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Impacto potencial desta pesquisa

Dada a importancia econdmica da avicultura de postura, e tendo em vista o impacto do
estresse por calor sobre a producdo e bem-estar das aves, conhecer 0 processo adaptativo de
poedeiras se torna importante para projeto de instalagdes e sistemas de climatizagcdo adequados para
esses animais. Estudos avaliando os parametros sanguineos, as alteracdes bioldgicas, o desempenho
produtivo e a qualidade de ovos de galinhas poedeiras sob estresse por calor contribuem para a
nossa compreensao de como esse tipo de organismo responde aos desafios, quais sdo 0s mecanismos
adotados e em quanto tempo observamos uma adaptacdo consistente ao ambiente. Nosso estudo
mostrou que a estratégia de adaptacdo foi diferente entre as linhagens, porém com tempos de
resposta semelhantes, mostrando que esses estimulos interferem a nivel biolégico desencadeando
alteracOes que moldam a capacidade do individuo em interagir com o meio ambiente. Esta pesquisa
contribui para futuros estudos que visam esclarecer os mecanismos adaptativos das galinhas

poedeiras, possibilitando diferenciar linhagens de poedeiras a partir da resposta adaptativa.



Potential impact of this research

Given the economic importance of laying poultry farming, and taking into account the
impact of heat stress on the production and well-being of birds, knowing the adaptive process of
laying hens becomes important for designing facilities and air conditioning systems suitable for
these animals. . Studies evaluating blood parameters, biological changes, productive performance
and egg quality of laying hens under heat stress contribute to our understanding of how this type of
organism responds to challenges, what mechanisms are adopted and how long we observe
consistent adaptation to the environment. Our study showed that the adaptation strategy was
different between the lineages, but with similar response times, showing that these stimuli interfere
at a biological level, triggering changes that shape the individual's ability to interact with the
environment. This research contributes to future studies that aim to clarify the adaptive mechanisms
of laying hens, making it possible to differentiate laying hen lineages based on the adaptive

response.
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RESUMO

As aves sdo animais sensiveis as altas temperaturas e seu organismo rapidamente passa por
mudancas para manter o equilibrio fisiologico e se adaptarem as novas condi¢des. Assim, 0
objetivo dessa pesquisa foi estudar as alteracGes fisioldgicas e bioldgicas de galinhas poedeiras
submetidas a estresse por calor, resultantes dos mecanismos de compensagdo para a
manutencdo da homeostase, e avaliar 0 tempo necessario para adaptacdo das aves ao novo
ambiente térmico. O experimento foi realizado em duas camaras climaticas com 192 aves, 96
Dekalb White e 96 Dekalb Brown, e foi repetido duas vezes em ciclos de 28 dias. Na primeira
repeticdo, as aves estavam com 34 semanas de idade e, na segunda, com 45 semanas de idade.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 2x2, sendo dois
tratamentos de temperatura (Estresse por calor e Conforto) e duas linhagens, e em parcelas
subdivididas. Semanalmente, foi aferido o peso, a temperatura retal, coletado amostras de
sangue para analise de hemograma completo e conteddo de metilacdo global do DNA. A
producdo de ovos foi contabilizada diariamente e 0s ovos dos primeiros e ultimos trés dias de
cada repeticdo tiveram sua qualidade analisada. Os resultados mostraram que a producéo de
ambas as linhagens teve gqueda acentuada durante a primeira semana de estresse térmico,
recuperando a producdo a partir da segunda semana, sendo que para a linhagem Dekalb White
a viabilidade equiparou ao patamar de conforto, e a linhagem Brown permaneceu cerca de 10%
inferior. O estresse por calor elevou a temperatura corporal, e reduziu 0 consumo de racao, o
peso das aves e 0 peso do ovo em ambas as linhagens. A qualidade da casca piorou para a
linhagem Dekalb White. O estresse elevou o cloro, mas ndo afetou os demais parametros
sanguineos avaliados. Aos 28 dias de experimento, a linhagem Dekalb Brown apresentou niveis
maiores de leucdcitos e hematdcrito e menor concentracdo de cloro e sodio quando comparada
a linhagem Dekalb White. Os niveis de leucdcitos, proteina plasmatica, sddio e calcio idnico
permaneceram acima dos valores de referéncia para as duas linhagens. Nao houve diferenca no
conteddo da metilacdo global entre os tratamentos de temperatura, mas apresentou diferenca
significativa entre as linhagens aos 28 dias de experimento. Conclui-se que as estratégias de
adaptacdo foram distintas entre as linhagens, com indicios de que o processo adaptativo das
poedeiras pode ocorrer na primeira semana ao estimulo por calor, e com possibilidade de
manutencdo da producéo e da qualidade dos ovos a partir da segunda semana. Os parametros
sanguineos comprovaram que as poedeiras estudadas nesse trabalho foram resistentes ao
desafio ambiental proposto, demonstrando capacidade fisioldgica e bioldgica necessaria para a
adaptacao ao estresse por calor crénico.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Ambiéncia. Epigenética. Hemograma. Qualidade de ovos.



BORELI, Fernanda Paes de Oliveira. Effect of heat stress on the performance and
physiological parameters of laying hens. 2024. 110p. Doctoral dissertation (Doctorate in
Agribusiness and Development — Agribusiness and Development Program) School of Sciences
and Engineering, S&o Paulo State University (UNESP), Tupd, 2024.

ABSTRACT

Birds are animals sensitive to high temperatures and their bodies quickly undergo changes to
maintain physiological balance and adapt to new conditions. Thus, the objective of this research
was to study the physiological and biological changes in laying hens subjected to heat stress,
resulting from compensation mechanisms for maintaining homeostasis, and to evaluate the time
required for the hens to adapt to the new thermal environment. The experiment was carried out
in two climate chambers with 192 hens, 96 Dekalb White and 96 Dekalb Brown, and was
repeated twice in cycles of 28 days. In the first repetition, the hens were 34 weeks old and, in
the second, 45 weeks old. The experimental design was in randomized blocks, in a 2x2 factorial
scheme, with two temperature treatments (Heat Stress and Comfort) and two strains, and in
split plots. Weight and rectal temperature were measured weekly and blood samples were
collected for complete blood count and DNA methylation analysis. Egg production was
registered daily and eggs from the first and last three days of each repetition had their quality
analyzed. The results showed that the production of both strains had a sharp drop during the
first week of heat stress, with production recovering from the second week onwards, with the
Dekalb White line viability being equal to the comfort level, and the Brown line remaining
around 10% lower. Heat stress increased body temperature and reduced feed intake, hen weight
and egg weight in both strains. Eggshell quality worsened for the Dekalb White strain. Stress
increased chlorine but did not affect the other blood parameters evaluated. At 28 days of
experiment, the Dekalb Brown strain showed higher levels of leukocytes and hematocrit and
lower concentrations of chlorine and sodium when compared to the Dekalb White strain. Levels
of leukocytes, plasma protein, sodium and ionic calcium remained above reference values for
both strains. There was no difference in methylation between temperature treatments, but there
was a significant difference between strains at 28 days of experiment. It is concluded that the
adaptation strategies were different between the strains, with evidence that the adaptive process
of layers can occur in the first week to heat stimulation, and with the possibility of maintaining
production and egg quality from the second week onwards. Blood parameters proved that the
layers studied in this work were resistant to the proposed environmental challenge,
demonstrating the physiological and biological capacity necessary for adaptation to chronic
heat stress.

Keywords: Acclimatization. Ambience. Epigenetics. Blood count. Egg quality.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO
1.1 Enunciado do Problema

O Brasil é o quinto maior produtor de ovos do mundo, atingindo 52,447 bilhGes de
unidades de ovos em 2023, crescimento de mais de 316% desde 1997. O aumento produtivo
condiz com a demanda, considerando o consumo de 242 unidades de ovos per capita por ano
no pais. O Estado de Sdo Paulo compreendeu o maior valor em alojamento de pintainhas em
2023, com 29%, indicando seu destaque na producdo de ovos do pais. Do total produzido no
Brasil, apenas 1% € exportado, quantia que atende 86 paises, demonstrando sua importancia
mundial (ABPA, 2024).

A cadeia produtiva avicola é consolidada no mercado, estando em constante
avanco. Contudo, enfrenta desafios relativos as mudangas climéticas, como o aumento da
frequéncia e intensidade de eventos extremos que afetam os sistemas de producdo animal.
Segundo previsbes do Painel Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas, estima-se que
haja aumento da temperatura média na regido intertropical brasileira, afetando sistemas de
producdo de diversas espécies de animais (Paital et al., 2016; Lamarca et al., 2018). O estresse
térmico, causado por ondas de calor, é a principal preocupacdo da avicultura tropical e
subtropical.

As aves sdo muito sensiveis a alteracBes na rotina, destacando-se a elevada
temperatura, pois dispdem de menos recursos para combater os efeitos do estresse térmico
quando comparadas com outros animais (Nawaz et al., 2021). As galinhas apresentam
temperatura corporal interna de aproximadamente, 41 °C e auséncia de glandulas sudoriparas,
guando comparadas com outros animais homeotermos, dependendo de diferentes mecanismos
fisioldgicos para manter a homeostase. A eficiéncia da resposta do organismo frente a altas
temperaturas dependera da intensidade e da duracdo da exposi¢do (Koutsos & Klasing, 2014;
Abo Ghanima et al., 2020; Aduasiamah et al., 2021).

Durante o estresse, a prioridade é a manutencdo do funcionamento do organismo.
Por isso, as respostas do corpo envolvem mecanismos compensatérios de sobrevivéncia,
incluindo alteracdes morfoldgicas, anatbmicas, fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais do
animal (Afsal et al., 2018; Nawaz et al., 2021). Nesse processo, ha impacto econdmico no

sistema, pois afeta negativamente o desempenho, a reproducéo, o bem-estar e 0 comportamento
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das aves, levando a problemas que incluem a reducéo do consumo de racdo, da eclodibilidade,
da producdo e da qualidade dos ovos (Saeed et al., 2019; Yousaf et al., 2019). Quando os
mecanismos de termorregulacdo ndo sdo suficientes para reduzir a temperatura corporal e
retornar a homeostase, o animal entra na fase de exaustao, podendo vir a 6bito (Boff & Oliveira,
2021). Além disso, a alta densidade de alojamento pode agravar as perdas causadas pelo estresse
térmico (Son et al., 2022).

Tendo em vista 0 impacto do estresse térmico na producdo de poedeiras, sao
necessarios mais estudos sobre as alteracdes fisiologicas e biologicas resultantes. A avaliacao
do desempenho e da qualidade dos ovos é uma forma direta de observar o efeito do estresse.
No entanto, andlises do tecido sanguineo podem ser realizadas para identificar respostas
fisioldgicas por meio de seus componentes, avaliados pelo hemograma e niveis de glicose,
interligando a resposta imune ao estimulo estressor (Mehaisen et al., 2019; Sobotik et al., 2020).

O sangue também pode elucidar alterages biologicas, como as mudancas que
ocorrem na expressdo génica sem alterar diretamente a sequéncia do codigo genético,
conhecido como mecanismo epigenético (Hong et al., 2018). A metilacdo do DNA é uma das
alteracdes epigenéticas que esta relacionada as condicdes vividas pelo animal, podendo ser
utilizada para caracterizar animais sob estresse térmico. Visto a grande variedade de tolerancia
ao calor entre os individuos, supbe-se que haja predisposicdo genética (Bush et al., 2017),
também podendo ser condicionada por mecanismos epigenéticos e transmitida aos
descendentes (Jablonka & Raz, 2009).

Dessa forma, o estudo do conteudo de metilacdo genbmica permitira a associacao
das alteracoes fisioldgicas e imunoldgicas de galinhas poedeiras das linhagens Dekalb White e
Dekalb Brown em condi¢fes termoneutras e de estresse por calor, assim como a determinagéo
do tempo de adaptacdo para retorno da producao, identificando caracteristicas especificas de

cada linhagem estudada para cada temperatura.
1.2 Hipbteses

A hipotese desta pesquisa é que pode haver correlacdo entre o contetdo de DNA
metilado e a resposta adaptativa das poedeiras e que as linhagens estudadas possuem tempos e
modo de acdo diferentes para recuperacao frente ao estresse por calor. Também é esperado que
poedeiras submetidas ao calor extremo apresentem elevada temperatura retal, reducdo do
consumo de ragéo e queda na producdo e qualidade de ovos, além de indices hematoldgicos e

contetdo de metilagdo global do DNA sanguineo alterados.
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1.3  Objetivos

O objetivo desta pesquisa foi estudar as alteracdes, fisiologicas e bioldgicas de
galinhas poedeiras submetidas a estresse por calor, resultantes dos mecanismos de
compensacao para a manutencdo da homeostase, e avaliar o tempo necessario para adaptacao
das aves ao novo ambiente térmico. Foram objetivos especificos desse trabalho:

a) Relacionar os pardmetros sanguineos de duas linhagens de poedeiras comerciais
submetidas a estresse por calor com o contetudo da metilacdo global do DNA dessas
aves.

b) Avaliar a variagdo do peso corporal, da temperatura retal, do consumo de ragéo, da
producéo e da qualidade de ovos de poedeiras de duas diferentes linhagens sob

estresse por calor cronico.
1.4 Resumo do experimento e analises realizadas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, sob o protocolo
n° 02/2022 da Faculdade de Ciéncias e Engenharia, Campus de Tupa, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP/FCE.

1.4.1 Descricdo das atividades pré-experimento

O estudo foi desenvolvido em duas camaras climéticas instaladas no Laboratério de
Zootecnia de Precisdo nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias e Engenharia - Campus de
Tupa. Foram utilizadas 192 aves das linhagens Dekalb White (n=96) e Dekalb Brown (n=96),
com idade inicial de 33 semanas de idade. As aves foram obtidas do mesmo lote e selecionadas
aleatoriamente na granja (Figura 1.1). Neste momento, representando o dia zero (DO0), todas
aves foram identificadas com anilhas nas patas, pesadas e coletadas amostras de sangue. Sabe-
se que existe o efeito prévio de exposic¢do ao calor desses animais na granja e, para monitorar
esses efeitos durante as repeticdes do experimento, essa coleta foi realizada a fim de definir o

estado das aves no inicio do experimento.
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@ G
Figura 1.1. Aves da linhagem Dekalb White (a) e Dekalb Brown (b) alojadas na granja.

A Figura 1.2 mostra as temperaturas e umidades relativas médias da regido em que se
localiza a granja, desde o primeiro dia de alojamento. Os galpdes em que as aves foram alojadas
eram abertos e, portanto, expostos as condi¢des climéticas do local. Verifica-se que as aves

foram submetidas a temperaturas elevadas desde os primeiros dias de alojamento.
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Figura 1.2. Variaveis ambientais da regido em que se localiza a granja comercial, para o
periodo compreendido entre o primeiro dia de alojamento das aves na granja até o inicio do
experimento nas camaras climaticas.
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Apos essa coleta, metade das aves permaneceram na granja, aguardando o momento
de serem transportadas para o experimento. A outra metade foi acondicionada em caixas de
transporte e levadas para as camaras climaticas. Antes de serem alojadas, as aves novamente
foram pesadas individualmente. E apds a pesagem, foi realizado um sorteio, que definiu para
qual cdmara climatica e qual gaiola cada ave seria alojada.

As aves foram colocadas em gaiolas no interior da cdmara climética. As gaiolas
foram confeccionadas em arame galvanizado, com comedouro do tipo calha em chapa
galvanizada e bebedouros tipo nipple (Figura 1.3). A partir do alojamento, as aves passaram
por um periodo de adaptacédo de sete dias sob temperatura de 26 °C e 60% de umidade relativa,

denominado de periodo pré-experimental, antes de iniciar os tratamentos de temperatura.

Figura 1.3. Aves nas gaiolas no interior da camara climatica e comedouro tipo calha (a) e (b).

1.4.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 2x2
(duas linhagens e duas temperaturas) com parcelas subdivididas. Os tratamentos de temperatura
foram aplicados durante 28 dias, contados ap0s o periodo pré-experimental de adaptacdo. Em
uma das camaras foi colocado uma condicao de estresse térmico intermitente, com 35 °C das
9:00 as 20:00 horas e 26 °C das 20:00 as 9:00. Na outra camara climatica, foi estabelecida
condicédo de conforto térmico, com temperatura de 26 °C das 9:00 as 20:00 horas e 24 °C das
20:00 as 9:00. Em ambos os tratamentos a umidade relativa foi controlada em torno de 60%.
Tratamento é o fator da parcela completa e a linhagem o fator da subparcela e a repeticdo o

bloco A Tabela 1.1 resume como foi executado o experimento proposto.
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Tabela 1.1. Distribuicao aleatoria dos tratamentos e das subparcelas nas cdmaras climaticas.

- Céamara Tratamento o
Repeticao climatica ambiental Distribuicao linhagens
I Estresse 111 !&!} 107 |
Ciclo 1 103 104 105
21 207
] Conforto 201 202

| Conforto 112 | 111 - 108 | 107
. H 105 H
Ciclo 2 211 | 210\ 209 207
1 Estresse

A cor marrom indica gaiolas com galinhas Dekald Brown, enquanto as brancas indicam com a Dekalb White,
ambos identificados pelo nimero da gaiola.

Este experimento foi realizado com duas repeticdes. Na primeira repeticdo, 96
galinhas (48 Dekalb White e 48 Dekalb Brown), com 34 semanas de idade, foram divididas em
grupos de quatro aves/gaiola nas camaras climaticas. A distribui¢do das linhagens no interior
da camara climatica foi aleatdria, e dentro de uma gaiola foi colocado apenas uma linhagem.
Em cada cAmara climética havia seis gaiolas de cada linhagem.

Na segunda repeti¢do, houve inversao dos tratamentos de temperatura nas camaras
climaticas com outras aves, com o objetivo de controlar possivel efeito da camara nos dados.
Todas as aves, com idade de 45 semanas, foram provenientes da mesma granja e do mesmo
lote, para que ndo houvesse sobreposi¢do dos tratamentos. A disposi¢do das linhagens nas
gaiolas no interior de cada uma das camaras € descrita na Tabela 1.1.

1.4.3 Arragcoamento

A racdo utilizada foi a mesma formulada na granja de origem (Tabela 1.2),
fornecida na quantidade de 110 g/ave, dividida duas vezes ao dia, &s 8:00 e as 16:00 horas. O
consumo de ragéo foi aferido diariamente, calculado a partir da diferenga entre a racdo total
fornecida a cada gaiola com as sobras de racdo coletadas e pesadas diariamente. A agua
fornecida foi ad libitum em bebedouros tipo nipple. A quantidade de racdo fornecida e as sobras
foram pesadas e registradas diariamente. Como as linhagens foram dispostas aleatoriamente
nas gaiolas no interior das cdmaras climéticas, ndo medimos a sobra de ragéo por linhagem,

mas o total de racdo ndo consumida em cada tratamento de temperatura.
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Tabela 1.2. Composicao da dieta em quilos e percentual nutricional da ra¢do utilizada para as

aves durante o experimento.

Ingredientes

Quantidade (kg/ton de racéao)

Milho

Farelo de soja 45/80
Calcario 39

Calcério granulado

Sal fino

Bicarbonato de sédio
DL-metionina 99%
Cloreto colina 60%
L-Lisina 98%
Vitamicil postura fitase
AMIX FOS SE DG 2

676,40
206,00
59,00
50,00
2,40
2,00
1,30
0,40
0,50
1,00
1,00

Nutrientes calculados

Valor disponivel por kg de racdo

Energia metabolizavel (Kcal/kg)

Proteina bruta (%)
Célcio (%)

Fosforo (%)

Fosforo disponivel (%)
Metionina total

2.846,00
14,93
4,48
0,49
0,29
0,38

@ Suplemento vitaminico-mineral - Suplemento vitaminico-mineral vitamina A (min.) 1.000.000,00 Ul/Kkg,
vitamina D3 (min.) 200.000,00 Ul/kg, vitamina E (min.)10.000,00 Ul/kg, vitamina B1(min.) 1.000,00 mg/kg,
vitamina B2 (min.) 1.000,00 mg/kg, vitamina B6 (min.) 1.5000,00 mg/kg, vitamina B12 (min.) 10.000,00 mcg/kg,
acido nicotinico (min.) 5.000,00 mg/kg, pantotenato de calcio (min.) 2.500,00 mg/kg, selénio (min.) 200,00
mg/kg, fitase 1.000,00 FTU/Kkg, betaglucanase 12,50 U/g, celulase 101,25 U/Kkg, protease 2.062,50 U/g, lipase

50.00 U/g, amilase 1.312,50 U/g bacillus subtilis 125x10° UFC/Kg.

1.4.4 Anélises de sangue, peso corporal e temperatura interna

As analises foram realizadas no primeiro dia do experimento e a cada sete dias, até

completar os 28 dias de ciclo, para 0 acompanhamento das mudancas fisioldgicas, totalizando

cinco coletas (Figura 1.4).
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Periodo Experimental
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@ Todas as aves

1ave/gaiola
Figura 1.4. Cronograma das atividades de pesagem, temperatura retal e coleta de sangue.

Dessa forma, pretendeu-se comparar os efeitos da exposicdo as temperaturas na
granja (DO0) e as coletas realizadas semanalmente, para comparar os efeitos dos tratamentos de
temperatura. No primeiro e ultimo dia de tratamento, foi realizada a coleta de sangue, pesagem
e medicdo da temperatura interna de todas as aves (Figura 1.5. Afericdo do peso (a) e da
temperatura interna das aves (b).

5). Na primeira (D7), segunda (D14) e terceira (D21) semana de tratamento,
pesamos todas as poedeiras, e coletamos o sangue e medimos a temperatura retal de uma ave
por gaiola, garantindo que fosse sempre a mesma ave nas trés coletas, para avaliacdo do perfil
hematoldgico, glicose sanguinea, pH, eletrélitos e analise do contetdo da metilacdo global do
DNA, totalizando 24 amostras (6 aves x 2 linhagens x 2 condi¢des ambientais). O peso foi
registrado em balanca de plataforma (B-160, Lider Co. Ltda, Aracatuba, S&o Paulo, Brasil),
com precisdo de 5 gramas, e a temperatura interna foi aferida com um termémetro digital clinico

inserido no reto.

(@) (b)

Figura 1.5. Aferigdo do peso (a) e da temperatura interna das aves (b).
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1.45 Coleta das amostras de sangue e das variaveis analisadas no sangue

Foi coletado 3 mL de sangue venoso com agulha 25 x 7 mm e seringa de 3 mL
(Figura 1.6), acondicionado em microtubo de 0,5 mL contendo EDTA K3 como substancia
anticoagulante e 2,5 mL disposto em tubo com acelerador de coagulacdo. Em seguida, a
concentracdo de glicose foi determinada pelo glicosimetro (Accu-Check®, Guide Roche®)
(Figura 1.7a), utilizando 0,6 pL de sangue total fresco por método eletroquimico, e as amostras
dispostas em EDTA (Figura 1.7b) foram homogeneizadas para determinacdo de hematocrito,
contagem de hemécias, contagem de leucdcitos, proteinas plasmaticas totais, hemoglobina, e

eletrolitos.

@) ()
Figura 1.6. Coleta de sangue da veia ulnar debaixo da asa (a) e venopuncdo femoral na face
posterior da tibia (b).
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Figura 1.7. Verificacdo da glicose através do kit accu-chek guide (a), tubos de 0,5 mL com
EDTA.
O hematdcrito ( Figura 1.8) foi determinado pela

técnica do microhematdcrito, adicionando sangue em tubos capilares e centrifugando-os a

12.500 rpm por 5 min em Centrifuga Fanem de Microhematdcritos Mod.100® (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Confeccdo dos capilares (), capilares dentro da centrifuga (b), Centrifuga Fanem
de Microhematocritos Mod.100® (b) e (c).

A contagem de hemécias e leucdcitos (Figura 1.10) foi realizada pelo método de

Natt & Herrick (1952) em camara de Neubauer ap6s dilui¢do na razdo de 10 L de sangue para
2000 pL de solucéo de Nat-Herrick.
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Figura 1.10. Camara de Neubauer preparada, contador celular (a), microscépio de luz e tubos

de ensaio com amostras diluidas (seta preta) (b), heméacias no microscépio aumento 40x (c).

A correcdo dos valores observados na camara de Neubauer para as hemécias e 0s
leucocitos foi realizada multiplicando o nimero de células observadas pelo fator de correcdo

(Fc) descrito a seguir (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994).

B 1
"D XAXH

Neste contexto, Fc é o fator de correcdo, D é a dilui¢do calculada a partir do volume

Fc

de amostra dividido pelo volume total de solugdo, A é a area de contagem na camara de
Neubauer, que nesse trabalho para a contagem de hemécias foi 0,2, equivalente a 5 quadros de
25 disponiveis, e para a contagem para Leucdcitos foi de 4 quadrantes completos, e H é a altura
da camara é fixa 0,1 mm3.

Para o total de hemdcias, 0 nimero de células visualizado na camara de Neubauer
foi multiplicado por 10.050 (fator das hemaécias) e o resultado dividido por 1.000.000, expresso
em x108/mm3. Para a leucometria global considerou-se o total de leucocitos multiplicado por
502,5 (fator de leucdcitos), expresso em x103/mm3,

Para a quantificacdo de hemoglobina, foi utilizado, seguidos de centrifugagdo por
5 min em 3500 rpm para realizar a separagdo da hemoglobina e, posteriormente, a leitura na
maquina BioPlus® realizada por espectrofotometria em modo absorbancia a 540 nm (Figura
1.11b).

A determinagdo de hemoglobina foi realizada pelo método cianeto de hemoglobina
utilizando o kit Hemoglobina (Labtest® Ref. 43 e Padrdo de hemoglobina Ref.47), onde foi
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utilizado 10 pL de sangue com EDTA e 2,5 mL de diluente (Figura 1.11a), em seguida as
amostras foram centrifugadas por 5 min a 3.500 rpm e realizada a leitura no espectrofotdmetro
(BioPlus®) a 540 nm (Figura 1.11b).

0% con Paes pereeminags | B

Xy
. EMOGLoRIA
o

BLER

@ (b)
Figura 1.11. Amostras de sangue com diluente para determinacdo da hemoglobina (a) e

maquina BioPlus® (b).

A proteina plasmatica total foi realizada por refratometria manual, utilizando-se
refratdmetro de proteinas e urina veterinario (lon RHC-200®), com intervalo de medicéo entre
0-12 g/dL e precisdo de 0,2 g/dL, e as amostras de soro foram submetidas a determinacdo do
pH e de eletrélitos pelo método de eletrodo seletivo (lonPro®), com faixa de sensibilidade e
linearidade para Na*: 40-205 mmol/L, K*: 1,5-15 mmol/L, Ca*: 0,2-5,0 mmol/L (Figura 1.12).

Figura 1.12. Eletrodo seletivo (lonPro®) para avaliacdo do pH e dos eletrolitos do soro.
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1.4.6 Determinacdo de metilacdo genémica

As analises do contetdo da metilacdo global do DNA foram realizadas na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas, Campus de Dracena, Universidade Estadual
Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, sendo dividida em duas etapas: extracdo e metilacdo do
DNA.

1.4.6.1 Extracdo do DNA

As amostras utilizadas sdo referentes as coletas do DO, D1 e D28. A extragéo de
DNA total gendmico foi realizada pelo kit de purificacdo de DNA gendmico Monarch Biolab®.
Em um tudo de eppendorf com 10 pL de sangue total foi adicionado 90 pL de tampédo CTAB
2% (NaCl (5 p =28 mL), EDTA (0,5 u =4 mL), Tris — HCI (1 p =10 mL) e agua g.s.p (100
mL) adicionado mercaptoetanol e agitados em vértex, em seguida foi adicionado 10 pL de
proteinase K e 3 pL de RNAse misturados em vortex. Em seguida, foi adicionado 100 pL de
tampdo de lise sanguinea e agitado em vortex até 0 momento que a solucéo ficou viscosa. Entéo,
a amostra foi incubada durante 5 min a aproximadamente 60 °C na estufa e a cada 1 min foi

agitada no vortex (Figura 1.13).

@ (0)
Figura 1.13. Adicdo de 10 pL de proteinase K em tubos de eppendorf com 10 pL de sangue

(a), agitacdo da amostra em vértex (b), amostras incubadas na estufa (c).

Apo6s o preparo do material, foi realizada a ligacdo e eluicdo do DNA, onde foi
adicionado 400 pL de tampéo de ligacdo misturado em vortex durante 10 s, e a mistura foi

transferida para uma coluna de purificacdo de DNA pré-inserida num tubo de coleta. Em
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seguida foi centrifugada na microcentrifuga NT 805 Nova Técnica® por 3 min a 1.000 rpm e
depois 1 min a 12.000 rpm, com descarte do fluxo do tubo de coleta (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Centrifugacdo das amostras (a), fluxo da amostra para descarte (seta preta) no

tubo de coleta e coluna de purificacdo de DNA pré-inserida (seta vermelha) (b).

Apos, a coluna foi colocada em outro tubo e adicionado 500 pL de tampdo de

lavagem centrifugado durante um 1 min a 12.000 rpm repetida duas vezes, também com
descarte do fluxo ao final (Figura 1.15)
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Figura 1.15. Pipetagem do tampéo de lavagem (a), microcentrifuga NT 805 Nova Técnica®
(b), tubo de coleta e coluna de purificagdo de DNA pré-inserida com descarte do fluxo (seta
preta) (b).
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Posteriormente, a coluna de purificacdo de DNA foi colocada em um tubo estéril
de microcentrifuga de 1,5 mL sem DNA e adicionado 50 pL de tampé&o de eluicdo (pré-aquecido
a 60 °C). Apos essa etapa, o material foi incubado em temperatura ambiente (25 °C) por 1 min
e, em seguida, centrifugado por um min a 12.000 rpm, para eluir o DNA. Esse DNA eluido foi
armazenado a -20 °C.

A quantificagdo e a avaliagdo da qualidade das amostras foram realizadas com o
espectrofotdbmetro (Nano Drop 2000 — Thermo Scientific®), sendo medida a absorbancia de
cada amostra em contraste com uma amostra de tampéo, nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm. A razdo entre 1,8 e 2,0 é considerada ideal, sendo que valores inferiores a 1,8 indicam
excesso de proteinas e valores superiores a 2,0 indicam excesso de solventes organicos (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

1.4.6.2 Metilagdo do DNA

A analise do conteido da metilacdo foi realizada por meio do kit Global DNA
Methylation Elisa Cell Biolabs®, usando tiras com pogos pré-tratados, onde as amostras
padrdes 5MedCyd sdo adicionadas a uma placa revestida com DNA 5MedCyd conjugado e
apo6s uma breve incubacdo é adicionado um anticorpo monoclonal anti-5MedCyd, seguido de
um anticorpo secundario, permitindo a deteccdo colorimétrica da quantidade relativa de
metilacdo do DNA em relagdo ao controle positivo, que apresenta um DNA 100% metilado. As
amostras de DNA foram diluidas a uma concentracéo de 50 ng/uL diluidas em solugdo de PBS
(tampdo salina fosfato, pH 7,2), juntamente com o controle negativo (PBS) e controle positivo
(DNA metilado fornecido no kit).

Antes de iniciar o protocolo foi necessario realizar a diluicdo dos reagentes: tampao
PBS, 5MedCyd DNA conjugado, diluente (Standart), solucdo de lavagem, anticorpo anti-
5MedCyd e o anticorpo anti-5MedCyd secundario.

e Tampao PBS: 1 litro de agua destilada para 1 frasco de PBS pH 7,2;

e 5MedCyd de DNA conjugado: 50 uL 5MedCyd DNA conjugado + 9,95 mL de

PBS;

e Diluente de ensaio: 5 pL Standart + 95 pL diluente;

e Solucgdo de lavagem: 900 mL de agua destilada + 100 mL Wash Buffer;

e Anticorpo anti-5MedCyd: 5 mL de agua destilada + 5 puL do anticorpo; anti-

5MedCyd,;
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e Anticorpo 5MedCyd secundario: 20 mL de agua destilada + 20 pL do anticorpo

5MedCyd secundario.

ApoOs a preparacdo dos reagentes, a placa foi revestida com 100 pL de solucdo
5MedCyd de DNA conjugado diluido em uma concentragdo de 1:200 incubado a 4 °C em
geladeira durante um periodo noturno. Posteriormente, a placa foi lavada com 100 pL de agua
destilada e adicionado 200 pL do diluente de ensaio e incubado durante 60 min em temperatura
ambiente. Em seguida foi colocado 50 pL do Standart (DNA 100% metilado) em dois pocos da
placa, representando o controle positivo e 50 pL do PBS representando o controle negativo e
adicionado 50 pL da amostra de DNA diluida em PBS.

Posteriormente foi adicionado 50 pL do anticorpo Anti-5MedCyd em uma
concentracdo de 1:1000, ficando incubados por 2 h a temperatura ambiente. Apos a incubacéo,
o0 anticorpo foi removido, cada pogo foi lavado com 250 pL de solucdo de lavagem, por quatro
vezes, e adicionado 100 pL do anticorpo secundario diluido em uma concentracéo de 1:1000,
incubando-se novamente a temperatura ambiente por 60 min e lavado novamente por quatro

vezes (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Adicédo de 50 pL do anticorpo Anti-5MedCyd (a), Lavagem da placa com solugéo

de lavagem (b) e adi¢do do anticorpo secundario diluido (b).

Posteriormente, no escuro, cada pogo recebeu 100 pL de solucdo de substrato
(reveladora) ficando incubada por, aproximadamente, 5 a 10 min, seguida da adi¢do de 100 pL

da solucgéo de parada em cada pog¢o para interromper a reacao.
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A absorbéancia da solucdo contida nos pocos, ou seja, a leitura dos valores, foi
realizada em um comprimento de onda de 450 nm no equipamento PowerWav XS Microplate
Reader (Biotek®) (Figura 1.17).

@ b
Figura 1.17. Leitura da placa, PowerWav XS Microplate Reader (Biotek®) (a e b).

1.4.7 Avaliacdo da qualidade dos ovos

Os ovos foram coletados diariamente as 11:00 e 15:00 horas, colocados em
bandejas com capacidade para 30 ovos (Figura 1.18), separados por gaiola e por tratamento

para verificacdo da viabilidade de producdo, calculada pela expressdo a seguir.

n numero de ovos coletados na gaiola
=1 namero de aves na gaiola

n

Viabilidade de producgao =

Onde n € o numero de gaiolas para cada linhagem.

(b)

Figura 1.18. Armazenamento dos ovos em bandejas plasticas.

A qualidade dos ovos foi aferida para todos os ovos coletados nos trés primeiros
dias e nos trés ltimos dias de cada ciclo de 28 dias. Primeiramente, foi avaliada a gravidade

especifica realizando a imersdo dos ovos em solugdes salinas ajustadas em densidades variando
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de 1,060 a 1,100 g/mL, em intervalos de 0,005. Os ovos foram submersos nos recipientes da
menor para a maior concentracao, registrando-se a concentracao na qual flutuaram. As variaveis
de peso, resisténcia da casca, altura do albdmen, unidade Haugh foram avaliadas no
equipamento Digital Egg Tester, (DET-6000, Nabel Co. Ltd., Kyoto, Japan®) e a espessura da

casca, no paquimetro digital acoplado ao equipamento (Figura 1.19).
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Figura 1.19. Recipiente com solucdo salina utilizados para registro da gravidade especifica dos

ovos (a), equipamento DET-6000® utilizado para a analise da qualidade dos ovos, e afericdo
da altura do albumen, unidade Haugh (b), e paguimetro para medicéo da espessura da casca dos

0vos (C).
1.5 Organizagéo da tese

Esta tese estd organizada em capitulos. Neste primeiro capitulo, apresentou-se a
introducdo e justificativa do trabalho, as hipoteses, 0s objetivos e o resumo das atividades e
analises realizadas. No segundo capitulo, é apresentado a fundamentacéo teorica referente aos
mecanismos comportamentais, fisiologicos e biolégicos compensatérios adotados por galinhas
para manter a homeostase quando submetidas a estresse por calor. No terceiro capitulo, é
apresentado o estudo sobre o tempo de adaptacéo de galinhas poedeiras submetidas a estresse
por calor, avaliando o consumo de ragdo e o impacto do estresse na producgéo e na qualidade
dos ovos. No quarto capitulo, avaliou-se o contetido da metilacédo global do DNA para tecido
sanguineo, associado aos parametros sanguineos de galinhas poedeiras submetidas a estresse
por calor. No ultimo capitulo, estdo as considerac@es finais da pesquisa.
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CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

2.1 Introducéo

Na producdo animal, o ambiente engloba um conjunto de variaveis que exercem
grande influéncia no desempenho animal, como: ambiente térmico (temperatura, umidade e
velocidade do vento), ambiente acustico (ruidos), ambiente aéreo (gases e poeira), ambiente
social e ambiente fisico. Em condigdes tropicais, um dos maiores agravantes € o ambiente
térmico, pois € comum a ocorréncia de altas temperaturas nas instalacfes avicolas. Sabe-se que
temperaturas que excedam ou estejam abaixo da zona termoneutra podem comprometer o
funcionamento fisioldgico, levando a problemas associados ao estresse térmico, como redugédo
do crescimento, queda do desempenho e alteragdes metabdlicas (Afsal et al., 2018), além da
exaustdo que, por ndo conseguir regular a temperatura corporal, pode levar o animal a 6bito,
promovendo grandes perdas econémicas para a industria animal (Nawaz et al., 2021).

O estresse por calor € um dos principais fatores associados as mudancgas climaticas
e pode ser classificado em dois tipos: 1) estresse por calor agudo, que € 0 aumento intenso da
temperatura ambiente por um curto periodo e 2) estresse por calor cronico, caracterizado por
alta temperatura por um periodo mais longo. Os danos causados pelo estresse térmico a
producdo animal dependem da intensidade e da duracdo do estimulo estressor em que o animal
esta exposto. Nestas condicBes, 0 organismo produz respostas que promovem a manutencgdo e
adaptacdo do organismo para o adequado funcionamento frente aos desafios das alteragcdes no
ambiente de alojamento (Aduasiamah et al., 2021).

As respostas tém inicio com a percepcao de alguma ameaca ao organismo pelo
sistema nervoso central, que desencadeia varios mecanismos compensatorios no corpo, como:
resposta comportamental, resposta do sistema nervoso auténomo, resposta neuroendécrina e
resposta do sistema imunoldgico (Chen et al., 2015). Portanto, o objetivo deste capitulo é
apresentar os mecanismos comportamentais, fisioldgicos e biol6gicos compensatdrios adotados

por galinhas para manter a homeostase quando submetidas a estresse por calor.
2.2 Respostas fisiologicas e comportamentais das aves sob estresse termico

O sistema neuroenddcrino € o principal regulador da resposta fisiol6gica ao estresse
e coordena as outras respostas adaptativas nos animais domésticos (Afsal et al., 2018). Os

mecanismos termorreguladores para o estresse termico s@o especificos de cada espécie e 0 seu
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desempenho produtivo também difere entre elas (Nawaz et al., 2021). Nas aves, esses
mecanismos sdo regulados por um centro termorregulador localizado no hipotdlamo e s&o
acionados quando a temperatura corporal aumenta, induzindo uma resposta periférica (Gomes
et al., 2012). O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal € responsavel por desencadear sequéncias de
secre¢Bes hormonais, comecando no hipotdlamo e terminando com o aumento da sintese de
glicocorticéides, cortisol e corticosterona nas aves, que resultam em um conjunto de respostas

fisioldgicas e comportamentais (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Relacdo do estresse térmico com alteracGes fisioldgicas e bioquimicas em frangos.
HPA: eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Fonte: Adaptado de Nawaz et al. (2021).

O eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal aumenta os niveis sanguineos de corticosterona
nas aves, mobilizando energia por meio da gliconeogénese e alterando o comportamento,
indicado pela maior busca por alimento, atividade de fuga e aumento de repouso noturno, como
modo de economizar energia para ser usada como meio de sobrevivéncia no dia seguinte
(Romero & Wingfield, 2015). Entretanto, sob o efeito de altas temperaturas, ha diminuicéo
significativa no consumo de ragdo, para o organismo reduzir a produgdo metabdlica de calor
(Franco-Jimenez et al., 2007; Oluwagbenga & Fraley, 2023). A elevacdo da temperatura
corporal interna da ave, determinada pela temperatura retal, também é uma resposta fisioldgica

ao estresse por calor (Chang et al., 2018; Farag & Alagawany, 2018; Kim et al., 2021).
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O aumento do consumo hidrico, na tentativa de reduzir o calor corporal, pode gerar
desequilibrio no balanco eletrolitico, aumentando a quantidade de urina excretada e,
consequentemente, ocasionando maior perda de eletrolitos, como sodio, potassio e cloro.
Quando os niveis desses minerais sdo afetados no plasma sanguineo, pode ocorrer reducéo na
concentracdo de sodio e potassio e aumento de cloro, resultando na reabsorcdo de bicarbonato
pelos rins, contribuindo para acidificacdo do sangue, podendo desenvolver acidose metabdlica
(Brossi et al., 2009).

Outro mecanismo compensatorio ao calor é a vasodilatacdo periférica, na qual a ave
aumenta sua area superficial, elevando as asas e ericando as penas, intensificando a circulacdo
periférica (Shakeri et al., 2018). Nas aves, essas respostas sao bem evidentes, ja que sdo animais
propensos ao estresse térmico devido a falta de glandulas sudoriparas funcionais, o que dificulta
a troca de calor com o meio (Gonzalez-Rivas et al., 2020).

As aves possuem duas fases de regulacao térmica corporal, a primeira € 0 momento
apos a eclosdao que dura aproximadamente duas ou trés semanas de vida. Quando o sistema
termorregulador ainda ndo esta totalmente desenvolvido, a ave € extremamente sensivel as
temperaturas abaixo de 32 °C, 30 °C e 28 °C, podendo facilmente ocorrer hipotermia quando
submetidas a ambientes desfavoraveis (Yousaf et al., 2019). A hipotermia pode causar severa
depressdo do sistema nervoso central, danos ao sistema cardiovascular, aos 6rgaos internos e
ao metabolismo, podendo ocorrer hipotensdo devido a reducdo do débito cardiaco, bradicardia
(diminuicdo da frequéncia respiratdria), coagulopatias, resposta imunoldgica suprimida, entre
outros, e, se esses pintinhos sdo reaquecidos sem prévia aclimatacdo, podem apresentar colapso
cardiovascular com severa hipdxia tecidual e acidose metabdlica (Gomes et al., 2012).

A segunda fase é quando, conforme o desenvolvimento da ave, ocorre reducdo da
exigéncia térmica de, aproximadamente, 3 °C a cada semana, devendo permanecer igual ou
abaixo dos 22 °C a partir da sexta semana, temperatura considerada proxima a faixa de conforto
térmico (Gomes et al., 2012).

Um dos principais mecanismos compensatorios utilizados pelas aves para perda de
calor é a evaporagdo respiratoria. O resfriamento por meio da evaporagdo pelo sistema
respiratorio constitui um importante meio de perda de calor para as aves e quanto maior a
pressdo de vapor no ambiente, maior a dificuldade de liberacdo de calor. Se a temperatura e
umidade relativa estiverem muito altas, a aves terdo dificuldade em dissipar o calor por essa
via, 0 que pode aumentar ainda mais a temperatura corporal que, ao alcangar o limite fisioldgico

vital da ave, levard a prostracdo e a morte (Odom et al., 1986; Nascimento et al., 2017).
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Linsley & Berger (1964) relataram que, em galinhas poedeiras, a frequéncia
respiratoria pode variar de 23 movimentos por minutos em temperatura ambiente a 273
movimentos por minutos em situaces de temperaturas elevadas e a de frangos de corte
aproximadamente 25 movimentos por minuto a 250 movimentos por minuto quando
submetidos ao estresse por calor agudo. Quando as aves passam por estresse térmico, 0 aumento
da frequéncia respiratdria pode trazer consequéncias que afetam o metabolismo por meio do
desiquilibrio acido-base com o surgimento de alcalose respiratdria, devido a perda excessiva de
dioxido de carbono. Essa perda ocasiona reducgdo de &cido carbonico e dos ions H*, aumentando

0 pH sanguineo (Cottrell et al., 2015).
2.3 Respostas fisioldgicas ligadas aos parametros sanguineos

2.3.1 Parametros sanguineos avicola

O tecido sanguineo é composto por eritrdcitos, leucocitos e trombdcitos, que estdo
imersos em uma matriz celular denominada plasma. A porcentagem de sangue e plasma em
relacdo ao peso corporal variam conforme a idade dos animais. Estudo relatou valores
sanguineos de 12% em pintinhos (1 semana de idade) e 6,5% em poedeiras adultas (32 semanas
de idade), e valores de plasma de 8,7% e 4,6% respectivamente. O contetdo de agua do plasma
também apresentou reducdo com a idade, passando de 95,5% para 94,6% (Medway & Kare,
1959). O baixo volume, quando comparado aos mamiferos, é compensado pela elevada taxa de
reposicdo sanguinea, caracterizada pela meia-vida util entre 25 e 45 dias (Mitchell & Johns,
2008).

Todas as células do sangue das aves sdo nucleadas, diferente dos mamiferos, nos
quais os eritrocitos e trombdcitos sdo anucleados (Capitelli & Crosta, 2013). Os eritrdcitos sao
as células mais abundantes na circulacdo sanguinea e, quando adultas, apresentam formato oval
ou eliptico, com citoplasma eosinofilico ndo granular e nucleo oval centralizado. As hemacias
possuem em seu interior uma proteina chamada hemoglobina, que possibilita o transporte de
gases no organismo pelos complexos oxiemoglobina (hemoglobina ligada ao géas oxigénio) e
carboemoglobina (hemoglobina ligada ao gas carb6nico). Ao regular o nivel de dioxido de
carbono sanguineo, a hemoglobina também controla o pH do meio (Bounous et al., 2000).

Ja os trombacitos, similares as plaquetas nos mamiferos, sdo fragmentos celulares
derivados de precursores de células-tronco, atuando no processo de cicatrizagdo, por meio da
formagéo da tromboplastina, e na defesa do organismo, pela fagocitose (Mitchell & Johns,
2008).
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Os leucdcitos, conhecidos como série branca, correspondem as células do sistema
imunolégico inato, primeira linha de defesa, e adaptativo, responsavel pelas células de memdria
e reconhecimento antigeno/anticorpo. As células do sistema imunolégico sdo divididas de
acordo com a morfologia nuclear, sendo classificadas em granulécitos (heterofilos, basofilos e
eosindfilos) e agranulécitos (mondcitos e linfocitos) (Capitelli & Crosta, 2013).

Os heterofilos e linfdcitos séo as principais células de defesa do organismo frente
aos agentes patogénicos. O heterofilo é a primeira célula a ir ao local da infeccdo para combater
as substancias estranhas, semelhante aos neutréfilos dos mamiferos (Mitchell & Johns, 2008).
Morfologicamente, os heterdfilos sdo células arredondadas, com granulos eosindfilos no
citoplasma e nucleo lobulado e basofilico. Considerados importantes mediadores da imunidade
natural das aves, os heterofilos respondem a estimulos quimiotaticos e realizam a fagocitose,
principal caracteristica da célula (Harmon, 1998; Morgulis, 2002; Wang et al., 2020).

J4 os linfécitos atuam na imunidade humoral, semelhante as fun¢Bes nos
mamiferos. Os linfécitos sdo arredondados, com nucleo ndo-lobulado, citoplasma basofilico e
homogéneo, e alta relacdo nucleo/citoplasma (Schmidt et al., 2007b; Mitchell & Johns, 2008).
Seu tamanho pode variar e, em certas espécies de aves, os linfocitos representam 70% dos
leucdcitos, seguido pelos heterdfilos (Mitchell & Johns, 2008).

Em menores proporgdes, encontram-se os basofilos, com granulos ricos em
histamina, e os eosindfilos, com granulos ricos em lisozima, peroxidase e arginina. Apesar da
funcdo exata dessas células ainda ndo estar definida em aves, sua atuacdo em mamiferos
corresponde a participacdo nas respostas a hipersensibilidade, inflamagfes e infeccOes
parasitarias (Mitchell & Johns, 2008).

Destacam-se também os mondcitos, células de forma arredondada ou amorfa com
nacleo redondo, oval ou lobado e granulos ricos em lisozimas. Os mondcitos presentes na
corrente sanguinea sdo atraidos para o foco inflamatorio através da quimiotaxia, iniciando a
explosdo respiratéria (burst). Ap6s migrar do sangue aos tecidos, 0 mondécito passa a ser
chamado de macrdgafo. Em ambas as formas, a célula apresenta acdo antimicrobiana e
antitumoral, atraindo outros componentes do sistema imune e realizando fagocitose (Mitchell
& Johns, 2008).

A formagcéo das células sanguineas ocorre pelo processo chamado de hematopoiese,
é influenciada por fatores ambientais, biologicos e nutricionais, acarretando alteracdes nos
constituintes sanguineos. O sistema circulatorio estd envolvido no funcionamento de todo o

organismo, portanto, é um importante indicador de resposta fisioldgica, avaliando os aspectos
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imunolégicos e hematoldgicos das aves (Borges et al., 2003). O hemograma possibilita
determinar valores de contagem de hemacias, hematdcrito (porcentagem de eritrocitos em
relacdo ao volume total de sangue), contagem de leucocitos, contagem diferencial de leucdcitos,
hemoglobina e proteina total (Schmidt et al., 2007a).

A concentracéo total de eritrocitos, o hematdcrito, e a concentragdo de hemoglobina
e de proteina plasmatica podem ser influenciadas pela idade, sexo, hormdnios, métodos de
determinacdo e outros fatores (Sturkie & Newman, 1951; Cardoso & Tessari, 2003). O
hematocrito e a contagem total de eritrdcitos tendem a ser mais elevados no sexo masculino, e
a aumentar com a idade (Weiss et al., 2010). A proteina sérica de poedeiras também apresentou
aumento na concentragdo com o avancar da idade (Brandt et al., 1951).

Os valores de eritrocitos registrados como normais na literatura variam de 2,5x10°
a 3,5x10%/uL (Weiss et al., 2010). O hematdcrito é considerado normal, aproximadamente,
entre 35% e 55% (Mitchell & Johns, 2008). Baixo indice de hematdcrito pode ser observado
em doencas agudas ou cronicas, septicemias e doencas hemorragicas (Campbell & Dein, 1984).
Cardoso & Tessari (2003), avaliando frangos de corte entre 1 e 52 dias, determinaram valores
minimo e maximo de hematdcrito em 30,6 e 37,0%, respectivamente. Para Weiss et al. (2010),
entretanto, o valor de hematocrito pode variar entre 22% e 35%, com valores abaixo de 24%
quando pintinhos, aumentando com a idade.

A concentracdo da hemoglobina é importante para determinar a capacidade de
oxigenacdao tissular e para classificar o processo anémico (Sturkie & Newman, 1951). Cardoso
& Tessari (2003) determinaram valores minimo e maximo de hemoglobina entre 7,88 e 8,46
g/dL, respectivamente. Entretanto, Weiss et al. (2010) relataram que valores médios para
frangos e perus tém variado de 8,6 a 15,2 g/dL.

As proteinas plasmaticas, sintetizadas majoritariamente no figado, compreendem a
albumina, as globulinas alfa, beta e gama e o fibrinogénio, responsaveis por manter a pressao
osmatica, regular o mecanismo acido-base do sangue, transportar hormodnios e compor enzimas
e imunoglobulinas. Sua mensuragdo possibilita a deteccdo de processos inflamatorios graves
(Cardoso & Tessari, 2003). Sturkie & Newman (1951), avaliando a proteina total de poedeiras
em diferentes tempos de postura, ovulacdo e nimero de amostras, determinaram valores entre
3,90 e 5,34 g/100 mL. Em seguida, Cardoso & Tessari (2003) determinaram valores minimo e
maximo de proteina plasmatica entre 3,00 e 3,68 g/dL, respectivamente. Ja Barbosa et al.
(2011), avaliando o perfil sérico de poedeiras, determinaram intervalo de confianca de 27,12 a
29,00 g/L de proteina total.
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Outros testes bioquimicos, como a determinagdo da glicemia, também podem ser
utilizados para avaliar as alteragbes do organismo (Schmidt et al., 2007b; Oluwagbenga &
Fraley, 2023). Ding et al. (2021), avaliando a glicemia plasmatica da linhagem Lohmann Silver,
determinaram intervalo de referéncia de 199 a 287,65 mg/dL em poedeiras de 5 a 17 semanas
de idade e de 203,6 a 269,2 mg/dL em poedeiras de 21 a 37 semanas de idade. Esses valores
estédo de acordo com os valores referéncia estabelecidos por Campbell (1994), que considerou
variacdes de 200 a 500 mg/dL como de aves sadias, abaixo de 200 mg/dL situacdo de
hipoglicemia e acima de 500 mg/dL situacdo de hiperglicemia.

Percebe-se, entdo, que apesar do sangue possuir a funcdo de proteger o organismo
contra agentes etiolégicos e ajudar na manutencdo do bom funcionamento das reacbes
metabolicas, esse equilibrio pode ser afetado levando a desordens imunoldgicas e
hematoldgicas (Garcia et al., 2021). Portanto, 0 hemograma e as analises bioquimicas do
sangue, por refletirem o estado fisiol6gico do organismo, sdo uma forma répida e precisa de
avaliar a saude das aves e correlaciona-la com os aspectos produtivos (Borges et al., 2003;
Franzini et al., 2022).

2.3.2 Respostas sanguineas das aves sob estresse térmico

Quando os animais sdo expostos a altas temperaturas, desencadeia-se uma série de
alteracdes no funcionamento do organismo, abrangendo desde mudangas na composicao e
funcionamento das células até o desenvolvimento de patologias mais graves. Os mecanismos
de estimulacdo hormonal também entram em acdo, visando preparar e fornecer os recursos
necessarios para que o organismo possa lidar com as demandas compensatorias impostas pelo
ambiente desafiador. E importante notar que o sangue, por sua vez, mostra-se altamente sensivel
a variacdes de temperatura, desempenhando um papel crucial na resposta adaptativa do
organismo (Borges et al., 2003; Franzini et al., 2022).

A analise da série eritrocitica, que compreende a contagem de glébulos vermelhos,
a dosagem de hemoglobina e o hematdcrito, e da série leucocitaria, incluindo a contagem total
de leucdcitos, oferecem informacdes cruciais sobre as respostas do organismo (Franzini et al.,
2022). Em situagOes que causem desidratagdo, como jejum e estresse por calor, 0s animais
podem apresentar aumento na concentracgéo total de proteina plasmatica (Schmidt et al., 2007a),
hematdcrito e hemoglobina (Habibu et al., 2017; Hassan et al., 2023). Paralelamente, observa-
se uma reducdo na taxa de leucdcitos circulantes, glicogénio hepatico e concentracao de sais no

soro, conforme evidenciado em estudos anteriores (Barton et al., 1987; Chamblee et al., 1989;



42

Manning et al., 1990; Sartoris & Pdrtner, 1997; Berrong & Washburn, 1998). A Tabela 2.1
apresenta resultados da contagem eritrocitos obtidos em diferentes situacdes de estresse.

Tabela 2.1. Contagem de eritrocitos obtidos em diferentes situacdes de estresse em poedeiras
e frango de corte.

Ave Agente estressor Eritrdcitos Referéncia
Poedeiras 35°C 2,24x10% L a 2,34x10%°uL  Abbas et al. (2022)
Poedeiras 35 °C (6 h/dia) 2,46x10°pL a3,24x10%uL  Hassan et al. (2023)
Frango de corte Aflatoxina 2,5x10° uL Tessari et al. (2006)
Frango de corte 32°C 2,28x106 L a2,17x10uL  Ding et al. (2020)

Privacdo alimentar

6 6 i
Densidade populacional 3,11x10° L a 3,38x10° L Nwaigwe et al. (2020)

Frango de corte

A medida que as aves enfrentam condicdes estressantes, o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal é estimulado, liberando glicocorticoides na corrente sanguinea (Chovatiya &
Medzhitov, 2014; Mehaisen et al., 2017), que também comprometem o funcionamento do
sistema imunoldgico, por meio de alteracGes significativas na quantidade de leucocitos
(Chovatiya & Medzhitov, 2014). Alteragdes nas quantidades dessas células podem prejudicar
o0 desempenho das aves, ja que estdo ligadas ao processo protetor do corpo contra patdégenos.
Em condicBes de estresse por calor, a morfologia do intestino pode ser modificada, afetando a
integridade da juncdo intestinal, aumentando a permeabilidade e, consequentemente,
facilitando a entrada de microrganismos patogénicos através da mucosa intestinal, como a
Salmonella sp., o Clostridium sp. e a Escherichia coli (He et al., 2018).

Nawab et al. (2018) ressalvam a verificacdo da concentracéo de glicose sanguinea,
pois 0 aumento de glicocorticoides induz a liberacdo de glicose no organismo para a
manutencdo de seu funcionamento, podendo acarretar diminuicdo do desempenho produtivo
nas aves (Surai et al., 2019). A hiperglicemia também pode estar associada a liberacdo de
catecolaminas em situaces de estresse (Campbell, 1994). Além disso, as catecolaminas podem
resultar em reducdo no namero de eritrécitos, no valor do hematécrito e nas taxas de
hemoglobina, afetando a captacdo de oxigénio e, consequentemente, na capacidade de
transporte e difusdo de oxigénio pelo sangue (Barcellos et al., 2004; Falcon et al., 2008; Teixeira
etal., 2012).

Assim, a avaliacdo dos pardmetros sanguineos como forma de compreensdo de
fatores imunossupressores, como é o caso do estresse, € essencial para 0 sucesso do manejo

avicola, visando otimizar a saude, o bem-estar e a eficiéncia (Hofmann et al., 2020).



43

2.4 Respostas bioldgicas ligadas a metilacdo do DNA

2.4.1 Epigenética e metilacdo do DNA

A epigenética constitui uma area de conhecimento que estuda as modificacbes
quimicas que ocorrem no nucleo celular e nos nucleotideos e histonas do DNA. A metilag&o,
acetilacéo e a fosforilacdo sdo exemplos dessas modificacGes, que Sa0 expressas nos genes e
ocorrem ao longo do tempo em funcdo de experiéncias ambientais (Noro & Gon, 2015),
destacando-se a metilacdo, que € um mediadores epigenéticos mais estudados para respostas
ao estresse em humanos e animais (Wang et al., 2012; Malan-Mdller et al., 2014).

A metilacéo corresponde ao processo bioquimico que adiciona o grupo metil (-CHs)
na base nitrogenada citosina, sendo esse local responsavel pela regulacdo da expressao génica.
Quando ocorre essa modificacdo, € um gerado o composto 5-metilcitosina (Reis, 2015),
desenvolvendo uma ligacdo estavel, duradoura e reversivel (Champagne, 2008), e induzindo
mudangas na expressao dos genes sem alterar a sequéncia das bases nitrogenadas transmitidas
para geracdes seguintes (Franklin et al., 2012; Hong et al., 2018). Xu et al. (2005), em estudo
com duas linhagens de frangos de corte, encontraram dois conteddos de metilacdo: o genético
transmitido a primeira geracdo, que correspondeu a, aproximadamente, 50% herdado de ambos
0s pais, e 0 adquirido, que correspondeu a cerca de 5%.

E importante abordar que a expressdo génica é um processo de divisio e
multiplicacdo celular, que ocorre através da transcricdo do DNA para um RNA mensageiro,
resultando na traducdo para a formacdo de uma proteina (Figura 2.2). Inicialmente, 0 DNA
encontra-se compactado dentro do nucleo celular e envolto por proteinas chamadas histonas,
estando, portanto, inativo. Para ocorrer o processo de transcricdo, 0 DNA precisa estar menos
compactado. E para que isso ocorra, as histonas devem libera-lo para que ele fique acessivel a
acdo das enzimas. E durante este processo que ocorrem as alteracdes epigenéticas, pois s&o o
resultado da adi¢cdo ou remocdo de estruturas quimicas das partes “caudais” na liga¢do de duas
histonas nos nucleotideos, alterando a interacdo dessas proteinas com o DNA (Noro & Gon,
2015).

A adicdo do grupo metil no nucleotideo, torna 0 DNA altamente compacto e com
menor acessibilidade ao processo de transcricdo génica. Desse modo, 0 DNA metilado leva a
reducdo da atividade bioldgica, promovendo o “silenciamento” dos genes (Gudsnuk &
Champagne, 2011).
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Figura 2.2. Regulagdo génica - transcricdo do DNA em RNA mensageiro (RNAm) (a),
supressdo da expressdo génica (b), metilacdo do DNA, adicdo do grupo metil pela enzima
DNMT (DNA metiltransferase) a citosina na sequéncia do DNA. Fonte: Adaptado de Gudsnuk
& Champagne (2011, p.705).

Segundo Yang et al. (2011), alguns estimulos resultam em modificacbes no
contetdo de metilagdo no organismo. Essas alteragdes podem desenvolver uma maior ou menor
atividade celular, dependendo do grau das interacdes hereditarias e ambientais, promovendo
um baixo ou alto nivel de metilacdo (Dudley et al., 2011; Teh et al., 2014).

Baixos niveis de metilacdo desencadeiam aumento na expressao génica com
ativacdo de genes que promovem o crescimento celular, a instabilidade cromossémica e a perda
de imprinting genémico (fendmeno epigenético no qual certos genes sdo expressos apenas por
um alelo, enquanto o outro é metilado - inativado). Ja altos niveis de metilacdo diminuem a
expressao dos genes, resultando em baixo crescimento celular, repara¢do do DNA danificado e
iniciacdo do processo de apoptose (morte celular programada). E importante ressaltar que tais
condicBes sdo mantidas ap6s a divisdo celular e sdo transmitidas as células filhas (Noro & Gon,
2015). Teh et al. (2014) relatam que essas modificagdes constituem um mecanismo importante
na regulacdo de células normais, pois permitem gque ocorram mudancgas na expressao génica
refletidas no fendtipo sem alterar a sequéncia de DNA e sdo altamente influenciados por
componentes hereditarios e ambientais Gan et al. (2013).

Estudos tém demonstrado que alguns individuos, quando submetidos ao estresse
enguanto jovens, geram uma memoria fisiolégica promovendo, por exemplo, uma melhor
adaptacdo ao ambiente durante a vida adulta (Yahav, 2009; Vinoth et al., 2018). A
sobrevivéncia dessas aves aos extremos de calor ocorre devido a sua capacidade adaptativa,
conhecida como mecanismo epigenético. Essas modificagdes podem ser desencadeadas no

genoma de um individuo em qualquer momento de sua vida (Jirtle & Skinner, 2007). Paiva et
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al. (2019) relatam que os mecanismos epigenéticos respondem a fatores externos e internos,

como clima e nutri¢do, predispondo & mudancas nos fendtipos.

2.4.2 O estudo da Epignética e da metilacdo do DNA em aves

Varios estudos epigenéticos tém sido relatados em animais de interesse zootécnico
como: suinos, ovinos, bovinos, frangos e galinhas (Hao et al., 2016; Lu et al., 2019; Garner et
al., 2020; Pértille et al., 2020; Livernois et al., 2021). Esses animais estdo constantemente
expostos as condicBes de altas temperaturas em suas instalacbes, ocasionando estresse e,
consequentemente, afetando a produtividade e o bem-estar animal (Frésard et al., 2013).

Segundo Tzschentke & Basta (2002), mudangas nas condi¢des ambientais estéo
diretamente relacionadas aos processos epigenéticos, e a temperatura do ambiente afeta o
sistema fisiologico durante a fase de desenvolvimento embrionario, podendo causar alteracdes
no sistema termorregulador dos animais. Neste estudo, mudancas de 1 °C na faixa de
temperatura para valores mais baixos ou mais altos foram suficientes para alterar a sensibilidade
dos neurénios termorreguladores, pressupondo que a alteracdo foi causada pela adaptacédo
epigenética a temperatura. Vinoth et al. (2018), em estudos com frangos de corte, observaram
que os pintainhos que passaram por tratamento de alta temperatura no incubatério,
apresentaram maior tolerdncia ao calor quando adultos e niveis de metilagcbes mais altos em
relacdo as aves que nao passaram pelo estimulo térmico (Kisliouk et al., 2017; Vinoth et al.,
2018).

Essas respostas podem representar um mecanismo protetor para manter a
integridade e sobrevivéncia das células que passaram por estimulos estressantes, permitindo
compreender as vias moleculares envolvidas nesses processos e identificar animais mais
resilientes, suscetiveis e resistentes as condi¢cdes ambientais (Livernois et al., 2021). Frésard et
al. (2013) e Malan-Midiller et al. (2014) relatam que 0s mecanismos epigenéticos podem ajudar
a compreender a adaptacdo dos animais as mudancgas ambientais relacionadas ao processo de
resposta ao estresse.

De acordo com Wang et al. (2012), animais constantemente submetidos ao estresse
podem promover alteracdes celulares influenciadas por mecanismos epigenéticos, e as células
sanguineas podem servir como biomarcadores epigenéticos da condicdo evolutiva do estresse
(Frésard et al., 2013). Animais constantemente submetidos ao estresse tém alteragdes
fisioldgicas e bioldgicas em diferentes tecidos, incluindo células as sanguineas (Perini et al.,
2021). Estudos destacaram o uso do sangue como mediador de informacGes sobre as alterac6es

epigenéticas, por ser um tecido ndo invasivo e uma amostragem das modificagdes de diversos
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estimulos que o organismo passa. Pértille et al. (2020) comparou o conteudo da metilacdo do
DNA em hemécias de galinhas submetidas em diferentes biomas para verificar um perfil
epigenético relacionado ao estresse, e Pértille et al. (2017) encontraram diferencas no conteido
da metilagédo global em hemaécias de galinhas criadas em diferentes condicdes.

Além das alteragdes nas hemaécias, as diferencas na metilagdo também podem estar
relacionadas com respostas imunoldgicas (Bélteky et al., 2018). Alguns estudos observaram
alteracdes moleculares epigenéticas em resposta ao estresse térmico, alterando a funcao
imunolodgica (Dahl et al., 2019). Pejakovi¢ et al. (2020) e Wang et al. (2017) observaram relacéo
entre a metilacdo e a resisténcia a doencas causadas por Salmonella e herpervirus galideo.
Porém, é importante ressaltar que mesmo utilizando o sangue como amostra bioldgica, existem
diferencas entre o conteudo da metilagdo com os outros tecidos e variacdo entre individuos da
mesma espécie (Husby, 2020).

O conteldo de metilacdo é especifico de um determinado tecido, pois esta
relacionado com a funcionalidade do 6rgéo. A maioria dos estudos utilizam tecidos especificos,
como o hipotalamo, o figado e os rins, porém, para a coleta, € necessario o sacrificio do animal,
algo que geralmente é indesejavel. Natt et al. (2012) e Han et al. (2020) utilizaram o hipotalamo
e Han et al. (2020) utilizou o ovério para o estudo de metilacdo em poedeiras. Yang et al. (2011)
relatam que o grau e o local de metilacdo podem ser encontrados em qualquer tipo de tecido,
pois esta relacionado com o mecanismo regulador da expressdo génica durante a diferenciacdo
tecidual, e também por diferencas genéticas entre as aves (Sun et al., 2005; Xu et al., 2007).

As alteracdes observadas podem expressar diversas respostas ao estresse térmico e,
podem variar entre diferentes linhagens de frangos de corte e de galinhas poedeiras em suas
caracteristicas morfoldgicas, metabolismo e mecanismos reguladores (Aduasiamah et al.,
2021), fato este que pode estar ligado a propria individualidade do organismo, sua exposicao
ao ambiente e a predisposicdo genética. As diferentes respostas adaptativas podem estar ligadas
a genes funcionais relacionados a resiliéncia e variagcdes genéticas em todo o genoma da ave
(Bush et al., 2017).

A obtengdo de informacdes sobre a expressdo génica em resposta aos desafios
ambientais, bem como as altera¢cGes moleculares, pode melhorar as estratégias adotadas nos
sistemas produtivos e a identificacdo e selecdo de animais mais resistentes, resilientes e
suscetiveis ao calor (Zhang et al., 2023). Assim, estudos de quantificacdo global da metilagédo
do DNA e avaliacdo dos mecanismos de adaptacéo fisioldgica e biolégica desencadeadas pelo

estresse por calor sdo de extrema importancia.
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2.5 Efeito do estresse térmico sobre a qualidade do ovo

2.5.1 Principais caracteristicas do oviduto das aves

As poedeiras sdo refratarias a luz nas primeiras 10 semanas de vida, passando a
serem fotossensiveis apos essa idade. Assim, o estimulo luminoso captado pelos receptores
hipotalamicos sinaliza ao hipotalamo para produzir o horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). O GnRH age na adeno-hipofise, liberando o horménio foliculo estimulante (FSH) e o
horménio luteinizante (LH), direcionados ao ovario para producdo dos estrogenos e da
progesterona. Essa regulagdo hormonal indica 0 aumento na atividade de desenvolvimento do
sistema reprodutivo das aves (Costa et al., 2017; Sah & Mishra, 2018). O sistema reprodutivo
das aves é composto pelo ovario e oviduto esquerdos, sendo o lado direito atrofiado devido a
substancias inibidoras do ducto de Mauller (origem do oviduto) pelo ovario (Froman et al.,
2000). O desenvolvimento desse sistema ocorre a partir da 13% semana de idade da ave,
acentuando sua velocidade nas duas semanas que antecedem a postura do primeiro ovo. Nesse
periodo, destacam-se o desenvolvimento das cristas e barbelas, caracteristicas sexuais
secundarias, € 0 aumento na deposicao de tecido adiposo (Costa et al., 2017).

O ovario, portanto, é responsavel pela producdo de horménios reprodutivos e de
gametas femininos, os o6citos, popularmente conhecidos como ovécitos que, posteriormente,
serdo a gema dos ovos. Cada odcito esta envolto por uma capsula membranosa, formando um
foliculo, e sua quantidade é determinada antes mesmo do nascimento, correspondendo a cerca
de 3.600 a 4.000 foliculos minusculos (USDA, 2000).

Quando ocorre a maturacao dos odcitos, devido a acdo do FSH e LH, o estigma se
rompe e o odcito é liberado na cavidade abdominal, sendo captado pelo infundibulo e
encaminhado as demais partes do oviduto. O infundibulo, primeiro segmento do oviduto, é onde
ocorre a fecundacao, caso haja presenca de espermatozoides, e a adicdo da membrana vitelinica
e da chalaza, em um periodo de 10 a 20 minutos (Costa et al., 2017).

Em seguida, o odcito passa pelo magno, havendo deposicdo de albumen por um
periodo de trés horas. No istmo, préximo segmento, camadas de albdmen continuam sendo
adicionadas, juntamente com as membranas interna e externa da casca, permanecendo entre
uma hora e uma hora e meia. Chegando na glandula da casca ou Utero, ha deposicéo de agua,
sais e glicose no ovo, até que atinja seu tamanho final. Posteriormente, inicia-se a deposic¢ao do
calcio pelas glandulas calciferas para formacao da casca, levando entre 20 e 23 horas. A vagina

é o Ultimo segmento do oviduto, onde 0 ovo permanece entre 5 e 10 minutos, sendo responsavel
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por adicionar uma cuticula protetora para vedar os poros da casca e pela oviposic¢do (Costa et
al., 2017; Sah & Mishra, 2018).

Ao final do canal, esta localizada a cloaca, que une os sistemas reprodutivo e
excretor. O processo de formacdo do ovo leva entre 24 e 26 horas (Costa et al., 2017) e,
aproximadamente meia hora ap0s a oviposicao, outra gema é liberada (ovulagéo), seguindo as
mesmas etapas anteriores para a formagéo de um novo ovo (USDA, 2016).

A morfologia do oviduto pode ser afetada por fatores intrinsecos, como a genética
das aves, ou por fatores externos, como a nutricdo, a sanidade e o ambiente, resultando em
alteracdes na composicao dos ovos, na proporgdo de seus componentes e no tamanho e formato
dos ovos (Carvalho & Fernandes, 2013).

As caracteristicas internas e externas dos ovos dependem de inimeras variaveis
(Monira et al., 2003; Nikolova & Kocevski, 2006; Tumova & Gous, 2012). No entanto, 0s
resultados das andlises de qualidade dos ovos podem indicar as possiveis alteracdes
morfolégicas do sistema reprodutivo de aves submetidas a determinadas condi¢des de criacao.

2.5.2 Principais caracteristicas da qualidade interna e externa do ovo

A manutencdo da qualidade dos ovos € importante para toda a cadeia produtiva e,
visto a susceptibilidade de suas estruturas a fatores diversos, pesquisas devem ser realizadas
buscando determinar respostas aos principais agentes estressores, como a elevada temperatura.

Apesar de muitas das analises de qualidade de ovos serem viaveis apenas em
ambiente experimental, a determinacdo das caracteristicas internas e externas dos ovos é uma
forma de padronizar e garantir a qualidade do produto, principalmente considerando as
exigéncias do mercado consumidor. Além disso, a demanda por ovos tem aumentado ao longo
dos anos, seja pelo baixo custo em relacdo as outras fontes de proteina de origem animal ou
pela busca de alimentos mais saudaveis (Michel et al., 2011; Medeiros & Alves, 2014).

O ovo é um alimento completo, composto por 75,8% de agua, 12,4% de proteina,
9,96% de lipideo, 0,96% de carboidrato e pequenas concentracGes de minerais e vitaminas,
totalizando 147 kcal de energia em 100 g de ovo (USDA, 2000). Além disso, apresenta
compostos bioativos com acdo anti-inflamatéria e antioxidante, caracterizando-se como um
alimento nutracéutico (Sarcinelli et al., 2007; Maia et al., 2017).

A composicdo e o tamanho do ovo podem variar conforme a idade da ave, a
linhagem, a alimentac&o, a estacdo do ano e a temperatura (Graner & Trivelin, 1947; Carvalho
& Fernandes, 2013). Entretanto, as proporc6es entre albimen (63%), gema (27,5%) e casca

(9,5%) permanecem similares (Maia et al., 2017).



49

Na gema, encontra-se a maior parte dos lipideos, vitaminas lipossoluveis (A, D, E
e K), fosforo e ferro (Mazzuco, 2008). As vitaminas B2 (riboflavina) e B9 (acido félico) estdo
presentes na gema e no albimen. A gema é recoberta pela membrana vitelinica, composta por
fosfatidilcolina e esfingomielina, sendo responsavel pela protecdo contra a ruptura da gema.
Conectando-se a essa membrana e ao albumen, as chalazas (mucinas retorcidas) sao
responsaveis por centralizar a gema no ovo (Mazzuco, 2008; USDA, 2016).

O albumen apresenta mais da metade das proteinas presentes no ovo (57%),
destacando as ovoalbuminas, ovoglobulinas, ovomucoides e conoalbuminas, que possuem
fungdes desejadas na industria alimenticia, como gelatinizacdo, formagdo de espuma e aeracgéo.
Também sdo encontradas vitaminas B1 (tiamina) e B12 (cianocobalamina) (Mazzuco, 2008).

A casca é composta por uma armacao de substancias organicas (escleroproteina e
colageno) e minerais (carbonato de célcio, carbonato de magnésio e fosfato tricalcico),
protegendo contra rompimentos e microrganismos e proporcionando trocas gasosas (Hunton,
2005). As membranas internas e externa da casca servem de base para a inser¢do da camada
mamilar, composta principalmente por mucopolissacarideos, sobre a qual tem inicio o processo
de cristalizacdo para formacédo da camada de cones e palicada. Nessa etapa, o célcio se liga aos
mucopolissacarideos, formando colunas de carbonato de calcio na forma de calcita (Maia et al.,
2017).

O processo de calcificacdo é resultado da combinacéo entre ions de célcio (Ca>*") e
bicarbonato (HCO3), formando carbonato de calcio (CaCQg) e liberando hidrogénio (H*). Caso
ndo haja calcio prontamente disponivel, havera remocdo dssea (processo lento). A regulacdo
desse mecanismo ocorre de acordo com o nivel plasmatico de calcio, mediado pelos horménios
paratormdnio, calcitonina, estrégeno e 1,25-dihidroxicolecalciferol, e pela acdo do trato
gastrointestinal (absor¢do), rins (regulacao plasmatica) e 0ssos (reserva) (Maia et al., 2017).

Os componentes dos ovos sao obtidos, principalmente, via dieta, como no caso dos
carotenoides amarelos (luteina e zeaxantina) e vermelhos (cantaxantina), responsaveis pela
coloragdo da gema (Mazzuco, 2008). A coloragdo da gema, portanto, pode ser modulada de
acordo com o mercado consumidor. As caracteristicas desejaveis variam de acordo com fatores
socioecondmicos, culturais e sensoriais, destacando-se o prego, a cor da gema, a aparéncia do
0vo e 0 sabor (Rondoni et al., 2020).

Pode-se avaliar a qualidade desses ovos de acordo com caracteristicas internas e
externas. A qualidade da casca, por exemplo, pode ser avaliada pelo teste de gravidade

especifica, resisténcia de casca e espessura de casca. Os valores dessas variaveis podem ser
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influenciados pela qualidade da matriz organica, deposicdo de célcio, organizacdo das colunas
de calcita, tamanho e forma do ovo (Sapkota et al., 2017).

A gravidade especifica € uma forma rapida, facil e econémica de avaliar a densidade
da casca (Reis et al., 2021). Os resultados sdo geralmente avaliados entre 1,060 e 1,100 g/mL,
sendo que, quanto maior o valor, melhor a qualidade de casca. Com relagéo a resisténcia de
casca, deve-se atentar as diversas metodologias disponiveis para a realizacdo da analise, visto
os diferentes resultados obtidos, dificultando sua padronizacdo e comparacdo. No entanto,
quanto maior a forca registrada pelo equipamento, maior a resisténcia da casca (Montenegro et
al., 2019).

Para avaliar a qualidade interna, pode-se medir a altura de albimen e a coloracéo
da gema. A unidade Haugh (UH) é calculada a partir dos dados de peso do ovo e altura de
albumen (Eisen, 1962). A técnica é de facil execucdo e identificacdo visual durante a quebra
dos ovos. A classificacdo do albumen por esse método pode ser denso (UH > 72), média
densidade (60 < UH > 72) e fluido (UH < 60), no qual quanto maior o valor, melhor a
qualidade do ovo (USDA, 2000). Para ovos frescos, valores superiores a 88 foram considerados
ideais (Long et al., 2016).

Carvalho et al. (2007), avaliando diferentes linhagens de poedeiras em idades de
29, 60 e 69 semanas, relataram aumento no tamanho do ovo e da gema e reducdo da unidade
Haugh e da gravidade especifica com o avancar da idade, independente da linhagem. Porém, a
linhagem afetou a qualidade interna dos ovos.

Outras caracteristicas internas dos ovos que indicam qualidade adequada sdo a
altura da camara de ar e o pH da gema e do albumen. Em ovos frescos, o pH da gema deve ser
6,0 e do albumen 6,6 (Sarcinelli et al., 2007).

Algumas condigdes externas do ovo interessam, principalmente, ao produtor. Nesta
etapa, pode-se avaliar a incidéncia de ovos sujos, defeituosos, trincados e com manchas de
sangue, representando a situacdo do lote e possibilitando ajustes de manejo (Alleoni & Antunes,
2001).

2.5.3 Efeito do estresse térmico na qualidade interna e externa do ovo

Quando em condicGes de estresse térmico, hd uma resposta fisiologica do
organismo na tentativa de retornar a homeostase, utilizando mecanismos evaporativos
(hiperventilagdo) e ndo-evaporativos (conducdo, conveccdo e radiacdo) para perda de
calor. Com o aumento da ofegacdo, ha maior eliminacdo de dioxido de carbono (CO>) pelo
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sistema respiratorio e, consequentemente, menos CO: disponivel no sangue para formacao de
acido carbénico (H.COz). Como haverd menos H.COs, menor sera a quantidade de ions
hidrogénio (H) resultantes de sua dissociagdo, contribuindo ainda mais com a alcalinizacdo do
sangue (Maia et al., 2017).

Os componentes citados compreendem o sistema tamp&o do sangue, indicado
abaixo:

CO, + H,0 «— H,CO; «— H* + HCO3

Ao mesmo tempo, 0s rins aumentam a excrecdo de bicarbonato (HCOz3) e
diminuem a de H*, na tentativa de reduzir o pH e reverter a alcalose respiratéria. O
conhecimento dessa sindrome metabodlica é muito importante na producdo de galinhas
poedeiras, pois 0 processo de calcificacdo da casca dos ovos depende da formacao do carbonato
de célcio (CaCOz), que corresponde a 95% dos componentes da casca e ocorre a partir da
combinacdo entre ions de calcio (Caz*) e bicarbonato (HCOs), com a liberacdo do H*. Assim,
a menor disponibilidade de HCOs  no sangue reduz a mineralizacdo da casca, afetando a
qualidade dos ovos (Parsons, 1982; Marder & Arad, 1989; Nys et al., 2004).

Barrett et al. (2019) avaliaram poedeiras da linhagem Hy-line (24 a 28 semanas de
idade) submetidas a estresse ciclico de temperatura, determinaram reducdo da pressdo parcial
de diéxido de carbono no sangue (PCO2) e do célcio ionizado (iCa), e aumento do pH
sanguineo, resultando em menor peso de casca e confirmando o efeito negativo da alcalose
respiratéria. Além disso, houve reducdo no peso corporal, na producdo de ovos e na UH, e
aumento da eficiéncia alimentar (queda de consumo maior que a produtiva). Supds-se que a
qualidade da casca também piorou por uma possivel reducdo absortiva de calcio no intestino
delgado, provavelmente alinhada com a redugdo do consumo de racéo observado (Mashaly et
al., 2004; Vandana et al., 2021).

Estudos avaliando poedeiras White Leghorn sob estresse térmico revelaram
comportamento semelhante de diminuicdo no consumo, indicando uma resposta adaptativa para
preservar a energia metabolica (Odihambo Mumma et al., 2006; Mack et al., 2013). A
diminuicdo do consumo de racdo objetiva amenizar o calor gerado pela digestdo e metabolismo
energético (Mack et al., 2013; Vandana et al., 2021). Aproximadamente 60% da ingestao total
de energia é direcionada a manutencdo da taxa metabolica basal. Em periodos de escassez
energética, as galinhas podem deslocar o uso de energia de funcdes bioldgicas, como a
reproducdo, temporariamente interrompendo a postura de ovos para garantir a integridade

fisioldgica (Mack et al., 2013; Franco-Jimenez et al., 2007; Rozenboim et al., 2007).
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O mecanismo responsavel por reduzir a producgdo de ovos esté ligado ao feedback
negativo dos glicocorticoides (corticosterona) sobre o eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal. A
corticosterona age nos receptores de glicocorticoides do hipotalamo, inibindo a liberagdo do
GnRH e, consequentemente, prejudicando a secrecdo de LH e FSH pela adeno-hipofise. Esses
hormonios sdo direcionados ao ovéario para producdo de estrogenos e da progesterona,
induzindo ao amadurecimento dos foliculos e ovulagdo. Assim, a auséncia de FSH e LH nas
gbnadas pode causar a regressdo do ovario, prejudicar a esteroidogénese e levar a diminuicao
na eficiéncia reprodutiva (Oguntunji & Alabi, 2010; Oluwagbenga & Fraley, 2023).

Li et al. (2020) avaliaram poedeiras da linhagem Hy-Line Brown (32 semanas de
idade) sob condigdes de estresse, obtiveram diminui¢do das taxas de postura e nimero reduzido
de grandes foliculos amarelos e hierarquicos, resultado do aumento dos niveis de estresse
oxidativo, do horménio liberador de corticotrofina e corticosterona, da reducao da proporcédo
estradiol/progesterona no fluido folicular em foliculos amarelos pequenos e grandes e da
inducdo de apoptose nas células foliculares.

Outra resposta prejudicial a producdo e qualidade de ovos é a vasodilatacdo para
dissipar o calor corporal. Sob estresse térmico, 0s vasos periféricos se expandem e ha aumento
no fluxo sanguineo para as extremidades do corpo, reduzindo simultaneamente o suprimento
de sangue para 6rgdos internos, incluindo intestino, ovario e oviduto. Assim, ha reducdo no
nivel de Ca* no plasma que chega na glandula da casca e de demais nutrientes ao ovario,
levando a diminuicdo da qualidade da casca e do peso e nimero ovariano, respectivamente
(Ebeid et al., 2012).

O estresse térmico também reduz a intensidade da calbindina, proteina ligadora do
calcio que esté presente em altas concentracdes no intestino e na glandula da casca, afetando a
absorcéo e transporte do mineral (Franco-Jimenez & Beck, 2007; Sugiyama et al., 2007; Ebeid
et al., 2012; Moraes et al., 2021). Também ha supressdo da atividade da glandula tiredide,
impedindo a formagéo da forma ativa de vitamina D3 nos rins e, consequentemente, afetando
a disponibilidade de calcio (Miller & Sunde, 1975; Franco-Jimenez & Beck, 2007; Ebeid et al.,
2012; Khan et al., 2012; Moraes et al., 2021).

Estudos relatam reducdo na expressao génica da calbindina e da anidrase carbénica
(enzima que regula a produgéo de ion carbonato durante a formagdo da casca) na glandula da
casca de aves submetidas a estresse térmico (Ebeid et al., 2012; Ma et al., 2014). Essas

alteracOes levam a reducéo no peso absoluto e relativo da casca, na espessura e resisténcia da
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casca e na gravidade especifica, e maior porcentagem de ovos quebrados (Ebeid et al., 2012;
Fouad et al., 2016).

O tecido 6sseo desempenha papel crucial no controle da calcemia, através da
remodelacdo Ossea, na qual os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcdo 0Ossea
(desmineralizacdo e degradacdo da matriz éssea), liberando célcio ao meio, e os osteoblastos
sdo relacionados a formacao 6ssea (mineralizacdo e sintese da matriz), retirando calcio do meio.
Esse processo ocorre conforme a demanda de Ca* do organismo, sendo de extrema importancia
em poedeiras, visto a continua demanda do mineral para formacéo da casca do ovo (Whitehead
& Fleming, 2000; Webster, 2004).

Em situaces de estresse cronico, tem-se menor aproveitamento de célcio dietético
pela queda do consumo e menor absor¢do e transporte do mineral, ocasionados pela elevacéo
da corticosterona. Para atender as necessidades produtivas da ave, entdo, ha desequilibrio na
remodelagdo dssea, mediada pelo aumento do niumero de osteoclastos e da atividade de fatores
pré-inflamatorios, como IL-1, IL-6 e TNF-q, resultando no aumento da reabsor¢do 0ssea € na
supressdo da osteoblastogénese. Isso, por sua vez, culmina na fragilidade 6ssea ou osteoporose,
conhecida como fadiga da gaiola, e em baixa qualidade na casca dos ovos (Whitehead &
Fleming, 2000; Webster, 2004; Ng & Chin, 2021; Stefanaki et al., 2023).

Adicionalmente, a alta frequéncia respiratéria das aves eleva a taxa de respiracdo
celular, aumentando a producédo de espécies reativas. Esse estado de estresse oxidativo causa
danos as células do organismo e, posteriormente, afetam tecidos e 6rgdos. Neste processo, sdo
afetados o pancreas, o intestino, o figado e os 6rgdos imunologicos e reprodutivos, havendo
reducdo na secrecao de enzimas digestivas, absorcdo de nutrientes (calcio e fosforo), producédo
de vitamina D3 e secrecédo da anidrase-carbonica e da calbindina (Mashaly et al., 2004; Franco-
Jimenez et al., 2007; Ebeid et al., 2012; Diaz de Barboza et al., 2017; Sah & Mishra, 2018; Kim
et al., 2020).

No sistema reprodutivo, ocorrem danos oxidativos nos foliculos pequenos,
causando reducdo do peso relativo do ovario e do oviduto, redugdo no comprimento do oviduto
e no nuamero de foliculos grandes (Rozenboim et al., 2007; Sahin et al., 2010; Ma et al., 2014).
A peroxidacao lipidica elevada na gema também resulta em valores elevados de malonaldeido,
reduzindo a cor da gema e o valor nutricional do ovo (Akdemir et al., 2009; Akdemir et al.,
2015).

SituacOes de estresse também demonstraram afetar a coloracdo da casca dos ovos

de poedeiras marrons durante sua formacéo (Mills et al., 1991; Nys et al., 1991; Mertens et al.,
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2010), levando ao branqueamento dos ovos pelo término prematuro da pigmentacdo da casca.
Caracteristicas da qualidade interna dos ovos também apresentaram alteragdes, como reducdo
da unidade Haugh apos 2 e 4 semanas de exposicdo cronica de poedeiras ao estresse térmico
(Barrett et al., 2019). Codornas submetidas a estresse térmico apresentaram ovos com menor
altura e peso de albimen, altura e didmetro da gema, indice de gema e unidade Haugh (El-
Tarabany, 2016). O grau de impacto negativo sobre a qualidade do ovo depende do tempo de
exposicdo das aves as altas temperaturas, da idade das galinhas, da genética, da sanidade e da
nutricdo (Lara & Rostagno, 2013).

Tendo em vista o impacto das alteragdes de temperatura sobre as aves, estudos
avaliando os pardmetros sanguineos, o contetdo da metilacdo global do DNA, o desempenho e a
qualidade de ovos evidenciardo as respostas fisiologicas, biolégicas e comportamentais das
poedeiras frente ao estresse por calor.
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CAPITULO 3
COMPREENDENDO A RESILIENCIA DA PRODUCAO DE OVOS EM GALINHAS
POEDEIRAS ESTRESSADAS PELO CALOR: UMA INVESTIGACAO COMPARATIVA DE

DUAS LINHAGENS

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o tempo de recuperagdo da producdo de ovos de duas
linhagens de poedeiras sob duas temperaturas, considerando o peso corporal, a temperatura
retal, o consumo de racéo e a qualidade de ovos. Avaliamos 192 poedeiras, 96 Dekalb White e
96 Dekalb Brown, em condi¢des de estresse por calor (35 °C de dia e 26 °C a noite) e de conforto
térmico (26 °C de dia e 24 °C a noite), com umidade relativa de 60%. A producdo de ambas as
linhagens teve queda acentuada durante a primeira semana de estresse térmico, recuperando a
producdo a partir da segunda semana, sendo que para a linhagem Dekalb White a viabilidade
equiparou ao patamar de conforto, e a linhagem Brown permaneceu cerca de 10% inferior. O
estresse por calor elevou a temperatura corporal, e reduziu 0 consumo de ragédo, 0 peso das aves
e 0 peso do ovo em ambas as linhagens. A qualidade da casca para a linhagem Dekalb Brown
foi mantida, e na Dekalb White houve piora. Encontramos indicios de que o processo adaptativo
das aves pode ocorrer na primeira semana de desafio ambiental, de modo que, apds esse
periodo, espera-se manutencdo da producdo e qualidade de ovos em aves sob o desafio por
calor. As estratégias de adaptacdo foram distintas entre as linhagens, com a linhagem Dekalb
White reduzindo a qualidade de casca para a manter a producdo, enquanto a Dekalb Brown
manteve a qualidade de casca em detrimento da produtividade.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Avicultura. Ganho de peso. Qualidade de ovos.

3.1 Introducéao

Temperaturas elevadas representam um dos desafios ambientais que mais
prejudicam a producdo avicola (Lee et al., 2021). Se a temperatura exceder a zona termoneutra,
ha um desregulamento do funcionamento fisioldgico reduzindo o desempenho produtivo (Afsal
etal., 2018).

O estresse por calor ocorre quando a capacidade de dissipar o calor extra ao
ambiente é reduzida (Surai, 2020). O estresse por calor é considerado agudo quando ocorre por
um curto periodo, e crénico quando ocorre por longos periodos. Os danos causados dependem

da intensidade e da duragéo do estimulo estressor em que o0 animal est4 exposto (Adu-Asiamah
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etal., 2021), podendo resultar na diminuigéo da producéo e da qualidade dos ovos, e no aumento
da mortalidade (Wasti et al., 2020).

As aves possuem alta atividade metabdlica e uma zona termoneutra limitada (Lara
& Rostagno, 2013; Kim et al., 2020) que, somada a auséncia de glandulas sudoriparas e a
presenca de penas, dificulta dissipar o calor e resulta em termorregulacéo ineficiente, podendo
ocasionar morte. Esse problema é constantemente observado nas épocas de intensas ondas de
calor, na qual a mortalidade das aves aumenta significativamente (Wolf & Walsberg, 2000;
Adu-Asiamah et al., 2021). A onda de calor € uma condi¢édo climatica que predispde o estresse
agudo, classificado como intenso e de curta duracgdo, proporcionando grande dificuldade das
aves em se adaptarem a mudanca do ambiente térmico. Devido as mudancas climaticas, esses
eventos extremos tém aumentado a frequéncia, intensidade e duracdo (Lamarca et al., 2018;
Riquena et al., 2019), proporcionando desafios de estresse por calor crénico para aves criadas
nas regides produtoras entre os tropicos.

O ofego é uma resposta fisiologica das aves sob estresse por calor que favorece a
perda de calor latente através do sistema respiratdrio. No entanto, esse processo reduz a taxa de
dioxido de carbdnico (COz) sanguineo e eleva seu pH, caracterizando a alcalose respiratoria. O
desequilibrio causado no organismo da ave, caso ndo consiga se adaptar, causara a morte da
galinha (Odom et al., 1986). A alcalose do sangue reduz a concentracdo de calcio ionizado,
aumenta a proporcédo do célcio ligado a proteina ou conjugado com &cidos organicos, e reduz o
CO2 necessario para a formacdo do carbonato de célcio (CaCQO3), tornando-os indisponiveis
para a formacdo da casca do ovo (Usayran et al., 2001). A ma formacdo da casca resultara em
menor resisténcia e espessura de casca, deixando os ovos mais suscetiveis a contaminacgdo e a
quebra (Mazzuco & Bertechini, 2014).

A elevada temperatura ambiente aumenta a temperatura interna da ave, indicada
pela temperatura retal, e, na tentativa de reduzir o calor endégeno originario da digestdo, ha
reducdo do consumo de ragado e, consequentemente, de nutrientes prontamente disponiveis para
manutencdo das aves e producédo de ovos (Franco-Jimenez et al., 2007; Oluwagbenga & Fraley,
2023). A reducgdo do consumo, além de reduzir o peso corporal (Garriga et al., 2006; Lin et al.,
2008; Nawab et al., 2018), também ocasiona expressdo génica ovariana e niveis hormonais
reprodutivos anormais, afetando o peso do ovo (Huston et al., 1957; Li et al., 2020). Também
ocorrem alteracGes no equilibrio &cido-base e na concentracdo de calcio (Mahmoud et al., 1996;
Kim et al., 2024), que podem resultar em efeitos mais ou menos expressivos de acordo com a

genética, indicando que as poedeiras lidam com essas alteracGes de maneira diferente durante
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a adaptacdo (Jiménez & Beck, 2007), apesar destes mecanismos ndo estarem totalmente
compreendidos.

Melesse et al. (2011) verificaram que ha diferenca na termotolerancia entre cinco
linhagens de poedeiras, indicando que algumas sdo mais resistentes. Entretanto, o entendimento
do processo adaptativo e quais 0s mecanismos vinculados ainda permanecem incertos, sendo
necessarios estudos que explorem as especificidades de cada linhagem, o que permitiré elaborar
estratégias mais eficazes para mitigar os efeitos do estresse por calor.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o tempo de recuperacdo da producao de ovos
de duas diferentes linhagens de poedeiras sob estresse por calor cronico, avaliando o peso
corporal, a temperatura retal, o consumo de racéo e a qualidade de ovos, para melhor entender

0S mecanismos adaptativos destas galinhas.
3.2 Metodologia

3.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi realizado em duas camaras climaticas com 96 aves Dekalb White
e 96 Dekalb Brown, totalizando 192 aves. Os animais foram divididos em dois grupos e 0s
tratamentos foram repetidos, invertendo as cdmaras climéticas. Todas as aves eram do mesmo
lote de producéo e foram cedidas por uma granja comercial. Na primeira repeticao, as aves de
ambas as linhagens estavam com 34 semanas de idade e, na segunda repeticao, as aves estavam
com 45 semanas. Foram alojadas em grupos de 4 aves/gaiola dentro das cdmaras climaticas,
totalizando 6 gaiolas para cada linhagem por tratamento de temperatura e repeticdo. Cada
camara climatica foi programada para um tratamento de temperatura, que foi aplicado nas aves
por 28 dias consecutivos. O tratamento de estresse por calor foi caracterizado por uma
temperatura de 35 °C durante o dia (9:00 as 20:00), reduzindo a temperatura para 26 °C durante
a noite (20:00 as 9:00). No tratamento de controle, a temperatura durante o dia foi de 26 °C e a
noite de 24 °C. A umidade relativa foi mantida constante em 60%. Na segunda repeti¢ao, nos
invertemos os tratamentos nas camaras climéaticas para controlar o efeito das salas nos
resultados. As aves de cada repeticdo foram submetidas a um periodo de adaptacao de sete dias
com uma temperatura constante de 26 °C.

O fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro foi adotado, obtido por iluminagéo
artificial. As aves tiveram acesso ad libitum a dgua e 110 g/ave de racdo dividida duas vezes ao
dia, as 8:00 e as 16:00 horas, com uma dieta contendo 2.846 kcal/kg de energia metabolizavel,

14,93% de proteina bruta, 4,48% de célcio e 0,29% de fésforo disponivel. O delineamento
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experimental considerado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 2x2 em parcelas

subdivididas.

3.2.2 Registro da producéo e qualidade do ovo

Os ovos foram coletados diariamente para verificacdo da viabilidade de producéo,
calculada pela expresséao a seguir.

n numero de ovos coletados na gaiola
=1 nimero de aves na gaiola

n

Viabilidade de producao =

Onde n é o numero de gaiolas.

A qualidade dos ovos foi aferida para todos os ovos coletados nos trés primeiros
dias e nos trés ultimos dias de cada ciclo de 28 dias. Primeiramente, foi avaliada a gravidade
especifica realizando a imersdo dos ovos em solugdes salinas ajustadas em densidades variando
de 1,060 a 1,100 g/mL, em intervalos de 0,005. Os ovos foram submersos nos recipientes da
menor para a maior concentracgdo, registrando-se a concentracdo na qual flutuaram. As variaveis
de peso, resisténcia da casca, altura do albimen, unidade Haugh e cor da gema foram avaliadas
no equipamento Digital Egg Tester, (DET-6000, Nabel Co. Ltd., Kyoto, Japan) e a espessura

da casca, no paquimetro digital acoplado ao equipamento.

3.2.3 Peso das aves, temperatura interna e consumo de racao

O peso corporal e a temperatura interna de todas as aves foram monitorados
semanalmente durante o ciclo de 28 dias, totalizando quatro coletas em cada repeticdo. O peso
foi registrado em balanca de plataforma (B-160, Lider Co. Ltda, Aracatuba, S&o Paulo, Brasil),
com precisdo de 5 gramas, e a temperatura interna foi aferida com um termémetro digital clinico
inserido no reto.

A quantidade de racdo fornecida e as sobras foram pesadas e registradas
diariamente. Como as linhagens foram dispostas aleatoriamente nas gaiolas no interior das
camaras climéticas, ndo medimos a sobra de ragdo por linhagem, mas o total de ragdo néo

consumida em cada tratamento de temperatura.
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3.2.4 AnAlise dos dados

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 2x2
(duas strains e dois tratamentos de temperatura) com parcelas subdivididas. Treatment é o fator
da parcela completa e strain o fator da subparcela e a repeti¢éo o bloco.

Eliminamos valores de outliers por meio da andlise de boxplot. A partir desse
dataset, realizamos ANOVA para cada dia de coleta para as variaveis peso das aves e
temperatura retal. Posteriormente, aplicamos o teste de Tukey para verificar diferencas entre os
tratamentos de temperatura e linhagem combinados.

A variacgéo da viabilidade dos ovos foi avaliada diariamente e comparado pelo teste
t pareado. A quantidade de ovos trincados foi comparada pelo teste de qui-quadrado. A
qualidade dos ovos foi comparada dentro de cada linhagem, entre os niveis Conforto e Estresse

por calor, utilizando o teste t-Student.
3.3 Resultados

3.3.1 Peso e temperatura retal

A Figura 3.1 mostra a curva de ganho de peso das aves Dekalb White e Dekalb
Brown para os tratamentos conforto e estresse por calor. Os grupos submetidos a estresse por
calor tiveram queda do peso durante todo o periodo experimental. Verifica-se uma queda mais
acentuada para a linhagem Dekalb Brown, sendo que o grupo sob estresse por calor ficou com

peso cerca de 15% inferior ao peso esperado para a linhagem.
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A Tabela 3.1 mostra o resultado do teste de comparacao de médias para as galinhas

por data de pesagem, tratamento de temperatura e linhagem. Observa-se que nas pesagens DO

e D1, ndo havia diferenca de peso entre 0s grupos dos tratamentos de temperatura. A partir da

pesagem D7, observamos diferenca significativa entre os tratamentos de temperatura para cada

linhagem.

Tabela 3.1. Teste de comparacdo de médias do peso (kg) das galinhas para cada dia de pesagem,

tratamento de temperatura e linhagem.

Dia do experimento ~ Tratamento Linhagem
Dekalb White Dekalb Brown
DO Conforto 1,5808 +£0,1426 b 1,9323 £0,1200 a
Estresse 1,6015 £0,1378 b 1,9160 £0,1495 a
D1 Conforto 1,5796 +0,1606 b 1,8827 £0,1248 a
Estresse 1,5758 +0,1476 b 1,8487 +0,1480 a
D7 Conforto 1,5987 £0,1685 ¢ 1,8938 +0,1246 a
Estresse 1,5167 £0,1527 d 1,7471 £0,1504 b
D14 Conforto 1,5871 £0,1829 ¢ 1,8748 £0,1323 a
Estresse 1,4983 +0,1398 d 1,6908 +0,1769 b
D21 Conforto 1,6181 +0,1357 b 1,8658 £0,1324 a
Estresse 1,4977 £0,1335 ¢ 1,6483 +£0,1919 b
D28 Conforto 1,6198 +0,1275 b 1,8521 £0,1468 a
Estresse 1,4900 = 0,1400 c 1,6717 £0,1116 b
* Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05) para o dia de pesagem, entre 0s

niveis de temperatura e de linhagem.
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A Figura 3.2 mostra a quantidade de racdo ndo consumida pelas aves diaria e
acumulada em cada repeticéo realizada. Verificamos que as galinhas submetidas a estresse por
calor na primeira repeticdo deixaram de consumir uma quantidade maior de racdo, totalizando
uma perda de 56,6 kg, ou 29,1% do total de racdo fornecida durante o periodo. Nessa mesma
repeticéo, as aves do conforto deixaram sobra de racgdo de 15,7 kg, ou equivalente a 8% do total
oferecido. Na segunda repeticdo, a sobra de racéo do grupo do estresse por calor foi de 32,5 kg
(16,6%) e do grupo do conforto foi 20,1 kg (10,2%). Na primeira repeticdo, durante a primeira
semana de experimento a reducéo de consumo foi maior.
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Figura 3.2. Gréafico da racdo ndo consumida diaria para os tratamentos de conforto e estresse
por calor, para a primeira repeticao (esquerda) e segunda repeticéo (direita).

A Figura 3.3 mostra a variacdo da temperatura retal das aves de ambas as linhagens
submetidas aos tratamentos de conforto e estresse por calor. Nos graficos, nas medi¢fes D7 a
D21, a temperatura retal das aves submetidas a estresse por calor ficou maior que das aves
submetidas a conforto térmico. Nesse periodo, as aves demonstraram maior sensibilidade ao
estresse por calor, porém, na medicdo de D28, verificamos que a temperatura retal deste grupo

se equiparou com a temperatura do grupo de conforto.
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Figura 3.3. Gréficos de variacdo da temperatura retal das aves Dekalb White e Dekalb Brown

submetidas aos tratamentos de conforto e estresse por calor.

A Tabela 3.2 mostra o resultado do teste de comparacao de médias da temperatura

retal das galinhas por data de pesagem, tratamento de temperatura e linhagem. Observa-se que,

a partir de D7, hd um aumento significativo da temperatura retal das poedeiras sob estresse por

calor, que permanece até D21, quando as temperaturas internas comecam a equilibrar.

Tabela 3.2. Teste de comparacdo de médias da temperatura retal (°C) das galinhas para cada
dia de medicao, tratamento de temperatura e linhagem.

Dia do experimento

Tratamento

Linhagem

Dekalb White

Dekalb Brown

DO

D1

D7

D14

D21

D28

Conforto
Estresse
Conforto
Estresse
Conforto
Estresse
Conforto
Estresse
Conforto
Estresse
Conforto
Estresse

41,075 + 0,463
41,100 * 0,564
40,817 £ 0,511
41,275 + 0,449
40,675 + 0,481
41,142 + 0,350
41,050 £ 0,178
41,242 + 0,496
40,925 + 0,245
41,325 + 0,393
40,858 + 0,350
40,967 + 0,789

40,636 * 0,335
40,883 * 0,469
40,900 + 0,531
40,983 + 0,301
40,590 + 0,489
41,167 + 0,370
40,610 £ 0,572
41,575 *+ 0,555
41,180 = 0,494
41,492 + 0,695
40,970 + 0,548
41,042 + 0,629

b

a
a
a

* Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <0,05) para o dia de medi¢do da
temperatura retal, entre os niveis de temperatura e de linhagem.
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Observa-se na Tabela 3.2 que a partir de D7 hd um aumento significativo da
temperatura retal que permanece até D21, quando as temperaturas internas comegam a
equilibrar. Ha indicios por esses dados que as aves conseguiram compensar fisiologicamente o

estresse por calor a partir da terceira semana de exposicao a este desafio térmico.

3.3.2 Analise de viabilidade de producao dos ovos

A Figura 3.4 mostra os graficos de viabilidade média observada nas duas repeti¢es
para as linhagens Dekalb White e Dekalb Brown. As diferencas na producédo de ovos entre 0s
tratamentos de temperatura foram evidentes. Durante o periodo de pré-experimento, no qual 0s
grupos de controle e estresse estavam sob 0 mesmo ambiente térmico, resultou em produgdes
equivalentes. Quando se inicia o estresse por calor, durante a primeira semana houve gqueda
acentuada da producdo de ambas as linhagens na segunda semana, cujas Vviabilidades
alcancaram patamares abaixo de 70%. Na semana seguinte houve recuperacdo gradativa da
producdo. As duas linhagens recuperaram a producéo, com a diferenga de que Dekalb White
recuperou a producdo em nivel equivalente ao grupo do controle e a Dekalb Brown manteve-

se em um patamar de producao inferior.
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Figura 3.4. Gréfico de viabilidade média entre as duas fases experimentais e gaiolas de cada
tratamento de temperatura para as linhagens Dekalb White e Dekalb Brown. Do dia 1 ao 7 —
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A Tabela 3.3 resume os resultados do teste t pareado de viabilidade de producao
para cada linhagem e temperatura, levando em conta as duas repeti¢cdes. As linhagens Dekalb
White e Dekalb Brown sob influéncia do estresse térmico tiveram uma perda de viabilidade de
3,33% e 14%, respectivamente, quando comparadas as em temperatura termoneutra.

Tabela 3.3. Resultado do teste t pareado da viabilidade de producéo (%) para cada linhagem e
condicdo de temperatura, considerando as duas fases experimentais.

Variaveis Dekalb White Dekalb Brown
Conforto Estresse Teste t Conforto Estresse Teste t
pareado
Viabilidade  producdo 91,44+535 88,39+10,41 0,031 91,99+6,55 78,05+17,54 <0,001
(%)

A Tabela 3.4 mostra a média de ovos trincados para cada linhagem. A quantidade
de ovos trincados no conforto e no estresse nédo foi significativa na linhagem Dekalb Brown,
mas foi significativa para a linhagem Dekalb White, indicando que a producdo em patamar
inferior observado pode ter favorecido na manutencdo da qualidade de casca para a linhagem
Dekalb Brown.

Tabela 3.4. Resultado do teste y? entre os tratamentos de temperatura para o nimero de
observacdes de ovos trincados durante os 28 dias de experimento, considerando seis gaiolas
para cada linhagem e as duas fases experimentais.

. . Dekalb White Dekalb Brown
Quantidade ovos trincados S o
observados Conforto Estresse estex Conforto  Estresse estex

(Pearson) (Pearson)
0 304 275 310 298
1 31 54 24 37
5 1 5 0,006 2 1 0,188
3+ 0 2 0 0
Total 336 336 336 336

3.3.3 Analise de qualidade dos ovos

A Tabela 3.5 mostra que, ap6s 28 dias sob estresse, 0 peso dos ovos diminuiu nas
duas linhagens. A linhagem Dekalb White teve uma reducdo média de 3,84 g (6,5%) e a
linhagem Brown de 6,34 g (11,1%). A resisténcia e a espessura da casca também mostraram
resultados relevantes entre os tratamentos e entre as linhagens. Na Dekalb White, foram
observadas cascas mais finas e menor resisténcia de casca apds o periodo de estresse por calor,
enquanto na Dekalb Brown ndo foram observadas diferengas. A altura de albumen e a unidade
Haugh ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos em nenhuma das linhagens. A

gravidade especifica também foi menor na Dekalb White ap0s o estresse.
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Tabela 3.5. Resultado do teste t-Student entre os tratamentos de temperatura conforto e estresse
para as variaveis de qualidade dos ovos.

Variaveis Dekalb White Dekalb Brown

Conforto Estresse Testet Conforto Estresse Teste t
Peso (g) 61,21+525 57,27+4451 <0,001 62,7345,65 56,39+3,23  <0,001
Resisténcia da casca 4,86+0,10 4,13+1,40 <0,001 4,23+0,99 4,19+1,02 0,751
(kgficm?)
Espessura da casca 0,432+0,029 0,416+0,047 0,007 0,428+0,036 0,428+0,053 0,963
(mm)
Altura albimen (mm) 9,11+3,35 9,56+3,36 0,287  9,01+3,21 9,55+3,95 0,243
Unidade Haugh 91,71+£18,98 94,47+17,62 0,242  90,72+18,31 93,96+19,84 0,191

Gravidade especifica 1091,1+5,18 1087+6,74  <0,001 1089+4,79  1089,3%528 0,726

(g/cm?)
Valores em negrito apresentaram diferencas entre os tratamentos dentro da linhagem para o teste t-student a 5%
de significancia.

3.4 Discussao

O animal reage a estimulos estressantes por meio de respostas comportamentais e
fisioldgicas, ativando o metabolismo para manter ou restabelecer a homeostase (Basile et al.,
2020). Neste estudo, observamos efeito da temperatura e da linhagem, indicando que as
linhagens possuem mecanismos de adaptacao distintos durante situacdes de estresse por calor.

A temperatura retal das aves foi maior durante o estresse por calor em comparacao
ao conforto, no entanto, a temperatura ainda se manteve dentro da normalidade, entre 41 e 42
°C (Chang et al., 2018). A elevacdo da temperatura retal € uma resposta fisiologica ao estresse
por calor bem documentada na literatura (Chang et al., 2018; Farag & Alagawany, 2018; Kim
et al., 2021) e utilizada para avaliar o grau de adaptacdo das aves as condi¢des de estresse
térmico (Chen et al., 2013; Farag & Alagawany, 2018). A flutuacdo da temperatura retal nas
poedeiras em estresse por calor, com valores elevados entre D7 e D21, indicam que houve um
desequilibrio neste periodo, seguido de aclimatacdo quando as temperaturas internas voltam
aos patamares observados no grupo controle.

O estresse por calor reduziu o consumo de racdo das poedeiras, principalmente na
primeira semana da primeira repeticdo. A reducdo de consumo esta relacionada ao mecanismo
adaptativo para evitar o aumento da temperatura corporal devido a producdo de calor
metabolico originado durante a digestdo dos alimentos (Franco-Jimenez et al., 2007;
Rozenboim et al., 2007; Star et al., 2008; Baxter et al., 2020). Aparentemente, também ha um
efeito da idade na reducdo do consumo da racdo em condicOes de estresse por calor. Em uma
meta-analise, avaliando poedeiras de diferentes idades em estresse por calor, a interacdo entre
essas variaveis resultou em poedeiras mais velhas (70 semanas) consumindo menos racao do

que as mais jovens (30 semanas) (Mignon-Grasteau et al., 2015), oposto ao observado neste
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trabalho. A explicacdo para esta resposta ainda ndo esta bem compreendida, mas a diferenca
entre os estudos pode ter relagdo com a linhagem e a idades das aves.

As duas linhagens testadas apresentaram menor peso corporal em condicdo de
estresse por calor, consequéncia da reducdo do consumo de racdo durante o periodo. Estes
achados corroboram com outros trabalhos que estudaram a redugdo do peso em situacdes de
estresse (Garriga et al., 2006; Lin et al., 2008; Nawab et al., 2018; Welay et al., 2023). Apesar
de ambas as linhagens terem perdido peso, a Dekalb Brown apresentou queda mais acentuada,
com peso cerca de 15% inferior ao esperado para a linhagem. Franco-Jimenez et al. (2007), ao
comparar as linhagens Hy-line W36, W98 e Brown, observaram queda produtiva mais
acentuada na Brown que, somado a outros resultados, indicou que as poedeiras Brown sdo mais
sensiveis a temperaturas elevadas por serem aves mais pesadas, precisando de mais energia para
manutencdo, e por possuirem uma cobertura de penas mais espessa que limita a dissipacéo de
calor. Estudos destacam que a genética pode culminar em respostas distintas ao estresse
(Boddicker et al., 2014; Jaiswal et al., 2017), inclusive indicando que animais mais pesados e
de alta producéo sdo mais sensiveis as condi¢cdes ambientais (Rauw et al., 2020; Nawaz et al.,
2023).

A viabilidade total dos ovos das poedeiras sob estresse por calor foi menor, porém
a perda maior ocorreu nas duas primeiras semanas, sendo que, durante a primeira semana,
observamos queda e, durante a segunda semana a recuperacdo dessa producgdo. A partir da
terceira semana, a producdo se manteve estavel até o final do experimento. Observamos
também, elevacdo na temperatura retal nas duas primeiras semanas de experimento. Esses
resultados indicam que, durante a primeira semana de estresse por calor, houve uma resposta
adaptativa primaria voltada a economia de energia metabdlica para alocar esses recursos em
funcBes vitais (Franco-Jimenez et al., 2007), seguida do retorno produtivo apds o inicio da
aclimatacdo dessas galinhas. Poedeiras submetidas ao estresse ciclico apresentaram queda no
consumo de ragao, peso corporal e producéo de ovos na segunda semana de experimento, mas
estabilizaram seus valores nas quatro semanas seguintes, indicando uma aclimatacdo dessas
poedeiras (Barrett et al., 2019). A exposicdo de poedeiras Lohmann Brown ao estresse térmico
(33° e 66% UR) também reduziu o peso do ovo desde a primeira semana e a producao de ovos
a partir da segunda semana, permanecendo até o final do experimento, provavelmente
consequéncia do consumo de ragdo reduzido. Kim et al. (2024) verificaram aumento da

temperatura retal aos 14 dias e aos 28 dias, diferindo dos resultados do nosso estudo. Apesar
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dos mecanismos de adaptacdo entre os estudos serem similaridades, o periodo no qual cada
etapa ocorre e seu modo de acdo ainda permanecem incertos.

Apesar de ambas as linhagens reduzirem o peso do ovo em situacdo de estresse
térmico, corroborando com a literatura (Oliveira et al., 2014), a linhagem Dekalb Brown
manteve a qualidade de casca, enquanto a Dekalb White apresentou reducdo dessa qualidade,
0 que gerou aumento do nimero de ovos trincados. Nas poedeiras Dekalb Brown observamos
maior reducdo da producao e peso dos ovos, o que favoreceu a manutencéo da quantidade de
minerais necessarios para a boa qualidade de casca. Estudo com poedeiras demonstrou que a
Hy-line Brown tinha maior comprimento de perna, melhor qualidade 6ssea da tibia e espessura
de casca quando comparada a linhagem White (Mekky et al., 2016; Rayan et al. 2020). A partir
dos nossos achados, pressupde-se que as poedeiras Dekalb Brown possuem mecanismo
equivalente a outras linhagens vermelhas, explicando a adequada manutencao da casca durante

0 estresse pelo maior aporte mineral ésseo.
3.5 Concluséo

Observamos que 0s mecanismos de resposta adaptativa sd@o acionados na primeira
semana de exposicdo estresse por calor, refletindo em aumento da temperatura corporal e
reducdo da viabilidade de ovos. A partir da segunda semana, observamos os efeitos de uma
adaptacdo ao ambiente estressor, com recuperacdo da producdo e da temperatura retal.
Concluimos que ambas as linhagens estudadas tiveram tempo de adaptacdo semelhantes,
porém, em nossos achados, ficou evidente que estratégias bioldgicas diferentes foram adotadas,
uma vez que a linhagem Dekalb Brown conseguiu manter a qualidade de casca dos ovos em
detrimento da producdo, e a linhagem Dekalb White manteve producdo em detrimento a
qualidade de casca dos ovos.
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CAPITULO 4
EFEITOS DO ESTRESSE POR CALOR NA METILACAO GLOBAL DO DNA E NOS

PARAMETROS SANGUINEOS DE DUAS LINHAGENS DE GALINHAS POEDEIRAS

RESUMO

A metilagdo do DNA é uma alteracdo epigenética que tem contribuido para o conhecimento de
mecanismos associados a processos fisioldgicos e bioldgicos ligados a fatores ambientais. Em
condicdes estressantes, genes podem ser silenciados ou deixarem de ser expressos, a partir do
mecanismo de metilacdo. O objetivo deste estudo foi determinar o contetdo da metilagéo global
do DNA e, alteragcBes nos parametros hematolégicos e eletroliticos de duas linhagens de
galinhas poedeiras submetidas em cdmaras climaticas a tratamento por calor e conforto térmico.
Foram avaliados: glicose sanguinea, hemograma, pH, calcio idnico, sédio, potassio, cloro e o
conteido da metilagdo global do DNA. O estresse elevou o cloro, mas ndo afetou os demais
pardmetros sanguineos avaliados. Aos 28 dias de experimento, a linhagem Dekalb Brown
apresentou niveis maiores de leucocitos e hematdcrito e menor concentracdo de cloro e sédio
guando comparada a linhagem Dekalb White. Os niveis de leucdcitos, proteina plasmatica,
sodio e célcio ibnico permaneceram acima dos valores de referéncia para as duas linhagens.
N&o houve diferenca no contetdo da metilacdo entre os tratamentos de temperatura, mas
apresentou diferenca significativa entre as linhagens aos 28 dias de experimento. O conteido
da metilacdo global foi independente dos pardmetros sanguineos avaliados neste estudo, mas
dependente da linhagem da ave, podendo indicar que as linhagens respondem com mecanismos
biolégicos diferentes para a adaptacdo ao calor. A auséncia de correlacdo ndo exclui
completamente uma relacdo causal, e mais estudos sdo necessarios para investigar possiveis
associacoes fisiologicas e bioldgicas do sangue e como as linhagens respondem a diferentes

mecanismos adaptativos ao calor.

Palavras-chave: Ambiéncia. Avicultura. Epigenética. Glicose Sérica. Hemograma. pH

sanguineo. Eletrolitos. Proteina Plasmatica.
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4.1 Introducdo

Aves sob condigdes estressoras desenvolvem mecanismos compensatorios de
sobrevivéncia, como alteragdes morfoldgicas, anatdémicas, fisiologicas, bioquimicas e
comportamentais (Afsal et al., 2018; Nawaz et al., 2021). O tecido sanguineo percorre todo o
organismo animal, transportando nutrientes e metabdlitos constantemente, o que possibilita
identificar as alterages fisiologicas por meio da analise de seus componentes, associando-0s
ao estimulo estressor e as demais alteracdes observadas (Mehaisen et al., 2019; Sobotik et al.,
2020).

SituacGes de estresse resultam em aumento na glicemia e na producao de eritrocitos
e hemoglobina para suprir a demanda energética e de oxigénio do organismo (Habibu et al.,
2017; Hassan et al., 2023). A desidratacdo do organismo também aumenta as proteinas totais
(Schmidt et al., 2007) e altera o equilibrio &cido-basico do organismo, regulado principalmente
pelo potassio, cloro e sddio, que sofrem maior ou menor excre¢do (Harr, 2002). Os niveis de
calcio ionizado e dos demais eletrdlitos também podem ser afetados pela alcalose respiratoria,
causada pela elevacdo do pH sanguineo durante o resfriamento evaporativo (Mushtag & Pasha,
2013). Alem disso, o estado do sistema imune pode ser indicado pela avalia¢do dos leucocitos,
que tendem a aumentar em situacdes de estresse (Nawab et al., 2018; Wasti et al., 2020).

O sangue também pode elucidar alteracdes adaptativas que ocorrem na expressao
génica, conhecido como mecanismo epigenético (Hong et al., 2018). A metilacdo do DNA é
uma alteracdo epigenética que envolve a adi¢cdo de um grupo metil ao nucleotideo citosina
localizado em ilhas CpG, que sdo sequéncias de DNA com alta densidade de bases citosina e
guanina (Moore et al., 2013; Reis, 2015). Essas alteracdes estdo diretamente relacionadas as
condigdes vividas pelo animal, podendo ser desencadeadas no genoma de um individuo a
qualquer momento de sua vida, em resposta a fatores externos ou internos (Jirtle & Skinner,
2007; Paiva et al., 2019).

A metilagdo predispde a mudancas no fen6tipo, podendo estar ligada a genes de
resiliéncia (Bush et al., 2017), possibilitando caracterizar animais sob estresse térmico e
identificar sua capacidade adaptativa (Yahav, 2009; Vinoth et al., 2018). Além disso, alteragdes
no conteldo da metilagdo global podem estar associadas as células e metabolitos do sangue,
onde estudos apontaram a ligacdo da metilacio do DNA com as células sanguineas sem
associacdo com a expressao génica (Willmer et al., 2018; Epiphanio et al., 2019; Zaghlool et
al., 2020). Pesquisas em aves revelaram varia¢@es no contetido de metilacdo global relacionados
a idade, aos tecidos e as linhagens (Xu et al., 2007; Natt et al., 2012; Gryzinska et al., 2013), e
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que muitas dessas variagdes sdao transmitidas de forma hereditaria e decorrem de mudangas
selecionadas ao longo da evolucdo das galinhas durante o processo de domesticacdo (Natt et
al., 2012).

As galinhas fornecem um modelo Unico para estudar os efeitos do estresse no
epigenoma no sangue pois, devido as hemécias serem nucleadas, tornam-se interessantes para
estudar alteragdes celulares. Além disso, as poedeiras constituem um excelente modelo para
estudar os perfis epigenéticos de estresse a longo prazo (Pértille et al., 2017). No entanto, ainda
ha pouca informacdo sobre a metilacdo do DNA em galinhas poedeiras utilizando o sangue
como amostra biolégica (Guerrero-Bosagna et al., 2018; Xu et al., 2018).

Este estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos do estresse por calor sobre os
parametros sanguineos e o conteudo da metilacdo global do DNA em duas linhagens de
poedeiras comerciais, e como essas respostas podem variar entre diferentes linhagens. Além
disso, pretendemos explorar a relacdo entre as alteracdes fenotipicas observadas e a plasticidade
adaptativa, destacando a capacidade de um organismo apresentar diferentes caracteristicas em

funcdo das condi¢des ambientais.
4.2 Metodologia

O experimento foi conduzido de acordo com as diretrizes éticas para
experimentacio em animais do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da Faculdade de Ciéncias
e Engenharia, Campus de Tupd, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Unesp/FCE. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA sob o

registro nimero 02/2022.

4.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi em blocos casualizados no esquema fatorial com
parcelas subdivididas. O experimento foi realizado em duas camaras climaticas com aves de
postura, sendo 96 da linhagem Dekalb White e 96 Dekalb Brown, totalizando 192 aves. Os
animais foram divididos em dois grupos e os tratamentos foram repetidos. Todas as aves eram
do mesmo lote de producéo, cedidas por uma granja comercial.

Na primeira repeticdo, as aves iniciaram o experimento com 34 semanas de idade
e, na segunda repeticdo com 45 semanas. Foram alojadas em grupos de 4 aves/gaiola dentro
das camaras climaticas, totalizando 6 gaiolas para cada tratamento de temperatura e repetigéo.
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As aves de cada repeti¢do foram submetidas a um periodo de adaptacéo de sete dias
com uma temperatura constante de 26°C e 60% de umidade relativa.

Apds a adaptacdo, cada camara climatica foi programada para um tratamento de
temperatura, que foi aplicado nas aves por 28 dias consecutivos. O tratamento de estresse por
calor foi caracterizado por uma temperatura de 35°C durante o dia (9:00 as 20:00), reduzindo a
temperatura para 26°C durante a noite (20:00 as 9:00). No tratamento de controle, a temperatura
durante o dia foi de 26°C e a noite de 24°C. A umidade relativa foi mantida constante em 60%.
Na segunda repeticdo, houve inversdo dos tratamentos nas camaras climaticas para controlar o
efeito das salas nos resultados.

O fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro foi adotado, obtido por iluminacao
artificial. As aves tiveram acesso ad libitum a agua e a 110 g/ave de racdo dividida duas vezes
ao dia, as 8:00 e as 16:00 horas, com uma dieta contendo 2.846 kcal/kg de energia

metabolizavel, 14,93% de proteina bruta, 4,48% de célcio e 0,29% de fdésforo disponivel.

4.2.2 Coleta das amostras de sangue e variaveis analisadas

As aves selecionadas para 0 experimento, considerando as duas repeticdes, tiveram
amostras de sangue coletada ainda na granja, antes do transporte e alojamento para as cdmaras
climaticas.

Nesse dia comum para as 192 aves, denominado de dia zero (D0), a idade das aves
era de 33 semanas. O objetivo dessa coleta foi garantir uma amostra de sangue de todas as aves
com o mesmo histérico de vida até aquele momento.

Apo0s a primeira semana de adaptacdo, coletamos amostras de sangue de todas as
aves no inicio do tratamento térmico (D1). Iniciado o experimento, coletamos sangue de uma
mesma ave de cada gaiola semanalmente (D7, D14, D21). Na Gltima semana (D28), coletamos
sangue novamente de todas as aves. Esse procedimento foi repetido duas vezes, sendo que em
D1 da primeira repeticdo a idade das aves era de 34 semanas e na segunda repeticao era de 45
semanas.

Foi coletado 3 mL de sangue venoso, acondicionado em microtubo de 0,5 mL
contendo EDTA K3 como substancia anticoagulante e 2,5 mL disposto em tubo com acelerador
de coagulacdo. Em seguida, a concentracgéo de glicose foi determinada pelo glicosimetro (Accu-
Check®, Guide Roche®), utilizando 0,6 pL de sangue total fresco por método eletroquimico,
e as amostras dispostas em EDTA foram homogeneizadas para determinacdo de hematocrito,
hemoglobina, contagem de hemacias, contagem de leucécitos e determinacdo de proteinas

plasmaticas totais.
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O hematdcrito foi determinado pela técnica do microhematdcrito, adicionando
sangue em tubos capilares e centrifugando-os & 12.500 rpm por 5 minutos em Centrifuga Fanem
de Microhematocritos Mod.100.

Determinamos a hemoglobina pelo método cianeto de hemoglobina utilizando o kit
Hemoglobina (Labtest® Ref. 43 e Padrdo de hemoglobina Ref.47), sendo necessario centrifugar
as amostras em tubos conicos ap6s a hemolise, por 5 min a 3.500 rpm, para remover os nucleos
celulares, seguida da leitura em espectrofotémetro (BioPlus®) a 540 nm.

A proteina plasmatica total foi realizada por refratometria manual, utilizando-se
refratbmetro de proteinas e urina veterinario (lon RHC-200®) com intervalo de medig&o entre
0-12 g/dL e precisao de 0,2 g/dL.

A contagem de hemaécias e leucdcitos foi realizada pelo método de Natt-Herrik
(1952) atualizado por Almosny et al. (1988), em cdmara de Neubauer apés diluicdo na razdo de
10 pL de sangue para 2000 pL de solugdo de Nat-Herrick. A corregéo dos valores observados
na camara de Neubauer para as hemacias e os leucdcitos foi realizada multiplicando o nimero
de celulas observadas pelo fator de correcéo (Fc) descrito a seguir (Garcia-Navarro & Pachaly,

1994).

B 1
" DxAXH

Neste contexto, Fc € o fator de correcdo, D € a dilui¢do calculada a partir do volume

Fc

de amostra dividido pelo volume total de solugdo, A é a area de contagem na camara de
Neubauer, que nesse trabalho para a contagem de hemaécias foi 0,2, equivalente a 5 quadros de
25 disponiveis, e para a contagem para Leucdcitos foi de 4 quadrantes completos, e H é a altura
da cdmara é fixa 0,1 mm3.

Para o total de hemécias, o nimero de células visualizado na cdmara de Neubauer
foi multiplicado por 10.050 (fator das hemacias) e o resultado dividido por 1.000.000, expresso
em x108/mm3. Para a leucometria global considerou-se o total de leucocitos multiplicado por
502,5 (fator de leucdcitos), expresso em x10%3/mm?d.

As amostras de soro foram submetidas a determinacdo do pH e de eletrélitos pelo
método de eletrodo seletivo (lonPro®), com faixa de sensibilidade e linearidade para Na*: 40-
205 mmol/L, K*: 1,5-15 mmol/L, Ca*: 0,2-5,0 mmol/L. A Tabela 4.1 resume as funcgdes e 0s

limites esperados para 0s parametros sanguineos testados neste trabalho.
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Tabela 4.1. Valores e fungbes de parametros hematoldgicos e bioquimicos de galinhas
descritos na literatura

Parametros Limites descritos na

testados Fungdes literatura* Referéncias
Hemoglogina Transporte de CO, e O; no
(g/dL) sangue ¢ controle do pH 7,65210,75
Hemacias (Cardoso & Tessari, 2003).
o 3 o 2,08 a 3,36
(x10°/mm°) Porcentagem de eritrocitos no .
sangue (Mitchell & Johns Sturkie & Newman (1951)
Hematdécrito (%) ’ 26,90 a 42,00 Islam et al. (2004)
2008) A
(x10°/mm?) geral (Cardoso & Tessari, 13.285 a 26.165 Grunitzky et al. (2020)
2003) .
Fonte de energia ao organismo Ding etal. (2021)
Glicose (mg/dL) &l & 168,5 a 359,4 Hassan et al. (2023)

(Faria et al., 2021)
Manutengdo da pressdo
Proteinas totais  osmotica, mecanismo acido-

Youssef et al. (2023)

(g/dL) base, transporte de substancias 4,4526,35
(Melillo, 2013)
K* (mmol/L) Manutencdo da pressio 3,52a5,76 Pech-Waffenschmidt et al.
Na* (mmol/L) osmotica e eletroneutralidade 137,40 a 155,76 (1995)
CI" (mmol/L) (Harr, 2002) 123,30 Harr (2002)
Formag@o dssea e da casca do Board et al. (2018)
iCa? (mmol/L)  ovo, e manutengio da atividade 0,97 a 1,44 Wang et al. (2018)
elétrica (Faria et al., 2021) Ding et al. (2021)
Regula o sistema enzimatico e . .
pH as fungoes celulares (Hopkins 7,20a7,57 ?1391(61;; & Schmidt-Nielsen
etal., 2018)

* Limites calculados a partir da média dos valores de referéncia da literatura indicada.

4.2.3 lIsolamento, extracdo e analise de metilacdo global de DNA

O DNA gendmico total foi extraido do sangue das poedeiras utilizando o Kit
Monarch (Biolab®, New England). A quantificacdo do DNA e avaliacdo da qualidade da
amostra foram realizadas em espectrofotdbmetro NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific). A
analise do contetdo da metilacdo global foi realizada em duplicata utilizando o kit Global DNA
Methylation ELISA (Cell Biolabs®). Tiras com pocos pré-tratados contendo reagente de
ligacdo ao DNA metilado, anticorpos de captura sensiveis a metilacdo do DNA e anticorpos de
deteccdo foram utilizados, permitindo a deteccdo colorimétrica da quantidade absoluta de
metilacdo do DNA em cada amostra. A absorbancia da solucéo contida nos pocos foi medida
em espectrofotdmetro ELISA (Kasuaki-DR-200Bs-Bl) em comprimento de onda de 450 nm. O

fluxograma contendo os processos realizados esta descrito abaixo (Figura 4.1).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119310661#bbib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119310661#bbib37
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EXTRAGAO DE DNA COLETA E PROCESSAMENTO

Kit de purificagdo de DNA DO SANGUE
gendmico Monarch Biolab® DO, D1e D28

METILAGAO DE DNA

5-10 MIN, ESCURO!
+100 L solugéo de parada ( )

(interromper a reagéo)

r Kit Global DNA Methylation
| Elisa Cell Biclabs®
)
Transferéncia para :
uf;;;j:‘;'gréaed;NA : Adigdo das amostras padrées
purlticag id ] . : SMedCyd numa placa revestida .
pre-inserida num CENTRIFUGA [ com DNA 5MedCyd conjugado INCUBACAO
tubo de coleta (3 MIN, 1.000 RPM) | (4°C, ANOITE)
1MIN, 12.000 RPM | i °
Transferénciada ¢ ( ) : P|p9::agem dostgontroc:es (25 °C, 60 MIN)
coluna para outro ] [Pk etnegca‘ I‘gkli 28
tubo + 500 uLde __ : amosiasics
E p '
EmRED e [EvEgEm 2X CENTRIFUGA 1 Adicionado um anticorpo
A (1 MIN, 12.000 RPM) ! monoclonal anti-5MedCyd,

Rl Cle : seguido de um anticorpo i
coluna para outro 1 9 dari B INCUBACAO
tubo+50pLde __ |NCUBAGAO ' secundario (25°C, 2 H)
tampao de elui¢o (1MIN, 25°C) ! +100 pL solugao de substrato (25°C, 60 MIN)

CENTRIFUGA i (reveladora) 5
DNA eluido + (1MIN, 12.000 RPM) ' INCUBAGAO
i
|
|
[}
[}
]
)
1

CERTIFICAGAO DA

QUANTIDADEE
QUALIDADE DE DNA
(Nanodrop)

Figura 4.1. Fluxograma da extracdo do DNA e analise de metilacdo global do DNA.
4.2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 2x2
com parcelas subdivididas. Treatment é o fator de parcela completa e Chicken breed o fator de
sub parcela e a repeticdo do bloco. Analisamos os boxplot de cada parametro e eliminamos os
valores de outliers. A partir desse dataset, realizamos ANOVA para cada dia de coleta (DO, D1
e D28), buscando verificar se houve diferencas entre os tratamentos e depois entre DO e D1

para verificar se ndo houve interferéncia do tempo de granja entre as duas repeti¢des realizadas.
4.3 Resultados

N&o encontramos correlacdo entre os parametros do sangue avaliados e o conteido
da metilacdo global do sangue. N&o verificamos diferencas estatisticas entre os tratamentos de
temperatura para as coletas DO e D1. Também ndo observamos diferencas do mesmo grupo de
aves entre DO e D1, dentro de cada repeticdo realizada. Os resultados da ANOVA apresentados
nesse trabalho séo para os fatores temperatura e linhagem da coleta D28, e para a variacdo

percentual entre D28 e D1, considerando o dataset completo das duas repeticoes.
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4.3.1 Analise do hemograma

A Figura 4.2 mostra a variacdo média semanal dos parametros do hemograma
durante o experimento. Os valores de glicose e hematdcrito encontrados neste trabalho
permaneceram dentro do intervalo preconizado pela literatura durante todo o periodo
experimental. Valores elevados de proteina total e leucdcitos foram observados para ambas as
linhagens. A concentracao de hemoglobina se elevou, inclusive acima do limite estabelecido na
literatura, até a segunda semana do experimento (D14), regredindo a partir da terceira semana
e retornando ao range na ultima coleta (D28). Curva parecida foi observada para as hemacias,

porém, ficando abaixo dos limites da literatura no inicio e no final do experimento.
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Figura 4.2. Graficos de intervalo de confianga para as varidveis A) hemacias, B) hemoglobina,

C) hematdcritos, D) leucdcitos, E) proteinas totais e F) glicose, para as linhagens Dekalb White
e Dekalb Brown.

A Tabela 4.2 mostra o resultado da ANOVA para os fatores tratamento de

temperatura e linhagem para as variaveis do hemograma, ao final do experimento (D28). O
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hematocrito e a contagem de leucdcitos, estiveram mais altos na linhagem Dekalb Brown,
enquanto as demais variaveis (glicose, proteina total, hemoglobina e hemécias) ndo foram
afetadas pelo estresse térmico ou pela linhagem. A ANOVA ndo mostrou diferencas
importantes para os tratamentos de temperatura e para as interagdes entre os fatores temperatura
e linhagem (p > 0,05).

Tabela 4.2. Resultado da ANOVA para as variaveis do hemograma entre os niveis de cada
fator experimental para os dados observados em D28.

Variavel Fator Ccv Nivel do fator Média E:;\;g)o Teste F
Hemaécias Tratamento 34,8% Egtr:;cs)srgo igig ing?g p=062
GOl s DaebSmR 0 0rs ooy
Hemoglobina Tratamento 2:4% Egtrrl;(s)srgo g?gg iggé p=009
T 3 i
Hematocritos Tratamento 14,3% Egtrrl;(s)srgo gggg iggég p=022
R R R
Leucdcitos Tratamento 259% E;Jtrrl;g;o Zgiég iiggi p=0.66
GO man e DRSO T o
o Toeo__moe SO0 1 S0 o
G0 man  wpe DRSNS a2 oy

* Diferenca a 5% de significancia no teste F (ANOVA design split-plot) entre os niveis do fator experimental.
** Diferenca a 1% de significancia no teste F (ANOVA design split-plot) entre os niveis do fator experimental.

A Figura 4.3 mostra a variacao percentual média dos parametros do hemograma
entre D28 e D1. Associando os resultados do gréafico com os resultados da ANOVA para essas
variacdes, verificamos que a linhagem Dekalb Brown aumentou a quantidade de leucdcitos

guando comparado com a Dekalb White.
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* Significant difference between temperature treatments (p < 0.05) in ANOVA
** Significant difference between chicken breed (p < 0.05) in ANOVA

Figura 4.3. Diferencas médias observadas para 0s parametros do hemograma, entre D28 e D1,
para cada linhagem e tratamento experimental.

4.3.2 Analise de eletrolitos e pH

A Figura 4.4 mostra a variacdo média semanal dos eletrélitos e pH sanguineos
avaliados nesse estudo para cada combinagdo de linhagem e tratamento de temperatura.
Observamos uma queda progressiva dos niveis de potassio, tanto no estresse como no conforto,
embora esta variacdo tenha permanecido dentro do intervalo de referéncia da literatura. Os
eletrolitos sodio e calcio ficaram acima do registrado na literatura, enquanto o cloro ficou

abaixo da média.
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Figura 4.4. Gréaficos de variagdo semanal dos parametros A) potassio, B) sodio, C) cloro total,
D) célcio i6nico e E) pH, para as linhagens Dekalb White e Dekalb Brown.
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Os resultados da ANOVA (Tabela 4.3) para os eletr6litos mostraram que 0s
parametros de sédio e cloro foram maiores para a Dekalb White. Também observamos que o
cloro foi maior nos grupos submetidos a estresse por calor. A ANOVA ndo mostrou diferencas
importantes para os tratamentos de temperatura dos demais eletrolitos e para as interacdes entre
os fatores temperatura e linhagem (p > 0,05).

Tabela 4.3. Resultado da ANOVA e teste de comparagdo dos eletrolitos do sangue entre 0s
niveis de cada fator experimental para os dados observados em D28.

Variavel Fator CcVv Nivel do fator Média E:;\;g)o Teste F
o Temew om0
T e i
R B
T = B
o Temew  oge SN0 WSS o
N A
e Tewmew  ame S0 El o
T A A
" Tratamento 85%  comoro M6 oe p=053

B

* Diferenca a 5% de significancia no teste F (ANOVA design split-plot) entre os niveis do fator experimental.
** Diferenca a 1% de significancia no teste F (ANOVA design split-plot) entre os niveis do fator experimental.

Outra observagédo importante refere-se ao baixo desvio padrdo observado em todos
os parametros para a linhagem Dekalb White, quando comparado a variacdo individual
percebida para a Dekalb Brown. Nesta mesma linha de raciocinio percebe-se maior variacao
individual dos parametros eletroliticos nas aves em condic¢des de conforto do que nas aves em

estresse térmico em D28.

4.3.3 Analise da metilacéo global do sangue

A Tabela 4.4 mostra os resultados da ANOVA para a metilacdo global do sangue,
considerando o experimento em blocos e parcelas subdivididas, as médias e respectivos desvio-
padrdo para cada nivel de cada fator experimental.

Os resultados mostram que em DO e D1 ndo houve diferenga entre os valores de

metilagdo global dentro de nenhum fator experimental. Ja em D28, observamos que as
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poedeiras sob estresse por calor metilaram mais que as do tratamento controle. Com relacdo as
linhagens, em D28 as aves Dekalb Brown metilaram mais que Dekalb White. Em nenhuma das
coletas observamos diferencas significativas para a interacdo dos fatores experimentais (p >
0,05).

Tabela 4.4. Resultado da ANOVA para a metilagdo global do sangue entre os niveis de cada
fator experimental para os dados observados em DO, D1 e D28.

gge(:’?men to Fator Ccv Nivel do fator Média Eaegl\lf?o Teste F
. I A A
N R
- T S 200 08
e 3 o M
R I
om0 DRSO S S0l poop.

* Diferenca a 5% de significancia no teste F (ANOVA design split-plot) entre os niveis do fator experimental.

A Figura 4.5 mostra a variacao percentual de metilacdo global do sangue entre D28
e D1 para os fatores experimentais combinados de temperatura e linhagem. A linhagem branca
metilou menos aos 28 dias, para ambos os tratamentos de temperatura, enquanto a linhagem
vermelha metilou mais. Nao ha diferenca entre a interacdo temperatura e linhagem na diferenca
da metilacdo entre D28 e D1 (p > 0,05). Confirmamos na ANOVA gue a Dekalb Brown metilou
mais que a Dekalb White (p < 0,05).
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Figura 4.5. Diferenca percentual de metilagéo global do sangue observada entre os dias de
coleta D28 e D1 para os fatores experimentais combinados de temperatura e linhagem.

4.4 Discussao

Os resultados de glicose, proteina total, hemoglobina e hemacias ndo mostraram
diferenca para a linhagem, enquanto leucdcitos e hematdcrito mostraram, e nenhum dos
parametros sanguineos foram afetados pelo tratamento temperatura. Os valores hematologicos
variam em funcdo da espécie, sexo, idade, estado fisioldgico e diferencas genéticas (Rezende
et al., 2019), possibilitando ampla interpretacdo dos dados. Estudos relatam efeitos contrarios
em situacOes similares, como reducgéo (Ali et al., 2010; Mazzullo et al., 2014; Jaiswal et al.,
2017) ou aumento (Habibu et al., 2017; Hassan et al., 2023) dos valores de hematdcrito e
hemoglobina em aves sob estresse por calor. O comportamento dos niveis de leucdcitos e
proteina total, acima dos valores referéncia, sugere desafios infecciosos que ndo foram
considerados em nossas investigacfes. Afinal, as condi¢des estressantes podem favorecer, 0
oportunismo de microrganismos até entdo silenciosos. O estresse prévio dessas poedeiras
também pode ter contribuido com o comportamento destas variaveis, levando em conta que o
estresse causa desidratacdo e, consequentemente, aumento de proteinas totais (Schmidt et al.,
2007), além de elevar a concentracao de leucocitos (Nawab et al., 2018; Wasti et al., 2020).

A linhagem Dekalb White apresentou maiores valores de sédio e cloro, e o cloro
foi maior nos grupos submetidos ao estresse por calor, indicando gque tanto a linhagem quanto

a temperatura influenciam no equilibrio &cido-basico do organismo. Estes eletrélitos estdo
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ligados a perda de &gua, com o sodio indicando perda de liquido intestinal, desidratacdo e
insuficiéncia renal (Capitelli & Crosta, 2013), e o cloro relacionado a desidratacdo e acidose
metabolica (Harr, 2002). Frangos de corte submetidos ao estresse por calor apresentaram niveis
aumentados de cloro e inalterados de sédio (Ward & Peterson, 1973), enquanto galinhas
poedeiras apresentaram redugdo dos niveis de cloro (Pech-Waffenschmidt et al., 1995). Os
eletrolitos célcio, potassio e sodio ndo foram afetados em poedeiras expostas a estresse por calor
agudo (Koelkebeck & Odom, 1995), mas foi relatado diminuicao de sédio e inalteracdo do cloro
em frangos de corte sob estresse por calor (Borges, 2004). O pH e o potassio permaneceram no
intervalo de referéncia da literatura, o sodio e o célcio ficaram acima e o cloro abaixo. Este
comportamento, assim como das varidveis do hemograma, pode estar ligado a genética ou a
exposicao prévia a temperatura (Pech-Waffenschmidt et al., 1995).

O contetido da metilacdo global também pode variar entre individuos da mesma
espécie (Xu et al., 2007; Husby, 2020). Tal condicdo foi encontrada neste estudo, onde a
linhagem Dekalb Brown apresentou maiores valores de metilacdo global em relacdo a Dekalb
White, indicando que essas variagdes podem estar associadas as diferencas genéticas entre as
linhagens. Diferencas gerais de metilacdo foram relatadas entre linhagens de frangos de corte e
atribuidas as caracteristicas heterogéneas genéticas de seus ancentrais, aproximadamente 50%,
e apenas 5%adquirido de fatores ambientais (Xu et al., 2005; Xu et al., 2007). O contetdo da
metilacdo global de galinhas poedeiras da linhagem White também diferiram de seus ancestrais
selvagens Red, possivelmente resultado do processo evolutivo vindo da selecdo durante a
domesticacdo e adaptacdo ao ambiente produtivo (Natt et al., 2012).Considerando que muitas
dessas diferencas epigenéticas sao transmitidas aos descendentes (Franklin et al., 2012; Hong
et al., 2018), as linhagens Dekalb White e Dekalb Brown podem ter herdado mecanismos
bioldgicos distintos para superacdo de desafios por calor, que também foram expressos na
contagem de leucocitos e hematdcritos em nossas observacades.

Né&o observamos diferenca no contetido da metilagdo global entre as poedeiras no
DO e entre 0 DO e D1, indicando que as aves carregavam genética e histérico de exposicado
ambiental semelhantes. Apesar do teste estatistico indicar diferenca significativa (p < 0,05) na
metilagdo das aves sob estresse por calor aos 28 dias, a diferenga numérica € muito pequena, e
ndo consideramos essa diferenca importante. As aves utilizadas nesse estudo eram adultas e
vierem de granja comercial. Durante as primeiras semanas de vida ainda na granja foram
expostas a altas temperaturas, pois passaram pelo verdo local, e provavelmente passaram por

um processo de reprogramacdo bioldgica, ja chegando ao experimento com altos valores de
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metilacdo global do sangue. Pintainhos condicionados ao estresse por calor demonstraram
maior capacidade termotolerante na fase adulta, apresentando niveis mais altos de metilacdo
quando comparados com frangos de corte que ndo passaram pelo estimulo (Kisliouk et al.,
2017; Vinoth et al., 2018). A temperatura ambiental afeta o sistema fisiologico durante o
desenvolvimento das aves, causando modificagdes no mecanismo termorregulador e gerando
uma memoria adaptativa epigenética (Tzschentke, 2007; Kisliouk et al.; 2017; Vinoth et al.;
2018), que afetara o funcionamento dos processos biolégicos das poedeiras de forma
permanente (Pértille et al., 2017). Mudancas no contetido da metilagédo global foram verificados
conforme o envelhecimento de poedeiras (Gryzinska et al., 2013). Além disso, existe uma
grande variedade na composicdo das células sanguineas, que possuem assinatura epigenética
Unica e podem levar a variagdes entre os individuos e entre os estudos (Willmer et al., 2018), o
gue condiz com a diferenca de metilacdo encontrada entre as linhagens, resultado das estratégias

bioldgicas adotadas para compensar o efeito do estresse por calor.
45 Concluséo

O estresse afetou o equilibrio &cido-basico do organismo, indicado pelo aumento
da concentracdo de cloro, mas ndo afetou os demais parametros sanguineos avaliados aos 28
dias. A linhagem Dekalb Brown apresentou contagem de leucécitos e hematdcritos maiores,
sugerindo uma resposta imunoldgica associada as células inflamatdrias, enquanto a linhagem
Dekalb White apresentou maior concentracédo de cloro e sddio, voltados ao controle eletrolitico
do organismo. Essas diferencas refletem variacdes nos perfis de resposta fisioldgica e
adaptativa das linhagens.

Né&o observamos diferencas no contetdo da metilacdo global entre os tratamentos
de temperatura aplicado as duas linhagens de galinhas adultas, o que reforca a ideia de que as
mudancas na metilacdo relacionadas as condi¢cdes ambientais podem ser mais pronunciadas em
aves jovens. No entanto, verificamos diferencas no contetdo da metilacdo global entre as
linhagens, com a Dekalb Brown apresentando niveis mais elevados de metilagdo, confirmando
diferencas esperadas entre genéticas diferentes.

N&o encontramos correlacdo dos pardmetros sanguineos com o conteudo da
metilagdo global e, entdo, sugerimos que o contetido de metilagdo pode ser independente dos
parametros sanguineos avaliados neste estudo. No entanto, a auséncia de correlagdo ndo exclui
completamente uma relacao causal, tornando necessario mais estudos para confirmar e expandir

0s achados desta pesquisa.
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

Galinhas poedeiras submetidas a estresse cronico por calor demonstraram,
inicialmente, aumento na temperatura corporal, diminuicdo no consumo de ragéo e reducgédo na
producdo de ovos, indicando uma resposta imediata ao ambiente, ocasionado pelo estresse
agudo, que é a primeira resposta do organismo frente a uma condicdo adversa. No entanto, a
partir da segunda semana, observamos recuperagdo progressiva tanto da producdo de ovos
quanto da temperatura retal, indicando que houve uma adaptacéao ao estresse por calor.

E interessante notar que, apesar do peso do ovo reduzir para ambas as linhagens sob
estresse por calor, a qualidade interna dos ovos ndo foi afetada pela linhagem ou pela
temperatura, mas a qualidade de casca (gravidade especifica, resisténcia de casca e espessura
de casca) foi pior para a linhagem Dekalb White sob estresse. Os achados sobre a qualidade do
ovo realmente despertam interesse, especialmente considerando os impactos causados pelo
estresse por calor. Assim, estes resultados também podem ser explorados no aspecto econémico
e de bem-estar do animal, utilizando o método AHP (Analytic Hierarchy Process), que auxilia
nas tomadas de decis@es e no planejamento, considerando mdaltiplos critérios (Saaty, 1997; Wen
et al., 2022). Para além disso, é notavel a capacidade de aclimatacdo demonstrada pelas aves
neste estudo, o que refletiu na preservacdo da qualidade do ovo. No entanto, é importante
ressaltar que mais pesquisas sdo necessarias, envolvendo diferentes linhagens, condi¢des de
temperatura, umidade e duracdo do desafio, para uma conclusé@o mais abrangente sobre o tema.
Nesse sentido, levantamos o questionamento das aves na preservacdo de gerar descendentes
viaveis em condi¢des adversas nessas linhagens. Tal questdo pode incentivar mais estudos
investigando os mecanismos pelos quais as aves conseguem preservar a qualidade dos ovos sob
estresse ambiental, e como isso contribui para a viabilidade da reproducao e, consequentemente,
para a sobrevivéncia da espécie.

Ao analisarmos os eritrocitos, a hemoglobina, o hematdcrito, os leucdécitos, a
proteina plasméatica e a glicose, ndo encontramos efeitos significativos da temperatura,
mostrando que o periodo de 28 dias de estresse cronico por calor com temperaturas a 35 °C nao
foi suficiente para alterar o perfil hematolégico de poedeiras entre 34 e 49 semanas de idade, 0
que levanta uma importante consideracdo sobre a capacidade fisioldgicas das aves referentes
aos componentes sanguineos frente a variacbes de temperatura. A avaliacdo desses

componentes em condicgdes de calor, pode sugerir a resisténcia do sangue a alterac6es ao longo
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do tempo, especialmente quando exposto a estimulos térmicos por um periodo prolongado. Essa
condicdo pode indicar uma adaptacgdo eficiente das aves ao ambiente térmico, sugerindo uma
alta capacidade de aclimatacdo e mecanismos regulatérios em seu organismo para manter o
funcionamento fisioldgico adequado.

O sangue é uma amostra bioldgica representativa do estado geral do organismo,
refletindo o funcionamento dos 6rgdos. No entanto, € necessario ter cautela ao interpretar esses
resultados, uma vez que o estudo ndo avaliou outros componentes circulantes no sangue que
desempenham papéis significativos na resposta ao estresse. Dentre os eletrélitos avaliados,
apenas o cloro foi afetado pela temperatura, apresentando aumento em aves sob estresse por
calor, enquanto o potéssio, 0 sédio e o célcio permaneceram inalterados, assim como o pH.

As poedeiras Dekalb White apresentaram maior concentracdo plasmatica de sodio
e cloro, indicando resposta ligada ao equilibrio &cido-base, enquanto as Dekalb Brown
apresentaram maior valor de hematdcrito e leucdcitos, ligados ao sistema imune. Os valores de
leucdcitos e proteina plasmatica excederam os valores de referéncia, sugerindo desafios
infecciosos, que ndo foram considerados nesta pesquisa e podem ter sido oportunistas frente ao
desafio por calor. A exposicdo prévia a altas temperaturas também pode ter contribuido com
esses valores, considerando que a desidratacdo e a resposta imune elevam os niveis de proteina
e leucocitos plasmaticos. Tanto a genética quanto a prévia exposicdo a altas temperaturas
também podem ter interferido nos niveis de sddio e cloro, que ficaram acima dos valores de
referéncia, e do cloro, que permaneceu abaixo.

As poedeiras apresentaram estratégias adaptativas diferentes entre as linhagens. A
Dekalb Brown priorizou a manutencdo da qualidade da casca dos ovos em detrimento da
producdo, enquanto a Dekalb White optou por manter a producédo, implicando em piora da
qualidade da casca. O contetdo da metilacdo global também evidenciou diferencas entre as
linhagens, com a Dekalb Brown apresentando niveis mais elevados de metilacdo do que a
Dekalb White, confirmando variagdes bioldgicas esperadas entre genéticas diferentes. Porém,
os tratamentos de temperatura ndo afetaram o contetdo da metilagéo.

Aparentemente, a alteracdo dos eletrdlitos e a reducdo na qualidade de casca das
poedeiras Dekalb White indicam que esta linhagem demanda maior resposta no equilibrio
acido-base. Ja as poedeiras Dekalb Brown demandam maior resposta imune e apresentam maior
grau de metilagéo, priorizando a recuperacao do organismo sobre a viabilidade dos ovos.

Neste estudo ndo encontramos correla¢do do contetdo da metilagdo global com os

pardmetros sanguineos. No entanto, as referéncias de Wang et al. (2017) e Pejakovic¢ et al.
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(2020) sugerem uma ligacdo entre a metilacdo do DNA e o0s processos patoldgicos, como
infeccOes virais e bacterianas, além de uma associacdo entre niveis mais altos de metilagcdo
global do DNA com uma resposta imunologica mais eficiente (Soutello et al., 2022). Tais
condicdes levantam a hipotese de que a metilacdo global do DNA pode estar relacionada com
a demanda imunoldgica, o que pode explicar os achados para a linhagem Dekalb Brown neste
estudo, que apresentaram a metilacdo e leucdcitos mais elevados. Isso levanta a questdo se
animais com um sistema imunoldgico mais pronunciado apresentam niveis mais altos de
metilacdo. Além disso, considerando que a metilacdo pode silenciar a expressdo génica, €
possivel que algumas proteinas relevantes para a adaptacdo ao estresse por calor estejam sendo
reguladas por esse mecanismo.

Para confirmar essas hipoOteses, sdo necessarios estudos mais especificos que
analisem em detalhes os mecanismos moleculares da metilacdo do DNA com a resposta
imunolégica e adaptacdo ao estresse por calor em aves de postura. Esses achados sdo
importantes para uma compreensdo mais abrangente dos mecanismos de adaptagdo entre
diferentes linhagens de galinhas poedeiras ao estresse por calor e destacam a importancia de
considerar tanto os aspectos fisioldgicos quanto as abordagens bioldgicas nas pesquisas
relacionadas a producdo, salde e bem-estar animal. Este estudo representa um ponto de partida
para investigacOes mais profundas nesse campo, que podem contribuir significativamente para

a melhoria da produgdo avicola e o bem-estar das aves.
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