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“No semblante de um animal, que ndo fala, ha um discurso

que somente um espirito sabio realmente entende.”

(Mahatma Gandhi)
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CORTICOSTERONA EM PENAS: APLICACAO E VALIDACAO DA
METODOLOGIA PARA FRANGOS DE CORTE

Resumo - a metodologia comumente utilizada para quantificar os niveis de corticosterona
em frangos de corte utiliza o soro sanguineo, sendo que no momento da colheita do material,
devido a contencéo e puncdo, o animal sofre estresse, e pode ocorrer alteragcdes no resultado
obtido. Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de adaptar e validar uma
metodologia ndo invasiva utilizada para aves selvagens, para estimar o estresse em frangos
de corte, utilizando penas para quantificar o nivel de corticosterona circulante. Para isso,
sangue e penas de trés regides de frangos de corte foram colhidos e os teores de corticosterona
foram obtidos. Os resultados foram positivos, com correlacdes significativas entre os niveis
de corticosterona mensurados em sangue e penas, principalmente quando foram utilizadas as
penas das asas (r= 0.909). As penas de asas sdo aquelas identificadas em campo mais
facilmente, permitindo que o material seja colhido no piso dos aviarios, sem o perigo de
ocorrer confundimento com penas de outras regides. Conclui-se que a medicdo de
corticosterona nas penas € uma metodologia eficiente em frangos de corte, constituindo-se

como uma ferramenta ndo invasiva para estimativa de estresse em frangos de corte.

Palavras-chave: avicultura; bem-estar; estresse; glicocorticoides; ndo invasivo
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CORTICOSTERONE IN FEATHERS: APPLICATION AND VALIDATION OF
THE METHODOLOGY FOR BROILERS
Abstract- The methodology commonly used to quantify the levels of corticosterone in
broilers is through blood serum, and at the time of material collection, due to restraint and
puncture, the animal suffers stress, and changes may occur in the result obtained. Thus, this
study was conducted with the objective of adapting and validating a non-invasive
methodology used for wild birds, to estimate stress in broilers, using feathers to quantify the
level of circulating corticosterone. For this purpose, blood and feathers from three regions of
broilers were collected and corticosterone levels were obtained. The results were positive,
with significant correlations between corticosterone levels measured in blood and feathers,
especially when wing feathers were used (r= 0.909). Wing feathers are the most easily
identified in the field, allowing the material to be collected on the floor of the aviaries without
the danger of being confused with feathers from other regions. We conclude that the
measurement of corticosterone in feathers is an efficient methodology in broilers,

constituting a non-invasive tool for estimating stress in broilers.

Keywords: glucocorticoids; non-invasive; poultry; stress; welfare
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CONSIDERACOES INICIAIS

A grande expressividade da producdo avicola no mundo, associada a facilidade para
obtencgéo de informagdes de maneira on-line, favoreceu aos consumidores acessarem maior
informacao sobre os produtos consumidos, tornando-os cada vez mais exigentes em relacao
a qualidade da producéo, incluindo o bem-estar das aves. Devido a isso, a ciéncia do bem-
estar é cada vez mais estudada pelos pesquisadores, visando evitar o sofrimento dos animais
e permitindo que tenham uma boa qualidade de vida.

Uma das metodologias mais utilizadas para medir o estresse € a mensuracdo de
corticosterona em soro sanguineo. A corticosterona é um indicador da atividade do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal que é ativado em momentos de estresse. Porém, a manipulagéo
do animal para a obtencdo de amostras desse material causa estresse, interferindo nos
resultados da avaliacdo, e afetando a confiabilidade dos resultados. Uma vez que para a
realizacdo dos estudos visando a reducdo do estresse, 0s pesquisadores necessitam utilizar
uma metodologia que causa estresse ao animal.

Assim, buscando alternativas para mensurar o estresse em aves selvagens, pois nem
sempre é possivel fazer a manipulacdo destes animais, pesquisadores desenvolveram uma
metodologia para medicdo de corticosterona nas penas, para evitar o estresse causado pelo
manejo (BORTOLOTTI et al., 2008; BORTOLOTTI et al., 2009).

Embora haja diferencas entre as aves selvagens e as de producdo, destacando-se o
comportamento, ciclo de vida e alimentacdo, observou-se a possibilidade de adaptar a
metodologia de colheita de penas para aves de producdo, ja que esta técnica pode evitar o
estresse causado pela colheita de amostras sanguineas. No entanto, a adequacdo da
metodologia é necessaria para validacdo de seu uso em aves de producéo.

REVISAO DE LITERATURA
1.1 Histéria do bem-estar animal
A conscientizagdo sobre a senciéncia dos animais levou 0s consumidores a
questionarem as formas de criacdo, sendo que cada vez mais 0 bem-estar animal se torna
tema importante no mercado (BEAUMONT et al., 2010). Portanto, ha maior interesse a
respeito do bem-estar dos animais de producdo e a partir disso, pesquisadores buscam
estratégias para melhorar o bem-estar nestes animais. (AUGERE-GRANIER, 2019).
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A ciéncia do bem-estar animal é estudada ha mais de 50 anos, sendo a cientista Ruth
Harrison, uma das primeiras defensoras dos direitos dos animais, questionou a forma como
estes sdo criados em producdes intensivas. Assim, em seu livro “Animal machines”
publicado em 1964, Ruth questionou até que ponto os homens teriam o direito a utilizar os
animais para seu proprio prazer ou beneficio (HARRISON, 1964). A partir disso, foi
reconhecida a importancia das experiéncias mentais dos animais com a finalidade de avaliar
0 seu bem-estar.

Em 1976, Barry O. Hughes propbs que bem-estar seria 0 estado de harmonia do
animal com seu ambiente, apresentando completa saude fisica e mental (HUGHES, 1976).
Complementando, Broom (1986) prop6s que o bem-estar é o estado do organismo durante
as suas tentativas de se ajustar com o seu ambiente, assim, 0 bem-estar esta diretamente
relacionado com o grau de dificuldade que um animal demonstra na sua interacdo com o
ambiente e a sua capacidade por manter o equilibrio. Este conceito foi amplamente utilizado
ja que inclui as provaveis situacdes que o animal pode enfrentar e que colocam em risco sua
qualidade de vida.

Os estudos iniciais relacionados ao bem-estar animal versavam sobre o atendimento
das necessidades basicas relacionadas ao funcionamento biolégico e a algumas
caracteristicas em seu entorno (GREEN e MELLOR, 2011), porém, apds evidéncias
cientificas foi assumido que os animais poderiam sofrer quando suas necessidades
comportamentais ndo fossem atendidas e assim, as emocdes e sentimentos dos animais
passaram a ser considerados (DUNCAN, 2005).

Em busca de garantir os direitos dos animais de producdo, o governo da Inglaterra
criou, em 1965, uma comissdo para estudar o bem-estar de animais confinados, originando o
UK’s Farm Animal Welfare Council (FAWC), que formularam as cinco liberdades
(VAPNEK e CHAPMAN, 2010; CORNISH et al., 2016). O objetivo da FAWC era
apresentar normas e conceitos para evitar sofrimentos desnecessarios aos animais de
interesse zootécnico. Tais normas alcancaram reconhecimento mundial como declaracéo de
principios fundamentais do bem-estar animal, sendo uma das primeiras ferramentas para
mensura-lo (FARM ANIMAL WELFARE COUNCIL, 2009). Assim, as cinco liberdades
foram descritas:

1. Liberdade fisioldgica (livre de fome e sede).
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Liberdade ambiental (livre de desconfortos e em ambiente adequado).
Liberdade sanitéria (livre de doencas, feridas ou dor).
Liberdade psicolégica (livre de medo ou sofrimento)

o > N

Liberdade comportamental (expressdo do comportamento natural, fornecendo

instalacdes adequadas).

Posteriormente a criagdo da FAWC, no ano de 1994, Mellor e Reid substituiram o
conceito de cinco liberdades pelo conceito “Five Domains of Potential Welfare
Compromise” - cinco dominios, quando foram expandidos, para expressar 0 bem-estar em
termos de compromisso, esta descricao foi atualizada no ano 2016 por Mellor (MELLOR e
REID, 1994; MELLOR, 2016). Os 5 dominios s&o:

1. Nutrig&o.

2. Meio Ambiente.

3. Saulde.

4. Comportamento - focados nas experiéncias fisicas.
5. Estado mental - focado nas experiéncias positivas e negativas do animal)

No ano 2009 a FAWC criou um indicador sobre a qualidade de vida do animal
nomeado “A life worth living . Para a FAWC 0 bem-estar dos animais pode ser expresso em
base a qualidade de vida deles, na seguinte classificagdo: “Uma vida boa” para os animais
que tém boa qualidade de vida, “Uma vida que vale a pena ser vivida” para animais que tem
uma qualidade de vida aceitavel pela sociedade e “Uma vida que ndo vale a pena ser vivida”
onde os animais tém condi¢bes de vida inaceitaveis, com isso, a qualidade de vida dos
animais € avaliada com base nas experiéncias que enfrentam, sendo positivas ou negativas
(FAWC, 2009; MELLOR e BEAUSOLEIL, 2015; CEBALLOS e SANT’ANNA, 2018).

A Organizacdo Mundial para Saiude Animal (OIE) também adotou medidas para
melhorar o bem-estar por meio de um plano estratégico chamado “Terrestrial Animal Health
Code” que tinha sido criado desde 1968, porém, s6 foram priorizados parametros para o bem-
estar a partir de 2001 (FARM ANIMAL WELFARE COUNCIL, 2009). Na verséo atual
(2019), o plano conta com uma sec¢do dedicada ao bem-estar, com recomendagOes para

diferentes tipos de producdo animal, transporte e pesquisas (OIE, 2019).
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No Brasil, a primeira normativa relacionada ao bem-estar foi na constituicao federal
em 1998, no artigo 225, que tem como objetivo proteger a fauna e flora e punir maus tratos.
A constituicdo federal conta com uma lei de crimes ambientais (Decreto Federal N.°
9.605/1998) a qual dispde sobre as san¢des penais e administrativas derivadas de condutas e
atividades lesivas ao meio ambiente e animais. Também foi criada a Instru¢cdo Normativa N°
56, de 6 de novembro de 2008, que estabelece os procedimentos gerais de Recomendacdes
de Boas Préticas de Bem-Estar para Animais de Producdo e de Interesse Econémico
(Rebem), abrangendo os sistemas de producéo e transporte (MAPA, 2022).

Por meio da Portaria N° 524/2011, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), instituiu a Comissdo Técnica Permanente de Bem-Estar Animal
(CTBEA), cujo objetivo é coordenar acdes de bem-estar dos animais de producdo e de
interesse econdmico nos diversos elos da cadeia produtiva. O conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV), encarregado de fiscalizar as profissdes de Médicos Veterinarios e
Zootecnistas, publicou a resolucdo N.° 1.236, de 26 de outubro de 2018, a qual define e
caracteriza crueldade, abuso e maus-tratos contra animais vertebrados, dispde sobre a
conduta de médicos veterinarios e zootecnistas e da outras providéncias (CFMV, 2018).

A organizacdo “World Animal Protection” (WAP) criou o “Animal Protection Index”
(API), um ranking de 50 paises ao redor do mundo para medir a legislagdo e compromissos
politicos para proteger os animais de cada pais, dando uma classificacdo de A (Melhor
classificacdo) até G (Pior classificacdo). Para o ano 2020 a América Latina apresentou
resultados que demonstram uma necessidade drastica de mudancas nas legislacdes, sendo
que Argentina e Venezuela apresentaram nota E. Paises como Brasil, Colémbia, Chile, Peru
e Uruguai obtiveram nota D, por outro lado, o México foi quem obteve a melhor nota da
América Latina (C). Estes resultados demonstram a insuficiéncia de normas que protejam os
animais, especialmente para animais de producdo. A WAP pede mudancas aos governos da
américa latina, para que atuem a favor dos animais e reconhegam que merecem uma
qualidade de vida boa, que inclua na maior parte do tempo experiéncias positivas (WORLD
ANIMAL PROTECTION, 2020).



O 00 N o v b~ w N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

17

1.2 ImplicagGes do bem-estar na comercializagio de produtos de origem animal

O bem-estar de animais de producdo € um ponto de preocupacdo ndo sé dos
consumidores, mas também de produtores, governos ao redor do mundo e empresas
produtoras de alimentos (IANETTI et al., 2021). Este tema passou a ser considerado um dos
critérios de sustentabilidade nos sistemas de producdo (MCGLONE, 2001). Pesquisadores
afirmam que sistemas produtivos que ndo promovem bem-estar podem se tornar
insustentaveis, devido a ndo serem aceitos por grande parte da populacdo, aléem de poder
resultar em impactos graves ao ambiente (BROOM, 2010; CEBALLOS e SANT’ANNA,
2018).

Pesquisadores e produtores buscam dar subsidios para a sociedade e atender os
consumidores mais exigentes e conscientes de suas praticas de consumo. Apesar de um
panorama desafiador, as melhorias na producéo animal tém levado a novas oportunidades,
baseando-se na aplicacdo de praticas e principios da ciéncia do bem-estar animal
(CEBALLOS e SANT’ANNA, 2018).

Em vista das preocupacfes pelo bem-estar e a sustentabilidade das producdes,
diversas organizacfes ndo governamentais (ONG’s) foram criadas, por exemplo, a ONG
Humane Society International (HSI), Mercy For Animals (MFA) e Certified Humane, as
quais visam certificar que o alimento é oriundo de produtores que atendem as exigéncias
objetivas de bem-estar animal, estando presente em paises da América do Sul, Austrélia,
Canada, Estados Unidos e Hong Kong. Assim, o selo Certified Humane® ja esta presente em
grandes empresas como Hemmer, Burger King, McDonald’s e Unilever, o que demostra que
as industrias alimenticias estdo aderindo as metas de conversao de seus produtos de origem
animal para produtos provenientes de fontes sustentaveis (CERTIFIED HUMANE, 2018).

Diversos paises tém criado legislacBes para que sejam adotadas praticas mais
sustentaveis nas producdes, entre elas regular o uso de aditivos melhoradores de desempenho.
Devido as preocupagdes em relagdo ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana pelo uso
inadequado de antibidticos, alguns paises proibiram o seu uso na alimentacao de animais de
producdo (WHO, 2012). Assim, o desenvolvimento de novos aditivos que ajudassem a
melhorar a satde dos frangos foi impulsionado (RAMLUCKEN et al., 2020; BILAL et al.,
2021). Pesquisas sdo desenvolvidas avaliando diferentes aditivos entre eles os probidticos,
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prebioticos, simbidticos, acidos organicos e aditivos fitogénicos que demonstram ter a
capacidade de melhorar o desempenho, a satde intestinal e reforcar o sistema imune das aves
(GADDE et al., 2017; RAMLUCKEN et al., 2020). Um dos aditivos mais estudados para
substituir os antibidticos sdo os probioticos, que sdo cultivos de organismos Vvivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios ao hospedeiro e
podem ser fornecidos em combinagdo com outros aditivos no alimento ou dgua (GRANT et
al., 2018; MOHAMMADIGHEISAR et al., 2019). InvestigacGes realizadas com Bacillus
subtilis reportaram melhoras nos parametros de desempenho, imunidade e saude intestinal
de frangos de corte (BILAL et al., 2021).

Pesquisadores afirmam que os probioticos sdo uma alternativa eficiente para diminuir o
estresse em aves de producdo, devido a interacdo que existe entre o intestino e o cérebro,
chamado de sistema nervoso entérico (SNE). Sabe-se que a microbiota intestinal influencia
o sistema nervoso central (SNC) através da via neural, enddcrina e imunoldgica, atuando nas
funcdes cerebrais, dessa forma regula a liberacdo de glicocorticéides resultando em
homeostase, melhorando as respostas comportamentais dos individuos (WANG e WANG,
2016; VOUNG et al., 2017; ALMEIDA PAZ et al., 2019; SOROKO e ZABORSKI, 2020;
FROZZA et al., 2022).

1.3 Indicadores de bem-estar animal

Concomitante as variages negativas no bem-estar animal ha aumento no estresse,
que pode ter como consequéncias imunodepressdo, diminuicdo na produtividade e mudancas
no comportamento (BROOM, 2010). Com isso, é necessario buscar estratégias que
aumentem a capacidade dos animais em mitigar os efeitos fisioldgicos do estresse, sendo
preciso avaliar indicadores multimodais, que determinem de forma confidvel a severidade do
estresse e as mudancas que geram no bem-estar (OTOVIC e HUTCHINSON, 2015). Os
indicadores de bem-estar sdo varidveis consideradas para mensuracao do bem-estar, e devem
ser estimados por metodologias objetivas, com resultados apresentados em pontuacéo
numerica, quando este cuidado ndo é considerado, os indicadores tornam-se subjetivos
(KEELING, 2019). A maioria das metodologias adotadas para determinar o estado do animal,
estabelece pontuagdo variando de muito bom até muito ruim (CEBALLOS e SANT’ANNA,

2018). O principal requisito para qualquer indicador de bem-estar € que fornega informacdes
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significativas e que tenham “validade de construto”, ou seja, € imprescindivel que tenha
validade cientifica (WEMELSFELDER e MULLAN, 2014).

As variaveis e metodologias para estimativa de bem-estar podem ser divididas em
invasivas e ndo invasivas. Aquelas consideradas invasivas necessitam, em sua maioria, de
manipulacdo do animal, gerando incomodo ou dor. Nestas situacdes é preciso considerar as
variacOes fisioldgicas que o estresse agudo gera na hora da colheita. Neste tipo de avaliagéo
se encontram 0s pardmetros hematoldgicos, por exemplo: hematocrito e a relacéo
heterofilos/linfocitos (PEREA et al., 1997); parametros quimicos do sangue como o cortisol
em mamiferos ou a corticosterona sérica sendo as mais relevantes em aves; a resposta imune
humoral; e biomarcadores de estresse oxidativo (PLAZAS et al., 2018). Ainda, segundo os
mesmos autores, os indicadores ndo invasivos se caracterizam por ndo afetar de forma
prolongada os 5 dominios propostos por Mellor (2016). Entre os principais indicadores ndo
invasivos, estdo os parametros fisioldgicos (temperatura corporal por meio de camara
termogréfica e frequéncia respiratoria) (SHARMA et al., 2013) e parametros produtivos
(desempenho, mortalidade, qualidade de ovo, qualidade de carcaca etc.).

As mensuracdes de bem-estar também contemplam observacGes comportamentais,
avaliando as repeti¢fes de comportamentos naturais, 0s quais tém grande importancia para a
melhor compreensdo do estado do animal, mudancas no comportamento sdo sinal de que algo
ndo estd adequado. Em estudos geralmente se observa os comportamentos naturais realizados
pelo animal em questdo, como: comportamento alimentar que esta relacionado ao acesso ao
alimento; comportamento relacionado a doencas como diminuicdo da atividade;
comportamento relacionado ao conforto, como tempo dedicado ao descanso; e
comportamento social, relacionado aos animais gregarios e a estrutura social regulada por
interacdes agonisticas ou aflitivas, baseada na hierarquia (WOLFGER et al., 2014). Nas aves,
0s comportamentos de brincar, explorar, banho de areia, ciscar, bicar, comportamento de
higiene, vocalizagéo e postura corporal, séo realizados em condic¢des de bem-estar (GOMES
etal., 2010; KEELING, 2019; LOURENCO DA SILVA et al., 2021).

Outro exemplo de indicadores nédo invasivos sdo os testes de medo, que ajudam a
estimar a reatividade do animal ao contato humano ou a algum objeto desconhecido; assim,
guanto maior a resposta em evitar o contato pior sera o bem-estar do animal, enquanto o

objeto estiver presente ou o evento estiver ocorrendo (BROOM e FRASER, 2010). Por
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exemplo, na avicultura ¢ utilizado o “teste de apanha” que simula a resposta do animal no
momento da apanha para colocar as aves na caixa de transporte e o “teste de aproximacgao”
que monitora a reacdo das aves ao contato humano (CHIOZZINI e SOSTER, 2016;
ALMEIDA PAZ et al., 2019).

Também é possivel medir metabolitos de glicocorticoides, utilizando amostras de
saliva, urina, fezes, pelos e penas, quando esses sdo coletados ndo h& necessidade de
contencdo do animal. Os hormdnios mais utilizados para mensuracdo dos metabdlitos séo o
cortisol e a corticosterona (em aves), que sao liberados em momentos de estresse por meio
do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HPA), existindo um intervalo de tempo entre a
circulagdo dos hormdnios no sangue e o aparecimento dos metabdlitos hormonais em

secrecgdes, pelos ou penas (ALTINO et al., 2018).

1.4 Alterac6es hormonais em aves, durante o estresse

Quando as aves estdo sob condicBes estressantes ha alteracbes na homeostase,
consequentemente, desencadeamento de resposta hormonal por meio do eixo HPA. A cascata
hormonal inicia na estimulacdo do hipotalamo, liberando a producéo do horménio liberador
de corticotrofina (CRH), o que estimula a glandula pituitdria a aumentar a sintese do
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Assim, a glandula adrenal é estimulada a liberar
glicocorticéides e catecolaminas que resultam em lipdlise, glicogendlise, e catabolismo de
proteinas (ROMERO e BUTLER, 2007; RALPH e TILBROOK, 2016).

Os glicocorticéides atuam no metabolismo, no controle da gliconeogénese e da
lipdlise quando estdo em niveis normais (MATTERI et al., 2000). Os glicocorticoides sao
sintetizados no periodo diurno e sao regulados pelo ciclo circadiano, com interferéncia direta
da iluminacdo, genética, entre outros; assim, em espécies diurnas hd um pico de
glicocorticoides de manh e diminuicdo pela noite (TURNER et al., 2012; MORMEDE et
al., 2007). A sintese de glicocorticoides também aumenta apds a alimentacdo, podendo
aumentar a ingestdo de alimentos e, em combinacdo com insulina, incrementam o
armazenamento de gordura (RALPH e TILBROOK, 2016). Assim, mobilizam a producdo e
distribuicdo de substratos energéticos durante o estresse além de gerar alteracbes no

organismo como, por exemplo, auxiliar na reducdo dos processos digestivos, na
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vasoconstricdo periférica, na glicogénese e na mobilizacdo do estoque energético nos
momentos de sobrevivéncia (PARTECKE et al., 2006; RALPH e TILBROOK, 2016).

O principal glicocorticoide em aves é a corticosterona (CORT). A concentragdo de
CORT em soro sanguineo fornece indicio do estresse agudo da ave no momento que o sangue
foi colhido (BORTOLOTTI et al., 2008; BLAS, 2015). O estresse pode ser causado por medo
dos humanos (HEMSWORTH et al., 1994), pela captura, manejo e contencdo no momento
da amostra (ALM et al., 2014). Colher amostras de sangue ap6s 2 minutos da contencéo do
animal aumenta a concentracdo de CORT significativamente, o que pode resultar em

respostas nao condizentes com a realidade (CHLOUPEK et al., 2011).

1.5 Medigéo de corticosteronas nas penas das aves

Devido as interferéncias que podem ser ocasionadas pelo estresse ao colher amostras
de sangue para medir a CORT no soro sanguineo, pesquisadores tém desenvolvido
metodologias alternativas, evitando gerar estresse ou dor nas aves, por exemplo, a medigéo
de metabdlitos de glicocorticoides fecais (MOSTL et al., 2005) e medicdo de metabdlitos de
CORT nas penas (BORTOLOTTI et al., 2008). A técnica de medicdo de CORT nas penas
foi desenvolvida por Bortolotti et al. (2008), para estimar o estresse em aves silvestres,
usando como modelo a espécie Alectoris rufa, a partir desse momento tém sido realizadas
diversas pesquisas para avaliar o estresse em aves (BORTOLOTTI et al., 2008).

Acredita-se que a CORT ¢ depositada nas penas durante a fase de diferenciacédo
celular, quando as penas estdo em crescimento; assim, se incorporam as células que se tornam
queratinizadas e pigmentadas através da difusdo sanguinea até o cadlamo (JENNI-
EIERMANN et al., 2015; ROMERO e FAIRHURST, 2016). Consequentemente, é possivel
medir a CORT nas penas e relaciona-la com as experiéncias de estresse que o animal teve
durante o periodo de crescimento da pena. Uma das principais vantagens de usar penas para
medir a CORT é que elas fornecem uma retrospectiva, a longo prazo e integra da fisiologia
da CORT (ROMERO e FAIRHURST, 2016).

A qualidade das penas é conhecida por refletir o estado de salde das aves, com isso,
a qualidade das penas também pode ser utilizada como indicador de bem-estar. A CORT
estimula o rompimento das proteinas devido as penas serem constituidas principalmente por

queratina, assim, quando ha niveis altos de CORT no soro sanguineo reflete negativamente
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na estrutura e crescimento da pena (DESROCHERS et al., 2009; JENNI-EIERMANN et al.,
2015).

Um fator importante para avaliar a eficicia da metodologia utilizada, € por meio da
extracdo do hormdnio presente na pena, pesquisadores tém replicado e ajustado a
metodologia. Sabe-se que é possivel extrair a CORT nas penas utilizando radioimunoensaio
(RIA), ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ou cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (BORTOLOTTI et al., 2008; CARBAJAL et al., 2014; ROMERO
e FAIRHURST, 2016; HAFFELIN et al., 2020). O estudo da CORT em penas tem gerado
cada vez mais interesse nos pesquisadores; porém, a técnica é relativamente nova, sendo
necessario pesquisas que a validem em diferentes espécies de aves (FISCHER et al., 2017).

Romero e Fairhurst (2016), relataram que os niveis de CORT flutuam dinamicamente,
de acordo com a necessidade energética do animal e em resposta a fatores estressantes.
Assim, acredita-se que a medicdo de CORT nas penas reflete o dinamismo da CORT durante
0 periodo de crescimento das penas, dessa forma, a CORT em penas é uma medida integrada
ou total da CORT que foi depositada durante o crescimento da pena. Sabe-se que as penas
maduras ndo recebem irrigacdo sanguinea, assim, quando a pena completa seu crescimento,
0 vaso sanguineo do foliculo passa a parte inferior da pele e isola a pena, devendo ser levado
em consideracdo na hora de interpretar os resultados, pois as penas maduras ndo recebem
deposicdo de CORT (GILL, 2007).

O periodo de crescimento das penas tem uma duracdo de dias a semanas, € varia
segundo a espécie de ave, ambiente e estagio da pena. A CORT da pena fornece uma medida
da fisiologia da CORT durante um periodo semelhante, entretanto, a ocorréncia de quaisquer
fatores estressantes a curto prazo (por exemplo, ataque de predador) ndo sera refletido de
forma especifica, reduzindo a capacidade da técnica em detectar eventos de curta duragdo ou
instantaneos (FAIRHURST et al., 2013). Assim, a medicdo da CORT nas penas torna-se
relevante para estudar as respostas de variacdo ambiental e de fatores estressores que
ocorreram em periodos prolongados, como por exemplo, clima, disponibilidade de alimentos,
qualidade do ambiente, etc. (ROMERO E FAIRHURST, 2016).

Uma vantagem desta metodologia é que a colheita e 0 armazenamento sdo simples,
sendo apenas necessario manter as penas limpas e secas, sem necessidade de refrigeracao e

podendo ser armazenadas em envelopes de papel ou plastico. Assim, evitaria 0 uso de
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equipamentos especiais (centrifuga ou geladeira) na hora da colheita e de pessoal treinado
para a colheita, facilitando o manejo e permitindo economizar tempo e dinheiro
(BORTOLOTTI et al., 2008; BORTOLOTTI et al., 2009 ROMERO e FAIRHURST, 2016).

A medicdo de CORT nas penas é uma alternativa para evitar o estresse da colheita de
sangue, entretanto, quando as penas séo colhidas diretamente do animal, pode causar um
impacto negativo minimo na ave. No entanto, quando s&o utilizadas penas maduras, diminui
a possibilidade de impactos negativos inesperados (por exemplo, hematomas devido a
colheita) (ROMERO e FAIRHURST, 2016).

A escolha do tipo de pena a ser utilizado vai depender da pesquisa, entretanto,
comumente sdo utilizadas penas primarias da asa, penas interescapulares e penas da cauda
(FISCHER et al., 2020; HAFFELIN et al., 2020). A CORT pode variar de acordo com a
massa da pena e sua distribuicdo pode ser desuniforme na pena (HARRIS et al., 2016;
LATTIN et al., 2021), por isso, para que as amostras sejam consistentes para cada teste, o
calamo é removido de todas as penas, utilizando unicamente a raque e o vexilo da pena
(FISCHER et al., 2021).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A preocupagdo com o bem-estar animal é constante entre consumidores, produtores
e pesquisadores. Assim, as grandes empresas estdo adotando diversas praticas para promog¢ado
do bem-estar em suas cadeias de producéo, visando atender as exigéncias do mercado. Muitas
destas acdes baseiam-se em resultados de pesquisas obtidas em ambiente académico.

Atualmente, existem diversas ferramentas para avaliar o estresse e 0 bem-estar dos
animais de produgéo, no entanto, muitas dessas metodologias séo invasivas, necessitando a
manipulacdo do animal, gerando ainda mais estresse. O que, evidentemente, causa
preocupacado aos estudiosos, ja que, com o objetivo de reduzir ou eliminar fontes de estresse,
é necessario causa-lo. A metodologia comumente utilizada para avaliar o estresse em frangos
de corte € a medigéo de corticosterona sérica, sendo necessario conter o animal para colher a
amostra de sangue (ROMERO e FAIRHUST, 2016).

A alternativa vislumbrada neste estudo foi a adaptacao e posterior validacdo de uma
metodologia ndo invasiva para estimativa do teor de corticosterona circulante. Permitindo

que, apos estes procedimentos, a metodologia seja amplamente utilizada por pesquisadores
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e produtores, eliminando uma fonte de estresse para a ave. A metodologia utilizada como
base para o estudo foi aquela inicialmente descrita por Bortolotti et al. (2008), em que a
corticosterona é estimada em penas de aves selvagens encontradas no chéo.

O estudo descrito no Capitulo Il intitulado “Corticosterona em penas: aplica¢do e
validacao da metodologia para frangos de corte” foi conduzido com o objetivo de aplicar
uma metodologia utilizada para quantificar a CORT em aves selvagens e validar o uso dessa
metodologia em frangos de corte. Este capitulo estd formatado de acordo com as normas do

periddico PlosOne, com excecao das tabelas, que estdo inseridas no texto.
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“Corticosterona em penas: aplicacao e validacao da
metodologia para frangos de corte”

Resumo

A metodologia comumente utilizada para quantificar os niveis de corticosterona em frangos
de corte utiliza 0 soro sanguineo, sendo que no momento da colheita do material, devido a
contencdo e puncdo, o animal sofre estresse, 0 que pode comprometer a qualidade do
resultado obtido. Assim, o objetivo desse estudo foi aplicar uma metodologia utilizada para
quantificar a corticosterona em aves selvagens e validar o uso dessa metodologia em frangos
de corte. Para isso, utilizou-se 400 pintos de um dia, machos, da linhagem Ross AP95.
Buscando promover diferencas acentuadas na producdo e liberacdo de corticosterona,
formou-se dois grupos de aves, compostos por quatro boxes com 50 aves cada, totalizando
400 frangos. Um dos grupos recebeu racdo contendo antibidtico melhorador de desempenho
e outro com frangos recebendo racéo contendo probidtico comercial (Gallipro Fit). No dia
20 de criagdo foram identificadas 5 aves em cada repeticdo, selecionadas entre 7% de
variacdo do peso médio do grupo, sendo identificadas para garantia de coletas posteriores (34
e 40 dias) sempre nas mesmas aves. Houve diferencas entre 0s grupos para as concentracdes
de corticosterona nas penas a partir do dia 20 (p= 0,001), quando as penas da asa
apresentaram na média geral maior concentracdo de corticosterona (22 pg/mL). Aos 34 e 40
dias as concentracfes de corticosterona foram maiores nas penas das asas. A correlacao de
corticosterona no soro sanguineo e nas penas foi positiva para todas as idades (r=0,709). As
penas das asas apresentaram correlagdes significativas no dia 20 (r = 0,852), 34 (r=0,902) e
40 (r = 0,924). As penas do dorso tiveram correlacdes significativas menores (r= 0,525). As
penas da cauda também tiveram correlagdes significativas (r = 0,694), sendo que no dia 40
apresentaram o maior valor (r = 0,752). Conclui-se que a medicéo de corticosterona nas penas
é uma metodologia eficiente em frangos de corte, constituindo-se como uma ferramenta néo

invasiva para estimar os niveis de estresse em frangos de corte.

Introducao

O entendimento da senciéncia dos animais levou ao questionamento de como avaliar

objetivamente o estresse para nao afetar negativamente o bem-estar dos animais, usando para
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tal, metodologias que minimizem o sofrimento. Nesse sentido, a pesquisa sobre o tema
tornou-se imprescindivel a fim de desenvolver metodologias de avaliacdo ainda menos
invasivas e mais objetivas que aliem eficiéncia, confiabilidade dos resultados com
minimizacao das angustias durante os procedimentos [1].

Existem metodologias para estimativa de estresse em animais, algumas ditas
subjetivas, como 0 Gait score, teste de aproximacéo, teste de apanha, imobilidade tonica,
entre outras [2,3] e metodologias objetivas, que normalmente sdo invasivas, como teores de
serotonina, corticosterona, avaliacbes de qualidade &ssea, entre outras [4,5], tais
metodologias geralmente envolvem manipulacdo e contencdo do animal, o que pode gerar
desconforto e dor. Tal condi¢do contrapde-se ao objetivo das avaliagdes, tornando a coleta
de dados uma agdo critica e necessaria, porém danosa.

Na tentativa de evitar o estresse causado na hora da manipulacdo, alguns
pesquisadores desenvolveram metodologias ndo invasivas para estimar o estresse e bem-estar
animal [6,7]. Uma metodologia comumente utilizada € a mensuracdo de indicadores
etoldgicos que permitem a avaliacdo de repeticGes de comportamentos naturais, atribuindo-
Ihes escores conforme o grau de alteracdo destes. Estas metodologias permitem que 0s
pesquisadores e produtores consigam estabelecer a situacdo de bem-estar dos animais, além
de avaliar a importancia do manejo, ambiente, equipamentos, ingredientes e suplementos,
entre outros, no grau de estresse dos animais [3,8].

E sabido que as metodologias para afericio do bem-estar em animais selvagens
devem priorizar a ndo interferéncia humana na rotina destes; nesse sentido, pesquisadores
desenvolveram metodologias para estimar a condi¢éo de estresse de aves selvagens avaliando
niveis de metabdlitos de corticosterona (CORT) em fezes, penas e ovos, pois essas moléculas,
servem como indicadores bioldgicos de estresse [9,10]. A CORT ¢é liberada em momentos de
estresse por meio do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA), existindo um intervalo de
tempo entre a circulagdo no sangue e o aparecimento da CORT em secreg¢des ou penas [11].

Pesquisas desenvolvidas em aves selvagens demonstram que 0s niveis de CORT
aumentados no soro sanguineo refletem niveis maiores de CORT nas penas, todavia esta

teoria, ainda n&o esta validada para aves de producédo [12-14].



(93] A W NN e

O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30

35

Isto posto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de aplicar uma
metodologia utilizada para quantificar a CORT em aves selvagens e validar o uso dessa
metodologia em frangos de corte.

Material e métodos

O estudo foi conduzido nas instalagdes da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP, na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ,
localizada na latitude 22° 49° 07 S e longitude 48° 24’ 40” W. O protocolo experimental foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMVZ (CEUA — 0170/2021).

Aves, instalacdes e manejo

Para a conducéo do estudo, foram adquiridos de um incubatorio comercial 400 pintos
de um dia, machos da linhagem Ross AP95.

As aves foram alojadas em um aviario experimental de pressdo positiva, utilizando 8
boxes com area total de 4.5m2 (3,0m de comprimento x 1,5m de largura). A densidade de
criacdo foi ajustada em 11,11 aves por m2 [15]. O arracoamento foi realizado utilizando-se
de comedouros tubulares com capacidade de 20kg, a oferta de dgua fez-se por bebedouros
pendulares semiautomaticos.

As racdes foram formuladas a base de milho e farelo de soja, seguindo as
recomendacdes de Rostagno et al. [16], para desempenho médio-superior, as quais foram
divididas em trés fases distintas de criacdo, a saber: Inicial (1-21 dias), crescimento (22-35
dias) e final (36-42 dias). Racdo e agua foram fornecidas ad libitum.

Delineamento experimental

A fim de quantificar os niveis de CORT em frangos com altos e baixos niveis de
estresse, foram utilizados dois grupos, sendo um deles alimentado com racGes contendo
antibiotico melhorador de desempenho e outro grupo que recebeu ragdes contendo probidtico
comercial melhorador de desempenho (Gallipro Fite). Esta medida foi adotada segundo 0s
relatos técnico-cientificos [3,17], incluindo estudos conduzidos pela nossa equipe
(GPAVvicola da UNESP — FMVZ), nos quais, 0s probioticos proporcionam menor produgéo
de CORT e elevada produgdo de serotonina (média de 450 pg/mL e 145ng/mL,

respectivamente) em relacdo aos antibidticos, deixando os frangos mais calmos. Portanto, 0s
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grupos foram utilizados para validacdo da metodologia proposta por Bortolotti et al. [12],
para garantir que é possivel detectar a CORT em aves que tenham baixos e altos niveis deste
metabolito.

Sendo assim, neste trabalho as dietas utilizadas e os grupos formados ndo se
caracterizaram como tratamento, mas sim como variaveis estudadas. Cada grupo foi
composto por quatro boxes com 50 aves por boxe, totalizando 200 frangos por grupo. Para
controle de coleta de material bioldgico ao 20°, 34° e 40° dia de criagdo, os grupos foram
denominados: AGP — Animais alimentados com aditivo melhorador de desempenho a base
de antibidticos e BSP — Animais alimentados com aditivo melhorador de desempenho a base
de probidticos Bacillus spp.

Para a confeccéo das dietas do tratamento AGP utilizou-se avilamicina, seguindo a
dosagem recomendada para cada fase de criacdo e, para o outro tratamento BSP, foi usado
um probidtico comercial (Gallipro Fite), composto por Bacillus subtilis (DSM32325),
Bacillus subtilis (DSM 32324) e Bacillus amyloliquefaciens (DSM 25840), também
administrado conforme a dosagem recomendada pelo fabricante, sem adi¢do de antibioticos.

Coletas de amostras experimentais

Aos 20 dias de vida, 5 aves de cada parcela experimental (totalizando 20 aves por
grupo), foram escolhidas dentro da média de peso de cada grupo, com variagdo maxima de
7% do peso. Essa medida foi utilizada a fim de evitar interferéncias do aditivo melhorador
de desempenho na homogeneidade do peso. As aves selecionadas foram identificadas
individualmente no dorso, com marcadores de diferentes cores. Esse procedimento teve a
finalidade de assegurar uma acurada coleta de material bioldgico, garantindo assim, que as
mesmas aves previamente selecionadas fossem avaliadas durante todo o estudo, até o 40° dia.
Outra medida adotada para evitar variacdes nos niveis de CORT, principalmente no sangue,
foi a realizagdo das colheitas seguindo a mesma ordem de boxe e de aves dentro das
repeticdes. As colheitas de material deram-se ao 20°, 34° e 40° dia de criacao.

Os materiais biolégicos colhidos para determinagdo da CORT e validacdo da
metodologia em frangos de corte foram: sangue, penas da asa, penas do dorso e penas da

cauda.
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Peso vivo das aves

Apos a retirada do material bioldgico ao 20°, 34° e 40° dia de criagdo, as 20 aves
previamente identificadas em cada grupo de estudo foram pesadas individualmente em
balanca com 1,0 g de precisao.

O peso das 200 aves gque constituiam cada grupo também foi determinado nos dias

20, 34 e 40 de criagéo, para comparar o desempenho entre 0s grupos.

Determinacéo da concentracdo de corticosterona em sangue

As coletas de sangue foram realizadas nas aves identificadas, em aliquotas de 5mL
sempre no periodo da manha. O sangue foi centrifugado e o soro separado, entdo envasado,
identificado e armazenado em temperatura de -20°C até o proceder da analise por kit
comercial de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), conforme a metodologia
descrita por Harris et al. [18]. A fim de minimizar a possivel influéncia do manejo de
contencdo de frangos nos niveis de CORT no soro sanguineo, optou-se que fosse esse 0
primeiro material bioldgico obtido em cada coleta para evitar altera¢cbes nos niveis de

corticosterona sanguineo.

Determinacdo da concentracéo de corticosterona em penas

A obtencdo das amostras de penas foi realizada imediatamente apds a obtencdo do
sangue, procedendo de maneira padronizada nos trés dias de colheita, ou seja, ap0s a retirada
de sangue, coletou-se sempre na mesma ordem de aves e local, penas da asa, dorso e cauda.
Para tal foram retiradas duas penas secundérias da asa esquerda, duas penas do dorso e duas
penas da cauda de cada animal previamente selecionado, sendo-as removidas desde o cdlamo.
As penas amostrais foram armazenadas em congelador, em envelopes identificados, até o
inicio da analise [19].

Para a extracdo de CORT das penas utilizou-se da técnica modificada de metanol,
descrita por Bortolotti et al. [12] removendo-se o cdlamo e utilizando o raque e o vexilo das
penas. Posteriormente, as penas foram trituradas em micro-moinho e homogeneizadas, para
obtencdo de amostras de 10mg, as quais foram fragmentadas em 5 réplicas de cada amostra.
A obtencdo da CORT foi possivel ap6s a diluicdo das amostras em metanol de alta pureza,
esta solucdo foi colocada em banho ultrassdnico por 30 minutos, seguindo para incubagédo

por 12 horas em banho-maria a 50 °C, numa plataforma de vortice. Apos este periodo o
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sobrenadante procedeu-se a separacdo da solucdo de metanol por filtracdo sob pressdo. O
metanol foi evaporado em banho maria a 40 °C. Finalmente, as amostras foram avaliadas

com auxilio de kit comercial de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) [20].

Analise dos dados experimentais

Os dados foram avaliados utilizando o programa estatistico SAS 9.2 (2004). As
variaveis utilizadas para estimar os niveis de corticosterona foram material bioldgico (penas
e sangue) e grupo de aves (AGP e BSP). Os dados avaliados atenderam as pressuposic¢oes do
modelo estatistico (hormalidade e homogeneidade), portanto foram submetidos a ANOVA.
O peso das aves foi comparado pelo teste T e os dados de concentracdo de CORT foram
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05). O teste de Pearson foi usado para determinar 0s
coeficientes de correlacdo entre as concentracGes de CORT utilizando as duas metodologias
de coleta.

Foi obtida a média estratificada de todas as amostras (exceto o peso das aves), sem
distingéo de grupo, a fim de verificar se a metodologia seria eficiente para mensurar o teor
de CORT em diferentes concentragdes (baixa, média e alta).

Resultados e discussao

Peso das aves selecionadas para o estudo

O peso das aves utilizadas para a coleta de material biolégico ndo apresentou
diferencas significativas, independentemente do AMD utilizado (Tabela 1). O que nos
permite inferir que a selecdo das aves aos 20 dias de criacdo foi eficiente para eliminar
possiveis efeitos da dieta no peso destes frangos. No entanto, a partir de 34 dias de cria¢éo,
0 peso médio dos grupos, considerando as 400 aves criadas, foi maior para aquelas que
receberam probidtico como AMD (p<0.05) (Tabela 2). Devido ao interesse por alternativas
ao uso de antibioticos que sejam viadveis economicamente, o uso dos probidticos na
alimentacdo de frangos de corte é cada vez mais estudado, sendo reportado como um aditivo
promissor que melhora o desempenho, a satde e o bem-estar das aves. Os probioticos a base
de Bacillus sdo reconhecidos por sua exclusdo competitiva com bactérias patogénicas, o que
permite uma melhor aderéncia no trato gastrointestinal, resultando em melhoras na digestao

e absorcao de nutrientes e, consequentemente, em melhoras no desempenho do animal [21].
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No presente estudo o peso do grupo de frangos que receberam probidtico Gallipro
Fite, foi maior (3209 g) em comparacdo as aves que receberam antibiético melhorador de
desempenho (3102 g). Todavia, Keergin et al. [34] também encontraram melhorias no
desempenho e qualidade intestinal de frangos de corte suplementados com probidtico

Bacillus subtilis, que foram atribuidas a mudancas benéficas no equilibrio intestinal.

Tabela 1. Peso vivo médio dos 20 frangos de corte de cada grupo, selecionados para
amostragem, aos 20, 34 e 40 dias de criacao.
Peso vivo (g)

Idade (dias) AGP BSP cv DP p-valor
20 017 967 1142 107,58 0,1138
34 2162 2250 12,54 276,63 0,8672
40 3154 3223 12,85 409,72 0,4934

AGP = antibiodtico melhorador do desempenho. BSP = Bacillus subtilis. CV (%) = coeficiente de variagdo, DP=

desvio padréo

Tabela 2. Peso vivo médio dos 200 frangos de corte que compuseram cada grupo, avaliados
aos 20, 34 e 40 dias de criacdo.
Peso vivo (g)

Idade (dias) AGP BSP Ccv DP p-valor
20 965 977 4,25 41,27 0,324
34 2123 2206 4,71 101,98 0,023
40 3102 3209 5,54 174,81 0,001

AGP = antibidtico melhorador de desempenho. BSP = Bacillus subtilis. CV (%) = coeficiente de varia¢do, DP
= desvio padrao.

Investigagdes realizadas utilizando Bacillus subtilis em dietas de aves mostraram
melhoras nos parametros de desempenho, imunidade e salde intestinal em frangos de corte
[22]. Mohammadigheisar et al. [23], reportaram que o uso de Bacillus subtilis melhorou a
conversdo alimentar, além de aumentar a altura das vilosidades do intestino e a propor¢éo
vilo:cripta, o que, além dos beneficios anteriores, resultou num aumento da area de superficie
de absorcdo intestinal e, consequentemente, forneceu uma melhor condi¢do otimizando o

aproveitamento de nutrientes.

Concentrac0es de corticosterona em diferentes penas
Houve diferencas (p<0.05) nas concentracdes de CORT a partir da primeira coleta
(20 dias de criagdo), quando as penas da asa apresentaram maior concentracéo de CORT (22

ng/mL) em comparagdo as penas do dorso e da cauda (12 ng/mL), tal comportamento foi
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encontrado nos dois grupos de frangos utilizados. Entretanto, a partir do dia 34, foram
encontradas diferencgas (p<0.05) nas concentragcdes de CORT para todos os tipos de penas
utilizados no estudo. A ultima coleta (dia 40 de criacdo) apresentou as maiores concentracdes
de CORT, quando as penas das asas tiveram a maior concentragao (38 ng/mL) e as penas do
dorso e da cauda ndo diferiram nas concentragdes (21 pg/mL ¢ 22 pg/mL respectivamente)
(Tabela 3). Sabe-se que a metodologia para quantificacdo da CORT por meio das penas é
associada aos niveis de CORT circulantes no soro sanguineo, 0s quais, sdo depositados nas
penas apds picos de CORT sanguineo, picos estes que sdo ocasionados pelo aumento do

estresse nas aves [14].

Tabela 3. Concentracdo de corticosterona em soro sanguineo e penas de frangos de corte.

Idade Material bioldgico Cor}cgntragéo de Corticosterona cv p-valor
Média AGP BSP (%)
Soro sangue (pg/mL) 540 62° 46° 6,12 0,007
20 dias ENaasa (ng/mL) 22° 252 19° 521 0,001
Pena dorso (ng/mL) 12 14 10 5,4 0,421
Pena cauda (ng/mL) 12 14 11 523 0,758
Soro sangue (ug/MI) 61° 752 49° 495 0,001
34 dias PENa asa (ng/mL) 19¢ 342 25P 7,25 0,001
Pena dorso (ng/mL) 142 132 11° 536 0,002
Pena cauda (ng/mL) 16b 182 15° 4,99 0,053
Soro sangue (pg/mL) 67° 922 46° 521 0,001
40 dias PENA 352 (ng/mL) 38P 452 32° 6,89 0,001
Pena dorso (ng/mL) 212 242 18° 6,27 0,033
Pena cauda (ng/mL) 222 252 19° 4,85 0,054
Soro sangue (ng/mL) 612 772 47° 530 0,001
Media Pena asa (ng/mL) 26" 352 25P 6,22 0,001
Geral Pena dorso (ng/mL) 152 172 12P 6,20 0,003
Pena cauda (ng/mL) 15P 19° 15P 598 0,002

AGP = antibidtico melhorador de desempenho. BSP = Bacillus subtilis. CV (%) = coeficiente de variacao.
Médias seguidas por letras diferentes, na linha entre os grupos, apresentaram diferencas entre si pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

Acredita-se que a maior concentracdo de CORT nas penas das asas seja resultado do
melhoramento genético empregado nas linhagens comerciais de frangos de corte, em que o
empenamento rapido foi uma das caracteristicas melhoradas. Os pintos de um dia, em sua
maioria, nascem com penas de asas mais desenvolvidas que aves silvestres ou sem selegéo,

por isso, é possivel atribuir as altas concentracbes de CORT em penas das asas como
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consequéncia do rapido empenamento nessa regido em linhagens de frangos de corte. [24,
25]. Um estudo realizado com galinhas poedeiras mostrou que as penas da asa tiveram a
maior concentragdo de corticosterona em relacdo a penas de outras regides do corpo,
corroborando os resultados do presente estudo [26].

Pesquisadores relataram que, principalmente as penas das asas e cauda, sdo usadas
para voar e crescem de forma ciclica. Por isso, é esperado que as penas das asas e da cauda
tenham a mesma taxa de crescimento, com a mesma exposi¢do da CORT sanguinea e,
consequentemente, as mesmas concentracGes de CORT [12,27]. Porém, em frangos de corte
as linhagens atuais sofreram intensa selecdo genética, resultando em empenamento rapido,
principalmente de asas [28]. Entretanto, neste estudo houve diferengas nas concentragdes de
CORT em penas da asa e cauda, quando as penas da asa apresentaram maiores concentragoes
com média geral de 26 pg/mg, por outro lado, as penas da cauda apresentaram concentragdes
menores de CORT (15 ng/mL) (Tabela 3).

Por outro lado, as penas que ndo séo utilizadas para voo, ou seja, penas de cobertura
e protecdo, estdo disponiveis em maiores quantidades e seu crescimento é interdependente
da regido do corpo em que estdo localizadas, consequentemente, a distribuicdo da CORT
pode diferir daquelas encontradas nas penas usadas para voar, ou seja, penas das asas e da
cauda [26]. No entanto, as avaliacOes realizadas neste estudo apontam concentracdes medias

iguais para dorso e cauda.

Proporcéo de corticosterona entre sangue e penas

Buscando tracar um referencial entre a concentracdo de CORT em sangue e em penas,
para que a metodologia seja utilizada em campo, sem que a interpretacdo seja equivocada,
realizou-se a estimativa da porcentagem de CORT nas penas em relacdo ao sangue (medida
de referéncia utilizada em avaliacdes), conforme a Tabela 4. Assim, considerou-se a
concentracdo de CORT encontrada no soro sanguineo como 100%.

A concentracdo de CORT em penas das asas foi aquela que apresentou maior
proporcdao em relacdo ao sangue, com média de 48,6%, no periodo total de criacdo.
Porcentagens semelhantes foram encontradas para penas de dorso e cauda, com valor
aproximado de 24,6% no periodo total de criagdo. Como em situacdo comercial, quando as
penas serdo coletadas no piso do aviario, nem sempre é possivel ter ciéncia da idade da ave

quando aquela pena caiu, consideramos as médias gerais como referéncia para indicagéo de
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uso da metodologia. Assim, a concentracdo de CORT adotada para pena das asas foi de

48,62% e para dorso e cauda, 24,59% daquela provavelmente encontrada em sangue.

Tabela 4. Variacdes encontradas entre 0s niveis de corticosterona no sangue e nas penas.

Variagdo (%) na Concentracdo de Corticosterona

Idade Material bioldgico -

Media dos grupos AGP BSP
Soro de sangue 100 100 100
. Pena da asa 40,7 40,32 413

20 dias
Pena do dorso 22,2 22.6 21,7
Pena da cauda 22,2 22.6 23,9
Soro de sangue 100 100 100
. Pena da asa 47,2 45,3 51,0

34 dias
Pena do dorso 229 17,3 22,4
Pena da cauda 26,2 240 30,6
Soro de sangue 100 100 100
. Pena da asa 56,7 48,9 69,6

40 dias
Pena do dorso 31,3 26,1 39,1
Pena da cauda 32,8 27,2 413
Soro de sangue 100 100 100
. Pena da asa 48,6 45,4 53,2

Periodo Total

Pena do dorso 24.6 22,1 25,5
Pena da cauda 24.6 247 31,9

Percebeu-se que a concentracdo de CORT foi afetada pelo tipo de aditivo melhorador
de desempenho utilizado, resultados similares foram encontrados por Soroko et al. quando
as galinhas suplementadas com probidtico Bacillus tiveram menores niveis de estresse [17].
No presente estudo, os frangos que receberam a suplementacdo com probidtico apresentaram
menores concentracfes de CORT sanguineo, pelo que nos permitimos inferir que eram aves
mais calmas e menos reativas. Assim, a quantificagdo da CORT nas penas foi possivel
inclusive quando as aves tinham menores concentragbes de CORT no soro sanguineo. E
importante ressaltar que os niveis de CORT nas penas, representam a somatoria da liberacdo
de CORT pelo animal e que o estresse causado pelo manejo das aves para coleta de amostras

foi igual para todas as aves estudadas. Por isso, as diferengas nas concentragfes de CORT
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no sangue e nas penas sdo devidas a maior resiliéncia das aves que receberam a
suplementacéo probidtica.

A medicdo de CORT em penas apresenta numerosos beneficios, um dos principais é
ser uma metodologia ndo invasiva sem a necessidade de contato direto com as aves
[12,29,30], e sem o risco de ser diretamente influenciado pelo estresse agudo do manejo de
coleta, como no caso do sangue. Alguns estudos demonstraram que a metodologia de
extracdo de CORT das penas utilizada em aves selvagens, mostra-se eficiente para detectar
a CORT [20,31]. E, a partir dos resultados obtidos neste estudo, a metodologia foi eficiente

para determinar concentracdes de CORT em frangos de corte.

Relacdo entre a corticosterona presente no soro sanguineo e nas penas

Os resultados obtidos para correlacdo entre CORT no soro sanguineo e nas penas
foram positivas para todas as idades (Tabela 5). Corroborando os resultados obtidos nas
demais avaliacdes, a correlagéo entre CORT no sangue e nas penas das asas foi positiva muito
forte para o periodo total, sendo a maior correlacdo (r=0,909) em relacdo as penas de dorso
e cauda. Ja para o dia 20 a correlacdo foi positiva forte (r= 0,852) e nos dias 34 e 40 a
correlacdo foi positiva muito forte (r= 0,902 e r= 0,924 respectivamente). As penas do dorso
apresentaram as menores correlagdes durante o presente estudo, sendo uma correlagéo
positiva moderada e tiveram o menor valor (r= 0,525) durante o periodo total, as penas da
cauda também tiveram uma correlacao positiva moderada no periodo total (r=0,694).

Pesquisas anteriores demostraram a correlacdo entre a CORT presente no soro
sanguineo e nas penas, todavia, 0s autores mencionaram a importancia de levar em
consideracdo na interpretacdo dos resultados que a CORT presente no soro sanguineo
representa 0 aumento de CORT de minutos a horas, enquanto a CORT presente nas penas
representa os niveis acumulados de CORT em dias ou semanas [29,32]. Em seus estudos
Lind et al. encontraram correlacGes de CORT baixas nas penas da cauda e no soro sanguineo
em aves da espécie Carduelis chloris [30]. Todavia, Haffelin et al. [26], apontaram diferencas
para penas da cauda quando comparadas com penas de outras regides em galinhas da
linhagem Lohmann Brown, sendo que os maiores e menores niveis de CORT foram
encontrados nas penas da cauda, corroborando a grande variagao de respostas das penas da

cauda que foram encontradas no presente estudo.
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Pesquisadores obtiveram resultados semelhantes aos encontrados no presente
trabalho, utilizando aves da espécie Alectoris rufa, que foram sometidas a manejos
estressantes e a época de reproducdo, assim, as correlagdes de CORT em penas e sangue
foram boas, especialmente em periodos em que as aves estavam mais estressadas, como por

exemplo, em periodo de postura [12,33].

Tabela 5. (r) entre os niveis de corticosterona presentes no soro de sangue e em penas de
frangos de corte, em fungéo do aditivo utilizado na dieta.

ldade Média AGP BSP
Asa Dorso Cauda Asa Dorso Cauda Asa Dorso Cauda
20 0,852 0,512 0,693 0,838 0,700 0,759 0,909 0,772 0,839
Soro de 34 0,902 0,517 0,710 0,844 0,702 0,783 0,923 0,788 0,860
sangue* 40 0,924 0,626 0,752 0,863 0,704 0,837 0,941 0,793 0,890

Periodo Total 0,909 0,525 0,694 0,859 0,699 0,791 0,955 0,791 0,861

AGP = Antibi6tico melhorador de desempenho. BSP = Bacillus subtilis.

*Todas as correlacdes foram significativas. Correlagdo de Pearson (p<0,05).

A partir destes achados, sugere-se que sejam utilizadas preferencialmente as penas
das asas, por apresentarem concentracdo de CORT maior, com melhores correlagbes com a
CORT sanguinea e, devido a que no campo estas penas sdo mais facilmente identificadas.
Assim, as penas poderiam ser coletadas diretamente do piso do aviario, sem ter a necessidade
de manipular o animal. Além disso, é imperioso esclarecer que os niveis de CORT em penas
sd0 menores que aqueles encontrados no soro sanguineo, o que deve ser considerado na
interpretacdo dos resultados obtidos para evitar imprecisées. Também recomendamos que
sejam realizadas outras pesquisas avaliando a CORT em penas coletadas diretamente do piso

do aviario.

Conclusao

Os resultados obtidos para teores de corticosterona em penas de frangos de corte e
sua correlagdo com os teores deste indicador em sangue nos permitem concluir que a
metodologia via avaliagdo de corticosterona em penas é eficiente para estimar o estresse em

frangos de corte, principalmente quando utilizadas penas da asa.
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A metodologia para medir a corticosterona (CORT) em penas demostrou ser efetiva
e pode ser utilizada para estimar o estresse em frangos de corte, principalmente quando
utilizadas as penas das asas. Somado a isso, a metodologia visa facilitar o trabalho dos
pesquisadores, j& que as penas da asa sdo facilmente identificadas no lote, permitindo a coleta
de penas no piso do aviario causando menor estresse e sofrimento aos mesmos.

A partir deste estudo, pesquisas futuras podem ser realizadas para adaptar e validar a
metodologia em outras espécies de aves comerciais, assim sera possivel medir o bem-estar
na industria avicola de uma forma menos cruenta. Estudos futuros podem ser realizados
visando avaliar outros metabolitos em penas, como por exemplo a serotonina, evitando

interferéncias do manejo no resultado.
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