crescimento (bacitracina de zinco) 30 mg, (narasina+nicarbazina) 0,1g, Metionina 1,68g; Fase de 21 a 42 dias de
idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.1., Vit. E 25 U.l., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6
3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina 0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg,
Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05 g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75
mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,6 g, Promotor de crescimento (avilamicina) 7,5 mg, (monensina sddica) 0,1g,
Metionina 1,49.

Ganho de peso e consumo de racao

Foram analisados o ganho de peso e o consumo de racao para o periodo total

de criacdo (1-42 dias de idade).

Comprimento, largura e peso dos 0ss0s

Aos 42 dias de idade, 5 aves/tratamento foram insensibilizadas com CO; e
abatidas por sangria mediante corte da veia jugular, para coleta dos fémures e
tibiotarsos. ApOs retirada dos tecidos aderidos, os fémures e os tibiotarsos
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esquerdos foram pesados em balanca digital (precisdo 0,001) e seus comprimentos
e didmetro da por¢cdo média da diafise avaliados com o auxilio de um paquimetro

digital. A massa dos 0ssos foi expressa em g e 0s comprimentos e larguras em mm.

Composicdao, area e densidade mineral 6ssea

Os fémures e os tibiotarsos esquerdos, desprovidos de tecidos aderidos,
foram analisados quanto & area total (cm?), contetido mineral 6sseo total (CMOt, g) e
densidade mineral éssea total (DMOt, g/cm?), DMO nas regides proximal, distal e
diafise. As analises foram realizadas por densitometria, utilizando-se densitdmetro
de emisséo dupla de raios-X (DXA) acoplado & computador, previamente calibrado
conforme fabricante (modelo DPX-Alpha, Lunar®), com software especial para
pequenos animais (pertencente ao Departamento de Apoio, Producdo e Saude
Animal — FOA/UNESP). Durante o procedimento, os ossos foram mantidos no

interior de um recipiente de acrilico contendo agua deionizada.

Resisténcia 0ssea

ApGs as analises densitométricas, fémures e os tibiotarsos esquerdos foram
utiizados para a realizacdo das analises de resisténcia éssea, por ensaios
mecanicos (flexdo em trés pontos e compresséo axial) em maquina universal EMIC®,
modelo DL 3000 (pertencente ao Departamento de Materiais Dentarios da
FOA/UNESP-Aracatuba). Os ossos foram apoiados em dois suportes (dois pontos),
sendo a distancia de vao de apoio ajustada conforme o tamanho do menor 0sso. A
forca foi aplicada no osso em um terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois
apoios (terco médio do 0sso). O ensaio foi destrutivo e registrou a forca maxima
admitida. A carga de 2000N foi aplicada a velocidade de 5mm/min para
determinacdo da forca maxima admitida (Fmax) pelo osso, deformacdo na Fmax e
rigidez 6ssea. Estas varidveis expressam a resisténcia 6ssea na cabeca do 0sso e
no terco médio. Os resultados foram registrados em sistema computacional
pertencente ao proprio equipamento, que fornece os valores de Forca x Deformacéo.
Para o célculo da rigidez determinou-se a parte da curva de Forga Maxima (N) x
Deformacao (mm) relativa a fase elastica do corpo (parte reta da curva). Estes dados

foram levados a planilha Excel, e, determinada a equacéo linear (1° grau, y = a.x+b)
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gue melhor ajustava aos pontos. Nesta equacéao, a inclinagdo da curva foi dada pela
constante a, que multiplicando a variavel x expressa a rigidez do osso (inclinacéo da

curva na fase elastica).

Contetdo Mineral

Os fémures e os tibiotarsos direitos foram utilizados nas analises de calcio,
fosforo, e cinzas. As andlises dos minerais das amostras dos diferentes tratamentos
foram realizadas no laboratério de Nutricdo Animal, da FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal/SP, de acordo com as metodologias descritas por Silva & Queiroz
(2002), sendo expressos em % em relagdo a matéria seca desengordurada.

Anédlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia atraveés do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002). Em caso de
efeito significativo (p<0,05), a comparacdo de médias foi realizada pelo teste de

Tukey.

3. Resultados

Ganho de peso e consumo de ragéao

O ganho de peso das aves aos 42 dias de idade néo foi influenciado (p>0,05)
pelos tratamentos na incubacgdo e atingiu média de 2.259g. Todavia, houve efeito
(p<0,05) das temperaturas de criagao (Fig. 1A), sendo o ganho de peso menor nas
aves criadas sob temperatura quente do que sob temperatura termoneutra ou fria,
sob as quais ndo ocorreu diferenca no peso das aves. O consumo de racdo néo foi
influenciado pelos tratamentos na incubacdo e atingiu cerca de 3.798g; porém,
ocorreu efeito da temperatura de criagdo, mostrando sua diminuicdo com o aumento

da temperatura de criacao (Fig. 1B).
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Figura 1 — Ganho de peso dos frangos aos 42 dias de idade (A) e consumo de ragao
de 1-42 dias de idade (B), de acordo com a temperatura de criagdo. a-c:
médias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Composicdo, area e densidade mineral 6ssea

De acordo com a Tabela 3, ndo houve efeito significativo (P>0,05) dos
tratamentos na incubacao e na criacdo e nem interagdo entre esses fatores sobre o
comprimento dos fémures, mas ocorreu efeito significativo da temperatura de criacdo
(P<0,05) sobre a largura e o peso desses 0sso0s, 0s quais foram menores nos
frangos criados sob temperatura quente do que nos frangos criados sob temperatura
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termoneutra. Para os tibiotarsos, ndo houve efeito principal e nem interacéo
significativa entre os tratamentos da incubacao e na criagéo (P>0,05) sobre a largura
desses 0ss0s. Seus comprimentos e pesos, todavia, foram influenciiados pela
temperatura de criacdo, e foram menores nos frangos criados sob temperatura

guente do sob temperatura fria.

Composicéao, area e densidade mineral 6ssea

A composicdo mineral, a area e a densidade femoral foram afetadas
significativamente (p<0,05) apenas pela temperatura de criacdo (Tab. 4). A
composicdo e a densidade mineral foram menores nos frangos criados sob
temperatura quente do que nos criados sob temperatura fria. A area femoral foi
menor nos frangos criados sob temperatura quente do que nos frangos criados nas
outras duas temperaturas, que nao diferiram nessa variavel. Nado ocorreu efeito
significativo dos tratamentos na incubacéo e na criacdo sobre densidade mineral das
epifises femorais, mas houve interacdo significativa (P<0,05) entre esses fatores
para densidade mineral da diafise. Como mostrado na Tabela 5, temperatura de
criacao influenciou significativamente (p<0,05) a densidade mineral da diafise dos
frangos de ovos incubados a 39°C sem e com injecdo de AA. Nos primeiros, a
densidade foi menor nos frangos criados sob temperatura quente do que nos criados
sob temperatura fria e termoneutra, que nao diferiram nessa variavel. Nos ultimos, a
densidade da diafise foi similar sob criacdo a temperatura fria e gquente, porém
menor em relacdo a temperatura termoneutra. Apenas a densidade das diéfises
femorais dos frangos criados sob temperatura termoneutra foi influenciada pela
incubacdo dos ovos sob alta temperatura. A densidade das diafises dos frangos de
ovos incubados a 39°C sem e com AA foram similares entre si e maiores do que a
dos frangos de ovos incubados sob 37,5°C.

Com relacdo aos tibiotarsos (Tab. 6), a composicdo mineral, a area e a
densidade da diafise foram influenciadas significativamente (p<0,05) apenas pela
temperatura de criacdo, e foram menores nos frangos criados em temperatura
guente do que a temperatura termoneutra, ndo havendo diferenca nessas variaveis
entre esses frangos e os frangos criados sob temperatura fria. A densidade mineral

total dos tibiotarsos nao foi afetada pelos tratamentos na incubagéo e na criagéo e
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nem houve interacdo significativa entre esses fatores para essa variavel. Ocorreu
interagc&o significativa (p<0,05) entre os tratamentos na incubacédo e criagdo para a
densidade mineral de ambas as epifises. De acordo com a Tabela 8, ndo houve
diferenca na densidade da epifise proximal entre os frangos criados a temperatura
fria e quente, e estes apresentaram densidade menor do que os frangos criados a
temperatura termoneutra. Além disso, sob criacdo a temperatura termoneutra,
frangos de ovos incubados a 39° e injetados com AA tiveram densidade da epifise
proximal maior do que os frangos de ovos incubados a 39°C e a 37,5°C, e estes ndo
diferiram entre si nessa variavel. A densidade das epifises distais dos frangos
criados sob temperatura termoneutra e quente foi similar, porém maior que nos
frangos criados sob temperatura fria. Adicionalmente, a densidade da epifise distal
foi maior em frangos de ovos incubados & 39°C e incubados a 39°C do que nos
frangos de ovos incubados & 39°C sem injecdo de AA e a 37,5°C, entre 0s quais ndo

foi observada diferenca nessa variavel.
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Tabela 03. Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo sobre o comprimento, largura e peso do

fémur e do tibiotarso de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Fémur Tibiotarso
Comprimento Largura Peso Comprimento Largura Peso
(mm) (mm) (@) (mm) (mm) (@)

Tratamentos (T)
37,5°C 68,53+3,46 7,40+0,91 6,82+0,94 91,73+4,59 5,87+0,83 9,15+1,27
39°C 67,13+2,77 7,20+0,68 6,81+1,21 92,29+4,94 6,00+0,68 8,70+1,74
39°C-AA 69,47+2,42 7,80+0,68 6,90+1,03 94,14+3,61  6,14+0,86  9,62+1,61
Temperaturas (TP)
Fria 68,67+3,15 7,60+0,83ab  7,16+0,97a 92,07+4,77ab 6,20+0,94 9,58+1,42a
Termoneutra 69,00+2,39 7,73+0,70a 7,39+0,79a 94,86+4,26a 6,14+0,66  10,02t1,11a
Quente 67,47+3,38 7,07+0,70b 5,99+0,76b 91,21+3,62b 5,64+0,63 7,81+1,21b
Probabilidade
T 0,0915 0,0946 0,9637 0,2076 0,6456 0,2215
TP 0,3112 0,0459 0,0002 0,0424 0,1527 <0,0001
TxTP 0,2418 0,8760 0,7029 0,2218 0,9564 0,2220
CV (%) 4,16 9,98 12,96 4,42 13,50 13,17

CV: coeficiente de variagdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 04. Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo sobre a composicdo mineral, area,
densidade mineral total e da epifise proximal, diéfise e epifise distal do fémur de frangos de corte aos 42 dias de

idade.

Composigéo Area Densidade Epifise Diafise** Epifise distal***
mineral (cm?) mineral total proximal**
(9) (g/lcm?)
Tratamentos (T)
37,5°C 0,121+0,11 6,17+0,62 0,019+0,02 0,044+0,03 0,007+0,01 0,005 (0,409) £0,01
39°C 0,175+0,13 6,06+0,64 0,028+0,02 0,052+0,03 0,028+0,03 0,003 (0,408) +0,00
39°C-AA 0,202+0,18  6,38+0,51 0,030+0,02 0,048+0,03 0,032+0,03 0,000 (0,406) +0,00
Temperaturas (TP)
Fria 0,164+0,11ab 6,37+0,51a 0,025%0,02ab 0,041+0,02 0,021+0,02 0,005 (0,409) £0,01
Termoneutra 0,251+0,17a 6,48t0,55a  0,038+0,02a 0,059+0,03 0,040+0,03 0,003 (0,407) £0,00
Quente 0,082+0,08b 5,77+0,49b 0,014+0,01b 0,043+0,03 0,006+0,01 0,002 (0,407) 0,00
Probabilidade
T 0,1661 0,2535 0,1581 0,7396 0,0008 0,1118
TP 0,0013 0,0015 0,0016 0,1739 <0,0001 0,3905
TxTP 0,0635 0,8386 0,0841 0,3945 0,0048 0,4214
CV (%) 69,83 8,50 65,48 59,03 73,03 1,08

CV: coeficiente de variacdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * comparacéo
a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). ** considerando uma area de 0,231 cm?.
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Tabela 05 - Desdobramento das interacdes entre os tratamentos na incubacéo e as
temperaturas na criacdo para a densidade mineral da diéfise (g/cm?) do
fémur de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Temperaturas de Criacao (°C)

Tratamentos Fria Termoneutra Quente P
37,5°C 0,011+0,01 0,008+0,01b 0,002+0,01 0,7435
39°C 0,033+0,03A 0,048+0,03Aa 0,004+0,01B 0,0007
39°C-AA 0,016+0,00B 0,065+0,02Aa 0,011+0,01B  <0,0001
P 0,1135 <0,0001 0,6856

a-b; A-B: médias seguidas por letras distintas nas colunas e nas linhas, respectivamente, diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 06. Efeitos dos tratamentos na incubacdo e das temperaturas na criacdo sobre a composicdo mineral, area,
densidade mineral total e da epifise proximal, diafise e epifise distal do tibiotarso de frangos de corte aos 42 dias

de idade.
Composicao Area Densidade Epifise Diafise** Epifise distal**
mineral (cm?) mineral proximal**
(9) (g/cm?)
Tratamentos (T)
37,5°C 0,218+0,18 8,92+0,84 0,024+0,02 0,021+0,02 0,042+0,03 0,011 (0,413) £0,01
39°C 0,24340,13 8,89+0,86 0,027+0,01 0,019+0,02 0,042+0,03 0,004 (0,408) £0,01
39°C-AA 0,267+0,20  9,50£1,00  0,027+0,02  0,037+0,04  0,053+0,04 0,011 (0,413) +0,02
Temperaturas (TP)
Fria 0,269+0,16ab 9,23+0,94ab  0,029+0,02 0,019+0,02 0,053+0,03ab 0,010 (0,412) +0,02
Termoneutra 0,303+0,16a  9,45+0,87a 0,031+0,02 0,041+0,04  0,057+0,03a 0,003 (0,407) +£0,00
Quente 0,152+0,15b  8,58+0,77b 0,17+0,02 0,016+0,02  0,027+0,03b 0,012 (0,413) +0,01
Probabilidade
T 0,6232 0,0765 0,7532 0,0016 0,4754 0,5967
TP 0,0396 0,0161 0,0764 0,0001 0,0286 0,3498
TxTP 0,4736 0,5961 0,5779 0,0002 0,4629 0,0297
CV (%) 65,81 9,26 63,67 77,61 68,10 2,70

CV: coeficiente de variacdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ' comparacéo
a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses). ** considerando uma area de 0,231 cm?.
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Tabela 07 - Desdobramento das interacfes entre os tratamentos na incubacdo e as temperaturas na criagcdo para a
densidade mineral da epifise proximal e epifise distal (g/cm?) do tibiotarso de frangos de corte aos 42 dias de

idade.
Variaveis Tratamentos Temperaturas de Criacao (°C) p
Fria Termoneutra Quente
Epifise proximal (g/cm?)  37,5°C 0,026+0,03 0,019+0,02b 0,017+0,02 0,7668
39°C 0,014+0,01 0,028+0,02b 0,013+0,01 0,4291
39°C+AA 0,018+0,02B 0,102+0,03Aa 0,017+0,02B <0,0001
P 0,6275 <0,0001 0,9387
Epifise distal* (g/cm?) 37,5°C 0,000 (0,405)+0,00b 0,008 (0,411)+0,00 0,024 (0,421)+0,02 0,0974
39°C 0,002 (0,407)£0,00b 0,000 (0,405)+0,00 0,012 (0,413)£0,01 0,5579
39°C+AA 0,028 (0,424) +0,03Aa 0,001 (0,406)+0,00B 0,001 (0,406)+0,00B  0,0264
P 0,0223 0,7523 0,1323

a-b; A-B: médias seguidas por letras distintas nas colunas e nas linhas, respectivamente, diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. "

comparacao a partir de dados transformados por log (valores entre parénteses).
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Contetdo Mineral

No que se refere, aos contetdos de minerais nos ossos (Tab. 8), ndo foram
registrados efeitos significativos (p>0,05) dos tratamentos na incubacdo e na
criacdo e interacdo entre eles para os minerais dos fémures. O conteudo de
minerais dos tibiotarsos, contudo, foram influenciados significativamente pela
temperatura de criacdo. O conteudo de cinzas e o de calcio foram menores nos
frangos criados sob temperatura quente do que sob as outras duas temperaturas,
entre as quais ndo ocorreu diferenca significativa nessas variaveis. O conteudo de
fésforo foi menor nos frangos criados sob temperatura quente do que sob
temperatura fria, e ndo houve diferenca no valor dessa variavel entre esses frangos

e 0s criados sob temperatura termoneutra.

Resisténcia Ossea

Os dados da Tabela 9 mostram os dados referentes aos fémures. A forca
maxima foi influenciada significativamente (p<0,05) apenas pela temperatura de
criagdo, a deformacédo na forga maxima apenas (p<0,05) pelos tratamentos na
incubacéo e a rigidez nao foi afetada pelos tratamentos na incubacgéo e na criagao.
A forca maxima foi menor nos frangos criados sob temperatura quente do que nos
frangos criados sob temperatura termoneutra e fria, entre os quais ndo houve
diferenca nos valores dessa variavel. A deformacéo 6ssea na forca maxima foi
menor nos frangos criados a temperatura quente do que a temperatura termoneutra,
e ndo houve diferenca nos valores dessa variavel entre esses frangos e os criados
sob temperatura fria.

No que se refere aos tibiotarsos (Tab. 10), ndo houve efeito dos tratamentos
na incubacao e criagdo sobre a deformacéo 6ssea na forca maxima e a rigidez, mas
ocorreu efeito significativo da temperatura de criacdo sobre a forca maxima, e essa
foi menor sob criacao & temperatura quente do que a temperatura termoneutra e fria,

que apresentaram valores de forca maxima similares entre si.
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Tabela 08. Efeitos dos tratamentos na incubacédo e das temperaturas na criacdo sobre a porcentagem de calcio, fosforo e
cinzas dos fémur e do tibiotarso de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Fémur Tibiotarso
Célcio Fosforo Cinzas Célcio Fosforo Cinzas
(%) com base na MS desengordurada

Tratamentos (T)
37,5°C 14,91+1,20 7,37+0,61 40,51+3,43 15,13+0,94 7,49+0,45 41,93+2,61
39°C 15,18+1,37 7,65+0,76 41,11+2,58 15,33+0,76 7,61+0,53 42,78+2,98
39°C-AA 15,09+1,15 7,66+0,52 41,90+3,36 14,88+0,99 7,53+0,57 42,46+3,28
Temperaturas (TP)
Fria 15,02+1,30 7,59+0,66 41,66+3,20 15,57+0,98a 7,73+£0,52a 43,53+2,72a
Termoneutra 15,42+1,08 7,72+0,53 41,96+3,75 15,28+0,73a 7,62+0,43ab 43,16+2,26a
Quente 14,73+1,25 7,37+0,69 39,94+2,67 14,45+0,58b 7,24+0,46b 40,38+2,84b
Probabilidade
T 0,8312 0,3858 0,5040 0,1848 0,7775 0,5984
TP 0,3214 0,3205 0,1931 0,0018 0,0241 0,0073
TXTP 0,4525 0,5225 0,6141 0,6001 0,2002 0,4521
CV (%) 8,24 8,42 7,81 5,15 6,18 6,27

CV: coeficiente de variagdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 09. Efeitos dos tratamentos na incubacédo e das temperaturas na criacao
sobre a resisténcia do fémur de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Fémur
Forca maxima Deformacéao na forca Rigidez
(N) méxima (mm) (Nmm)

Tratamentos (T)
37,5°C 141,85+27,70 2,57+0,40ab 84,99+28,11
39°C 158,28+38,84 2,95+0,65a 80,50+29,14
39°C-AA 156,38+37,35 2,42+0,78b 82,14+27,80
Temperaturas (TP)
Fria 156,97+29,56a 2,87+0,71 81,40+30,17
Termoneutra 170,33+38,13a 2,58+0,78 91,71+26,38
Quente 129,21+23,94b 2,49+0,39 74,52+25,64
Probabilidade
T 0,2700 0,0432 0,9008
TP 0,0020 0,1842 0,2333
TXTP 0,1726 0,0652 0,1854
CV (%) 19,64 21,71 32,97

CV: coeficiente de variagdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10. Efeitos dos tratamentos na incubacédo e das temperaturas na criacéo
sobre a resisténcia do tibiotarso de frangos de corte aos 42 dias de

idade.
Forca maxima Deformacéo na Rigidez
(N) forca maxima (mm) (Nmm)

Tratamentos (T)
37,5°C 198,79+59,37 2,33+0,28 113,42+55,48
39°C 177,19+47,28 2,38+0,30 104,30+31,53
39°C-AA 177,20+61,29 2,52+0,29 96,09+26.37
Temperaturas (TP)
Fria 201,42+47,65a 2,44+0,28 119,48+39,59
Termoneutra 207,01+50,07a 2,50%0,20 109,23+45,93
Quente 144,56+50,92b 2,27+0,35 88,57+28,47
Probabilidade
T 0,3290 0,1371 0,5473
TP 0,0011 0,0711 0,0925
TXTP 0,0546 0,7397 0,1698
CV (%) 24,81 11,68 35,52

CV: coeficiente de variacdo. a-b: médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. Discusséo

Com relagéo aos efeitos dos tratamentos realizados durante a incubacao, os
dados do presente estudo mostram que a deformacdo na forca maxima foi menor
para frangos de ovos incubados em temperatura quente e injetados com acido
ascorbico, independente da temperatura de criacdo. Esse é um dado interessante,
uma vez que evidencia pela primeira vez na literatura que temperatura de incubagéo
dos ovos e injecdo de acido ascorbico pode influenciar a flexibilidade 6ssea frente a
uma forca exercida sobre a diafise, sendo que, no presente caso, alta temperatura
de incubacéao e injecdo de acido ascérbico aumentou sua flexibilidade. Flexibilidade
Ossea € dada pelos componentes organicos dos ossos (PAUWELS, 1980), o que
sugere que temperatura de incubacdo pode ter alterado as percentagens de tais
componentes nos 0ssos dos frangos. Adicionalmente, os resultados mostram que a
densidade mineral da diéfise, epifise proximal e distal foram maiores para as aves de
ovos injetados com acido ascorbico e incubados em alta temperatura e criadas em
temperatura termoneutra e fria. Esses dados também sdo importantes, pois revelam
que alta temperatura de incubagdo associada com injecdo pré-incubacdo de
vitamina C melhora a densidade mineral dos 0ssos longos da perna. De acordo com

os dados do Capitulo 6, frangos de ovos incubados a alta temperatura injetados ou
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nao com vitamina C apresentaram maior concentragdo de iCa no sangue, 0 que
pode estar relacionado com a maior densidade mineral registrada para os frangos
independentemente da temperatura de criacdo. Todavia, nenhum efeito moderador
da alta temperatura de incubacdo associada ou ndo com vitamina C sobre os efeitos
do estresse por calor foi observado.

A temperatura quente de criagdo diminuiu o peso corporal dos frangos, bem
como reduziu o peso, a area e a densidade mineral do fémur e do tibiotarso, bem
como a largura e a composicdo mineral 6ssea do fémur e o comprimento e a
densidade mineral da di4fise e a porcentagem de célcio, fosforo e cinzas do
tibiotarso, o que caracteriza reducdo no crescimento corporal das aves e de ambos
0S 0Ss0S. Esse menor crescimento das aves e dos 0ssos longos das pernas deve ter
sido resultante primariamente do menor consumo de racédo; haja vista que reducao
no consumo de ragdo diminui a absor¢do de minerais, gerando restricdo de
nutrientes para a osteogénese (BUSHINKY & SESSLER, 1992). Além disso, uma
das consequéncias mais importantes da dificuldade locomotora é a limitacdo de
movimentacdo da ave que tem seu acesso a comida e agua comprometido.
Portanto, passa fome e sede e, consequentemente, ndo ganha peso
adequadamente. Tal fato podera intensificar e prejudicar ainda mais o
desenvolvimento intestinal das aves, o que refletrd em um desempenho
comprometido (ALMEIDA PAZ, 2008b)

As condi¢cdes ambientais de alojamento a que as aves sdo submetidas podem
desencadear problemas locomotores em frangos (NAAS, 2008), devido ao
desequilibrio eletrolitico causado pelo estresse por calor, que compromete o
desenvolvimento 6sseo e contribui para o aumento da incidéncia de problemas de
pernas em frangos de corte jovens (PATIENCE, 1990). Todavia, embora as aves em
acidose metabdlica apresentem maior incidéncia de problemas de pernas que as
aves em equilibrio metabdlico, o mecanismo exato da influéncia do equilibrio acido-
base sobre a calcificagdo do osso ainda ndo estd bem definido (SIMONS et al.,
1987). A vitamina D3 age no intestino estimulando a absorc¢éo de célcio e, no 0sso,
aumenta o recrutamento de osteoclastos, estimula a sintese de proteinas pelos
osteoblastos e participa na mineralizacdo da matriz (FERNANDES, 2005). Durante o

estado de acidose metabdlica ha reducdo na conversdo da vitamina D3 para sua
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forma biologicamente ativa, o 1,25-diidroxicolecalciferol, por hidroxilagdo, o que pode
influenciar a mineralizagdo dos ossos (SAUVER & MONGIN, 1974; Gonzales &
Mendonca Jr. (2006). Em codornas japonesas (Coturnix coturnux japonica), estresse
ciclico por calor (34°C, de 9h00m as 17h00m, do 10° ao 42° dia de idade) reduziu as
concentracbes de célcio, de fosforo, de magnésio e de manganés no tibiotarso
devido & maior excrecado destes minerais, o que prejudicou a mineralizacdo éssea
(SAHIN et al., 2006). De acordo com os dados do capitulo 06 houve um aumento na
pressdo parcial de dioxido de carbono, e queda do pH sanguineo, para as aves
mantidas em temperatura quente, indicando uma possivel acidose metabdlica nas
aves. Assim, a acidose metabdlica deve ter causado queda no consumo de racao,
resultando no menor desenvolvimento dos frangos criados sob estresse por calor e,
consequentemente, de seus 0sso0s. Isso é reforcado pelos dados de Bruno et al.
(2002), segundo os quais restricAo alimentar qualitativa associada a altas
temperaturas reduz o crescimento de o0ssos longos em frangos de corte. NOsSSos
dados concordam com obtidos por Bruno et al. (2000), que também relataram
reducdo no comprimento e largura da tibia e do fémur nos frangos de corte criados
sob condicbes de estresse de calor. Yalgin et al. (1996) também verificaram que
elevada temperatura ambiente reduz o peso da tibia e do Umero, mas néo
registraram diferencas no comprimento desses 0ssos. Reducdo no diametro e no
comprimento do fémur sob alta temperatura ambiente também foi observada por
Pelicano et al. (2005).

Os parametros biomecéanicos dos ossos também foram influenciados pela
temperatura de criacdo. Tanto para o tibiotarso, como para o fémur de aves
submetidas ao estresse por calor houve uma diminui¢do na forca maxima, indicando
menos resisténcia dos 0ssos a impactos. Os parametros biomecéanicos sao
indicativos da verdadeira qualidade Ossea e sdo determinados pela densidade
(BARREIRO et al., 2011) e forca maxima na flexdo (REIS et al.,, 2011). O osso
funciona como um sistema tamponante para o controle acido-base dos fluidos
corporais. Estresse por calor induz a liberagéo de cations (incluindo o célcio) do osso
para o sangue para corrigir seu pH (OLIVEIRA et al., 2010). A acidose metabdlica
estimula primeiro a dissolucdo mineral e depois a reabsor¢cdo 0ssea mediada por

células, devido a maior excre¢do de célcio pelos rins (RIOND, 2001; OLIVEIRA et
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al., 2010). Essa perda de célcio resultaria em menor mineralizacdo 6ssea, podendo
afetar a qualidade mecéanica dos ossos no animal. Um fator importante € que a
guantidade de calcio no osso tem sido associada a fragilidade Ossea. Portanto,
semelhante ao que ocorreram para 0S parametros macroscopicos dos 0Ss0S, 0S
biomecanicos foram influenciados de maneira negativa durante o estresse por calor,
devido a uma provavel alcalose metabdlica, com queda na porcentagem de célcio
nos 0ssos. Thorp & Waddington (1997) observaram que o0ssos com valores
inferiores de calcio fraturavam mais durante o processamento. Crespo et al. (2002)
também encontraram maior incidéncia de fraturas de fémures em perus adultos que
possuiam menores porcentagens de célcio. As quantidades relativas e propriedades
do mineral, matriz organica, determinam suas propriedades em termos de forca
mecanica. No entanto, Bruno et al. (2000) observaram que a alta temperatura de
criagdo reduziu o crescimento dos 0ssos longos, mas ndo afetou a resisténcia dos

0SSO0S a ruptura.

5. Conclusbes

A alta temperatura de incubacao associada ou ndo com injecao de vitamina C
pré-incubacdo ndo influenciou os efeitos da alta temperatura de criagdo sobre o
crescimento corporal dos frangos e de seus 0ssos da perna; todavia, associados,

aumentaram a densidade 6ssea independentemente da temperatura de criacao.

6. Referéncias bibliogréaficas

ABU-DIEYEH, Z. H. M.; Effect of high temperature per ser on growth performance of
broilers. International Journal of Poultry Science, v. 5, n. 1, p. 19-21, 2006.

ALMEIDA PAZ, I. C L. Problemas locomotores em frangos de corte: revisao. BioEng,
Campinas, v. 2, n. 3, p. 263-272, 2008b.

AMOROSO, L. Respostas densitométricas, morfofisiolégicas e desempenho de
frangos de corte tratados com &gua filtrada e nao filtrada. 2009. 91f. Tese
(Doutorado em Zootecnia) — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, 2009.



167

BARBOSA, A. A.; MORAES, G. H. K; TORRES, R. A; REIS, D. T. C;
RODRIGUES, C. S.; MULLER, E. S. Avaliacdo da qualidade 6ssea mediante
parametros morfométricos, bioquimicos e biomecanicos em frangos de corte.
Revista Brasileira de Zootecnia, v. 39, n. 4, p. 772-778, 2010.

BARREIRO, F. R.; AMARAL, L. A.; SHIMANO, A. C.; ALVA, J. C. R.; BARBOSA, J.
C.; BARALDI-ARTONI, S. M. Physiologic values of broiler femurs at different growth
phases using boné densitometry and bone breaking strength. International Journal of
Poultry Science, v.10, n.7, p.530-533, 2011.

BRUNO, L. D. G. Desenvolvimento 6sseo em frangos: influéncia da restricdo
alimentar e da temperatura ambiente. 2002. 77f. Tese (Doutorado em Zootecnia) -
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista,
“Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, 2002.

BRUNO, L. D. G.; FURLAN, R. L.; MALHEIROS, E. B.; MACARI, M. Influence of
early quantitative feed restriction on long bone growth at different environmental
temperatures in broilers chickens. British Poultry Science, v. 41, p. 389-394, 2000.
BUSHINSKY, D. A.; SESSLER, N. E. Critical role of bicarbonate in calcium release
from bone. American Journal of Physiology — Renal Physiology, v. 262, n. 3, p. 425-
431, 1992.

CRESPO, R.; STOVER, S. M.; SHIVAPRASAD, H. L.; CHIN, R. P. Microestructure
and mineral content of femora in male turkeys with and without fractures. Poultry
Science, v.81, p.1184-1190, 2002.

DIBNER, J. J.; RICHARDS, J. D.; KITCHELL, M. L.; QUIROZ, M. A. Metabolic
challenges and early bone development. Poultry Science, v. 16, n. 1, p. 126-137,
2007.

FARIA FILHO, D. E.; CAMPOS, D. M. B.; TORRES, K. A. A;; VIEIRA, B.S.; ROSA,
P.S.; VAZ, A. M.; MACARI, M.; FURLAN, R.L. Protein levels for eatexposed broilers:
performance, nutrients digestibility, and energy and protein metabolism. International
Journal of Poultry Science, v. 6, n. 3, p. 187-194, 2007.

FERNANDES, |. C. Fisiologia e Patogénese Ossea. 2005. Disponivel
em:http://www.hurnp.uel.br/farmaco/materias/greghi03.htm. Acesso em: 01 dez.
2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chin%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12211311

168

GERAERT, P. A.; PADILHA, J. C. F.; GUILLAUMIN, S. Metabolic and endocrine
changes induced by chronic heat exposure in broiler chickens: grow performance,
body composition and energy retention. British Journal of Nutrition, v. 75, n. 2, p.
195-204, 1996a.

GHONIM, A. I. A.; AWAD, A. L.; FATTOUH, M. H. A.; EL-SHHAT, A. M. Comparative
study of ascorbic acid treatment methods on hatchability traits and growth
performance of ducklings. Egypt Poultry Science, v. 29, p. 1085-1099, 2009.
GONZALES, E.; MENDOCA JR., C. X. Problemas locomotores em frangos de corte.
In: VII SIMPOSIO BRASIL SUL DE AVICULTURA. 79-94, 2006. Santa Catarina.
Anais... 2006.

KESTIN, S. C.; SU, G.; SORENSEN, P. Different commercial broiler crosses have
different susceptibilities to leg weakness. Poultry Science, v.78, p.1085-1090, 1999.
LEACH, R. M.; LILBURN, M. S. Current knowledge on the etiology of tibial
dyschondroplasy in the avian species. Poultry Science, v. 4, p. 57-65, 1993.
LEESON, S.; SUMMERS, J. D. Scott's nutrition of the chicken. 4.ed. Guelph:
University Books, 591p., 2001.

LEKSRISOMPONG, N.; ROMERO-SANCHEZ, H.; PLUMSTEAD, P. W.; BRANNAN,
K. E.; BRAKE, J. Broiler incubation. 1. Effect of elevated temperature during late
incubation on body weight and organs of chicks. Poultry Science, v. 86, p. 2685—
2691, 2007.

LOHAKARE, J. D.; RYU, M. H.; HAHN, T. W.; LEE, J. K.; CHAE, B. J. Effects of
supplemental ascorbic acid on the performance and immunity of commercial broilers.
Journal of Applied Poultry Research, v. 14, p. 10-19, 2005.

LOURENS, A.; BRAND, VAN DEN H.; HEETKAMP, M. J. W.; MEIJERHOF, R.;
KEMP, B. Effects of eggshell temperature and oxygen concentration on embryo
growth and metabolism during incubation. Poultry Science, v. 86, p. 2194-2199,
2007.

MAHMOUD, K. Z.; EDENS, F. W.; EISEN, E. J.; HAVENSTEIN, G. B. Ascorbic acid
decreases heat shock protein 70 and plasma corticosterone response in broilers
(Gallus gallus domesticus) subjected to cyclic heat stress. Compative Biochemistry
and Physiology, v. 137, p. 35-42, 2004.



169

MOHAMMED, K. A.; EL-BOGHDADY, A.; SOLIMAN, M. A. H.; ABD AL-GALIL, M. A;;
ABD AL-ALEEM, N. M. The effect of both pre-incubation dipping eggs in vitamin C
and cooling eggs during incubation period on embryonic and hatchability parameters
in two local chicken strains. Egypt Poultry Science, v. 31, n. 2, p. 379-392, 2011.
MOLENAAR, R.; ANKER VAN DEN, I.; MEIJERHOF, R.; KEMP, B.; BRAND VAN
DEN, H. Effect of eggshell temperature and oxygen concentration during incubation
on the developmental and physiological status of broiler hatchlings in the perinatal
period. Poultry Science, v. 90, p. 1257-1266, 2011.

MURAKAMI, A. E. Balanco eletrolitico da dieta e sua influéncia sobre o
desenvolvimento dos ossos de frangos. In: CONFERENCIA APINCO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA AVICOLAS, 2000, Campinas. Anais...Campinas, 2000. p. 33-61.
NAAS, I. A. Deficiéncias locomotoras em frangosde corte e bem-estar animal.
Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, Campinas, suplemento técnico, n. 2, 2008.
NOWACZEWSKI, S.; KONTECKA, H.; KRYSTIANIAK, S. Effect of in ovo injection of
vitamin C during incubation on hatchability of chickens and ducks. Folia Biologica
(Krakow), v. 60, p. 93-97, 2012.

OLIVEIRA, M. C.; ARANTES, U. M.; STRINGHINI, J. H. Efeito do balanco eletrolitico
da racao sobre parametros 6sseos e da cama de frango. Revista Biotemas, v. 23, n.
1, p. 203-209, 2010.

PARDUE, S. L.; THAXTON, J. P. Evidence for amelioration of steroid-mediated
immunosuppression by ascorbic acid. Poultry Science, v. 63, p. 1262-1268, 1984.
PARDUE, S. L.; THAXTON, J. P.; BRAKE, J. Role of ascorbic acid in chicks exposed
to high environmental temperature. Journal Applied Physiology, v. 58, p. 1511-1516,
1985.

PATIENCE, J. F. A review of the role of acid-base balance in amino acid nutrition.
Journal of Animal Sciences, v. 68, p. 398-408, 1990.

-PELICANO, E. R. L.; BERNAL, R. L.; FURLAN, R. L.; MALHEIRQOS, E. B.; MACARI,
M. Efeito da temperatura ambiente e da restricdo alimentar proteica ou energética
sobre o0 ganho de peso e o crescimento 0sseo de frangos de corte. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 57, n. 3, 353-360, 2005

PIRES, D. L.; SGAVIOLI, SARAH.; MALHEIROS, E. B.; BOLELI, I. C. Acido
ascorbico in ovo sobre a eclodibidade de ovos. In: 21° REUNION DE LA



170

ASOCIACION LATINOAMERICANA DE PRODUCCION ANIMAL — ALPA, 2011,
Montevideo, Uruguai. Anais... Montevideo, Uruguai, 2011.

REIS, D. T. C.; TORRES, R. A.; BARBOSA, A. A.; RODRIGUES, C. S.; MORAES,
G. H. K. Efeito de linhagem e sexo nas caracteristicas geométricas e biomecanicas
de tibias de frangos de corte. Acta Scientiarum Animal Sciences, v. 33, n. 1, p. 101-
108, 2011.

RIOND, J. L. Animal nutrition and acid-base balance. European Journal of Nutrition.
v. 40, p. 245-254, 2001.

ROSTAGNO, H. S.; ALBINO, L. F. T.; DONZELE, J. L.; GOMES, P. C.; OLIVEIRA,
R. F.; LOPES, D. C.; FERREIRA, A. S.; BARRETO, S. L. T.; EUCLIDES, R. F.
Tabelas brasileiras para aves e suinos: composicdo de alimentos e exigéncias
nutricionais. 3.ed. Vicosa, MG: Universidade Federal de Vigcosa, 2011. 252p.

SAHIN, K.; ONDERCI, M.; SAHIN, N.; BALCI, T. A.; GURSU, M. F.; JUTURU, V.;
KUCUK, O. Dietary arginine silicate inositol complex improves bone mineralization in
quail. Poultry Science, v. 85, n. 3, p. 486—492, 2006.

SAHIN, K.; SAHIN, N.; KUCUK, O. Effects of chromium and ascorbic acid
supplementation on growth, carcass traits, serum metabolities, and antioxidant status
of broiler chickens reared at a high environmental temperature (32°C). Nutrition
Research, v. 23, p. 225-238, 2003.

SAS Institute. SAS Proprietary Software Release 9.2. SAS Inst. Inc., Cary, NC, 2002.
SGAVIOLI S.; BORGES L. L.; ALMEIDA, DE V. R.; THIMOTHEO, M.; OLIVEIRA, DE
J. A.; BOLELI, I. C. Egg Injection of Ascorbic Acid Stimulates Leucocytosis and Cell
Proliferation in the Bursa of Fabricius International Journal of Poultry Science, v. 12,
2013b.

SGAVIOLI, S.; ALMEIDA DE V. R.; PRAES, M. F. F. M.; VICENTINI, T. I.; MATOS
JUNIOR, J. B.; MORITA, V. DE S.; MALHEIROS, E. B.; BOLELI, |. C. Effects of Intra-
Egg Injection of Vitamin C on the Eggshell Mineral Absorption, Embryo Mortality and
Hematological Variables in Chicks at Hot Incubation Temperature. International
Journal of Poultry Science, v. 12, 2013a.

SILVA, D. J.; QUEIROZ, A. C. Anélise de Alimentos: Métodos quimicos e biologicos.
3th rev. ed. Vigosa:UFV. 2002.



171

SIMONS, P. C. M.; HULAN, H. W.; TEUNIS, G. P. Effect of dietary cation-anion
balance on acid-base status and incidence of tibial discondroplasia of broiler
chickens. Nutrition Reports International, v. 35, n. 3, p. 591-600, 1987.

SKINNER, J. T.; BEASLEY, J. N.; WALDROUP, P. W. Effects of dietary amino acids
levels on bone development in broiler chickens. Poultry Science, v. 70, p. 941-946,
1991.

SULLIVAN, T. W. Skeletal problems in poultry: estimated annual cost and
descriptions. Poultry Science, v. 73, p. 941-946, 1994.

TAKITA, T. S. Efeito do gendtipo, do ambiente e da interagdo gendtipo x ambiente
na incidéncia de discondroplasia tibial em frangos de corte machos. Botucatu:
UNESP, 1998, 42p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas)- Instituto de
Biociéncias de Botucatu/Universidade Estadual Paulista, 1998.

TEETER, R. G.; SMITH, M. O.; MURRAY, E. Force feeding methodology and
equipment for poultry. Poultry Science, v. 63, n. 4, p.573-575, 1984.

THORNTON, P. A. Increased environmental temperature influences on ascorbic acid
activity in the domestic fowl. Federation Proceedings. v. 20, p. 210, 1961.

THORP, B. H.; WADDINGTON, D. Relationships between the boné pathologies, ash
and mineral content of long bones in 35-day- old broiler chickens. Research in
Veterinary Science, v. 62, n. 1, p. 67-73, 1997.

VARGAS, J. R.; ALBINO, L. F. T.; ROSTAGNO, H. S.; GOMES, P. C.; CARVALHO,
D. C. O.; CUPERTINO, E. S.; TOLEDO, R. S.; PINTO, R. Niveis nutricionais de
calcio e de fésforo disponivel para aves de reposi¢cdo leves e semipesadas de 13 a
20 semanas de idade. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, v. 33, n. 5, p. 1263-
1273, 2004.

VATHANA, S.; KANG, K.; LOAN, C. P.; Effect of vitamin C supplementation on
performance of broiler chickens in Cambodia. In: CONFERENCE ON
INTERNATIONAL AGRICULTURAL RESEARCH FOR DEVELOPMENT, 2002,
Witzenhausen. Proceedings... Witzenhausen, 2002. p.72-78.

VAZ, R. G. M. V. Nutrientes funcionais em ra¢des de frangos de corte mantidos em
ambiente de alta temperatura. 2006. 48f. Tese (Doutorado em Zootecnia) —

Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, 2006.



172

WAKKEL, K.; HOF, R. P.; ZANDSTRA, G.; DUCRO, B. J. Diphasic allometric growth
of some skeletal bones and the digestive tract in white leghorn pullets consuming ad
libitum and restricted diets. Poultry Science, v. 77, p. 826-833, 1998.

WINELAND, M. J.; MANN, K. M.; FAIRCHILD, B. D.; CHRISTENSEN, V. L. Effect of
different setter and hatcher temperatures upon the broiler embryo. Poultry Science, v.
79, p. 123 (Abstr.), 2000.

YALCIN, S.; OZKAN, S.; SETTAR, P.; TOLON, B. Influence of ambient temperature
and genotype on bone parameters and incidence of leg disorders of male and female
broilers. In: WORLD’S POULTRY CONGRESS, 1996, New Delhi, India.
Proceedings... New Delhi, India, 1996. v. I, p.577-80.

ZAKARIA, A. H.; AL-ANEZI, M. A. Effect of ascorbic acid and cooling during egg
incubation on hatchability, culling, mortality and the body weights of broiler chickens.
Poultry Science, v. 75, p. 1204-1209, 1996.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ducro%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9628530

173

CAPITULO 8 — EFEITOS DA INJECAO DE ACIDO ASCORBICO IN OVO E DO
ESTRESSE POR CALOR NA INCUBACAO E NA CRIACAO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - Os frangos respondem ao estresse por calor com mudancas
comportamentais utilizadas para tentar manter a normotermia. A manipulagédo
térmica intermitente durante a incubacéo tém-se atribuido a inducdo de adaptacéo
epigenética das aves ao estresse por calor na criacédo. Acido ascorbico (AA) tem
sido analisada quanto a exercer funcdo esti-estressora sobre aves criadas sob
condicdes de calor. O presente estudo analisou os efeitos do estresse continuo por
calor na incubacédo, com e sem injecao de AA intra ovo, sobre o comportamento de
frangos criados sob condicdes diferentes de temperatura. Ovos férteis de matrizes
de frangos de corte (Cobb®), foram utilizados em trés tratamentos durante a
incubacdo [sem injecdo de AA e incubados a 37,5°C; sem injecdo de AA e
incubados a 39°C e com injecao in ovo de AA pré-incubacédo (6ug/100ul de 4gua) e
incubados a 39°C], e trés temperaturas de criacao (fria, termoneutra e quente). Aves
foram filmadas com 7, 14 e 35 dias por uma hora, nos periodos da manha e tarde,
utilizando-se cameras de video, cujas imagens foram gravadas a cada um minuto.
Posteriormente, as imagens foram analisadas quanto a frequéncia dos
comportamentos a cada 1 minuto. Os frangos criados sob temperaturas fria e quente
de criacdo apresentaram comportamentos caracteristicos de estresse por frio e
calor, indicando que alta temperatura de incubacéo associada ou ndo com AA nao

foram efetivos em diminuir ou evitar os efeitos do estresse térmico na criagéo.

Palavras—chave: bem estar, estresse térmico, manipulacéo térmica, vitamina C.



174

1. Introducéo
Ao longo dos anos, a avicultura brasileira vem ocupando posicéao de destaque

no mercado agropecuario, com aumento da exportacdo e do consumo interno, em
paralelo a um vertiginoso aumento da tecnologia empregada no Pais, possibilitando
melhor qualidade do produto final (BESSEI, 2006). A selecdo genética para maior e
mais rapido crescimento muscular foi um dos fatores que possubilitou o crescimento
da avicultura. No entanto, alta taxa de crescimento gera alta producédo de calor, cuja
dissipagédo deve ocorrer para manutencdo da normotermia. Nesse contexto,
ambiente quente de criacdo se tornou fator limitante para o crescimento e
sobrevivéncia dos frangos. Para tentar manter a temperatura corporal, quando
expostos a calor, os frangos elicitam, entre outras coisas, uma série de
comportamentos que reduzem a producao e aumentam a perda de calor. Os frangos
reduzem consumo de racao e a atividade, aumentam a ingestdo de agua, ericam as
penas, esticam as asas, aumentam o fluxo sanguineo periférico (MACARI et al.,
2002). Adicionalmente, os frangos ofegam, mas isso leva a reducdo de CO,
sanguineo, gerando um estado de acidose respiratéria (MACARI et al., 2010) ao que
a ave responde com aumento de HCO3-, na tentativa de restabelecer o equilibrio de
pH sanguineo. Se ndo restabelecido, pode causar respiracdo fraca e irregular,
caimbras musculares e convulsdes e levar o animal & ébito.

Dentre as vérias praticas atualmente estudadas para amenizar os efeitos do
estresse por calor nas aves, estd 0 uso de aditivos nutricionais, como o AA, e a
manipulacdo da temperatura de incubacdo dos ovos visando desenvolver nos
embribes e/ou fetos o potencial de responder epigenéticamente a elevacdo da
temperatura ambiente na criacdo, possibilitando as aves menor sensibilidade ou
maior resisténcia ao calor (TZSCHENTKE & PLAGEMANN, 2006;
TZSCHENTKE, 2007). Pesquisas tém demonstrado que aves estressadas
necessitam de maior aporte de vitaminas e minerais (EL-BOUSHY, 1988; COELHO
& MCNAUGHTON, 1995; MILTENBURG, 1999). O &cido ascérbico (AA) tem se
mostrado efetivo em diminuir os efeitos do estresse térmico (MAHMOUD et al.,
2004), uma vez que temperaturas elevadas impedem a absor¢cédo de vitamina C,
reduzindo seus niveis no sangue e aumentando sua exigéncia (THORNTO, 1961;
BRIGGS et al., 1994). Estudos prévios tém analisado os efeitos da manipulagéo

térmica durante a incubacao sobre a resisténcia imunologica dos pintos (KIDD, 2004;
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YAHAYV et al., 2004; YACIN et al., 2005; YACIN et al., 2008, GHONIM te al., 2009;
SELIM et al., 2012), ou com a injecdo de AA in ovo (ZAKARIA & AL-ANEZI, 1996;
GHONIM et al.,, 2009; MOHAMMED et al., 2011; NOWACZEWSKI et al., 2012).
Todavia, faltam informacdes na literatura sobre o efeito da manipulacdo térmica da
incubacéo associada ou ndo com acido ascorbico (AA) sobre o comportamento das
aves durante a criacdo. O presente estudo verificou se a manipulacdo térmica
durante a incubacdo, em conjunto com a injecdo de AA antes da incubacao,
causariam uma adaptacao epigenética em frangos de corte submetidos a estresse
térmico durante a criacdo. Para isso, foi analisado o comportamento de frangos de
ovos incubados a 37,5°C, 39°C e 39°C+AA criados sob temperatura fria, termoneutra

e quente.

2. Material e métodos

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n° 7377/10), da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de
Jaboticabal.

Trés mil ovos férteis de frango de corte (Cobb®) (Globoaves, ltirapina, SP),
provenientes de matrizes com 47 semanas de idade, foram pesados e utilizados em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3,
com 3 tratamentos durante a incubacdo (sem injecdo e incubados a 37,5°C; sem
injecdo e incubados a 39°C e com injecao in ovo de 6% de &cido ascorbico (AA) pré-
incubacéo, em 100ul de &gua e incubados a 39°C), e 3 temperaturas de criacao (fria,
termoneutra e quente).

Foram utilizadas cinco incubadoras/tratamento, cada uma com 200 ovos,
sendo o peso médio dos ovos por repeticdo e tratamento de 67+2g. As incubadoras
(Premium Ecoldgica, IP200), com controle automatico de temperatura, umidade e
giro dos ovos a cada 2h, foram mantidas com 60% de umidade relativa até a
transferéncia e com 70% nos dois ultimos dias de incubacao.

A injecdo da solucdo foi realizada antes do inicio da incubagéo. Apds a
limpeza do local com etanol 100%, a casca dos ovos foi perfurada, com uma agulha
estéril (Injex, 13 x 0,38 (27,5 G1/2”)). A solugao com AA (Synth, 99% de pureza) foi
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injetada no albumen a, aproximadamente, 6 mm abaixo da casca. Os ovos foram
posicionados de modo horizontal, e a solucédo foi aplicada no polo mais findo do ovo
(contrario a camara de ar). Apos a injecéo, o orificio foi fechado com uma etiqueta de
identificacdo do tratamento e da repeticdo. O AA foi diluido em agua Mili-Q,
autoclavada, em ambiente escuro devido sua foto sensibilidade.

Para a fase de criagdo utilizaram-se 540 pintos de um dia de idade (Cobb®),
machos e fémeas, em trés camaras climaticas, com 15 parcelas/camara, 12 aves
por parcela, resultando em 5 repeticées por tratamento. Os pintos da linhagem Cobb
foram criados do 1° ao 42° dia de idade. Os pintos foram vacinados contra doencga
de Marek e Bouba Aviéria, e durante a criacdo contra Gumboro e Newcastle, de
acordo, com o programa de vacinacgao do Laboratério de Ciéncias Avicolas. Durante
todo o periodo experimental, as aves receberam agua e racdo a vontade. As racoes
foram a base de milho e farelo de soja (Tabela 1), reajustadas para as fases de
criagdo (1 a 21 dias), e final (22 a 42 dias de idade) atendendo as recomendagdes
de Rostagno et al. (2011). A densidade utilizada foram 5 aves/m?.
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Tabela 01 — Composicéo percentual e nutricional calculada das rac¢des, segundo as
fases de inicial (1-21 dias de idade) e crescimento (21-42 dias de idade).

Ingredientes (%) Inicial Crescimento
Milho 60,83 63,74
Farelo de soja 45% 35,15 29,79
Oleo soja - 3,12
Fosfato bicalcico 1,63 1,16
Calcario 0,84 0,76
Sal 0,42 0,44
L-Lisina HCL (78%) 0,25 0,21
DL-Metionina (99%) 0,29 0,23
L-Treonina 0,08 0,04
BHT 0,01 0,01
Suplemento vitaminico e mineral’ 0,50 0,50
TOTAL 100,00 100,00
Composigéao nutricional calculada

Proteina bruta (%) 21,27 18,86
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.883 3.121
Ca (%) 0,85 0,69
Na (%) 0,19 0,20
Fosforo disponivel (%) 0,42 0,32
Metionina + cistina dig. (%) 0,88 0,77
Metionina dig. (%) 0,56 0,49
Lisina dig. (%) 1,22 1,05
Treonina dig. (%) 0,79 0,68
Triptofano dig. (%) 0,24 0,21
Arginina dig. (%) 1,32 1,16

* Nutrientes por quilograma de racéo: fase de 1 a 21 dias de idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.l., Vit. E 25
U.l., Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6 3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Félico 0,57 mg, Biotina
0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Calcio 9,8 mg, Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05
g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75 mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,4 g, Promotor de
crescimento (bacitracina de zinco) 30 mg, (narasina+nicarbazina) 0,1g, Metionina 1,68g; Fase de 21 a 42 dias de
idade - Vit. A 7.000 U.l., Vit. D3 3.000 U.l., Vit. E 25 U.1,, Vit. K 0,98 mg, Vit. B1 1,78 mg, Vit. B2 9,6 mg, Vit. B6
3,5 mg, Vit. B12 10 pg, Acido Fdlico 0,57 mg, Biotina 0,16 mg, Niacina 34,5 mg, Pantotenato de Célcio 9,8 mg,
Cobre 0,12 g, Cobalto 0,02 mg, lodo 1,3 mg, Ferro 0,05 g, Manganés 0,07 g, Zinco 0,09 mg, Zinco Organico 6,75
mg, Selénio 0,27 mg, Colina 0,6 g, Promotor de crescimento (avilamicina) 7,5 mg, (monensina sédica) 0,1g,
Metionina 1,49.
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As variaveis analisadas foram as frequéncias de diferentes comportamentos
elicitados pelos frangos de corte durante as filmagens. Os diferentes tipos de
comportamentos foram agrupados em sete categorias conforme proposto por
PICOLI (2004): comportamento ingestivo (comendo e bebendo, CING), sendo
dividido em comportamento de ingestdo de agua (CIAGU) e comportamento de
ingestao de racao (CIRAC), comportamento de repouso (sentado, deitado, parado:
CREP), comportamento exploratorio (andando e ciscando: CEXP), comportamento
de conforto (esticando membros, batendo asas, banho de poeira e limpando penas:
CCON), comportamento agressivo (interacdes agonisticas e bicando penas: CAGR),
comportamento de dissipacéo de calor (CDC), caracterizado pelo comportamento de
abrir as asas, rente ao solo e/ou esticar a pena rente ao solo, como formas de troca
de calor por conducdo e de aquecimento (CAQ), caracterizado pelo agrupamento
das aves.

Para a avaliacdo do comportamento animal foram filmados 4 repeticdes por
tratamento. As observacgOes ocorreram, durante trés dias (7, 14 e 35 dias de idade),
nos seguintes horarios: 8h as 9h (periodo da manhd), e 17h as 18h (periodo da
tarde). Em cada horario foram realizados 60 registros de comportamento, espacados
a cada 1 minuto. Isso totaliza 120 registros em cada parcela por dia de observacao.
As imagens foram registradas por cameras de video instaladas no teto da camara
climatica que, por sua vez, eram ligadas a um microcomputador equipado com placa
de captura de imagens. As imagens, gravadas a cada um minuto, de acordo com
Alves (2012) foram analisadas quanto a frequéncia dos comportamentos descritos

anteriormente.

Analise Estatistica

Para as variaveis: comportamento ingestivo (comendo e bebendo, CING),
comportamento ingestivo de agua (bebendo, CIAGU), comportamento ingestivo de
racdo (comendo, CIRAC), comportamento de repouso (sentado, deitado, parado:
CREP), comportamento exploratério (andando e ciscando: CEXP), comportamento
de conforto (esticando membros, batendo asas, banho de poeira e limpando penas:
CCON), os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS ® (SAS Institute, 2002), segundo um
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delineamento inteiramente casualizado em parcela subdividida no tempo (“Split Plot
in Time”), sendo considerados como tratamentos principais o0s tratamentos na
incubacdo e as temperaturas de incubacdo e como secundario as datas de
observacdo e os periodos. Em caso de efeito significativo, a uma probabilidade de
5%, as andlises dos dados foram realizadas aplicando-se o teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey.

Para as demais variaveis: comportamento agressivo (interacdes agonisticas e
bicando penas: CAGR), comportamento de dissipacdo de calor (CDC) e de

aquecimento (CAQ), realizou-se uma analise descritiva dos resultados.

3. Resultados

Nenhum dos comportamentos analisados (CING, CIAGU, CIRAC, CREP,
CEXP, CCON) tiveram suas frequéncias influenciadas significativamente (p>0,05)
pelos tratamentos de incubacéo, as quais foram de 21,39; 10,84; 10,55; 66,02; 9,30;
2,70; 0,05; 0,40 e 0,14 %, respectivamente.

Houve efeito significativo (P<0,05) da idade e dos periodos de avaliacao para
o comportamento ingestivo (CING) (Tabela 2), cuja frequéncia diminuiu com a idade
(Figura 1). E foi maior pela manha do que a tarde (Figura 2).

Analisadas, separadamente, a frequéncia dos comportamentos de ingestao
de agua (CIAGU) e racdo (CIRAC), verifica-se que houve interacao significativa
(p<0,05) entre temperatura de criacdo e idade e entre Idade e periodo de avaliacao
para CIAGU (Tabela 2). Como mostrado na Figura 3, ocorreu diminuicdo na
frequéncia do CIAGU com a idade apenas nos frangos criados sob temperatura fria.
Apenas aos 35 dias de idade, houve diferenca na frequéncia desse compostamento
entre as vaes criadas sob as diferentes temperaturas, sendo que as aves criadas
sob temperatura quente CIAGU com maior frequéncia do que as criadas sob
temperatura termoneutra. A Figura 4 mostra que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) na frequéncia do CIAGU das aves no periodo da tarde entre as idades, mas
gue a frequéncia do CIAGU pela manha foi maior aos 7 dias de idade do que aos 14
e 35 dias. A frequéncia do CIRAC foi influenciada significativamente (p<0,05) pela
interacdo entre temperatura de criacdo e periodo de avaliacdo e entre idade e

periodo de avaliacdo (Tabela 2). Ndo houve diferenca na frequéncia do CIRAC a
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tarde entre os frangos criados nas diferentes temperaturas de criagdo, mas a
frequéncia do CIRAC no periodo da manhé& foi menor sob temperatura quente de
criacdo do que sob temperatura fri e termoneutra, sob as quais a frequéncia do
CIRAC néo diferiu (Tabela 5). A frequéncia do CIRAC no periodo da tarde néo foi
alterarada pela idade, porém sua frequéncia a tarde diminuiu com o aumento da
idade (Tabela 8).

A frequéncia do comportamento de repouso foi influenciada significativamente
(p<0,05) pelo periodo de avaliacdo e pela interacdo entre as idades e as
temperaturas de criacdo (Tabela 2). O comportamento de repouso foi mais
frequente a tarde do que pela manha (Figura 7). Além disso (Figura 8), nas aves
criadas sob temperatura fria, o comportamento de repouso foi elicitado com maior
frequéncia aos 35 do que aos 7 e 14 dias de idade, entre as quais as frequéncia
desse comportamento foram similares. Aves criadas sob temperatura termoneutra e
as criadas sob temperatura quente aumentaram a frequéncia do comportamento de
repouso de 7 para 14 dias e mantiveram a frequéncia do mesmo de 14 para 35 dias
de idade.

Com relacdo ao comportamento exploratério (Tabela 2), houve interacao
significativa (P<0,05) entre temperaturas de criagdo e idades, temperaturas de
criacdo e periodos analisados, e idade e periodo de avaliagdo. De acordo com a
Figura 9, aves criadas sob temperatura fria mantiveram a frequéncia do
compostamento exploratério até os 14 dias de idade, mas a diminuiram aos 35 dias.
Aves criadas sob temperatura termoneutra diminuiram a frequéncia de
cormportamento exploratério de 7 para 14 dias de idade, e mantiveram a frequéncia
de 14 para 35 dias. Aves criadas sob temperatura quente, por sua vez, diminuiram a
frequéncia de comportamento exploratério com o aumento da idade. A Figura 9
também mostra que ocorreu diferenca na frequéncia do comportamento exploratério
entre as aves criadas sob diferentes temperaturas de criacdo aos 7 e 14 dias de
idade. Aos 7 dias, o comportamento exploratério foi realizado com maior frequéncia
pelas aves criadas sob temperatura quente do que fria. Aos 14 dias, aves criadas
sob temperatura fria apresentaram com maior frequéncia esse comportamento do
gue as aves criadas sob temperatura termoneutra. De acordo com os dados da

Tabela 10, aves criadas sob temperatura fria e quente apresentaram o
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comportamento exploratério com maior frequéncia pela manhd do que a tarde,
enquanto que as aves criadas sob temperatura termoneutra apresentaram com
mesma frequéncia esse comportamento pela manha e a tarde. Além disso, pela
manha, aves criadas sob temperatura fria e quente apresentam com mesma
frequéncia o comportamento exploratorio, mas com frequéncia maior do que as aves
criadas sob temperatura termoneutra. A frequéncia com que as aves elicitam o
comportamento exploratério a tarde nao foi alterao pela temperatura de criacdo. Na
Tabela 11 é possivel verificar que, em todas as idades, o comportamento
exploratorio é realizado com maior frequéncia pela manha do que a tarde, bem como
que a frequéncia do comprotamento exploratério pela manha diminuiu com o
aumento da idade e que a tarde ele foi menor nas aves com 35 dias de idade.

Para o comportamento de conforto (Tabela 2), houve interacdo significativa
(p<0,05) entre as temperaturas de criacdo e os periodos de avaliacdo e entre as
idades e periodos de avaliagdo. A Figura 12 mostra que o comportamento de
conforto foram elicitados pelas aves criadas sob temperatura fria e termoneutra com
igual frequéncia pela manha e tarde, mas que as aves criadas sob temperatura
quente elicitaram esse comportamento com mais frequéncia pela manha.
Adicionalmente, a frequéncia do comportamento de conforto foi influenciada pelas
temperaturas de criacdo apenas pela manhad. Aves criadas sob temperatura
termoneutra e quente ndo diferiram na frequéncia com que elicitaram esse
comportamento pela manhd, mas o fizeram com maior frequéncia do que as aves
criadas na temperatura fria. Como mostrado na Figura 13, apenas aos 14 dias de
idade ocorreu diferenca na frequéncia do comportamento de conforto entre os
periodos de avaliacdo, que foi maior a tarde do que pela manha. No periodo da
manhad, mas ndo no periodo da tarde, ocorreu diferenca na frequéncia desse
comportamento entre as idades. As aves aumentaram a frequéncia do
comportamento de conforto de 7 para 14 dias e mantiveram sua frequéncia até os
35 dias.
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Tabela 02 — Efeitos dos tratamentos na incubacao (TI), das temperaturas na criacdo

(TC), da idade (ID) e dos periodos de avaliagdo (PA), sobre o
comportamento de frangos de corte.

CING CIAGU CIRAC CREP CEXP CCON
Tl 0,5984 0,7778 0,6848 0,7856 0,7548 0,5982
TC 0,9579 0,0095 0,2556 0,6453 0,0310*  0,4445
ID 0,0002* 0,0026 <0,0001 <0,0001* <0,0001* 0,0363*
PA 0,0005* <0,0001  <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0667
TIXTC 0,3217 0,6464 0,2038 0,7493 0,1569 0,9043
TIxID 0,5742 0,6252 0,1425 0,5796 0,7847 0,5453
TI x PA 0,5231 0,4672 0,3242 0,7407 0,8687 0,0516
TCxID 0,2951 0,0013* 0,0515 0,0045* <0,0001* 0,9313
TC x PA 0,4247 0,7562 0,0321 0,7450 0,0125* <0,0001*
ID x PA 0,1779 <0,0001* <0,0001* 0,1150 <0,0001* <0,0001*
CV (%) 25,03 32,34 22,71 10,33 38,34 52,22

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. CING: comportamento ingestivo; CIAGUA:
comportamento ingestivo de &gua; CIRAC: comportamento ingestivo de racdo, CREP:

comportamento de repouso; CEXP: comportamento exploratério e CCON: comportamento de
conforto.
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Figura 01. Comportamento ingestivo (%) de frangos de corte com 7, 14 e 35 dias de

idade. a-c: médias com letras distintas diferem significativamente
(P<0,05).
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Figura 02. Comportamento ingestivo (%) de frangos de corte nos periodos da manha
e da tarde. a-b: médias com letras distintas diferem significativamente

(P<0,05).
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Figura 03. Comportamento ingestivo de agua (%) de frangos de corte com 7, 14 e 35
dias de idade, nas diferentes temperaturas de criacdo. A-B; a-b: médias
com letras distintas maiusculas e minUsculas diferem significativamente
entre as temperaturas de criacao e os dias respectivamente (P<0,05).
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Figura 04. Comportamento ingestivo de agua (%) de frangos de corte nos periodos
da manh& e da tarde com 7, 14 e 35 dias de idade. A-B; a-b: médias
com letras distintas maiusculas e minusculas diferem significativamente
entre os dias e os periodos respectivamente (P<0,05).
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Figura 05. Comportamento ingestivo de racédo (%) de frangos de corte nos periodos
da manh& e da tarde, nas diferentes temperaturas de criacdo. A-B; a-b:
médias com letras distintas mailsculas e mindsculas diferem
significativamente entre as temperaturas de criagdo e o0s periodos
respectivamente (P<0,05).
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Figura 06. Comportamento ingestivo de racéo (%) de frangos de corte nos periodos
da manhé e da tarde com 7, 14 e 35 dias de idade. A-B; a-b: médias
com letras distintas maiusculas e minusculas diferem significativamente
entre os dias e os periodos respectivamente (P<0,05).
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Figura 07. Comportamento de repouso (%) de frangos de corte nos periodos da
manhd e da tarde. a-b: médias com letras distintas diferem
significativamente (P<0,05).
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Figura 08. Comportamento de repouso (%) de frangos de corte com 7, 14 e 35 dias
de idade, nas diferentes temperaturas de criacdo. A-B; a-b: médias com
letras distintas mailusculas e minusculas diferem significativamente entre
as temperaturas de criacao e os dias respectivamente (P<0,05).
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Figura 09. Comportamento exploratorio de frangos de corte (%) com 7, 14 e 35 dias
de idade, nas diferentes temperaturas de criacdo. A-B; a-b: médias com
letras distintas mailsculas e minasculas diferem significativamente entre
as temperaturas de criacao e os dias respectivamente (P<0,05).
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Figura 10. Comportamento exploratorio (%) de frangos de corte nos periodos da
manhé& e da tarde, nas diferentes temperaturas de criagdo. A-B; a-b:
médias com letras distintas maiusculas e mindsculas diferem
significativamente entre as temperaturas de criagdo e o0s periodos
respectivamente (P<0,05).
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Figura 11. Comportamento exploratorio (%) de frangos de corte nos periodos da
manha e da tarde com 7, 14 e 35 dias de idade. A-B; a-b: médias com
letras distintas mailsculas e minasculas diferem significativamente entre
os dias e os periodos respectivamente (P<0,05).
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Figura 12. Comportamento de conforto (%) de frangos de corte nos periodos da
manha e da tarde, nas diferentes temperaturas de criacdo. A-B; a-b:
médias com letras distintas mailusculas e mindsculas diferem
significativamente entre as temperaturas de criagdo e o0s periodos
respectivamente (P<0,05).
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Figura 13. Comportamento de conforto (%) de frangos de corte nos periodos da
manhé e da tarde com 7, 14 e 35 dias de idade. A-B; a-b: médias com
letras distintas mailsculas e minasculas diferem significativamente entre
os dias e os periodos respectivamente (P<0,05).

De uma maneira geral, as aves ndo expressaram o comportamento de

agressividade. Com relacdo ao comportamento de dissipacdo de calor e de
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aguecimento (Figura 14), eles foram expressos com maior frequéncia aos 35 e 7

dias de idade, respectivamente
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Figura 14. Comportamento de dissipacdo de calor (CDC) e de aquecimento (CAQ)
(%) de frangos de corte com 7, 14 e 35 dias de idade.

4. Discusséo

Temperaturas que se afastam do conforto térmico desencadeiam nas aves
respostas fisiologicas que as auxiliam no restabelecimento da normotermia e dos
processos fisiolégicos. Tais respostas envolvem, entre outras coisas, alteragcfes
comportamentais que possibilitam diminuir a produ¢do e aumentar a perda de calor
em ambiente quente ou aumentar a producdo e diminuir a perda de calor sob
ambiente frio. Sob condi¢cées de calor, os frangos diminuem consumo de racéo e
aumentam a ingestdo de agua, diminuem atividade, ericam as penas, aumentam
circulacdo sanguinea periférica e ofegacdo (MACARI et al., 2000). O inverso ocorre
guando as aves estdo sob ambiente frio.

Os dados do presente estudo mostraram que alta temperatura de incubacao
associada ou ndo com AA nao influenciou a frequéncias dos comportamentos de
ingestdo de agua, racdo, repouso, conforto, exploracdo, dissipacdo de calor e
aguecimento, indicando que os mesmos nao foram efetivos em minimizar ou evitar
os efeitos do estresse por frio ou calor. Contudo, diferentemente, efeitos positivos da
alta temperatura associada ou ndo com o AA tenham sido registrados para disturbios
da hemodinamica (Cap. 6) e caracteristicas 0sseas da perna (Cap. 7). Todavia,
nossos dados registram alteragdes nas frequéncias desses comportamentos entre

temperaturas de criacdo, idades e periodo do dia.
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No que se refere a alteracbes de comportamento frente a alteragbes da
temperatura ambiente, comparado aos frangos criados sob condi¢cdes termoneutras,
os dados do presente estudo mostram que frangos criados sob temperatura fria
diminuiram o consumo de dgua com o aumento da idade, ndo alteraram o consumo
de racdo, diminuiu a atividade (traduzida por aumento na frequéncia do
comportamentos de repouso e diminuicdo na frequéncia do comportamento
exploratorio) apenas com 35 dias, apresentam com menos frequéncia
comportamento de conforto pela manha; enquanto que os frangos criados sob
temperatura quente ingeriram agua com maior frequéncia apenas os 35 dias de
idade, diminuiram o consumo de racéo realizado pela manha, diminuiram a atividade
a partir dos 14 dias. Ambos, contudo, exploraram mais o ambiente de criacdo pela
manha. Tais dados mostram que frangos criados sob ambiente quente diminuem
sua atividade de consumo de ragéo, repouso e exploracdo em idade anterior & das
aves criadas sob temperatura fria. Em condi¢cdes de estresse térmico as aves
diminuem consumo de racdo e seu ritmo de atividade, passando a ficarem paradas
por mais tempo, na tentativa de minimizar a producéo de calor corporal; trata-se de
um mecanismo de defesa das aves uma vez que, ficando paradas, gastam menos
energia (SEVEGNANI et al.,, 2005; BARBOSA FILHO et al., 2007) e produzem
menos calor. Segundo Barbosa Filho et al. (2007), o comportamento de repouso das
aves em condi¢cBes de estresse térmico aumenta o tempo de contato da ave com a
cama ou o solo, que certamente estariam a uma temperatura inferior a do corpo do
animal, favorecendo a troca de calor por conducdo. Assim, a maior frequéncia de
repouso das aves aos 35 dias de idade, quando criadas em temperatura quente,
pode estar relacionado com dissipacéo de calor dos frangos para o chdo dos boxes.
A reducdo na atividade das aves com a idade, independentemente da temperatura
de criacéo, pode estar relacionada com o alto consumo de ragéao, alto metabolismo e
presenca de sistema 0sseo jovem, bem como 0ssos da perna menos resistente uma
vez que temperatura quente de criagdo diminuiu a forca maxima de quebra dos
fémures e tibias (Cap. 7). Em condi¢cdes de estresse calérico o consumo de agua
esta diretamente relacionado ao aumento da demanda de agua destinada ao
processo de perda de calor por meios evaporativos. Nessas condi¢cdes, o alto calor

especifico da agua faz com que ela atue como “tampao”, fazendo com que a tem-
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peratura corporal permaneca constante, frente a flutuacéo ocorrida na temperatura
ambiente (MOURA, 2001). No presente estudo, a ingestao de agua esta foi contraria
a ingestao de racdo, com maior ingestdo no periodo da tarde, e maior ingestdo com
0 passar da idade, além disso, pela necessidade de refrigerar o organismo, quanto
mais quente e Umido e quanto mais velha a ave, maior foi o tempo gasto na ingestao
de agua. Tais dados corroboraram os encontrados por Pereira et al. (2002). De
acordo com o organismo das aves tem adaptacfes especificas em consonancia com
as alteracOes cardiorrespiratorias e metabdlicas ante o estresse calorico (MACARI,
1996). Nesse contexto, 0 aumento na ingestdo de agua tem a fungéo de refrigerar o
organismo e diminuir a desidratacdo causada pela perda de calor por via respiratoria
Sevegnani et al. (2005) e Pereira et al. (2005). Essas modificacfes estdo associadas
a restabelecer a agua corporal perdida na tentativa de manter o resfriamento
evaporativo e manter o volume sanguineo, para suportar o aumento no débito
cardiaco induzido pela vasodilatacao periférica no calor. Os estimulos da luz e da
temperatura ambiental podem controlar o horario de realizacdo do banho das aves,
bem como sua ocorréncia ou ndo (HOGAN & BOXEL, 1993; APPLEBY & HUGHES,
1991). Como citado anteriormente, este comportamento teve maior expressao
durante o periodo da manhd, independente da temperatura de criacdo e foi
observado com maior frequéncia aos 14 e 35 dias de idade, periodo este onde as
tiveram menor ingestdo de racdo e/ou agua. Chama a atencdo que os valores de
frequéncia registrados sdo muito semelhantes aos apresentados por Picolli (2004)
na avaliacdo do desempenho e comportamento de frangos de corte criados em
regime semi-confinado, 0 que em parte pode estar explicado pela densidade
utilizada, bem menor que a dos sistemas comerciais.

Os resultados do presente estudo mostraram que frangos apresentaram o
comportamento de ingestdo (dgua+racdo) com maior frequéncia pela manha e
diminuiram a frequéncia de ingestdo ao longo da idade. Analise separada da
frequéncia de ingestdo de agua e racdo mostrou que, isso foi relacionado com a
frequéncia do consumo de ragdo, o qual foi realizado com maior frequéncia pela
manha, periodo no qual a frequéncia desse comportamento diminui com a idade. A
ingestdo de ragdo com menor frequéncia a tarde ocorreu simultaneamente com a

maior frequéncia de repouso e menor frequéncia do comportamento exploratorio.
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Maior ingestao de ragdo ocorreu durante o periodo da manha também foi observado
por Barbosa Filho et al. (2007). Em conjunto as frequéncias desses comportamentos
indicam maior atividade das aves pela manhd do que a tarde, o que parece ser
representativo do comportamento elicitado diariamente em funcdo das variacdes
circadianas das condicdes térmicas. Esse biorritmo parece estar ligado
principalmente ao fotoperiodo que, neste trabalho, foi de 16 horas de luz e 8 horas
de escuro, sendo o periodo de luz dentro da camara compreendido entre o horario
das 8 as 24 h. Aumento na frequéncia de repouso com a idade também foi
observado por Borges et al. (2009). Nossos dados também concordam com os de
Rosa et al. (2002) e Sevegnani et al. (2005), que também registraram menor
ingestdo de racdo por aves mais velhas. A reducdo na frequéncia de ingestdo de
racdo com a idade, todavia, deve ser vista com cautela, haja vista que o consumo de
racdo aumentou com a idade (Cap. 5). Assim, embora a frequéncia de ingestao de
racao tenha diminuido, o tempo de consumo ou sua ingestdo deve ter aumentado.
Ainda de acordo com nossos dados, a frangos diminuiram a frequéncia do
comportamento de aquecimento com a idade, e aumentaram os de dissipacdo de
calor. Tais dados devem ser resultantes do alto ganho de peso das aves no periodo
(Cap. 5). Eles sédo muito importantes, pois mostram que os frangos estao utilizando-
se de mecanismos comportamentias para manter sua normotermia, ou seja, que 0s
frangos ndo se encontram em conforto térmico.

Com relacdo a bicagem agressiva, as aves do estudo ndo apresentaram
incidéncia significativa deste comportamento, relacionado a condicdo de se
estabelecer dominancia ou um nivel de hierarquia no grupo ou, ainda, pelas
condicBes de estresse provocadas pelo médulo de producao, caracterizando-se por
bicadas rapidas e fortes em locais como a crista e outras partes da cabeca
(BARBOSA FILHO et al., 2007). O mesmo ocorreu para 0 comportamento de
aquecimento, jA que mesmo as aves criadas em temperatura fria, na primeira
semana de criacdo, tiveram uma temperatura semelhante as criadas em temperatura
termoneutra. A maior frequéncia de dissipacdo por calor aos 35 dias pelas aves
criadas em ambas as temperaturas, indica que mesmo as aves criadas em
temperatura fria estavam sob estresse por calor. Durante o estresse térmico, as aves

alteraram seu comportamento para auxiliar na manutencéo da temperatura corporal
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e manter-se dentro de limites normais. Ajustes de comportamento podem ocorrer

rapidamente e a um custo menor que os ajustes fisiolégicos (PEREIRA et al., 2005).

5. Conclusbes

Os frangos criados sob temperaturas fria e quente de criacdo apresentaram
comportamentos caracteristicos de estresse por frio e calor, indicando que alta
temperatura de incubacéo associada ou ndo com AA nao foram efetivos em diminuir

ou evitar os efeitos do estresse térmico na criacao.
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