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Técnica de manipulacéo térmica pré-natal: efeitos sobre o rendimento de

incubacdo e caracteristicas morfofisioldgicas de pintos de corte

RESUMO

Foram avaliados os efeitos da técnica de manipulacdo térmica pré-natal com
controle da temperatura de casca do ovo sobre o rendimento de incubacdo e
caracteristicas morfofisiologicas de pintos de corte. 720 ovos de matrizes pesadas da
linhagem Cobb®, com idade de 49 semanas, foram distribuidos em quatro incubadoras
Premium Ecoldgica® 200D de estagio Unico, com capacidade para 200 ovos. As
incubadoras foram reguladas para manter a temperatura da casca do ovo (EST) em
37,8°C (100°F) e o teor de UR de 55% durante o periodo de incubagdo. Entre o0 8° e 18°
dia de incubacdo, duas maquinas foram reguladas para manter a EST em 38,9°C
(102°F), durante seis horas diariamente (Tratamento AT), e as outras duas incubadoras
ndo sofreram mudanca de temperatura (Tratamento Controle). As 516 horas (21 dias) de
incubacdo, os pintos eclodidos fora retirados para contagem de pintos nascidos, e
posteriormente uma amostra ao acaso de 40 pintos por tratamento (20 pintos por
maquina) foi separada para as analises posteriores. Os resultados ndo demonstraram
diferenca significativa nos parametros de incubacdo e qualidade do pintinho (P>0,05),
Foram observadas alteragdes significativas na bioquimica sanguinea. Pintos oriundos do
grupo MT apresentaram menores niveis (P<0,05) de glicemia e glicogénio hepatico e
maiores niveis de lactato no plasma, além de diminuicdo no indice hematdcrito, quando
comparados aos pintos do grupo controle. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos nos outros parametros hemogasométricos avaliados
(pH, pCO2, pO2, Na*, K*, iCa, HCO3, TCO2, SO, e hemoglobina). A manipulacdo
térmica utilizada no presente trabalho alterou o metabolismo energético dos embrides,
mas ndo foi suficiente para afetar o equilibrio acido-basico dos pintos. Concluiu-se que
esta técnica pode ser aplicada sem causar prejuizo no desempenho zootécnico de
incubacéo.

Palavras-chave: Desenvolvimento embrionario, epigenética, frangos de corte,

temperatura da casca do ovo
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Prenatal thermal manipulation technique: effects on incubation yield and chick

morphophysiological characteristics

ABSTRACT

It was evaluated the effects of prenatal thermal manipulation technique, with egg
shell temperature control, on incubation yield, morphological and physiological
characteristics of broiler chicks. 720 eggs from Cobb® broiler breeders at 49 weeks old,
were distributed in four single-stage Premium Ecol6gica® 200D incubator machines,
with capacity for 200 eggs Incubators were set to maintain egg shell temperature (EST)
at 37.8°C (100°F) and RH content of 55% during incubation period. Between 8th and
18th day of incubation, two machines were regulated to maintain EST at 38.9°C (102°F)
for six hours daily (HT Treatment), and the other two incubators did not change
temperature (Control Treatment). At 516 hours (21 days) incubation, hatched chicks
were removed for counting born chicks, and a random sample of 40 chicks per
treatment (20 chicks per machine) was separated for further analysis. The results
showed no difference significant difference in incubation parameters and chick quality
(P> 0.05). Significant changes in blood biochemistry were observed. Chicks from HT
group had lower levels (P<0.05) of glucose and hepatic glycogen, and higher levels of
lactate in plasma, besides a decrease in hematocrit index when compared to chicks of
control group. No significant differences were found between treatments in other
hemogasometric parameters evaluated (pH, pCO2, pO., Na*, K*, iCa, HCOs", TCOs,
SO2 and hemoglobin). Thermal manipulation used in the present study altered energetic
metabolism of embryos, but it was not enough to affect acid-base balance of chicks. It
was concluded that this technique can be applied without detriment to zootechnical
performance of incubation

Key words: embryonic development, epigenetics, broiler breeders, egg shell
temperature



Xv



1.  INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, 0 avanco nas areas de nutricdo, sanidade, manejo e selecao
genética proporcionaram uma significativa melhora nos resultados zootécnicos dos
frangos de corte. Entretanto, a auséncia do desenvolvimento paralelo dos seus sistemas
viscerais, ocasionou maior sensibilidade para suportar variagfes nas condicbes de
temperatura ambiental durante a criacdo. Em regibes de clima tropical, o estresse por
calor tem sido responsavel por um aumento na taxa de mortalidade, além da diminuicéo

do consumo de ragéo e ganho de peso.

Para minimizar as perdas econdmicas, pesquisas tém apontado a técnica de
manipulacdo térmica na incubacdo como uma ferramenta eficiente para melhorar a
aquisicdo de termotolerancia durante a vida pds-eclosdo das aves. Estudos demonstram
que, o periodo ideal para a realizacdo da manipulacdo térmica deve estar de acordo com
o intervalo em que ocorre o desenvolvimento dos eixos hipotalamo-hipofise-tiredide e
hipotalamo-hipofise-adrenal, que compreende o 4° e 19° dia de incubacdo
(THOMMER, 1985; YAHAYV et al., 2004). Porém, o desenvolvimento do embrido é
caracterizado por intensas reacOes fisiologicas e metabdlicas. A tentativa de manter ou
dissipar o calor incluem mudancas na taxa de respiracdo e nos ions plasmaticos,
metabdlitos sanguineos e balango &cido-basico do organismo (MORAES et al., 2004;
MORAN, 2007). Desta forma, oscilagfes na temperatura de incubagdo podem interferir

no rendimento do processo e na qualidade do pintinho de um dia.

Um importante fator a ser considerado no uso da manipulacdo térmica é que o
ajuste da incubadora deve permitir manter a temperatura da casca do ovo nos niveis
desejados, pois, na maioria dos trabalhos existentes na literatura, os tratamentos de
temperatura aplicados aos ovos consideram apenas a temperatura da maquina de
incubacgédo, 0 que pode ocasionar um superaquecimento dos embrides e influenciar os

resultados dos estudos.

Por meio da presente pesquisa, objetivou-se verificar se a técnica de
manipulacdo térmica pré-natal com o controle da temperatura da casca (38,9°C por 6
horas diarias, entre os dias 8 e 18 de incubacéo), afeta o rendimento de incubacéo e as

caracteristicas morfofisiolégicas de pintos de corte.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SISTEMA TERMORREGULATORIO

Dentre os sistemas reguladores da homeostase do organismo das aves, 0 sistema
termorregulatdrio esta entre os mais importantes e criticos, tendo como objetivo manter
a temperatura corporal do animal dentro dos limites toleraveis, estabilizando o meio
interno para o bom funcionamento dos sistemas que compdem 0 organismo Vivo na
maioria das condi¢fes ambientais (FURLAN e MACARI, 2002; TZSCHENTKE,
2007).

Tzschentke (2007) afirmou que em frangos de corte, o desenvolvimento precoce
de funcgdes corporais adaptativas, como o sistema termorregulador, caracteriza-se pelas
seguintes peculiaridades: em primeiro lugar, o desenvolvimento de mecanismos
termorreguladores periféricos e nervosos centrais que comecam durante a ontogenia
pré-natal; em segundo lugar, sua maturidade é alcancada durante os primeiros dias de
vida pos-eclosdo. Sendo assim, esta fase de desenvolvimento precoce e muito sensivel é

de grande importancia para a adaptabilidade do organismo durante a vida adulta.

2.1.1. Mecanismos fisioldgicos da termorregulacéo

As funcdes de controle na temperatura corporal das aves sdo realizadas por
estruturas do sistema nervoso central, que por sua vez controlam as interacdes
hormonais em seu organismo. O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) do
frango comecga na sua fase embrionaria, mais precisamente no segundo dia de

incubacéo, e entende-se até 0 momento da eclosdo (BAARENDSE et al., 2007).

O complexo termorregulatério das aves é formado por quatro diferentes
sistemas: receptor, controlador, efetor e sistema passivo. Os receptores percebem os
estimulos externos, e a sua integragdo com o0 sistema nervoso induz a ativacdo de
mecanismos controladores da temperatura corporal. Os sistemas efetores participam
induzindo as respostas para a manutencdo da homeotermia. Portanto, pode-se dizer que

o0 controle da temperatura das aves ocorre a partir do balanco de duas variaveis: uma



associada as respostas promovidas pelo aumento da temperatura e outra pela reducdo da
temperatura (TZSCHENTKE, 2007).

E assumida a existéncia de duas populagdes de neurdnios no hipotalamo
(responsivos ao calor e ao frio). Os neurbnios responsivos ao calor sao ativados por
meio do aumento da temperatura corporal, induzindo o animal a ter respostas de perda
de calor; e 0s neurdnios responsivos ao frio induzem uma regulacao térmica (FURLAN
e MACARI, 2002). Esses neurdnios promovem mudangas nos sistemas circulatorio,
respiratério e 0 metabolismo em geral. Assim, esses sistemas possuem a capacidade de
integrar suas atividades, participando de reacdes adequadas e coordenadas, resultando

no controle da temperatura corporal das aves (NICHELMANN et al., 2001).

Nichelmann et al. (2002) informaram que, dentre 0s meios que levam a
termorregulacdo, o metabolismo energético € o mais importante para a ocorréncia dessa
fungdo, pois os hormonios que estdo relacionados ao controle do metabolismo
energético das aves, como as catecolaminas, corticosteroides e hormonios tireoidianos,
ocorrem muito cedo no sangue e no liquido alantéico durante o desenvolvimento

embrionario.

Darras et al. (2000) relataram que os hormonios tireoidianos regulam a taxa de
metabolismo basal e sdo essenciais para a manutencdo da temperatura corporal
constante em animais homeotérmicos. O horménio Tz é o principal fator que estimula a
termogénese por ser o principal agente controlador do metabolismo basal. A
concentragéo circulante de Ts é reduzida em altas temperaturas, enquanto que em baixas
temperaturas, a concentracdo aumenta (YAHAV e HURWITZ, 1996; YALCIN et al.,
2009). Portanto, pode-se afirmar que a inducdo de termotolerancia por condicionamento
de temperatura esté intimamente associada a modulacdo da concentracdo plasmatica de
Ts.

2.1.2. Sistema termorregulatorio em embrides durante a incubacéo

Durante a fase de incubacdo, periodo em que ainda existe uma baixa eficiéncia

das reacOes endotérmicas, 0 embrido tem uma capacidade limitada de estabilizar sua



temperatura corporal, quando expostos a temperatura ambiente. Nesse periodo,
mudangas agudas nas condi¢cbes ambientais induzem as primeiras reacdes nao
coordenadas e ndo adaptativas. Mais tarde, as reacGes ndo adaptativas descoordenadas
se transformam em reacfes coordenadas (adaptativas). Neste momento, o ambiente
modula o desenvolvimento dos respectivos sistemas de controle fisioldgico para todo o
periodo de vida, especialmente por promover mudangas na neuroorganizagdo e
expressao de genes efetores relacionados. Essas reacfes podem interferir positivamente
com uma adaptacdo epigenética as condicdes ambientais esperadas (TZSCHENTKE,
2007).

O sistema termorregulatério das aves comeca a se desenvolver ainda nos
primeiros dias de incubacédo, a partir do inicio desenvolvimento do sistema nervoso
central e periférico, que sdo responsaveis pelos mecanismos de regulacdo térmica das
aves, e se estende até os primeiros dias de vida do pintinho. A extensdo do
desenvolvimento pré-natal desse sistema esta diretamente relacionada com velocidade
da maturacdo dos mecanismos de regulacdo da temperatura corporal nos primeiros dias
ap6s 0 nascimento, 0 que € importante para o desempenho de todo o organismo
(NICHELMANN et al., 2001; NICHELMANN E TZSCHENTKE, 2002; 2003).

Com a progressdo da incubacdo, o calor produzido pelos embrides, determinado
pelo consumo de oxigénio, aumenta em funcdo exponencial (JANKE et al., 2002).
Antes da eclosdo, o sistema regulatério do embrido passa de sistema aberto, sem
controle de feedback, para sistema fechado, controlado com mecanismos de feedback.
Essa mudanca provavelmente ocorre com o desenvolvimento da circulacdo
corioalantdide (TZSCHENTKE e PLAGEMANN, 2006). Nessa fase, a producdo de
calor é estabilizada, pois 0s mecanismos termorreguladores e sistemas fisioldgicos ja se

encontram bem desenvolvidos.

De acordo com Tazawa et al. (1971), outra estratégia de termorregulacdo é
definida pelas contragdes ritmicas da musculatura respiratoria, iniciadas antes do
processo de bicagem interna. Estes autores explicaram que a ocorréncia desses
mecanismos se da com auséncia de ventilagdo pulmonar, havendo também como

objetivo, a consolidacdo da morfologia do sistema respiratorio do pintinho.



Posteriormente, o embrido perfura a membrana corioalantéide e a membrana interna da
casca e inicia a respiracdo pulmonar (TAZAWA e WHITTOW, 2000).

Durante o terco final da incubagdo, os embrides de aves também sdo capazes de
reagir a mudancas na temperatura do ambiente externo com alteracdes no fluxo
sanguineo, por meio da vasodilatacdo e a vasoconstriccdo, sendo considerados como
mecanismos termorreguladores que contribuem para a protecdo do animal em
hipertermia ou hipotermia (TZSCHENTKE, 2007). Nichelmann e Tzschentke (2003)
observaram uma mudanca no fluxo sanguineo de embrides de frango no 19° e 20° dia
de incubacdo, onde esse fluxo aumentou durante o aquecimento e diminuiu durante o
resfriamento. Alteracbes semelhantes foram encontradas por Tzschentze e Basta (2002),

que trabalharam com embrifes de patos Muscovy.

2.1.3. Sistema termorregulatorio das aves ap0s a eclosao

Logo apos o nascimento, a ave entra na sua segunda fase do desenvolvimento do
sistema regulatério, compreendendo o primeiro dia pds-eclosdo até o seu 10° de vida
(NICHELMANN e TZSCHENTKE, 2002). Nessa fase, o pintinho ird apresentar uma
capacidade de manter sua temperatura corporal maior, porém ainda limitada,quando

exposto as oscilacfes de temperatura no ambiente, comparando-se com a fase pré-natal.

Por fim, a partir do 10° dia de vida pds-eclosdo, o pintinho adquire a capacidade
de manter sua temperatura constante, sobre uma ampla faixa de variacdo térmica
ambiental. Nesse momento, o sistema de termorregulacdo torna-se eficiente em sua
totalidade, assim a ave passando a ser homeotérmica (NICHELMANN e
TZSCHENTKE, 2002).

Furlan e Macari (2002) afirmaram que a manutencdo da temperatura corporal
das aves é feita através de mecanismos de producéo e perda de calor. Portanto, a medida
que a temperatura corporal se eleva, configurando um estresse calorico, processos
fisioldgicos sdo ativados com a finalidade de aumentar a dissipagéo de calor e reduzir a

producé@o metabdlica de calor.



2.2. MANIPULACAO TERMICA DURANTE A EMBRIOGENESE

A temperatura experimentada durante momentos criticos na embriogénese esta
intimamente relacionada com o mecanismo neural de termossensibilidade, e com o
critério de expressdo dos genes, denominada de programacao epigenética (JANKE et
al., 2002; TZSCHENTKE e PLAGEMANN, 2006).

Tzschentze e Tatage (2013) afirmaram que a adaptacéo epigenética ao calor na
fase perinatal envolve mudancas na regulacdo hormonal e metabdlica, que aumentam a
resisténcia da ave ao estresse caldrico no periodo pos-eclosdo. A adaptacdo epigenética,
pode ser uma vantagem pratica para aliviar os problemas associados ao controle da
termorregulacdo das aves durante a criacdo (NICHELMANN, 2002; TZSCHENTKE
2007). Assim, esses autores estabeleceram que a modificacdo das temperaturas padrdo
de incubacgéo, por meio de “desafios térmicos”, pode ser uma forma de melhorar a
capacidade dos frangos de corte de se adaptarem ao ambiente quente ou frio durante a

sua vida pds-natal.

Em seu estudo, Igbal et al. (1990) encontraram um aumento na resisténcia ao
estresse térmico agudo durante a criacdo, a partir da elevacdo na temperatura de
incubacdo entre os dias 11 e 20. Nichelmann e Tzschentke (1999) relataram que a
temperatura de incubacdo menor que a habitual, durante a Gltima semana de
desenvolvimento embrionario, pode induzir ajuste termorregulador e aumentar o
potencial de tolerancia ao frio, concordando com a pesquisa de Nichelmann et al.
(1994). Estes pesquisadores observaram que a reducdo da temperatura ambiente durante

0s ultimos 7 dias de incubacdo aumentou a resisténcia de patos ao frio ap6s a ecloséo.

Estudos revelaram resultados positivos da manipulacdo térmica durante a
embriogénese, a respeito de caracteristicas do desempenho zootécnico do frango de
corte, como por exemplo, efeitos benéficos sobre a composicdo corporal e rendimento
de carcaca dos frangos aos 42 dias de idade. Portanto, pode-se dizer que a manipulagéo
térmica com calor pode ser empregada para adaptar 0s organismos a altas temperaturas
ambientais pds-natais (TZSCHENTKE e NICHELMANN, 1997).

Willemsen et al. (2011), alertaram que a manipulacdo térmica durante a

embriogénese de frangos de corte pode influenciar o desenvolvimento embrionario, o



processo de incubagéo e a criagdo; no entanto, esta influéncia depende, em grande parte,

do periodo e frequéncia, duracdo e amplitude da temperatura utilizada durante a técnica.

Sobre o periodo da pratica da manipulacdo térmica, alguns autores aplicaram
tratamentos de temperatura de incubacdo antes do 10° dia, sendo uma fase anterior ao
estabelecimento do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide/adrenal (YAHAV et al., 2004,
COLLIN et al., 2007, PIESTUN et al., 2008), enquanto que outros escolheram periodo
que compreendem o 13° dia em diante de incubacdo (MORAES et al., 2003, 2004,
YAHAYV et al., 2004; COLLIN et al., 2005; TZSCHENTKE e HALLE, 2009), fase

durante a qual a producdo de hormonios tireoidianos aumenta significativamente.

Moraes et al. (2003) sugeriram gue a manipulacdo térmica mediante a exposicao
de embrides de frangos de corte a 39,0°C, durante 2 horas diarias, entre 0 13° e 17° dia
de incubacéo, pode melhorar a capacidade de termorregulacéo na fase de producédo, por
meio de uma diminuicdo dos niveis de T3 plasméaticos em frangos oriundos do
tratamento de manipulacdo térmica na embriogénese, quando comparados aos frangos

do tratamento controle.

Posteriormente, Yahav et al. (2004), concluiram que o periodo ideal para a
realizacdo da manipulacdo térmica, deve estar de acordo com o intervalo em que ocorre
0 desenvolvimento e maturacdo dos eixos hipotalamo-hipofise-tiredide e hipotalamo-
hipofise-adrenal. Esses eixos estdo intimamente relacionados com a producdo e
liberacdo de horménios que regulam o metabolismo energético das aves. Em 1985,
Thommer et al. ja afirmaram que o desenvolvimento desses eixos do sistema nervoso
central compreendem o intervalo do dia 4.5 até 19.5 do desenvolvimento embrionério.
Durante esse periodo considerado como “critico”, o ambiente externo exerce grande
influéncia na determinacdo de respostas duradouras no organismo, principalmente por
meio de estratégias para influenciar o padrdo da expressdo génica dessas caracteristicas,
e consequentemente a organizagdo dos neurdnios responsivos ao ambiente
(TZSCHENTZE e PLAGEMANN, 2006).

Para avaliar o desempenho de frango de corte Ross 308® machos e fémeas,
Tzschentke e Halle (2009) incubaram ovos em temperatura normal (37,2-37,4°C) entre

os dias 1 e 17 de incubagdo. Apos o dia 18 até a eclosdo, os ovos foram incubados em



trés programas diferentes de temperatura: 37,2—37,4°C (controle), 1°C acima do padréo
(38,2-38,4°C, incubacdo quente constante) e 1°C acima do padrédo por 2 horas por dia
(estimulacdo quente de curto prazo), e observaram resultados semelhantes aos de Hulet
et al. (2007), cujos frangos estimulados durante ao calor (por curto prazo) durante a
incubacéo, independente do sexo, apresentaram melhores resultados de ganho de peso e

conversao alimentar na fase de producéo.

Piestun et al., (2008, 2009) indicaram que a manipulacdo térmica no periodo
entre os dias 7 e 16 de incubacdo, intervalo que ja se encontra um significativo
desenvolvimento de ambos os eixos regulatorios, pode diminuir a temperatura corporal
do frango na criacdo. Esses autores validaram condicGes ideais para o tratamento
térmico de embrides de frangos de corte Cobb 500® criados em gaiolas com 39,5°C
durante 12 horas por dia. Nestas condic¢des, a temperatura corporal dos frangos foi
reduzida e a sobrevivéncia durante um desafio de calor aos 35 dias de criacdo foi
elevada. Porém, em outros estudos o tratamento térmico em embrides foi realizado a
temperaturas de 38,5 a 39,6°C durante 3 a 6 horas dirias, entre 0 10° e 18° dia de
incubacédo, e resultaram em aumento da termotoleréncia de frangos de corte a altas
temperaturas ambiente (YAHAV et al., 2004; YALCIN et al., 2005, 2008b; COLLIN et
al., 2007; PIESTUM, 2011).

2.2.1. Influéncia da manipulagédo térmica sobre os parametros de incubacao

Leandro et al. (2000) conduziram um experimento para avaliar o efeito de
periodos de estresse térmico (40,0°C) durante a incubacdo sobre a eclodibilidade e
qualidade dos pintos nascidos. Ovos de matrizes com 42 semanas de idade foram
distribuidos em trés incubadoras, reguladas para manter uma temperatura de 37,8°C e
umidade relativa de 60%, do dia 1 ao 16 de incubagéo. No 16° dia de incubagéo, foi
aplicada uma variacdo de temperatura 40,0°C (quente) ou 32,0°C (frio) durante cinco
horas em duas maquinas. A terceira incubadora permaneceu com a temperatura de
37,8°C (controle). Os autores concluiram que a alteracdo da temperatura normal de
incubacdo, com resfriamento ou aquecimento por 5 horas diérias no 16° dia em diante,

ndo foi suficiente para prejudicar a eclodibilidade.



Yildirim e Yetisir (2004) incubaram ovos de matrizes pesadas com 52 semanas
de idade a uma temperatura de 37,6°C (£0.5°C) e umidade de 58%, do dia 1 ao 17 de
incubacdo. No 17¢ dia, os autores distribuiram os ovos em tratamentos com temperatura
baixa (36,1°C), controle (37,2°C), alta (38,3°C) e muito alta (39,9°C), e monitoraram a

taxa de eclosdo e mortalidade embrionéaria na fase final de incubacéo.

Tabela 1. Efeitos da temperatura de incubagdo durante os Gltimos 5 dias de incubagédo
sobre a eclodibilidade dos ovos incubados.

Tratamento Média da eclodibilidade Mortalidgde embrionaria
(%) final (%)

Controle 80.72+1,3 2,3%+11

Baixa 64,4°+1,3 8,0+1,5

Alta 82,3%+2 2 3,3°+15

Muito alta 75,8%+2 3 4,2°+0,9

&b Médias na mesma coluna, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes
(P<0,05)

&b Médias na mesma coluna, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes
(P<0,05)

Fonte: adaptado de Yildirim e Yetisir (2004)

Os autores observaram que a eclodibilidade dos ovos tratados com temperatura
alta (38,3°C) e muito alta (39,9°C) no nascedouro, ndo diferiram estatisticamente do
tratamento controle (tabela 1). O indice de mortalidade embrionaria final para os
tratamentos com temperatura controle, alta e muito alta, ndo diferiram
significativamente, enquanto que o grupo de temperatura baixa apresentou uma taxa de
mortalidade significativamente maior que os demais tratamentos. Os autores concluiram
que melhores indices de eclodibilidade serdo obtidos se forem utilizadas temperaturas

de incubacdo entre 37,2°C a 38,3°C nos ultimos dias de incubacao.

No mesmo ano, Yahav et al. (2004) publicaram um estudo que teve como
objetivo elucidar os efeitos da manipulagdo térmica durante diferentes periodos do
desenvolvimento embrionério sobre a eclodibilidade, peso corporal e termorregulacéo
de pintos Ross® na eclosdo. Os pesquisadores também investigaram a habilidade do
pintinho para enfrentar o desafio térmico (TC) aos 3 dias de idade. Embrifes do grupo
controle foram incubados a 37,8°C e 56% de umidade relativa, enquanto os embrides da
manipulacdo térmica foram tratados durante 3 horas a 39,5°C (1) ou 41,0°C (2) e 65%

de umidade relativa, durante os dias 8 a 10 de incubagdo ou durante os dias 16 a 18. Os
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dados obtidos (tabela 2) demonstram que a maior eclodibilidade significativa foi obtida
quando os embrides foram manipulados com temperatura de 39,5°C por 3 horas diérias
entre os dias 16 a 18 de incubacdo (manipulacdo tardia). Menores temperaturas
corporais foram obtidas em pintos tratados a 39,5°C em ambos os periodos. Os autores
sugeriram que a utilizacdo de tratamento térmico com temperaturas de 39,5°C sédo

benéficas para os resultados de incubacéo.

Tabela 2. Eclodibilidade, peso do corpo e temperatura corporal de pintos de corte.

L Tratamentos
Variaveis
Controle 8-10d(1) 8-10d(2) 16-18d(1) 16-18d(2)
N° de ovos eclod. 165 168 164 183 158
Eclodibilidade (%) 92.49b 89.89b 89.67b 97.88a 92.48b
Peso do corpo (g) 46.78+0.30  47.25+0.29  46.95+0.30 46.99+0.29 46.97+0.31
Th (°C) 38.12+0.09ab 37.75+0.09b 37.97+0.09ab 37.72+0.09b 38.23%0.10a

Médias na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes (P<0,05)
Adaptado de Yahav et al. (2004).

Trabalhando com aves da linhagem Ross®, Collin et al. (2005) testaram o efeito
do tempo de exposicdo a manipulacdo térmica durante a embriogénese de frangos de
corte sobre os resultados de incubacéo, peso corporal e temperatura cloacal do pintinho
recém-eclodido. Os embrifes controle foram incubados a 37,8°C durante toda
incubacdo, enquanto que os embrides do tratamento de manipulacdo térmica foram
incubados a 37,8°C e tratados a 38,9°C por 3h/dia (D1), 6h/dia (D2), 12h/dia (D3) ou
24h/dia (D4) entre o 16° e 18° dia de incubacdo (Tabela 3). Os pesquisadores
constataram que as diferentes formas de manipulacdo térmica durante a embriogénese
ndo prejudicaram os indices de eclosdo e peso do pintinho, e ocasionaram temperaturas
corporais significativamente mais baixas quando comparados aos pintos do tratamento
controle. Isso sugere que os embrides tratados termicamente podem se transformar em

pintos com maior termotolerancia no periodo de criacdo.
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Tabela 3. Eclodibilidade, peso do corpo e temperatura corporal (Tc) ap6s incubagédo de
frangos expostos a diferentes duragdes de manipulacéo térmica durante a embriogénese:
3 horas por dia (D1), 6 horas por dia (D2), 12 horas por dia (D3) ou 24 horas por dia
(D4) de exposicdo a 39,5°C entre os dias 16 e 18 da embriogénese.

Variaveis Tratamentos

Controle D1 D2 D3 D4
N° de ovos eclod. 158 153 158 170 161
Eclodibilidade (%) 87.8ab 82.7b 87.8ab 91.4a 91.0a
Peso do corpo (g) 45.49 45.53 45.74 45.52 45.67
Tc (°C) 36.86a 36.34b 36.40b 36.43b 36.46b

&b Médias na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes
(P<0,05)
Adaptado de: Collin et al. (2005).

Posteriormente, para avaliar os efeitos da manipulagdo térmica durante fases da
embriogénese sobre a taxa de eclosdo e mortalidade embrionaria, Collin et al. (2007)
utilizaram tratamentos de temperatura de incubacdo de 39,5°C, por 3 horas diarias
durante fase inicial (FI - do 8° ao 10° dia), fase final (FF - do 16° ao 18° dia) ou em
ambas as fases (FI + FF). Os pesquisadores encontraram taxas de eclodibilidade de ovos
férteis mais elevadas no tratamento com manipulacdo térmica na fase inicial (FI), e a
segunda maior taxa de eclosdo em ovos do tratamento FF (tabela 4). O tratamento FI +
FF resultou em um decréscimo significativo na eclodibilidade dos ovos. Os autores
concluiram que melhores taxas de eclodibilidade s&o encontradas em embrifes tratados

com manipulacdo térmica por curtos periodos da incubacéo.

Tabela 4. Efeitos dos tratamentos de incubacao controle (37,8°C) ou com manipulagéo
térmica a 39,5°C nas fases FI, FF ou FI+FF, sobre a eclodibilidade.

Item Controle Fl FF FI+FF
Numero de ovos incubados 373 374 373 374
Ovos inférteis (%) 12.6 13.6 15.5 12.6
Taxa de eclosdo sobre ovos férteis (%) 88.2c 96.3a 92.0b 75.5d

&b Médias na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes
(P<0,05)

Controle (37,8°C durante toda incubacéo), FI (fase final), FF (fase inicial), FI+FF (fase
inicial+fase final).

Adaptado de: Collin et al. (2007)

Yalgin et al. (2008a) trabalhando com aclimatagéo ao calor durante a incubagao,
utilizando altas temperaturas de 39,6°C por 6 horas diarias, do 10° dia ao 18°dia, ndo
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encontraram diferenca na taxa de eclosdo. Os autores concluiram que a manipulacdo
térmica com calor ndo afeta negativamente o indice de eclodibilidade dos ovos.
Posteriormente, Loyal et al. (2013) incubaram ovos de matrizes pesadas em condicdes
controle (37,8°C) ou expostos a manipulacéo térmica (TM, 12 h/dia a 39,5°C), do dia 7
ao 16 de incubacdo. Os autores também observaram que a manipulacdo térmica nao

afetou a taxa de eclosao.

2.2.2. Influéncia da manipulacéo térmica sobre o peso de 6rgédos e qualidade de
pintos recem-eclodidos

O desenvolvimento de todos os tecidos pode ser afetado pelas condicbes de
temperatura durante a incubacdo (DECUYPERE e MICHELS, 1992), podendo alterar o
tamanho do embrido, o crescimento dos 6rgdos e esqueleto, a taxa metabodlica, o
desenvolvimento fisiologico e o sucesso da incubacdo (YALCIN e SIEGEL, 2003;
BLACK e BURGGREN, 2004; TAZAWA et al., 2004; MORITA et al., 2016). Estes
fatores indicam um potencial para manipular o desenvolvimento embrionario e pré-
condicionar o metabolismo das aves as condi¢des ambientais pds-eclosdo por meio de
alteracdes térmicas na fase pré-natal (AKSIT et al., 2010; TZSCHENTKE, 2011).

Temperaturas elevadas reduzem a o desenvolvimento do trato gastrointestinal e
a atividade enzimatica (WINELAND et al., 2006a, b; LEKSRISSOMPONG et al.,
2007). Alguns trabalhos demonstraram que temperaturas da casca do ovo mais elevadas
durante a incubacéo, alteram o desenvolvimento do musculo cardiaco (CHRISTENSEN
et al., 2004b; LEKSRISOMPONG et al., 2007, MAATJENS et al., 2014a). Willemsem
et al.(2010) incubaram ovos em trés temperaturas 34,6°C, 37,6°C e 40,6°C constantes
entre os dias 16 e 18 de incubacdo, e encontraram menor peso corporal sem o saco de
gema residual e maior peso de gema residual nos embrides incubados na maior
temperatura na eclosdo. Porém, os trabalhos citados utilizaram temperaturas continuas

aos dias estabelecidos para a manipulacao, ou seja, 24 horas por dia.

Incubando ovos de um lote comercial de matrizes de corte com 42 semanas de
idade, Leandro et al. (2000) concluiram que a alteracdo da temperatura de incubacao,

com resfriamento (32,0°C) ou aquecimento (40,0°C) por 5 h/dia a partir do 16° dia de
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incubac&o, ndo foi suficiente para prejudicar a qualidade dos pintainhos, mas causou um
aumento no periodo total de incubacdo. Os autores ndo encontraram diferencas
significativas no peso do pintinho recém-eclodido, escore de umbigo e pernas (tabela 5).
Os pesquisadores concluiram que as alteracfes na temperatura padrdo de incubacéo,
com resfriamento ou superaquecimento durante um breve periodo, ndo prejudicam a
eclodibilidade e/ou qualidade dos pintainhos. Entretanto, o atraso na bicagem interna,
bicagem externa e na eclosdo, provocados pela variacdo térmica, sugerem que as
modificagcdes nas condi¢des temperatura de incubacdo foram suficientes para provocar

algum estresse nos embrides.

Tabela 5. Médias de tempos da bicagem interna e bicagem externa, periodo de
incubacdo, peso do pintinho, escore de umbigo e de pernas em pintinhos submetidos a
manipulacéo térmica por frio ou calor.

Temperatura de incubacéo

Caracteristicas -
Frio Calor Controle

Inicio da bicagem interna (h) 467,4 + 2,35a 465,9 £ 2,31a 460,3 £ 2,02b
Inicio da bicagem externa (h)  495,2 +1,74a 494,0 £ 2,01a 482,2 £2,07b

Periodo de incubacéo (h) 506,5 + 1,48a 504,2 + 1,58a 496,3 + 0,69b
Peso do pintinho (g) 51,1+ 0,32a 50,8 £ 0,34a 51,7 £0,32a
Escore de umbigo 1,35+ 0,07a 1,44 +0,08a 1,39 + 0,08a
Escore de pernas 1,08 + 0,04a 1,06 + 0,04a 1,02 + 0,02a

&b Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha apresentam diferencas
estatisticas p<0,05.

Controle = 37,8°C / tratados: 1° ao 15°, 37,8°C e do 16° em diante, Calor= 40°C, Frio =
32°C)

Fonte: Adaptado de Leandro et al. (2000).

Yalcgin e Sieguel (2003) observaram que pintinhos nascidos a partir de ovos
tratados com temperatura de 39,6°C durante 6 horas diariamente (entre o dia 10 e 18 de
incubacdo) apresentaram peso corporal e peso relativo do coragdo estatisticamente
semelhante ao dos pintos do tratamento controle. Da mesma maneira, Yahav et al.
(2004), utilizando tratamento térmico de 39,9°C (3h por dia, entre os dias 8 e 10 ou 16 e
18 de incubacédo); e Collin et al. (2005) utilizando temperatura de 38,9°C (3h/dia,
6h/dia, 12h/dia ou 24h/dia, entre 0 16° e 18° dia de incubacédo), também observaram que

a manipulagdo térmica ndo afetou o peso do pinto recém-eclodido.
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Yalgin et al. (2008a) incubaram ovos de matrizes Ross® 308 onde, em uma
incubadora (controle) foi mantida a temperatura de 37,5°C durante toda incubacdo e em
outra incubadora os ovos foram aclimatados a 38,5°C (MT) por 6 horas diarias do dia
10 ao 18 de incubagdo. Os autores puderam observar que a aclimatacdo por calor
durante a incubacdo influenciou os pesos dos 6rgdos no embrido em desenvolvimento e
0 pinto na eclosdo (tabela 6). Foram observados niveis inferiores de peso de figado e
coracdo para 0 grupo MT em comparagdo com 0 grupo controle, sem alteragcBes no
crescimento proporcional desses Orgdos. No entanto, durante os ultimos 4 dias de
aclimatagdo (do dias 14 ao 18 de incubagdo) o crescimento do embrido acelerou,
indicando crescimento compensatério. Do 14° ao 18° dia de incubacdo, os pesos do
figado e dos pulmbes aumentaram mais rapidamente do que o peso do embrido,
resultando em um aumento significativo da porcentagem desses 6rgdos, sugerindo um
crescimento proporcional diferencial. Foram registrados pintos mais pesados na eclosédo
para 0 grupo MT em comparagao ao grupo controle, demonstrando que os pintinhos de
grupo MT ganharam mais peso desde o final da aclimatacdo até o momento da ecloséo.
Assim, os autores concluiram que os embrides podem tolerar a temperatura mais alta
sem reduzir a taxa de eclosdo. Esta observacdo estd de acordo o trabalho anterior
(YALCIN e SIEGEL, 2003), sugerindo que a aclimatagdo iniciada aos 10 dias de

incubacdo nado prejudica o desenvolvimento do embrido.

Tabela 6. Pesos médios de embribes (g) e 6rgdos (em relacdo ao peso embrionario)
durante a incubacdo de ovos manipulados termicamente.

Idade Tratamento Embrido Figado Coracao Pulmao
embrionaria (9) (%) (%) (%)
14 dias Controle 15.57a 1.72 0.80 —
MT 14.07b 1.68 0.78 —
18 dias Controle 33.74 1.81b 0.61 0.69b
MT 33.78 1.99a 0.59 0.90a
Eclosdo Controle 44 55b 2.25a 0.73a 0.58
MT 46.70a 1.82b 0.62b 0.61

b Médias na mesma linha com letras diferente diferem significativamente (P < 0,05).
Controle = incubado a 37,8°C (em toda incubacgéo); MT (expostos a 38,5°C por 6h/dia
do 10° ao 18° dia de incubacéo)

Adaptado de: Yalgin et al. (2008a)
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Em outro estudo, Willemsen et al. (2011) observaram que o peso relativo de
embrido sem gema néo foi afetado significativamente pelo tratamento intermitente de
baixa (34,6°C) ou alta (40,6°C) temperatura, por 4h horas didrias no dia 16 ao 18.
Entretanto, Al-zghuol et al. (2016) observaram que pintinhos tratados termicamente
durante os dias 12 aos 18 de incubacdo, com 9, 12 ou 18 horas diéarias a 39,0°C

apresentaram maiores pesos significativos na ecloséo.

2.2.3. Influéncia da manipulacdo térmica sobre a fisiologia embrionaria

Oscilagdes na temperatura do ambiente promovem mudancas fisioldgicas nos
frangos de corte, tanto em fase embrionaria, quanto em sua vida pds-natal. A tentativa
de manter ou dissipar o calor corporal incluem mudancas na taxa de respiracao, nos ions
plasmaticos e metabdlitos sanguineos, sendo que estas alteracdes podem resultar em
efeitos sobre os indices zootécnicos (MORAES et al., 2004; MORAN, 2007).

2.2.3.1 Parametros bioquimicos do sangue

No momento da postura, ovos de frango de corte contém, em média, 65,6% de
agua, 12,1% de proteina, 10,5% de lipidios, 0,9% de carboidratos e 10,9% de minerais.
Esses embrides se desenvolvem e crescem durante os 21 dias de incubagdo, por meio da
utilizacdo dos nutrientes contidos em seu interior (ROMANOFF e ROMANOFF, 1949;
WILSON, 1997).

As proteinas do ovo séo utilizadas principalmente para o desenvolvimento do
corpo durante a incubacdo (ROMANOFF, 1967). Os principais nutrientes energéticos
utilizados pelos embrides em desenvolvimento consistem em gordura da gema e
carboidratos (STARCK e RICKELEFS, 1998), sendo os lipidios a maior fonte de
energia durante a incubagdo (aproximadamente 90%) (NOBLE e COCCHI, 1990). No
entanto, a glicose é a principal fonte energética necessaria para o seu desenvolvimento,
crescimento e manutengdo e € um componente importante das membranas celulares,
glicoproteinas e glicolipidos (FOYE e FERKET, 2006).
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De acordo com Moran (2007), os principais processos fisioldgicos que ocorrem
durante o desenvolvimento embrionario das aves podem ser subdivididos em trés fases
importantes: A primeira fase compreende a primeira semana de incubacdo, e se
caracteriza pela formacdo dos compartimentos do ovo (amnio, corion, alantoide e saco
vitelino), os quais fornecem suporte para a sobrevivéncia do embrido em
desenvolvimento. Na segunda fase, que se inicia por volta do 8° dia de incubacéo, 0
embrido encontra-se em intenso crescimento e ocorre a maturagdo da membrana
corioalantéide, com consequente melhora no suprimento de oxigénio para o embrido
antes da sua transicdo para a respiracdo pulmonar. Por altimo, a terceira fase inicia-se a
partir da bicagem da membrana interna da casca até a eclosdo (do 19° ao 21° dia de
incubacdo). Nessa fase, o embrido inicia o estabelecimento da respiracdo pulmonar,
sendo caracterizada pela intensa demanda energética do embrido para o seu processo de
nascimento (WILSON, 1997; BARBOSA, 2011; MARTINS, 2017).

Durante a primeira semana de incubacdo, a membrana corioalantdide (CAM)
ndo se encontra totalmente desenvolvida, limitando o fornecimento de Oznecessario
para a oxidacdo completa de lipidios. Neste periodo, grande parte da energia obtida pelo
embrido, resulta da via glicolitica sem a presenca de O, a partir da glicose disponivel
no albumen. Isto resulta em um aumento transitorio na concentracdo de lactato, até que
a CAM se torne funcional (KUCERA et al., 1984).

O lactato é conhecido como um importante metabolito intermediario, sendo
produzido a partir a oxidacdo anaerdbica da glicose (OLIVEIRA et al., 2013). Este
metabolito tem a capacidade de liberar energia mais rapidamente e é facilmente
transportado através de membranas celulares sem a necessidade da sinalizacdo
hormonal por insulina. Também é considerado um bom indicador de esforco fisico,
situacdo enfrentada pelos embrides no final da incubagéo, quando grande quantidade de
energia é utilizada pelos musculos para realizagdo de movimentos de rotagdo do corpo e
para a bicagem da casca (CHRISTENSEN et al. 2001).

Entre o 7° e 8° dia de incubagdo, 0s anexos embrionarios corion e alantoide se
encontram ligados, compondo a membrana corioalantéide (CAM). A CAM constitui
uma rede de vasos sanguineos, ligados aos poros da casa do ovo, que facilita as trocas

gasosas entre 0 embrido e o ambiente externo. Nesse momento o embrido se encontra na
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segunda fase do seu desenvolvimento, caracterizada pelo aumento da oxidacao lipidica
(principalmente  TAG), intenso aumento do metabolismo e do desenvolvimento
embrionario (SATO et al., 2006; DECUYPERE, 1991).

A partir da quantidade total de gordura no ovo antes da incubacéo, cerca de 20%
é encontrada no pinto recém-eclodido, 40% permanece na gema residual e 40% ¢
oxidado fornecendo energia para o seu desenvolvimento (ROMANOFF, 1967). O
glicerol, resultante da hidrdlise dos triglicerideos, pode ser encaminhado para a via da

gliconeogénese.

Segundo Foye et al. (2006), para sintetizar a glicose, a atividade das enzimas
gliconeogénicas aumenta ao longo da incubacdo com aminoéacidos glicogénicos, glicerol
ou lactato como potenciais precursores. A gliconeogénese das proteinas que compde a
albumina acontece por meio da utilizacdo dos carboidratos inerentes para formar
glicogénio, a0 mesmo tempo em que preserva 0s aminoacidos essenciais para sintese
protéica (MURAMATSU et al.,, 1990, MORAN, 2007). Como resultado, a glicemia
sanguinea aumenta progressivamente sendo direcionada para a sintese de glicogénio no
figado, musculos e membranas do saco vitelino para posteriormente serem utilizados no
processo de eclosdo (FOYE et al., 2006; MORAN, 2007).

Os sete ultimos dias sdo decisivos para que o embrido suporte a sua transicao
para pintinho de um dia de boa qualidade (MORAN, 2007). Entre o 15° dia de
incubacdo e 0 momento da bicagem da membrana interna, a troca de Oz e CO- é restrita,
devido a um limite maximo na condutancia da casca do ovo, determinada pela
quantidade de poros da casca e da membrana corioalantdide, o que resulta em uma fase
de plat6 na producéo de calor do embrido (LOURENS et al., 2007).

Por volta dol18° e 19° dia de incubagdo, o pintinho encontra-se em alta taxa
metabdlica, ocorrendo o estado de hipdxia (diminuigdo das taxas de oxigénio no sangue
arterial ou nos tecidos). Em busca do suprimento de O, o pintinho inicia a bicagem da
camara de ar. Nesse momento, o glicogénio hepatico é preferencialmente mobilizado
quando o pintinho comeca 0 processo de bicagem interna até a eclosdo (FREEMAN,
1969; GARCIA et al., 1986; FOYE et al., 2006). Apds 0 consumo do oxigénio presente

na camara de ar, 0 acesso ao oxigénio retorna a ser limitado. Em consequéncia, 0
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embrido volta a metabolizar a glicose de forma anaerdbica, novamente ocorrendo um
aumento da concentracdo sanguinea de lactato (UNI et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2013).

Lu et al. (2007) afirmaram que altos niveis de glicose plasmatica durante a
bicagem interna e a eclosdo podem indicar que a glicose esta sendo utilizada como uma
fonte de energia, durante este periodo critico, para que o embrido sobreviva. Os
pesquisadores encontraram médias de glicose plasmatica de pintos incubados a 37,8°C
entre 218.18 + 3.22 para fémeas e 227.09 = 5.50 mg/dL para machos. Yalgin et al.
(2008a) observaram pintinhos nascidos de ovos tratados com manipulacdo térmica a
38,5°C por 6 horas diarias do dia 10 aos 18 de incubacédo e obtiveram menores médias
dos niveis de glicose sanguinea na eclosdo, quando comparados a pintos controle
(177mg/dL x 199mg/dL). Os autores explicaram que este fato foi ocasionado pelo
aumento da taxa metabdlica dos embrides tratados termicamente, refletido pelo aumento

da concentragdo do hormonio Tz circulante no sangue desses animais.

Molenaar et al. (2010) determinaram que em elevada temperatura continua da
casca do ovo (38,9°C), a oxidacdo da glicose é aumentada e a sintese de glicogénio
diminuida. Maatjens et al.(2014b) afirmaram que, em altas temperaturas continuas da
casca, pode ocorrer aumento na utilizacdo da glicose sanguinea para obtencdo energia

imediata desviando parte da glicose que seria enviada para a sintese de glicogénio.

No entanto, manipulando os embries termicamente para o frio (34,6°C) e calor
(40,6°C) continuamente entre os dias 16 e 18 de incubacdo, Willemsen et al. (2010) nao
observaram diferenca significativa entre as médias de glicogénio no figado dos
pintinhos. Em 2011, trabalhando com manipulacdo térmica intermitente, 0s mesmos
autores também ndo encontraram diferenca significativa para os valores de glicogénio
hepético na eclosdo dos pintos termicamente tratados com calor (40,6°C por 4h/dia, do
16° ao 18° dia de incubacdo) quando comparado aos pintos do grupo controle
(WILLEMSEN et al., 2011).

A alta demanda energética durante o processo de ecloséo, principalmente
quando ha uma significante diminui¢do na quantidade estocada nos tecidos em forma de

glicogénio, pode provocar o aumento de vias que produzem energia por meio de
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degradacdo de proteinas musculares do corpo, e consequente aumento da producao de
acido urico (CHRISTENSEN et al. 2001). O &cido urico é o principal produto do
catabolismo das proteinas, nitrogénio e de bases puricas em aves, constituindo
aproximadamente, 60 a 80% do total do nitrogénio que é excretado através da urina
(SAKOMURA et al., 2014).

Moraes et al. (2004) relataram que 0 aquecimento de ovos a 39,0°C do dia 13 ao
17 de incubacdo, durante 2 horas diarias, com finalidade de aquisicdo de
termotolerancia, ndo afetou as concentra¢fes plasmaticas de acido drico. Entretanto,
Yalcin et al. (2008a) observaram que pintos oriundos de ovos aclimatados a 39,6°C por
6 horas diarias entre 0 10° e 18° dia de incubacao, tiveram menores niveis plasmaticos

de glicose e acido Urico em comparagdo com o grupo controle (tabela 7).

Tabela 7. Valores médios de glicose e acido Urico de pintos todos os tratamentos
controle e manipulacdo térmica (MT) nos momentos de pos eclosdo e 7 dias pos-
ecloséo.

ltern Glicose mg/d Acido Urico mg/d
Ecloséo 7 dias Ecloséo 7 dias
Temp. de incubagio?
Controle 199a 248a 7.3a 6.6a
MT 177b 211b 2.9b 5.6b
ab Médias na mesma coluna, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes

(P<0,05).

! Temperatura de incubagéo: controle (incubado a 37,8°C por 21 dias); MT (exposto ao
aquecimento a 38,5°C por 6h/dia do 10° ao 18° dia de incubagéo).

Adaptado de: Yalgin et al. (2008a)

2.2.3.2. Equilibrio &cido-basico / parametros hemogasométricos

A manutencdo do equilibrio acido-base tem grande importancia fisioldgica e
bioquimica, visto que a preservacdo do estado estrutural das proteinas e
consequentemente o funcionamento ideal das células que constituem o organismo vivo,
é influenciada pela concentracdo hidrogenibnica sanguinea. Pequenas variacGes das
concentragOes na escala de pH, desviando-se do valor normal para cada espécie, podem
causar mudancgas acentuadas e até mesmo prejudiciais noS processos organicos vitais
(FURLAN e MACARI, 2002).
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Desequilibrios metabolicos podem decorrer do acumulo excessivo de &cidos,
gerando uma queda no pH sanguineo (acidose metabdlica), ou acimulo excessivo de
bases (alcalose metabolica). Mecanismos respiratorios podem também ocorrer em
consequéncia do excessivo acumulo de CO> (acidose respiratoria) ou por excesso na sua
eliminacdo (alcalose respiratéria) (KARKOW et al., 2012).

No entanto, o balan¢o acido-béasico deve ser definido a respeito da concentracdo
de fons de H* no sangue, da pressdo parcial de diéxido de carbono (pCO.) e pressdo
parcial de oxigénio (pO.), mas também deve-se considerar a quantidade de bicarbonato
(HCO3) e outras bases. Desta forma o estudo completo dos parametros
hemogasométricos auxilia na avaliagdo do status fisiolégico dos animais (FURLAN e
MACARI, 2002).

pH

Nos primeiros dias de incubacéo, o pH sanguineo do embrido de frango diminui
progressivamente (de 7,52 para 7,31) devido ao aumento da pCO: e acidificagédo
metabdlica. Um platd de 7,38 ocorre entre os dias 13 e 17 de incubacdo, por meio do
aumento das quantidades de bicarbonato no sangue durante essa fase (EVERAERT e
DECUYPERE, 2013).

Yalcin et al. (2008a) documentaram valores de pH sanguineo na ecloséo de 7,34
para aves incubadas a temperatura padrdo durante toda a incubacao, e 7,38 para pintos
tratados como manipulacao térmica (38,5°C por 6 h/dia entre os 10 a 18 dias), havendo
diferenca estatistica entre os valores (tabela 8). Maatjens et al. (2014b) ndo detectaram
diferenca significativa no pH sanguineo de pintos tratados termicamente (38,9°C do 19°

dia até a eclosdo) e pintos do grupo controle (tabela 8).

Pressdo parcial de oxigénio (pO2)

A pressdo parcial de oxigénio indica a quantidade de moléculas de oxigénio

(mmHg) que encontram-se dissolvidas na solugdo sanguinea em um determinado
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momento. No inicio da incubacdo a pO2 encontra-se em niveis mais baixos, em
consequéncia da baixa capacidade de trocas gasosas entre 0 ambiente externo e o
embrido, por meio da membrana do saco vitelinico (DEEMING, 2002). Posteriormente,
no 9° de incubacdo, o aparecimento da membrana corioalantdide promove o aumento da
difusdo de O, para a artéria embrionéria, assim aumentando a pO2 do sangue. A
temperatura interfere no requerimento de O, pois influencia a taxa metabolica
(EVERAERT e DECUYPERE, 2013).

Na pesquisa de Yalcin et al. (2008a) a media de pO2 pds-nascimento foi de
35,67 mmHg para os animais do grupo controle e 25,61 mmHg para o grupo
termicamente tratado, havendo diferenca significativa entre os tratamentos (tabela 8).
Maatjens et al. (2014b) obtiveram valores médios referentes a pO2 de 30,4 mmHg para
grupo controle e 28,4 mmHg para grupo manipulado com temperatura alta, ndo havendo

diferenca estatistica entre os grupos (tabela 8).

Pressdo parcial e diéxido de carbono (pCO3)

Indica a concentracdo de moléculas e CO> (mmHg) dissolvidas no sangue. Um
aumento na temperatura de incubacdo pode influenciar na taxa de consumo de Oz, por
meio do aumento da taxa metabdlica do embrido. Um maior consumo de O, no entanto,
leva a uma maior producéo de CO-, 0 que aumenta a pressao parcial de CO2 no sangue
(pCO,) (EVERAERT et al., 2008).

Yalgin et al. (tabela 8) demonstraram valores médios de pCO2 p6s-nascimento
de 35,67 mmHg para grupo controle e 31,28 mmHg para o grupo MT (valores
diferentes estatisticamente) (tabela 8). No trabalho de Maatjens et al. (2014b) as médias
de pCO., tanto para o grupo controle, quanto para o grupo MT-alta foram de 32,3
mmHg (tabela 8).
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iCa

O iCa do sangue representa a concentracdo ions de célcio livre no plasma. O
calcio nos sangue das aves esta presente em 3 formas: célcio complexados as proteinas,
calcio complexado aos acidos organicos (latico e piravico) e célcio na forma livre ou
ionizado. Esse mineral é um dos principais do tecido dsseo e tem papel fundamental no
controle de fungdes celulares dos tecidos muscular, nervoso, de atividades hormonais e
na coagulacdo sanguinea (FURLAN e MACARI, 2002).

No 8° dia de incubagdo o embrido comeca a absorver o céalcio da gema
promovendo o comeco da mineralizag&o, e durante a Gltima semana de incubagéo o teor
de calcio aumenta devido a absor¢do de Ca?* a partir da casca do ovo (FREEMAN e
VINCE, 1974; EVERAERT e DECUYPERE, 2013).

Uma queda no pH sanguineo resulta em aumento no nivel de célcio difusivel,
devido a liberacdo de calcio que estdo ligados a proteinas, e a elevagdo do pH tera um
efeito oposto (FURLAN e MACARI, 2002). Uma descarga de lactato no sangue é
prejudicial para a manutencdo do nivel de célcio ionizado no mesmo, pois esse acido
organico tem a capacidade de se complexar com o Ca?* o indisponibilizando para
fungdes do organismo (FURLAN e MACARI, 2002). Maatjens et al. (2014b) obtiveram
valores médios de iCa para o grupo controle e o grupo MT-alta de 1,02 mmol/L e 1,06
mmol/L respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre estes valores (tabela
9).

Na*, K*

Esses ions exercem efeito sobre o balanco &cido-basico do sangue. Quando a
concentracdo de K* e Na* no sangue aumenta o pH dessa solu¢do também aumenta. O
excesso de fons K* no plasma indica maior reabsor¢do de K* no tdbulo distal renal e,
em consequéncia, ocorre um aumento na excrecdo de H* pelos rins tendo em vista que o
K* e H* competem pelo mesmo sitio de reabsorcao no tubulo distal. O estresse cal6rico
diminui a concentracdo de K* no fluido extracelular devido a menor retencdo e maior

excrecdo desse ion. O Na* tem como principal fungdo a manutencdo da osmolaridade do
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plasma e do volume plasmatico em consequéncia de um equilibrio hidrico (FURLAN e
MACARI, 2002).

Yalgin et al. (2008a) apresentaram valores médios de Na* e K* de 148 mmol/L e
3,41 mmol/L, respectivamente, para pintos do grupo controle, enquanto que o grupo
manipulado termicamente obteve 148 mmol/L de Na* e 3,47 mmol/L de K*, onde
nenhum desses valores diferiram estatisticamente (tabela 9). Maatjens et al. (2014b)
demonstraram valores médios de K* de 3,3 mmol/L para o grupo controle e 3,6 mmol/L

para o grupo MT-alta, onde os valores apresentaram diferenca significativa (tabela 9).

Bicarbonato de sédio (HCO3)

O bicarbonato faz parte do mais importante sistema tampéao sanguineo (sistema
bicarbonato-dioxido de carbono). O bicarbonato tem o poder de se ligar ao ion de H*
que estd em excesso no sangue, para a formacdo posterior de CO2 e agua, assim
controlando as quantidades de H* livres do sangue. Um aumento na concentracdo
relativa de bicarbonato/CO, no sangue reflete um estado de alcalose respiratéria
enquanto uma baixa na concentracdo reflete um estado de acidose respiratdria
(FURLAN e MACARI, 2002).

Segundo Girard (1971), por volta do 15° dia de incuba¢do o sangue do embrido
atinge um platé em um grau de acidose respiratéria, indicando um estado estacionario
de equilibrio acido-basico. O aumento de bicarbonato no sangue é estimulado pelo
aumento da pCO, (ERASMUS et al., 1970). Everaert e Decuypere (2013) relatam que
os ions de bicarbonato sdo fornecidos ao embrido pela casca do ovo, rins, assim como

pela atividade da enzima anidrase carbonica.

Yalgin et al. (2008a) constataram valores médios de HCO3™ de 18,98 mmol/L e
18,57 mmol/L para os grupos controle e MT-alta respectivamente, ndao havendo
diferenca significativa entre as médias (tabela 8b). Maatjens et al. (2014b) observaram
valores médios de HCOs de 21,1 mmol/L e 20,3 mmol/L para os grupos controle e
grupo MT-alta, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos
(tabela 9).
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Hematdcrito

O hematdcrito (Hct) € um produto do volume corpuscular médio (MCV) e da
concentracdo de globulos vermelhos (RBC) (ANDREWARTHA et al., 2011). A
regulacdo do Hct é de importancia critica na eficacia final da oxigenacédo dos tecidos, ao
passo que a principal funcdo das hemacias € o transporte de O, para os tecidos que
compdem 0 organismo Vivo.

Os globulos vermelhos sdo produzidos nos Orgaos hematopoiéticos nos
primeiros dias de embriogénese e o seu volume aumenta a medida que a membrana
corioalantéide se espalha sobre a membrana interna da casca e o metabolismo do
embrido se eleva. Nos ultimos dias de incubacdo, a hematopoiese pode aumentar sendo
estimulada pela agcdo de hormonios, como a eritropoetina, que séo liberados quando o
animal entra em estado de hipdxia (FURLAN e MACARI, 2002). Pardmetros como pH
sanguineo e osmolaridade também sdo conhecidos por exercer influéncia no volume
corpuscular médio (ANDREWARTHA et al., 2011).

Maatjens et al. (2014b) encontraram valores percentuais de hematocrito de
26,7% para o grupo controle e 26,2% para o grupo MT-alta, ndo havendo diferenca

significativa entre os tratamentos (tabela 9).

Hemoglobina

E uma proteina existente na heméacia que tem como funcdo transporte de O
(oxihemoglobina) e CO2, uma agdo tamponante para 0 sangue. Com sua estrutura
desoxigenada, a hemoglobina tem funcédo de acido franco, removendo os fons de H* da
solucdo sanguinea. A hemoglobina, que serve como tampdo de carbonato no sangue,
aumenta durante a Ultima metade da incubacéo e, portanto, é parcialmente responsavel
pela mudanca no pH. A concentracdo da hemoglobina aumenta de 8 a 10 mmol/L nos
dias 9 a 10 de incubacdo, a aproximadamentel7 mmol/L nos dias 15 a 18 (ERASMUS
etal., 1970/1971; TAZAWA e PIIPER, 1984).
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Tabela 8. Valores médios de pH sanguineo, pressdo parcial de didéxido de carbono

(pCOz2) e pressao parcial de oxigénio (pO2) nas pesquisas de Yalgin et al. (2008a) e
Maatjens et al. (2014b).

Temperatura I?en’odo d N A pCO2 pO2

Trabalho o incubacdo Frequéncia  pH
(°C) (dia) (mmHg) (mm Hg)

Yalcin et al.
(2008a)
Controle 37.5¢ 1°a021° Constante 7.34b 35.67a 30.18a
MT 38.51 10° a0 18° 6h/dia 7.39a 31.28b 25.61b
Maatjens et al.
(2014)
Controle 37.8? 1°a021° Constante 7.46 30.4 28.0
MT-alta 38.92 19°ao0 21° Constante 7.48 29.6 29.7

ab Médias na mesma coluna, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes
(P<0,05)

! Temperatura de incubagéo

2 Temperatura da casca do ovo

Adaptado de: Yalgin et al. (2008a) e Maatjens et al. (2014b)

Tabela 9. Valores médios da concentracdo sanguinea de bicarbonato (HCOj3),
hematocrito (Htc) e ions de potassio (K*), sédio (Na*) e Calcio (iCa) para os trabalhos
de Yalcin et al. (2008a) e Maatjens et al. (2014b)

Trabalho Temperatura Fi)r?éLobioggg Frequéncia HCO3- — Hitc K+ Na+ (r:1cr:r?ol
(°C) (dia) (mmol/L) (%) (mmol/L) (mmol/L) L)

Yalcin et al. (2008a)

Controle 37.51 1° a0 21° Constante 18.98 - 341 148

MT 38.51 10° a0 18° 6h/dia 18.57 - 3.47 148

Maatjens et al. (2014)

Controle 37.82 1° a0 21° Constante 21.6 26.7 3.8 - 1.02

MT-alta 38.92 19°a0 21°  Constante 21.9 26.2 4.1 - 1.02

ab Médias na mesma coluna, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes (P<0,05).
! Temperatura de incubacéo

2 Temperatura da casca do ovo

Adaptado de: Yalgin et al. (2008a) e Maatjens et al. (2014b)
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3. MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados estdo de acordo com as diretrizes da
Universidade Federal da Bahia e do Comité de Etica do Uso de Animais — CEUA (n°
23/2017).

Os tratamentos foram definidos pela realizagdo de manipulacdo térmica entre 0s

dias 8 e 18 de incubacédo ou pela incubagéo controle:

- Tratamento C (Controle)

- Tratamento MT (Manipulacdo térmica)

3.1. Local

O experimento foi realizado entre Marco e Junho de 2017, no Nucleo de
Pesquisa em Incubacdo Artificial de Ovos (NUPIA-UFBA) da Escola de Medicina

\eterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (Salvador-BA).

3.2. Ovos

720 ovos de matrizes pesadas da linhagem Cobb® com idade de 49 semanas,
provenientes do Matrizeiro da Granja Asa Branca (Estancia-SE), foram utilizados no
experimento. Os ovos pertenciam a segunda coleta do dia. Ap6s a coleta, os ovos foram
desinfetados pelo método de fumigacdo com paraformaldeido na concentracdo de
10g/m? e posteriormente transportados para o incubatorio em veiculo climatizado, com

temperatura programada para 20°C (abaixo do ponto zero fisioldgico).

A sele¢do dos ovos foi realizada no incubatdrio, onde os ovos considerados
como nao incubaveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados) foram
descartados. Em seguida, foi realizada uma selecdo por peso, e aqueles entre 63 a 669
foram separados em bandejas de incubagdo. 720 ovos foram selecionados e
identificados aleatoriamente, sendo 360 ovos identificados como tratamento C
(Controle) e 360 ovos foram identificados como tratamento MT (Manipulacdo

Térmica).
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O armazenamento dos ovos foi realizado por quatro dias. Na sala de
armazenamento, as médias de temperatura e umidade relativa do ar (UR) foram 20,6°C
e 79%, respectivamente. Apds 0 armazenamento, 0s ovos foram encaminhados para o

NUPIA em veiculo climatizado, com temperatura inferior ao ponto zero fisiologico.

3.3. Pré-incubacao e incubacéo dos ovos

Antes do inicio da incubacao, o pré-aquecimento dos ovos foi realizado durante
5 horas sem temperatura média de 28°C. Posteriormente, os ovos foram pesados

individualmente e incubados.

A incubacdo foi realizada em quatro maquinas modelo Premium Ecol6gica®
200D de estégio unico, com capacidade para 200 ovos e controle digital de temperatura,

umidade e viragem horizontal.

As maquinas de incubacdo foram reguladas para manter a temperatura da casca
do ovo em 37,8°C (100°F) e o teor de UR de 55% durante o periodo de incubacdo. Entre
0 oitavo e 18° dia de incubacdo, duas maquinas foram reguladas para manter a
temperatura da casca do ovo em 38,9°C (102°F) durante seis horas diariamente
(Tratamento AT).

Para o controle da temperatura da casca, foram incluidos seis sensores de
temperatura por maquina (TI1-33Ri plus). Os sensores foram unidos as cascas de ovos
por meio de fita adesiva (Scotch® Tough Duct Tape — 3M) em sua regido equatorial. A
temperatura da casca foi monitorada trés vezes ao dia por meio do programa (SITRAD®
versdo 4.13) e, quando necessario, ajustes nas maquinas de incubagdo foram realizados
para manter as temperaturas da casca desejadas em cada tratamento. A ovoscopia foi
realizada diariamente entre o 8° e o 18° dia de incubacdo para confirmacdo da

viabilidade dos ovos que continham os sensores (Figura 1).
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Figura 1 — Mensuracdo da temperatura da casca do ovo. Arquivo Pessoal.

3.4. Ovos inférteis e embrides com mortalidade inicial observada na ovoscopia

A ovoscopia individual em todos os ovos do experimento foi realizada ao final
do 7° dia de incubag&o, por meio do ovoscdpio (Auza®). Os ovos claros foram retirados
e quebrados, sendo identificados os ovos inférteis e aqueles com embrides mortos. Os
dados foram registrados para posteriormente serem incluidos na andlise final de

mortalidade embrionaria e fertilidade.

3.5. Nascimento dos pintos

A retirada dos pintos das maquinas ocorreu com 516 horas (21 dias) de
incubacdo. Apds a contagem de pintos nascidos, uma amostra ao acaso de 40 pintos por

tratamento (20 pintos por maquina) foi separada para as anélises posteriores.
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3.6. Andlises de rendimento de incubagéo

3.6.1. Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubagao

A perda de peso dos ovos foi determinada pela pesagem individual antes da
incubacdo e apos a retirada dos sensores (18° dia de incubacdo). O percentual de perda

de peso dos ovos pela formula:

Perda de peso = (Peso dos ovos na incubacdo — Peso dos ovos aos 18 dias) x 100
Peso dos ovos no inicio da incubacgio

3.6.2 Mortalidade embrionaria e fertilidade (%)

Apbs o registro do numero de ovos nao eclodidos de cada tratamento, 0s mesmos
foram examinados e classificados de acordo com o embriodiagnostico realizado por
Barbosa (2011):

- Ovos inférteis;

- Ovos com embrifes mortos no inicio da incubacédo (0 a 7 dias) *;

- Ovos com embrides mortos entre 8 a 18 dias de incubagédo™;

- Ovos com embrides que morreram entre 19 a 21 dias*;

- Ovos bicados com embrides vivos ou mortos (que nao conseguiram eclodir);

- Ovos contaminados (ovos nos quais 0s embrides morreram devido a contaminacgéo
microbiana);

- Ovos desidratados (devido a trincas da casca ocorridas durante o0 processo);

*incluindo mau posicionamento e anormalidades morfoldgicas e conformacionais.

Apos esta analise, os dados de mortalidade inicial e infertilidade, obtidos aos oito
dias na ovoscopia foram somados, e entdo o percentual total de mortalidade embrionaria
foi calculado sobre o nimero de ovos férteis. A fertilidade do lote foi obtida através da

férmula (100% - % de ovos inférteis).
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3.6.3 Taxa de ecloséo total em relacdo ao nimero de ovos férteis (%)

Os ovos inférteis foram identificados no momento da ovoscopia e no
embriodiagnoéstico. A taxa de eclosdo total em relagdo ao numero de ovos férteis foi
determinada, dividindo-se o numero total de pintos nascidos pelo nimero de ovos

ferteis, e multiplicando-se por 100.

3.7 Anélises morfofisiolégicas
3.7.1 Peso dos pintos no momento da eclosao

Foram selecionados aleatoriamente 20 pintos de cada maquina (40 por tratamento)
e pesados individualmente em balanca eletrénica, com sensibilidade de 0,0001kg

(Master®AY220) para obtencdo do peso médio (Figura 2).

Figura 2 — Pesagem do pintinho. Arquivo pessoal
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3.7.2 Comprimento do pintinho (cm)

Os pintos selecionados para a analise de peso foram utilizados para mensuragao
do comprimento. Esta anélise foi feita por meio de uma régua, considerando a ponta do
bico até o dedo do membro inferior direito desconsiderando a unha (a escolha de qual
membro inferior é de escolha do avaliador, portando todos os animais tiveram as

medidas na perna direita) (Figura 3).

Figura 3 — Comprimento de pintinho. Arquivo pessoal

3.7.3 Escore de umbigo

Ap6s a mensuracdo do comprimento, tambeém foi realizada individualmente a

classificacdo quanto a cicatrizacdo do umbigo. Os pintos receberam escores, sendo:

Escore 1- umbigo fechado e area do umbigo limpa;
Escore 2- botdo negro até 2 mm no umbigo ou presenca de fio negro;

Escore 3- botdo negro maior que 2 mm ou umbigo aberto (Figura 4).
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Figura 4 — Escore de umbigo. Arquivo pessoal

3.7.4 Hemogasometria

A avaliacdo dos niveis sanguineos de pH, pCO;, TCO2, pO2, SO, HCOs, iCa,
Na*, K*, Hct e Hb dos pintos foram realizadas por meio do aparelho analisador clinico
portatil i-STAT® e cartuchos modelo Cartridge CG8+ (Abott Laboratories-USA). Nos
mesmos pintos utilizados nas analises anteriores, foi coletado por meio da veia jugular
aproximadamente 100pL de sangue em seringas heparinizadas (1 mL e agulha 30G).
Imediatamente ap6s a coleta, a amostra foi inserida no cartucho, que automaticamente

fez a leitura dos parametros mencionados (Figura 5).
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Figura 5 — Avaliacdo da hemogasometria com o aparelho analisador clinico portétil i-

STAT®. Arquivo pessoal

3.7.5 Glicose, lactato e acido Urico

Posteriormente a coleta de sangue para a hemogasometria, 40 pintos por
tratamento foram eutanasiados por deslocamento cervical e novas amostras de sangue
foram coletadas em tubos tipo Vaccutaner®, heparinizados. Em seguida, as amostras de
sangue foram centrifugadas durante 10 minutos a velocidade de 3000rpm. As aliquotas
de plasma foram transferidas por meio de micropipetas para novos tubos ependorff
devidamente identificados de acordo com as repeti¢fes e tratamentos. Os tubos foram

conservados a uma temperatura de -20°C até ser iniciado o processamento das amostras.

As determinagbes de glicose!, lactato? e &cido urico® foram realizadas em
espectrofotdmetro modelo GT 7220 da marca Global Tecnology®, utilizando-se Kits

comerciais em comprimento de onda apropriados.

1 Glicose KO082. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

2 |_actato K084. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: UV enzimaético.
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3 Acido urico K139. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

3.7.6 Peso dos 6rgéos e peso do pinto sem o saco vitelino

Apos a coleta de sangue, os pintos foram necropsiados e tiveram seus 6rgaos
(coracdo, pulmdo, figado, estbmago, intestinos, bursa, baco e saco vitelino) coletados
para serem pesados individualmente (balanca analitica de 0,0001g, Master®
AY220)(Figura 6). Os valores dos 6rgaos foram expressos em relacdo ao peso do corpo
sem o saco vitelino (YFBM — yolk free body mass), que foi obtido pela subtragéo entre
0 peso do pinto e o peso do saco vitelino residual. O percentual de saco vitelino residual

foi obtido em relagdo ao peso corporal.

.

/

Figura 6 — Orgdos separados para pesagem individual. Arquivo pessoal

3.7.7 Glicogénio hepatico

Os figados coletados foram pesados e imediatamente armazenados a -80°C para

posterior analise de glicogénio hepatico. Na determinagéo desta variavel foi utilizada a
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metodologia de Molenaar (2010) e durante o procedimento as amostras foram mantidas
em gelo. Todo o figado foi homogeneizado com uma colher de agitacdo de vidro apos a
adicdo de um pL de 7% de HCLO4/mg de tecido imido. A suspensdo foi centrifugada
(2,900xg) a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi decantado, limpo com 1 mL de éter de
petréleo e congelado a -80°C até posterior anélise. O sobrenadante foi descongelado,
centrifugado e decantado novamente. O glicogénio hepatico foi determinado pelo ensaio
de ligacdo de iodo usando uma solucdo de iodo (12-KI) contendo CaCl, saturado e a
absorbancia foi medida utilizando um leitor de placas de microtitulagdo a 450 nm
(DREILING et al., 1987). O Glicogénio hepatico bovino (Tipo IX, Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha) foi usado como padrao.

3.8 Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Nas variaveis do
rendimento de incubacdo foram utilizados 360 ovos por tratamento e o ovo foi
considerado a repeticdo. Nas varidveis de morfofisiologia foram utilizadas 40 repeticdes

por tratamento, sendo o pinto considerado a repeticéo.

Os dados normais e homogéneos foram submetidos as analises de variancia e as

médias comparadas pelo teste de F.

As variaveis foram analisadas com o procedimento MIXED do pacote de
software SAS® 9.2 (SAS® Institute, 2009). Foi realizada a analise de Variancia

(ANOVA) em todos os procedimentos. O modelo utilizado foi:
Yijk = i + TRAT; + €ijk,

Onde p é a média geral, TRAT; é o tratamento usado (CONTROLE e
MANIPULACAO TERMICA) e ejj, € 0 erro. As médias foram obtidas por meio do
LSMEANS. Para todas as variaveis foi considerado efeito significativo com o valor de
probabilidade em p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos aos parametros zootécnicos da incubacao estdo dispostos na
tabela 10.

Tabela 10 - Parametros zootécnicos da incubacdo de ovos realizada em temperatura
controle ou manipulada termicamente.

o Incubacéo Incubggéo « P-
Variaveis (%) com manipulagio ~ SEM
controle térmica valor
Perda de peso 11.35 11.66 0.25 0.765
Fertilidade 97.23 97.49 0.21 0.296
Eclosao de ovos férteis 87.42 85.48 2.02 0.064
Mortalidade embrionaria total* 12.58 14.52 2.53 0.062
Mort. embrionéria inicial (0 - 7d)* 3.75 3.56 0.31 0.398
Mort. embrionaria média (8 - 18d)* 2.25 2.53 0.32 0.376
Mort. embrionéria final (19 - 21d)* 5.30 7.36 0.39 0.060
Bicados® 1.28 1.07 0.17 0.101
Mort. embrionaria final + bicados! 6.48 8.43 0.27 0.065

L Expressos em percentagem de ovos férteis (n= 360 ovos incubados por tratamento).

Para os parametros zootécnicos da incubacdo, ndo houve diferenca significativa
sobre as variaveis analisadas. De acordo com a tabela 10, a perda de peso dos ovos foi
estatisticamente semelhante (P>0,05) para os dois tratamentos de temperatura. Rahn et
al. (1979) afirmaram que a perda de peso do ovo durante a incubacdo € considerada
como um pré-requisito para a formacao e aumento da cadmara de ar durante a incubacao.
Segundo Decuypere et al. (2003), para obter melhores resultados de ecloséo, a perda de
peso dos ovos, entre 0 primeiro dia de incubacdo e 0 momento da transferéncia para 0s
nascedouros, pode variar entre 11 a 13% do seu peso inicial. A perda de peso dos ovos
durante a incubagao ¢ influenciada pela pressdo de vapor d’agua e condutancia da casca
(MENERHOF e VAN BEEK, 1993). A semelhanca desse parametro indicou uma
uniformidade e qualidade dos ovos utilizados no presente experimento, bem como uma
umidade relativa controlada no ambiente da incubadora. Esse resultado também mostra
que a manipulacdo térmica durante a incubacdo ndo interferiu na perda de peso do ovo

durante o periodo de incubac&o.
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N&o houve diferenga significativa (P>0,05) para o indice de fertilidade entre os
tratamentos (tabela 10), o que ja era esperado, uma vez que os ovos utilizados foram
coletados a partir de um mesmo lote de matrizes, e foram distribuidos ao acaso entre 0s

tratamentos.

Estudos prévios ja haviam demonstrado que a técnica de manipulacdo térmica
pré-natal ndo afeta o indice ecloséo sobre ovos férteis. Leandro et al. (2000) observaram
que 0 aumento na temperatura padrdo de incubacdo (por 5 horas diarias no 16° dia em
diante), ndo foi suficiente para prejudicar a taxa de eclosdo. Este resultado também foi
observado por Yahav et al. (2004), utilizando manipulacéo a 39,5°C (3h/dia, do 16° ao
18° dia de incubacéo), e por Collin et al. (2005), tratando os embriées com 39,5°C por
6h/dia ou 12h/dia (do 16° ao 18° dia de incubacéo). Loyal et al. (2013) observaram que
a manipulacdo térmica a 39,6°C (12h/dia, entre os dia 7 e 16 de incuba¢do) também néo
afetou negativamente a capacidade de eclosdo. Mediante a literatura citada, juntamente
com nossos resultados, podemos concluir que a manipulacdo térmica utilizada entre os

dias 8 e 18 de incubacdo, ndo afeta o indice de eclosdo de ovos férteis.

Os dados de mortalidade embrionéria (tabela 10) demonstraram que ndo houve
diferenga significativa (P>0,05) entre os tratamentos para nenhuma das fases de
incubacdo, incluindo a taxa de mortalidade durante e apds a manipulacdo térmica (8-18
d). Desta forma, em nosso estudo, a mortalidade embrionéria ndo esta relacionada com

o0 protocolo de manipulacdo térmica utilizado.

Tabela 11 - Parametros de qualidade de pintos recém-eclodidos submetidos a incubacéao
controle ou a incubacdo com manipulacao térmica.
Pintos oriundos  Pintos oriundos de

Variaveis de incubacao incubacdo com SEM P-valor
controle alta temperatura

Peso do pinto (g) 46.35 45.98 0.20 0.123

YFBM (g) 39.90 39.05 0.19 0.244

GR (9) 6.45 6.93 0.25 0.210

Comprimento (cm) 19.60 19.20 0.05 0.094

Qualidade de umbigo! 1.91 1.72 0.08 0.071

n=40. YFBM (peso do pinto sem o saco vitelino — yolk free body mass); GR (gema
residual).
! Condic&o de umbigo, onde: 1= boa, 2= moderada, 3= ruim.
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Os resultados da tabela 11 mostraram que ndo houve diferenga significativa
(P>0,05) entre as medias dos tratamentos para as variaveis, peso do pinto, YFBM, GR,

comprimento do pintinho e qualidade de umbigo.

O peso do pinto de um dia esta altamente correlacionado com o peso do ovo,
mas ndo com o desenvolvimento do corpo. Para analisar a qualidade do pintinho, o peso
do pinto sem o saco vitelino (YFBM — Yolk Free Body Mass) € um parametro mais
preciso, pois indica o quanto do conteido do ovo foi realmente convertido em massa
corporal (MEIJERHOF, 2009).

Wolanski et al. (2004) observaram que o comprimento do pintinho também é
indicativo para seu desenvolvimento durante a incubacdo, pois essa varidvel tem
correlacdo positiva com o desempenho do frango na fase de criacdo. Hill (2001) e
Meijerhof (2006) relataram que pintos com maior comprimento na ecloséo obtiveram
maior peso corporal aos 42 dias de idade. Molenaar et al. (2008) demonstraram que, em
frangos de corte oriundos de ovos de mesmo tamanho,0s pintos com maiores
comprimentos do corpo na eclosdo também apresentavam os mais altos pesos de YFBM

e menores conteidos de gema residual.

Sobre o parametro de qualidade de umbigo, um pintinho bem desenvolvido
normalmente terd um umbigo limpo e totalmente cicatrizado. Rad et al. (2003)
afirmaram que um umbigo mal cicatrizado aumenta o risco de uma infec¢do do saco

vitelino.

Diante destes fatores, pode-se concluir que o tratamento térmico no presente
estudo ndo prejudicou a qualidade dos pintinhos. Estes resultados corroboram com
trabalhos da literatura. Leandro et al. (2000), onde concluiram que a técnica de
manipulacdo térmica utilizada (resfriamento a 32,0°C ou aquecimento a 40,0°C, por 5
h/dia no 16° dia em diante), ndo foi suficiente para prejudicar a qualidade dos pintinhos,
demonstrando semelhantes pesos corporais e de qualidade de umbigo. Yalgin et al.
(2008a) observaram que a alta temperatura de incubacéo (40,0°C por 6h/dia, do dia 10
ao 18 de incubacgéo) ndo afetou o peso de pintinho livre de gema, porém o pintos desse
tratamento tiveram um maior peso significativo do saco vitelino residual e um menor

peso do figado (P<0,05),quando comparados aos pintos do grupo controle. Os autores
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afirmaram que esses resultados podem refletir diferencas fisiolégicas na mobilizacéo da
gema. Da mesma forma, Willemsen et al. (2011) ndo observaram diferenca significativa
(P>0,05) entre as médias da YFBM e entre as médias da gema residual de pintos
nascidos do tratamento com manipulacdo térmica com baixa (34,6°C) ou alta (40,6°C)
temperatura, por 4h horas diéria no dia 16 ao 18 de incubacdo, quando comparados aos

pintos do tratamento controle.

Tabela 12 - Peso de 6rgdos relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino (%) dos
recém-eclodidos, submetidos a incubacdo controle ou a incubacdo com manipulagéo
térmica.

Pintos oriundos  Pintos oriundos de

Variaveis de incubacdo incubacdo com alta SEM P-valor
controle temperatura
Coracdo (%) 0.59 0.50 0.001 0.063
Figado (%) 2.38 2.27 0.001 0.128
Estébmago (%) 5.27 5.32 0.001 0.224
Intestino (%) 3.20 3.22 0.001 0.363
Pulmao (%) 0.71 0.68 0.001 0.067
Baco (%) 0.001 0.001 0.001 0.598
Bursa (%) 0.004 0.004 0.001 0.661

n=40. Pesos relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino.

Segundo Morita et al. (2016), temperatura de incubacdo pode afetar a
organogénese do embrido. Em nosso estudo, os pesos relativos de todos o0s 6rgédos
analisados foram estatisticamente semelhantes (P>0,05) entre os tratamentos de
temperatura (tabela 12), demonstrando que a manipulacdo térmica ndo foi capaz de
afetar negativamente os pesos relativos do coracdo, figado, estbmago, intestino, pulmao,

baco e bursa, deste modo, ndo afetando o desenvolvimento dos mesmos.

Resultados discrepantes foram observados na literatura. Quando os ovos foram
expostos a 39,6°C durante 6 horas diariamente do dia 10 a 18 de incubacdo, 0s pesos
dos pintos e peso relativo do coracdo na eclosdo foram semelhantes, porém, o peso
relativo do pulmdo foi significativamente menor para 0s pintos termicamente tratados
quando comparados aos pintos controle (YALCIN e SIEGEL, 2003). Maatjens et al.
(2014b) relataram que esta diferenca pode sugerir que o desenvolvimento de pulmao é
bastante sensivel as instabilidades do desenvolvimento. Yalgin et al. (2008a)

trabalhando com manipulacéo térmica ao calor (pintos expostos a 38,5°C por 6h/dia do
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10° ao 18° dia de incubagdo) demonstraram que houve influéncia nos pesos dos 6rgdos
do embrido em desenvolvimento e do pinto recém-eclodido. Os autores observaram os
pesos relativos do figado e coracdo dos pintos tratados termicamente foram
significativamente menores, em comparacdo aos pintos controle. Os pesquisadores
concluiram que a temperatura alta influenciou negativamente o desenvolvimento do
figado e coragdo, provavelmente por meio da diminui¢do da taxa de utilizagdo dos
nutrientes da gema para o desenvolvimento desses 6rgaos, fato que explica o alto peso
da gema residual desses pintinhos. Em 2000, Wineland et al. haviam afirmado que altas
temperaturas na incubagdo podem reduzir no desenvolvimento e multiplicagdo das
celulas cardiacas. No entanto, em nosso estudo, a técnica de manipulacéo térmica com
controle da temperatura da casa ndo se mostrou ser prejudicial ao desenvolvimento dos
orgdos dos pintos. Desta forma, acreditamos que, essas variagdes observadas nos
trabalhos anteriores podem ser em consequéncia dos mesmos serem realizados com 0
monitoramento da temperatura da maquina ao invés da temperatura da casca do ovo.
Estudos prévios ja provaram que, dependendo da localizacdo do ovo dentro da maquina,
a temperatura da casca pode variar da temperatura da maquina em até 4°C e
frequentemente, quando o controle da temperatura de incubacdo ndo é realizado por

meio da casca, 0s embrides sdo superaquecidos (Lourens et al. 2001).

No nascimento dos pintos, as concentracdes dos metabolitos do plasma podem
sugerir quais nutrientes foram utilizados no processo de exigéncia de energia durante a
eclosdo. Os resultados para os parametros bioquimicos do sangue estdo dispostos na
tabela 13.

Tabela 13 - Parametros sanguineos de pintos recém-eclodidos submetidos a incubacéo
controle ou a incubagdo com manipulacédo térmica.

Pintos oriundos de  Pintos oriundos de

Variaveis incubacéo incubacdo com alta SEM P-
valor
controle temperatura
Glicose (mg/dL) 214.44a 204.10b 2.39 0.049
Lactato (mmol/L) 2.28b 2.97a 0.12 0.039
Acido arico (mg/dL) 3.17 3.32 0.21  0.262
Glicogénio hepatico (mg) 12.13a 9.05b 1.50 0.039

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha apresentam diferencas

estatisticas p<0,05.
n=40
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Os niveis de glicose sanguinea dos pintos recém-eclodidos foram
estatisticamente diferentes entre os tratamentos. Nas primeiras horas de vida pds-
eclosdo, os pintos do tratamento com manipulacdo térmica tinham uma menor
concentracdo de glicose e maior na concentracdo do lactato no plasma (P<0,05) (tabela
13), quando comparados aos pintos do grupo controle. Este resultado foi semelhante ao
encontrado por Yalcin et al. (2008a), que observaram que pintinhos nascidos de ovos
tratados com manipulacdo térmica (38,5°C por 6 horas diarias,entre os dia 10 a 18 de
incubacdo), apresentaram menores médias dos niveis de glicose sanguinea (177mg/dL)
em relacdo aos pintinhos controle (199mg/dL). Possiveis explica¢fes para 0 aumento da
utilizacdo da glicose em pintos manipulados com alta temperatura de casca,podem estar
relacionadas com um aumento da taxa metabdlica, uma aumento na velocidade de
reacdao da enzima, ou redistribuicdo do fluxo sanguineo (MOLENAAR et al. 2010). Na
fase de eclosédo, o suprimento de O estd limitado durante o processo de incubacgdo e a
glicose € utilizada como uma fonte de energia (MORAN, 2007), resultando em uma

elevacdo na concentragédo do lactato no plasma.

A concentracdo do glicogénio hepéatico também foi significativamente menor
para os pintos submetidos a manipulacdo térmica (tabela 13). Este fato pode ser devido
ao fato de que, em fase de eclosdo, o glicogénio hepéatico é preferencialmente
mobilizado para suprir a intensa demanda energética dos musculos que estdo envolvidos
neste processo de nascimento (OLIVEIRA et al. 2013). Além disso, altas temperaturas
afetam o metabolismo intermediario do embrido. Molenaar et al. (2010) relataram que,
em elevada temperatura da casca do ovo (38,9°C), houve uma aumento na a oxidagdo
da glicose e uma diminuicdo na sintese de glicogénio. Da mesma forma, Maatjens et
al.(2014b) concluiram que, altas temperaturas da casca, resultam em aumento a
utilizacdo da glicose sanguinea para obtencdo de energia imediata, assim desviando
parte da glicose que seria enviada para a sintese de glicogénio. Assim, 0s niveis mais
baixos de glicogénio hepatico sugerem que a sintese deste metabdlito foi menor ou que
a oxidacédo da glicose foi maior nos pintos manipulados termicamente, em comparagédo

com pintos do grupo controle.

As concentragfes de acido drico no plasma foram semelhantes entre 0s

tratamentos (Tabela 13). Porém, Yalcgin et al. (2008a) observaram que pintinhos
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nascidos de ovos tratados com manipulacao térmica (38,5°C por 6 horas diérias, do dia
10 aos 18 de incubacgdo), encontraram menores médias de acido urico (7,3 mg/dL x 2,9
mg/dL) na eclosdo, quando comparados a pintos controle.Os autores ndo relataram uma

possivel explicacdo para esses resultados.

A partir dos resultados da tabela 13, juntamente com informacdes da literatura,
podemos concluir que a técnica de manipulagdo térmica do presente trabalho, afetou o
metabolismo energético dos pintinhos termicamente tratados com 38,9°C (6h/dia entre o
8 ao 18 dia de incubacdo). Os pintinhos termicamente estressados provavelmente
desviaram uma maior quantidade de glicose sanguinea que iria para a sintese de
glicogénio, direcionando-a para a via da glicélise anaerdbia. Isso resultou em uma
menor concentracdo de glicogénio hepatico e maior producdo de lactato em pintos
manipulados termicamente, em comparagdo aos pintos controle. No entanto, a
manipulacdo térmica ndo afetou a concentracdo de acido Urico plasmaético dos pintos,
preservando possivelmente o tecido muscular de uma possivel degradacdo para a

producdo de energia.

Na tabela 14, estdo demonstrados os valores médios dos dados
hemogasometricos dos pintos oriundos do grupo controle e do grupo manipulado

termicamente.
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Tabela 14 - Parametros hemogasométricos de pintos recem-eclodidos submetidos a
incubacdo controle ou a incubacdo com manipulacao térmica.

Pintos oriundos  Pintos oriundos de

Variaveis de incubacao incubacdo em alta SEM P-valor
controle temperatura
pH 7.33 7.28 0.068 0.468
pCO- 46.20 45.66 6.172 0.417
pO2 28.24 27.80 6.654 0.435
Na* 138.41 137.97 2.310 0.466
K* 4.88 4.59 0.516 0.692
iCa 1.30 1.31 0.059 0.493
HCOs 22.13 22.64 2.622 0.900
TCO: 23.26 23.36 2.343 0.854
SO 42.98 41.92 14.564 0.351
Hct 18.95a 17.18b 0.997 0.049
Hb 6.15 6.01 0.728 0.876

abMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha apresentam diferencas
estatisticas p<0,05.

n=40. pCO2 = presséao parcial de CO2; pO2 = presséo parcial de O2; TCO2= saturagéo
total de CO2; SO = saturacéo de O2; Hct = hematocrito; Hb = hemoglobina.

Os valores médios de pH, pCO., pOz, Na*, K*, iCa, HCOs, TCOz SO: e
hemoglobina ndo diferiram (P>0,05) entre os tratamentos. Maatjens et al. (2014b)
trabalhando com perfil de temperatura de casca no trés Gltimos dias da incubacdo, nao
encontraram diferenca significativa (P>0,05) para o pH, pressdo de gases (O2 e CO»),
K* e iCa dos sangue de pintos incubados a 38,9°C em comparacgdo aos pintos controle.
Esses autores concluiram que, mesmo tendo um impacto sobre a fisiologia do embrido,
a alta temperatura da casca nos pintinhos estressados termicamente ndo apresentou
variacfes em seu balanco acido-base no momento da eclosdo. Utilizando manipulacao
térmica na incubacdo de frangos (6h/dia do 10° ao 16° dia de incubacdo), Yalcin et al.
(2008a) observaram diferengas significativas (P<0,05) na eclosdao nos parametros
hemogasométricos (pH, pO2, pCO>) de pintos do grupo controle em comparagdo com
pintos manipulados termicamente. Os autores observaram que um maior pH sanguineo
dos pintos manipulados (7,38 x 7,34), foi acompanhado com menores valores de pCO2 e
pO2, porém os autores ndo discutiram a relacdo desse dados com 0s outros parametros

analisados no trabalho.

Os valores de hematdcrito (Hct) foram significativamente diferentes entres os

tratamentos (tabela 14), podendo ser observada uma diminuicdo no indice hematocrito
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de pintos manipulados termicamente, em comparagdo com o grupo controle. Maatjens
et al. (2014b) observaram que o tratamento de temperatura alta da casca resultou em
uma leve diminuicdo no hematdcrito, porém, ndo apresentando diferenca significativa

com o grupo controle.

Andrewarthe et al. (2011) explicaram que, o indice Hct é visto como um fator
chave que influencia a regulacédo e a distribuicdo sanguinea pelos vasos. Os parametros
que podem alterar as forgas motrizes para 0 movimento da agua (e assim alteragdes no
MCV), sdo a osmolaridade e o pH sanguineo, 0 que potencialmente pode alterar as
propriedades dos canais idnicos nos glébulos vermelhos. As alteracdes no pH do sangue
e na concentracdo de bicarbonato podem alterar o MCV (e, portanto, o Hct),
influenciando assim os mecanismos de equilibrio da atividade dos eletrolitos (Na'e K*).
Um aumento de temperatura sanguinea pode potencialmente hidratar os glébulos
vermelhos (devido a diminuicdo do pH ou mudancas na osmolaridade do meio). No
presente estudo podemos observar que os dados de pH, Na* e K*nao sofreram alteracGes
significativas. No entanto, esses indices foram numericamente menores para 0s pintos
tratados termicamente. Desta forma, acreditamos que 0s pintos desse tratamento
sofreram uma sutil alteracdo na osmorregulacdo sanguinea, por consequéncia,

ocasionando uma diminuicéo significativa no indice hematocrito.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de manipulacdo térmica com controle da temperatura da casca,
utilizando-se 38,9°C por seis horas diérias, entre os dias 8 e 18° de incuba¢do, ndo

prejudica o rendimento da incubacéo e a qualidade de pintinhos recém-eclodidos.

A técnica de manipulacdo térmica utilizada no presente trabalho, alterou o
metabolismo energético dos embriGes durante a incubagdo, mas ndo foi suficiente para

afetar o equilibrio acido-basico dos pintos.

S&0 necessarios estudos que utilizem a manipulacdo térmica com o controle de
temperatura da casca do ovo durante a incubacdo, para a avaliacdo do status fisioldgico

dos frangos e dos beneficios da técnica na fase de criacao.
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