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Influéncia da temperatura de incubagdo sobre o desenvolvimento 6sseo de embribes e

pintos de corte recém-eclodidos

RESUMO

A temperatura de incubacdo controla o desenvolvimento embrionério e provavelmente
tem efeito sobre a formacdo e crescimento do esqueleto, que se inicia durante a
embriogénese. Assim, nosso objetivo com esse trabalho foi avaliar se variagbes de
temperatura da casca (acima ou abaixo da recomendada) durante a fase intermediaria da
embriogénese afetam o rendimento de incubacdo, a qualidade dos pintos, a utilizacdo de
minerais a partir dos componentes do ovo e o desenvolvimento ésseo de embrides e
pintos. Foram incubados 2408 ovos de matrizes Cobb 500® com 45 semanas em quatro
diferentes temperaturas de casca (TCO): 1) Controle (TCO de 37,8°C durante toda a
incubacéo); 2) TCO baixa (36,7°C entre os dias 8 e 18,5 de incubagéo); 3) TCO alta
(38,9°C entre os dias 8 e 18,5 de incubacdo) e 4) TCO muito alta (39,4°C entre os dias 8
e 18,5 de incubacédo). Foram avaliados o rendimento da incubacdo (perda de peso do ovo,
mortalidade, fertilidade, eclodibilidade, refugagem), a qualidade de pinto (peso e
comprimento, peso do corpo sem gema, peso de gema residual, peso relativo de 6rgaos,
escore de umbigo), os parametros da casca (peso, espessura, calcio, fésforo, manganés e
magnésio), da gema (Ca, P, Mn e Mg), do sangue (Ca, P, horménios T3, Ts4, PTH,
calcitonina e vitamina D3, Fosfatase Alcalina) e do osso (Ca, P, Mn, Mg, morfometria,
cinzas, calcificacdo e resisténcia). A temperatura de incubagdo afetou a maioria das
variaveis analisadas. O rendimento da incubacéo foi impactado negativamente por todas
as alteracdes de TCO, sendo a TCO muito alta a que mais prejudicou os indices avaliados,
seguida da TCO baixa (p<0,05). O peso relativo de 6rgéos foi influenciado negativamente
pelo aumento da temperatura (p<0,05). A TCO baixa, alta e muito alta promoveram
reducdo na qualidade dos pintos; na utilizagdo dos minerais da casca e da gema; nos
minerais do sangue e da tibia; prejuizo as caracteristicas Osseas e diminui¢do nos
hormaonios tireoideanos, no PTH e na vitamina D3 (p<0,05). Para todas essas variaveis a
TCO muito alta causou os piores resultados. A calcitonina aumentou igualmente na TCO
alta e muito alta (p<0,05). A Fosfatase Alcalina foi aumentada apenas pela TCO muito
alta (p<0,05). Altas temperaturas prejudicaram de forma mais acentuada a mobilizacéo e
utilizacdo de minerais a partir dos componentes do ovo, 0s hormdnios calciotrépicos e
consequentemente o desenvolvimento 0sseo durante a incubacdo. Variacbes de
temperatura da casca (acima ou abaixo da recomendada) durante a fase intermediaria da
embriogénese reduzem o rendimento de incubacéo e a qualidade dos pintos.

Palavras-chave: Calcitonina, Eclodibilidade, Fémur, Mineralizacdo, PTH, Tibia,
Vitamina D.
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Influence of incubation temperature on broiler embryo bone development

ABSTRACT

Incubation temperature controls embryonic development and probably has an effect on
skeletal formation and growth, which begins during embryogenesis. Thus, our aim with
this work was to evaluate whether variations in eggshell temperature (above or below the
recommended) during the middle stage of embryogenesis affect incubation yield, chick
quality, utilization of minerals from the egg components and bone development of
embryos and hatchlings. 2408 eggs from broiler breeders Cobb 500® with 45 weeks of
age were incubated at four different eggshell temperatures (EST): 1) Control (EST of
37.8°C during the entire incubation period); 2) low EST (36.7°C between days 8 and 18.5
of incubation); 3) high EST (38.9°C between days 8 and 18.5 of incubation) and 4) very
high EST (39.4°C between days 8 and 18.5 of incubation). Incubation yield (egg weight
loss, mortality, fertility, hatchability, culling), chick quality (chicken body weight and
length, yolk free body mass, residual yolk weight, relative organ weight, navel score),
parameters of eggshell (weight, thickness, calcium, phosphorus, manganese and
magnesium), yolk (Ca, P, Mn and Mg), blood (Ca, P, hormones T3, T4, PTH, calcitonin
and vitamin D3, Alkaline Phosphatase) and bone (Ca, P, Mn, Mg, morphometry, ash,
calcification and strength). The incubation temperature affected most of the analyzed
variables. The incubation performance was worsened by all changes in EST, with very
high EST being the one that most affected the evaluated indices, followed by low EST
(p<0.05). The organs relative weight was negatively influenced by the increase in
temperature (p<0.05). Low, high and very high EST promoted a reduction in chick
quality; in the eggshell and yolk minerals utilization; in the blood and tibia minerals;
worsening of bone characteristics and decrease in thyroid hormones, PTH and vitamin D3
(p<0.05). For all these variables, the very high EST caused the worst results. Calcitonin
increased equally at high and very high EST (p<0.05). Alkaline Phosphatase was
increased by very high EST (p<0.05). High temperatures markedly impaired the
mobilization and utilization of minerals from egg components, calciotropic hormones and
consequently, bone development during incubation. Eggshell temperature variations
(above or below the recommended) during the middle stage of embryogenesis worsen
incubation yield and chick quality.

Keywords: Calcitonin, Hatchability, Femur, Mineralization, PTH, Tibia, Vitamin D.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos a industria avicola tém intensificado o melhoramento genético
dos frangos de corte, visando alcancar indices zootécnicos superiores. Houve aumento na
capacidade do consumo de racdo e conversdo alimentar e na velocidade e potencial de
ganho de peso (YAIR et al., 2012; IPEK; SOZCU, 2016). Entretanto o esqueleto dessas
linhagens modernas nao foi trabalhado da mesma forma e assim, o rapido ganho de peso
associado a fatores como nutricdo, ambiéncia e manejo inadequados podem levar as aves
a severos problemas de locomocgdo que prejudicam o bem-estar, o desempenho e 0
rendimento ao abate (KESTIN et al., 1992; HAMMOND et al., 2007).

O desenvolvimento 6sseo se inicia durante a vida embrionaria da ave (GUZ et al.,
2020). A fase intermediaria da incubacédo é especialmente critica pois € 0 momento em
gue os anexos embrionarios estdo plenamente formados (KERSCHNITZKI et al., 2016),
a taxa metabolica e a producéo de calor se elevam (LOURENS et al., 2007; MOLENAAR
et al., 2013), permitindo que o aproveitamento dos minerais do ovo atinja seu apice
(YAIR; UNI, 2011; HALGRAIN et al., 2022) e assim, que o esqueleto se desenvolva de
forma acelerada (TORRES; KORVER, 2018).

Como a temperatura na incubacéo exerce papel fundamental sobre o metabolismo,
0 crescimento dos 6rgdos e do embrido como um todo, é provavel que também haja
influéncia deste fator fisico sobre 0s 0ssos (MORITA et al., 2020). Entretanto, ha escassez
de pesquisas que abordam o tema e ndo ha consenso sobre os efeitos devido a indmeras
variagcdes nas metodologias aplicadas. Além disso, aspectos cruciais ainda nao foram
explorados, como o impacto da temperatura sobre os hormdnios calciotropicos, a
mobilizacdo dos minerais da casca e da gema e sua utilizacdo pelo embrido, de forma que
n&o é possivel tracar um panorama completo sobre a atuacdo da temperatura de incubacao
e 0s mecanismos envolvidos na formacéo e crescimento dos 0ssos.

Assim, nosso objetivo com esse trabalho foi avaliar se variacdes de temperatura
da casca (acima ou abaixo da recomendada) durante a fase intermediéria da embriogénese
afetam o rendimento de incubagéo, a qualidade dos pintos, a utilizagdo de minerais a partir

dos componentes do ovo e o desenvolvimento dsseo de embrides e pintos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. DESENVOLVIMENTO OSSEO DE EMBRIOES E FRANGOS DE
CORTE

2.1.1 O tecido 6sseo

O osso é um tecido multifuncional formado por células vivas e matriz intracelular
impregnada em minerais. Suas funcbes principais sdo a sustentacdo da musculatura;
protecdo dos 6rgdos internos contra lesdes; locomocéo e atuagdo como reservatorio de
calcio e fosforo (RATH et al., 2000).

As células que formam o tecido sdo os osteoblastos e ostedcitos, responsaveis pela
formacdo do 0sso, as células osteoprogenitoras ou osteogénicas, precursoras das duas
primeiras e, por fim, os osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do e remodelagdo Ossea
(CLARKE, 2008; YAIR et al., 2012).

Os ossos também podem ser classificados em longos, curtos, pneumaticos,
laminares, irregulares e sesamoides. Ossos longos (Figura 1) sdo aqueles cujo
comprimento é maior que a largura e a espessura (fémur, umero, radio, ulna). Visualmente
pode ser dividido em partes: a diafise representa o comprimento do 0sso formado em sua
maioria por tecido 6sseo compacto, contendo 0sso esponjoso apenas delimitando o canal
medular; as metéfises sdo as partes mais largas proximas das extremidades, onde esta a
area de crescimento mais ativo e podem ocorrer as alteragdes que se tornardo problemas
0sseos; e as epifises sdo as extremidades formadas por 0sso esponjoso por dentro e por

cartilagem articular por fora (GUZ, 2022).

Figura 1 — Estrutura de um osso longo
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2.1.2 Desenvolvimento 6sseo

O esqueleto do embrido comega a se desenvolver logo no inicio da incubacgdo. Na
primeira semana se inicia a formacdo do 0sso e na segunda, ja é possivel observar
mineralizacdo (BARBOSA, 2011; GUZ et al., 2020).

Quando o pintinho nasce o esqueleto ja esta formado, mas o desenvolvimento ndo
se encerrou. Os 0ssos ainda crescerdo, passardo por constante remodelagdo interna e
eventualmente serdo reparados em casos de fraturas (DIBNER et al., 2007). No 0sso
jovem o resultado serd o aumento do tamanho e didmetro. No osso velho, as mudancas

ocorrerdo internamente sem alteracdo da forma (LONG; ORNITZ, 2013).

a) Formacao do 0sso

Inicialmente as células mesenquimatosas se aglomeram e elaboram um modelo
do futuro tecido 6sseo no corpo do embrido em formacdo. A partir desse molde, 0s 0ss0s
de fato podem se formar por dois métodos distintos: ossificacdo intramembranosa e
endocondral (VAN DER POL et al., 2014; GROVES; MUIR, 2016).

A ossificagdo intramembranosa ocorre por transformacdo das células
mesenquimatosas em osteoblastos. Estes secretam a matriz dssea e se diferenciam em
ostedcitos, fazendo surgir uma rede de trabéculas que abrigardo a medula 6ssea vermelha.
Por fim o periésteo é formado, também a partir do mesénquima (CREUZET et al, 2005;
SASSO et al., 2021).

A ossificacdo endocondral, por sua vez, consiste na deposi¢cdo de tecido 6sseo
sobre um “modelo” de cartilagem hialina (Figura 2). Condrdécitos originados das células
mesenquimatosas secretam matriz cartilaginosa e formam o pericéndrio, que é uma
camada primordial mais externa do 0sso em formacéo. A partir dai ocorre a formacao do
centro de ossificagdo primaria, na parte média da diafise. Vasos sanguineos invadem o
tecido trazendo células que se converterdo em osteoblastos e formardo um “colar” ao
redor da regido, que nesse momento ja é a camada externa definitiva do 0sso, passando a
ser chamada de peridsteo. A matriz é entdo calcificada, criando trabéculas (redes de 0sso
esponjoso) e a cavidade medular, que abrigard a medula dssea e 0s vasos sanguineos. O
proximo passo é a calcificacdo da diafise, formando o 0sso compacto. Os centros

secundarios ocorrem nas epifises, sem um colar periéstico. Toda a cartilagem, com
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excecdo do disco epifisario e da superficie articular sera substituida por 0sso (LONG;
ORNITZ, 2013; WU et al., 2016).

Figura 2 — Ossificacdo endocondral
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A ossificacdo ocorre ao longo de toda a incubacéo, atingindo as maiores taxas de
desenvolvimento na ultima semana (YAIR et al., 2012). Alguns autores demonstram
inclusive que eventuais erros na formagdo dos 0ssos podem ser corrigidos antes da
eclosdo (YALCIN; SIEGEL, 2003).

b) Mineralizagéo

A deposicdo de minerais no 0sso, especialmente calcio e fosforo, confere rigidez
ao tecido. Outros minerais traco como 0 zinco, 0 cobre, manganés e 0 magnésio também
sdo essenciais para a adequada formacao e manutencdo (BHAGAVAN, 2002).

Os minerais dos componentes do ovo devem ser absorvidos para o corpo do
embrido e entdo alocados em vesiculas que os convertem e transportam pela corrente
sanguinea até o tecido 6sseo em formacdo. O local onde essas vesiculas sdo formadas,
porém, ainda é incerto, tendo como possibilidades as células localizadas na gema ou na
casca, responsaveis pela absorcdo de calcio para o embrido (KERSCHNITZKI et al.,
2016).
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No organismo o célcio e o fésforo sdo encontrados em sua forma orgénica e devem
ser transformados em cristais para compor a hidroxiapatita e mineralizar o tecido 6sseo
em formagdo. O mecanismo que inicia a conversdo desses minerais para sua forma
inorganica ainda ndo é bem compreendido. Uma das teorias levantadas é a de que a
Fosfatase Alcalina (FA) do fluido da cartilagem atuaria sobre a hexose monofosfato
(produto da glicogendlise), gerando fosfato inorgénico e provocando a mineraliza¢do dos
tecidos (ROBINSON, 1923). A FA é encontrada tanto na cartilagem em calcificacéo
guanto no cérebro, placenta e intestino, embora sejam de tipos diferentes. A dos 0ssos,
rins e figado € a TNAP (sigla em inglés para Fosfatase Alcalina de tecido ndo especifico)
(PIZAURO JUNIOR et al., 2002). Outros autores defendem que o verdadeiro substrato
da FA (localizada na membrana das vesiculas extracelulares) seria o pirofosfato, produto
da hidrolise do ATP. Essa molécula forneceria o fosfato inorganico para a formacéo da
hidroxiapatita (CUI et al., 2016).

Existe um fendbmeno denominado nucleacdo ou semente, que consiste na
formacdo de um arranjo mineral de calcio e fosfato que se precipita, gracas ao estado
metaestavel dos ions nos fluidos, saturados de calcio e fosfato. Na fase 1 o calcio e o
fosfato sédo transportados para o interior de vesiculas extracelulares por canais através das
membranas. Na vesicula o célcio se liga aos lipidios da membrana e as proteinas ligadoras
de célcio. Ao mesmo tempo ocorre a liberagdo do fosfato pela FA. O aumento dos dois
ions gera fosfato de calcio amorfo, ndo cristalino, que posteriormente é convertido em
microcristais na forma de agulha ou bastdo, precursor da hidroxiapatita. Na fase 2 a
membrana da vesicula sera rompida pelos cristais de hidroxiapatita, que extravasam para
0 meio e crescem, talvez por contato com o fluido extravesicular. O controle da
mineralizagdo das vesiculas parece sofrer acdo da vitamina D3, dos hormonios
calciotrdpicos, citocinas e ions metalicos (ANDERSON, 1989; WUTHIER; LIPSCOMB,
2011; PIZAURO JUNIOR et al., 2017b). A mineralizacio também se prolonga por toda
a incubacdo, alcancando seu apice na Gltima semana, quando a forca e rigidez dos 0ssos
aumenta significativamente (YAIR et al., 2012).
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a) Crescimento 6sseo

Existem dois mecanismos através dos quais 0s 0ss0s crescem: intersticial
(aumento do comprimento) e aposicional (espessura) (ROACH, 1997; WILLIAMS et al.,
2004). Ambos os processos tém inicio durante o desenvolvimento embrionario, mas
acontecem de forma mais acentuada ap6s a eclosdo (YALCIN et al., 2007).

O crescimento intersticial ocorre a partir das placas epifisarias. Essas placas sdo
divididas em zonas que abrigam condrocitos em diferentes estagios de desenvolvimento
(Figura 3): a) zona de reserva: mais proxima da epifise, contém condrdcitos jovens,
dispersos e inativos; b) zona de proliferacdo: condrécitos maiores, que sofrem divisdo
celular e se acumulam em pilhas; ¢) zona de hipertrofia: condrécitos em amadurecimento
e intensa secrecdo de matriz e; d) zona de cartilagem calcificada: condrécitos sofrem
degeneracéo e passam a integrar o tecido 0sseo, aumentando o comprimento da diafise.
O tempo de vida de um condrdcito € aproximadamente 3 dias em aves de crescimento
rédpido (PECHAK et al., 1986; OZNURLU et al., 2016).

Figura 3 — Regides anatdbmicas do disco epifisario
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Fonte: PIZAURO JUNIOR et al. (2017b)

Em condigdes naturais esse processo seguiria até a maturidade sexual, por volta das
30 semanas, quando a placa epifisaria sera calcificada, encerrando o crescimento dsseo.
Poréem, frangos de corte sdo abatidos as 6 semanas, ndo chegando a completar o
desenvolvimento (YALCIN et al., 2007; HUANG et al., 2018).
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J& 0 crescimento em espessura ocorre a partir do periosteo, onde 0s osteoblastos
passam a produzir matriz, acabam aprisionados nela e se diferenciam em ostedcitos. A
partir das secre¢cdes desses ultimos se formam cristas que se fundem circundando os vasos
sanguineos e dando origem ao endosteo (camada interna do 0sso) e diversas lamelas
concéntricas. Essas estruturas organizadas formardo novos ésteons (unidade estrutural do
0SS0 compacto), aumentando o didmetro do osso (PECHAK et al., 1986; APPLEGATE;
LILBURN, 2002).

b) Remodelagéo 0ssea

Ao longo da vida da ave o tecido 6sseo velho é continuamente substituido para
manter a integridade mecéanica do 0sso ou para equilibrar os niveis de minerais sanguineos.
Esse processo é denominado remodelacdo Gssea e consiste na remogédo de minerais, fibras
e matriz pelos osteoclastos e deposi¢do desses componentes pelos osteoblastos (PECHAK
et al., 1986).

Em condi¢Bes normais, a quantidade de 0sso reabsorvida € equilibrada pelo 0sso
formado, sem alteracdo na homeostase do célcio. Porém, em aves de crescimento rapido
pode haver alteracdo no processo, fazendo com que ocorra reabsor¢cdo maior que a
reposicao, diminuindo o tecido 6sseo mineralizado (YAIR et al., 2012).

Em resumo, o tecido 6sseo é composto por células, matriz e minerais e é
responsavel por diversas fungGes imprescindiveis para o organismo. Existem diversos tipos
de o0ssos, entre eles 0s 0ssos longos, como a tibia e o fémur, que séo os mais estudados. O
desenvolvimento Gsseo se inicia na incubacao e segue por boa parte da vida p6s-eclosdo da
ave. Os principais processos sdo a formagdo inicial, mineralizagdo, crescimento,

remodelacdo e regeneracdo de fraturas.

2.1.3 Horménios que regulam o desenvolvimento 6sseo de aves

Os processos de desenvolvimento désseo como a formacdo, crescimento e
remodelacdo s@o dependentes de hormonios. Os principais deles sdao os hormdnios da
tireoide e paratireoide, o hormoénio do crescimento, a insulina, os horménios sexuais, o

corticosterona e a forma ativa da vitamina D.
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a) Hormonios tireoidianos

Os hormonios da tireoide sao formados a partir do aminodacido tirosina, acrescido
de moléculas de iodo: trés iodos, no caso da triiodotironina ou Tg; e quatro, no caso da
tiroxina ou T4. O T4 pode ser deionizado e se transformar em T3, que permanece circulante
por menos tempo, mas tem acdo mais potente. O horménio do crescimento (GH) parece
influenciar a converséo de T4 em T3 (ROBSON et al., 2002; VAN DER EERDEN et al.,
2003). Esses dois horménios estdo envolvidos em varios aspectos do desenvolvimento
embrionario, desde o aumento do metabolismo, o consumo de oxigénio e na transicao para
a respiracdo pulmonar do embrido (BURTON; TULLET, 1985; OVIEDO-RONDON;
MURAKAMI, 1998; DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2005; SHOKRANEH et al., 2020),
tendo, inclusive, sua concentracdo plasmatica utilizada como indicador do nivel de
metabolismo (WILLEMSEN et al., 2010).

Atuam estimulando a liberagdo do GH, o que acelera o crescimento e
desenvolvimento do esqueleto. Também induz a producdo de sinalizadores que afetam a
sintese de IGF-I nos 0ssos. O Tz (e 0 T4, em menor grau) estimula a hipertrofia dos
condracitos e a invasdo dos vasos sanguineos para a formacédo da placa de crescimento e
do osso trabecular da metafise. Sobre os osteoblastos, atua inibindo a proliferacdo. A
sintese de proteinas da matriz € beneficiada pela liberacdo dos horménios tireoidianos
(LEWINSON et al., 1989; ROBSON et al., 2002; VAN DER EERDEN et al., 2003; SHAO
etal., 2006; WILLEMSEN et al., 2011; GUZ et al., 2020).

Alguns autores defendem que seu efeito na verdade seria indireto: ja que afeta o
metabolismo como um todo, é natural que tenha acdo também sobre 0s 0sso0s,
principalmente no que diz respeito & disponibilizacdo de energia no fim da incubagéo
(PIESTUN et al., 2009).

Segundo Mcnabb e Wilson (1997) as matrizes depositam hormonios da tireoide nos
ovacitos antes mesmo da formacéo do ovo, e esses hormonios sdo depois utilizados pelos
embrides ao longo do desenvolvimento embrionario. Embora essa contribuicdo materna
ndo seja tao significativa para o crescimento do embrido, parece exercer efeito sobre a
formacéo da cartilagem do pintinho em desenvolvimento. Os primdrdios da tireoide do
embrido propriamente dito surgem com 36 horas de incubacéo e a producdo de tiroxina se
inicia aos dez dias (DE GROEF et al., 2008; BARBOSA, 2011). O periodo critico da
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maturacdo do eixo hipdfise-tireoide ocorre entre os dias 10 e 14 de incubacédo
(DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2005).

Entre 18 e 21 dias ocorre aumento expressivo na sintese dos horménios
tireoideanos, que atingem o pico durante a bicagem externa e participam ativamente no
processo de eclosio (OVIEDO-RONDON; MURAKAMI, 1998; PIESTUN et al., 2009).
Nesse meio tempo, entre a bicagem interna e a ecloséo a conversdo de T4 em T3 parece
ocorrer de forma mais lenta (WILLEMSEN et al., 2011).

Quando ha excesso desses hormoénios em embriGes pode haver o aparecimento
prematuro de centros de ossificacdo; em jovens ocorre o fechamento das epifises e; em
adultos, o aumento do metabolismo das células ésseas (principalmente reabsorcéo) (VAN
DER EERDEN et al., 2003).

Os efeitos da temperatura sobre os hormonios da tireoide sdo bastante relatados na
literatura (OVIEDO-RONDON; MURAKAMI, 1998; YALCIN et al., 2012). Willemsen
et al. (2010) utilizaram temperatura baixa (34,6°C) e alta (40,6°C) de forma continua do
dia 16 ao 18,5 e observaram reducdo na concentracdo de T3 plasmatica até o 18° dia,
quando entdo os teores aumentaram até a eclosdo. Os autores ponderaram que esse
resultado esta relacionado ao menor crescimento do embrido, atraso na ecloséo e aumento
na mortalidade que também ocorreram.

Outros autores encontraram aumento nos niveis de Tz e T4 em alta temperatura.
Shokraneh et al. (2020) elevaram a temperatura da casca para 38,9°C do dia 18 a 21, o0 que
causou maior liberacdo de Tz e T4 ao final da incubagdo. Al-Zhgoul et al. (2013)
submeteram 0s ovos a uma temperatura de 38,8°C por 6h durante os dias 10 a 18 e
perceberam aumento no Tz e T4 nos pintos aos 3 dias. Os autores justificaram que 0s
horménios da tireoide sdo indicativos da resposta ao estresse térmico, e seu aumento tem a
funcdo de manter a homeostase e suprir a elevada demanda energética que ocorre na alta
temperatura.

Yalgin et al. (2012) reduziram a temperatura em 1° C do 10° ao 18° dia, durante 6
horas diérias. A temperatura baixa causou reducdo nos niveis de Tz a eclosdo, e esses
autores ndo encontraram relacdo entre a concentracdo desse horménio e o peso corporal.
As diferencas nos resultados se devem ao fato de que cada trabalho utilizou temperaturas,

duracéo e periodo de manipulagéo diversos (SHOKRANEH et al., 2020).
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Por outro lado, quando os embriGes sdo submetidos a manipulacdo térmica
moderada durante a incubacdo, pode haver melhoria na resposta ao estresse pos eclosao,
gracas as modificagdes epigenéticas do eixo hipofise-tireoide (DECUYPERE;
BRUGGEMAN, 2005; YALCIN et al., 2009).

b) Hormonio do crescimento

O GH é um hormdnio produzido que tem como principal func¢do o crescimento do
organismo como um todo, bem como do tecido 6sseo (DECUYPERE; BRUGGEMAN,
2005). Atua principalmente durante a fase embrionaria (BARKAN et al., 2000) e no animal
jovem, mas também exerce algum efeito na vida adulta (VAN DER EERDEN et al., 2003).

A secrecdo de GH pode ser estimulada pela presenca de hormdénios sexuais e
triiodotironina (T3). Seu principal mecanismo de agdo no metabolismo 6sseo consiste em
estimular a producdo do fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-1 ou
somatomedina C) no figado e nos condrdcitos da placa de crescimento, além de aumentar
a resposta desse Ultimo tecido ao fator. O IGF-I do figado é entdo transportado para a placa,
onde estimula a proliferacdo de condrdcitos e osteoblastos, induzindo o crescimento
longitudinal do osso. O GH também aumenta sintese das proteinas necessarias para
formacgdo da matriz 6ssea e aumenta o turnover de calcio (ROBSON et al., 2002; KUHN
et al., 2005; DE GROEF et al., 2008; GUZ et al., 2020).

Em embriGes de aves é incerto o momento do inicio da produgdo de GH, mas
aparentemente isso ocorre entre os dias 12 a 14 (DE GROEF et al., 2008). Apos os 18 dias
de incubagdo, é possivel observar aumento significativo da sintese e liberag&o,
provavelmente devido ao processo de eclosio (OVIEDO-RONDON; MURAKAMI,
1998).

¢) Insulina

Hormoénio produzido pela parte enddcrina do pancreas que, juntamente com o
glucagon, regula a homeostase da glicose sanguinea (LETO; SALTIEL, 2012;
SHIMAMOTO et al., 2019).

A insulina é liberada quando os niveis de glicose do sangue estdo elevados,

reduzindo a concentracdo plasmatica. No que diz respeito ao desenvolvimento dsseo, a
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insulina atua aumentando a disponibilidade de energia (a partir da glicose) para a
ossificacdo. Também estimula o crescimento da placa epifisaria e a sintese de proteinas da
matriz. Esse hormonio parece estar fortemente relacionado com o GH, aumentando ou até
mesmo viabilizando sua acdo. Na auséncia de insulina ocorre a hiperglicemia, que
atrapalha a atividade osteoblastica, desencadeando apoptose dos condrécitos e também
prejudicando a diferenciacdo das células mesenquimatosas, 0 que leva a osteopenia
(SHIMAMOTO et al., 2019; CIGNACHI et al., 2020; ARAUJO et al., 2022). Sua sintese
se inicia durante a vida embrionaria, mais precisamente ao final do quarto dia de incubacéo
(BARBOSA, 2011).

Os niveis de insulina geralmente ndo sdo avaliados em estudos abordando
manipulacdo térmica durante a incubacdo, mas efeitos indiretos sdo relatados. A alta
temperatura de incubacao aumenta os niveis de corticosterona, que podem inibir a atuacéo
da insulina, mantendo os niveis de glicose sanguinea elevados (PECHOVA; PAVLATA,
2007; SHOKRANEH et al., 2020).

d) Hormonios sexuais (estrogénio e testosterona)

Os hormonios sexuais sdo o0 estrogénio, produzido pelo ovario nas fémeas, e a
testosterona, produzida pelos testiculos nos machos (WOLFF et al., 2012; CARSON;
MANOLAGAS, 2015). Ao surgirem no organismo, influenciam a densidade e a qualidade
0ssea. Esses efeitos ocorrem porque o estrogeno e a testosterona estimulam a liberacéo de
GH, que desencadeia a sintese e secre¢do de IGF-I, cuja acdo sobre o desenvolvimento
6sseo ja foi mencionada anteriormente. Também é conhecido que os esteroides sexuais sao
capazes de estimular a atividade dos osteoblastos, evitando a apoptose, além de reduzir a
atividade dos osteoclastos, minimizando a reabsorcéo de célcio a partir dos ossos (CHEN
et al., 2002; VAN DER EERDEN et al., 2003; IRIE et al., 2005; CARSON;
MANOLAGAS, 2015). O estrégeno atua ainda na ativacdo da vitamina Dz (HANSEN et
al., 2004) e aumentando a absorcéo de célcio no intestino (LV et al., 2019). Por outro lado,
0s hormonios sexuais estimulam o fechamento da placa epifisaria, que encerra o
crescimento longitudinal dos ossos (KARPERIEN et al., 2005; WOLFF et al., 2012).

Atuam nos animais jovens e adultos. Em humanos o aumento repentino de

hormonios sexuais na puberdade causa o estirdo de crescimento. No adulto a testosterona
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e 0 estrogénio diminuem a reabsor¢éo e promovem a deposicéo (osteoblastos) (VAN DER
EERDEN et al., 2003). Em mulheres na menopausa ocorre queda brusca dos niveis de
estrogénio, aumentando a apoptose dos condrocitos, e provocando menor formacao e maior
desmineralizacdo do osso (MONTECUCCO et al., 1992; CHEN et al., 2002). Nos
embriBes de aves, 0 estrogénio comeca a ser sintetizado no embrido de quatro dias de vida

e aos sete dias ja se inicia a diferenciagdo sexual (BARBOSA, 2011).

e) Corticosterona

Os glicocorticoides sdo produzidos no cortex da adrenal (SHOKRANEH et al.,
2020) e, como parte do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal atua no metabolismo, na funcéo
imune e na resposta ao estresse, além de desempenhar papel importante no inicio do
processo de eclosdo (WILLEMSEN et al., 2010).

De maneira geral, 0 aumento do corticosterona altera diversas vias metabdlicas no
sentido de aumentar a disponibilidade de energia para que a ave possa resistir ao episodio
de estresse (SHOKRANEH et al, 2020). Ocorre indugdo da gliconeogénese
(WILLEMSEN et al., 2011), interferéncia na acdo da insulina (PECHOVA; PAVLATA,
2007), estimulo a lipolise e ao catabolismo de proteinas plasmaticas (OGNIK;
SEMBRATOWICZ, 2012). E natural deduzir que essas alteracdes influenciam
indiretamente no desenvolvimento dsseo.

Em termos diretos, quando os niveis de glicocorticoides sdo altos no sangue, a
formacéo de GH e IGF-I é reduzida (aumenta sintese de somatostatina, que inibe o GH).
Atuam também sobre os osteoblastos, fazendo com que se dividam menos, diferenciem
mais rapido e sofram apoptose antes de estarem prontos para compor 0 0sso. 1sso reduz a
espessura da placa de crescimento (menos condrdcitos na zona proliferativa e mais
condrécitos mortos na zona hipertrofica) e o resultado é reducdo na formagdo do 0sso.
Outro efeito € a supressdo da sintese de proteinas e mucopolissacarideos que compdem a
matriz do 0sso, a0 mesmo tempo em que aumenta a expressdo de proteases que degradam
essa matriz, aumentando a reabsorcao 0ssea. Tem ainda a capacidade de reduzir a absorcéo
intestinal de célcio, além de afetar negativamente a producdo dos hormoénios sexuais e 0
metabolismo da vitamina D3 (ROBSON et al., 2002; VAN DER EERDEN et al., 2003).

A sintese de corticosterona se inicia aos 5 dias de incubagdo (DE GROEF et al.,

2008; BARBOSA, 2011) e aumenta rapidamente quando a eclosdo se aproxima (18 a 21
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dias) (OVIEDO-RONDON; MURAKAMI, 1998). O eixo hipofise-adrenal passa pelo
periodo critico de formacdo entre os dias 13 e 19 de incubacdo (DECUYPERE;
BRUGGEMAN, 2005; WILLEMSEN et al., 2010).

A elevacdo da temperatura durante a incubacdo pode aumentar os niveis de
corticosterona plasmaticos, e essa alteracdao geralmente é lida como indicativo de estresse
(WILLEMSEN et al., 2010; SHOKRANEH et al., 2020). Porém, se a modificacdo na
temperatura ocorrer na forma de aclimatacdo, com um pequeno aumento, em torno de 1°C
e durante pouco tempo, 0s niveis de corticosterona podem ser reduzidos, inclusive
melhorando a resposta do frango ao estresse térmico ao longo da vida produtiva (YALCIN
et al., 2009).

f) Interacdo entre os horménios

Como é possivel perceber, os hormonios GH, IGF-I, tireoidianos, sexuais e 0
corticosterona estdo fortemente relacionados (ROBSON et al., 2002; VAN DER EERDEN
et al., 2003; KUHN et al., 2005) e exercem diferentes acGes. Em aves essa relagio parece
ser mais marcante durante a incubacdo que no periodo pés eclosdo (DECUYPERE;
BRUGGEMAN, 2005).

g) Calcitonina

A calcitonina € um hormonio proteico produzido pelas células parafoliculares da
glandula tireoide de mamiferos. Em aves, o 6rgdo responsavel pela producdo é a glandula
ultimobranquial, que é incorporada pela tireoide durante o desenvolvimento embrionario
(ISLER, 1973).

Existem receptores especificos na tireoide e também nos néfrons, no cérebro, no
trato gastrointestinal e nos 0ssos que, ao perceber aumento no calcio sanguineo, estimulam
a secrecdo de calcitonina. Esse hormdnio age para reduzir os niveis plasmaticos de calcio,
impedindo a reabsorcdo nos 0ssos e aumentando a deposicao, além de diminuir a absorcéo
pelo intestino e aumentar a excrecdo pelos rins (MALGAROLI et al., 1989;
PROSZDOWIEC-WEGLARZ; ANGEL, 2013; PIZAURO JUNIOR et al., 2017a). A
secrecdo de calcitonina se torna marcante no fim da incubagéo, apos 18 dias (BARBOSA,
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2011). Os efeitos da temperatura sobre o0s niveis plasmaticos de calcitonina ndo sao tema

recorrente na literatura consultada.

h) Paratorménio (PTH)

O PTH é um hormbnio produzido nas glandulas paratireoides. Nas aves, é
constituido por 88 aminoacidos (quatro a mais que os mamiferos) e sua concentragdo no
sangue é menor (PROSZDOWIEC-WEGLARZ; ANGEL, 2013).

A reducdo na concentracao de calcio no soro é detectada por receptores especificos
das células da paratireoide e induz a secre¢do de PTH. Os demais receptores que atuam na
liberacdo da calcitonina também o fazem em relagdo ao PTH, porém na presenca de niveis
de calcio abaixo do controle. Apds secretado, esse hormdnio age no sentido de aumentar
os niveis de calcio plasmaticos. Inicialmente, estimula a secre¢do da enzima 1a-hidroxilase
renal, o que, por sua vez, provoca a secre¢do da forma ativa da vitamina D. O resultado €
0 aumento da absor¢do do célcio e fosforo no intestino delgado e da reabsorcédo renal de
calcio. Também aumenta a remodelacdo do 0sso pelos osteoclastos, liberando calcio para
o sangue (PARSONS; POTTS JUNIOR, 1972; LUENGO et al., 1991; MOE, 2008;
PIZAURO JUNIOR et al., 2017a). A secrecdo de paratorménio se inicia aos 10 dias de
incubagdo (BARBOSA, 2011). Ndo foram encontrados na literatura pesquisada artigos

abordando o impacto da temperatura de incubacgéo sobre os niveis de PTH.

i) Vitamina D3

O que se chama de vitamina D na realidade € um grupo de moléculas semelhantes
aos esteroides. Seus representantes que participam do metabolismo do célcio sdo o
colecalciferol (vitamina Ds3) e o ergosterol (vitamina D.). Em mamiferos ambas séo
equivalentes quanto a atividade bioldgica, mas nas aves a vitamina D3 é 30 a 40 vezes mais
potente que a D> (CHEN et al., 2020).

Pode ser obtida via dieta ou produzida pelo organismo (na presenca de luz). Na
epiderme o 7-deidrocolesterol (intermediario na sintese de colesterol) sofre uma reacéo
ndo-enzimatica ao ser exposto a luz ultravioleta e produz a pré-vitamina Ds. Ocorre entéo
uma isomerizagdo térmica que a converte em vitamina D3, que é difundida das camadas

basais da pele para a circulacdo. Por fim seré transportada por uma proteina especifica e
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convertida por hidroxilacdo enzimatica nas formas ativas 25-(OH).Ds (no figado) e 1,25-
(OH)2Ds (nos rins). Essa ltima € a forma natural mais potente da vitamina D (BISHOP;
NORMAN, 1975; FATEMI et al., 2020; CHEN et al., 2021).

Quando ofertada via dieta deve-se observar as exigéncias de acordo com as
particularidades e condic@es da criacdo (por exemplo, a exigéncia aumenta quando o nivel
de célcio é baixo ou quando a relacdo Ca/P é alterada) (KORELESKI; SWIATKIEWICZ,
2005).

A vitamina D3 ndo é um horménio propriamente dito, mas atua como tal no
metabolismo do célcio. Sua forma ativa regula o crescimento e diferenciacao das células
do tecido 6sseo (condrogénese e osteogénese), 0 metabolismo e a homeostase do calcio
(aumenta os niveis de célcio no sangue, estimulando a sintese de proteina ligadora de calcio
e a absorcdo pelo intestino) (GIULIANI; BOLAND, 1984; CHEN et al., 2021). Atua,
juntamente com outros fatores, na liberacdo das vesiculas extracelulares, na ativacdo de
proteinas quinases e na indugédo de apoptose. Aves deficientes em vitamina D3 apresentam
lentiddo na formacdo e remodelacdo dos 0ssos. Esses processos sdo regulados
principalmente pelo PTH, mas a 1,25-(OH).Ds parece ser necesséria para que ocorram
corretamente. No processo de regulacdo da homeostase do calcio pelo PTH a vitamina D3
atua como fator de transcrigdo e expresséo de transportadores de calcio (via génica), além
de causar diretamente o aumento da absorcao ao ligar-se com o receptor (via ndo génica).
Também estimula aumento da reabsorcdo Ossea e reducdo na excregdo renal de célcio
(WIDEMAN et al., 2015; ADHIKARI et al., 2020; CHEN et al., 2020).

A Vitamina D, na forma de 25-(OH).Dz € depositada na gema pela matriz, para ser
usada pelo embrido em desenvolvimento (VIEIRA, 2007, FATEMI et al., 2020).
Teoricamente o0s rins s6 produziriam 1,25-(OH).Dz aos 9 dias de incubacdo (BISHOP;
NORMAN, 1975), mas no trabalho de Chen et al. (2021), a utilizacdo das duas formas de
vitamina D3 tiveram 0 mesmo efeito sobre o desenvolvimento (6sseo, adiposo e muscular),
indicando que o embrido aos 3 dias foi capaz de converter 25-(OH)2Ds em 1,25-(OH)2D3
antes mesmo da formag&o completa dos rins.

Os efeitos da temperatura de incubacdo sobre os niveis ou o0 metabolismo da
vitamina Dz néo sdo muito abordados pelos pesquisadores na literatura. Fatemi et al. (2020)
trabalharam no sentido oposto, avaliando a influéncia da fonte de vitamina D3 injetada in

ovo sobre a temperatura do embrido, mas ndo foram observadas diferencas significativas.
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Por outro lado, Yair et al. (2015) encontraram aumento no consumo de minerais da gema
e nas cinzas e rigidez dos 0ssos de frangos ao abate apds injetar in ovo uma combinacéo de

vitamina D3 e minerais trago na forma orgénica.

j) Interagdes entre os hormonios reguladores do metabolismo de célcio e fosforo

As concentragbes plasmaticas do Ca?* e do PO4* devem ser mantidas dentro de
limites muito estreitos para que atuem corretamente: a concentracdo varia menos que 5%
em condic¢des normais e o balango é zero (quantidade excretada é reposta pela absorvida
no intestino). Participam da regulagdo os horménios PTH e calcitonina (mecanismo ainda
ndo totalmente elucidado) e a vitamina D3 e seus metabolitos (1,25-dihidroxicolecalciferol,;
1,25(0OH).D3 ou colecalciferol). Hormonios estrogénicos, androgénicos e prostaglandinas
também atuam no metabolismo do calcio. Os receptores para 0 metabolismo do calcio
encontram-se no intestino delgado, 0ssos e rins. Os hormdnios regulam os fluxos de célcio
entre esses trés 6rgdos e o fluido extracelular, controlando a deposigéo e reabsorgéo 6ssea,
a absorcdo intestinal, a excrecdo renal e o transporte de calcio, fosfato e magnésio entre o0s
6rgdos (PARSONS; POTTS JUNIOR, 1972; PROSZDOWIEC-WEGLARZ; ANGEL,
2013; PIZAURO JUNIOR et al., 2017a; CHEN et al., 2020).

A reabsorc¢do renal de célcio e fosforo € regulada pelo PTH sem a participagédo da
vitamina Ds. A maior parte do célcio ndo ligado a proteina € filtrado e reabsorvido pelos
rins até que a capacidade seja atingida e o excedente, excretado. 1sso ocorre sem a acdo de
hormdnios, visto que o PTH regula apenas os estagios finais do processo (LUENGO et al.,
1991; BOUILLON et al., 2003; MOE, 2008).

Quanto a homeostase do calcio no tecido esquelético, ha dois processos
reguladores. O primeiro é a acdo do PTH e vitamina D3 sobre as células 6sseas para regular
a troca de calcio soltvel entre 0 0sso e o fluido extracelular. O segundo € a remodelagédo
Ossea (reabsorcdo pelos osteoclastos e formacgdo pelos osteoblastos) para manter a
integridade mecénica do 0sso (GIULIANI; BOLAND, 1984; ADHIKARI et al., 2020).

Os ostedcitos encontram-se aprisionados no tecido 0sseo e se comunicam por
canaliculos preenchidos por fluido extracelular. Esse fluido tem saturacdo de calcio menor
que o fluido extracelular do organismo, o que pode causar difuséo do célcio por gradiente
de concentracdo do Gltimo para o primeiro. Os ostedcitos possuem receptores para PTH e
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existem mecanismos pelos quais o calcio pode ser transportado para o fluido extracelular
para manter a homeostase. Os osteoclastos também contribuem solubilizando o célcio ao
reabsorver o 0sso. A transferéncia para fora do tecido 6sseo pode ocorrer por difusdo ou
por bombas de calcio, ambos regulados por PTH e outros horménios (BOUILLON et al.,
2003; PIZAURO JUNIOR et al., 2017a).

A homeostase do fosfato em aves ainda ndo € bem compreendida, embora saiba-se
que seu metabolismo esta diretamente ligado ao do calcio. Frangos com deficiéncia de
fosforo apresentam baixos niveis plasmaticos de fosfato, o que estimula a produgao de la-
hidroxilase renal, ativando a sintese de vitamina D3 e, consequentemente, aumentando a
absorcdo de fosfato no intestino e a reabsor¢do nos rins e 0ssos (PROSZDOWIEC-
WEGLARZ; ANGEL, 2013). Os rins tém papel crucial nas alteracGes dos niveis e na
absorcao de fosfato, comprovado pelo fato de que 90% do ultrafiltrado do plasma é fosfato.
Como a maior parte € difusivel e filtravel, facilmente € eliminado pelos rins em caso de
excesso. Em condigbes normais, a quantidade excretada na urina é igual a absorvida no
intestino (BILEZINKIAN et al., 2019).

De maneira geral, todo o processo de formagdo e o desenvolvimento Gsseo é
controlado por hormonios e fatores biologicos. O GH, a insulina, os horménios sexuais, 0s
tireoidianos e o corticosterona atuam especialmente sobre as células Osseas (divisao,
maturacdo, atividade, sintese de proteinas e apoptose) ou sobre o metabolismo energético.
Esses hormonios interagem por feedback. A calcitonina, o PTH e a vitamina D3 regulam a
homeostase do calcio e do fosforo, garantindo que seus niveis plasmaticos sejam adequados
para a mineralizacdo 6ssea. Também interagem fortemente por feedback. Os hormonios
sdo sintetizados em diferentes momentos da vida embrionaria e podem ser afetados pela
temperatura de incubacg&o, o que pode prejudicar o desenvolvimento 6sseo.

2.1.4 Utilizacdo dos minerais do ovo para o desenvolvimento 0sseo

Na mineralizacdo 6ssea que ocorre durante a incubacgdo, os minerais que seréo
utilizados pelo embrido séo obtidos a partir dos componentes do ovo (FREEMAN; VINCE,
1974; TUAN, 1987). A ave deposita os nutrientes através do ovario (gema) ou do oviduto

(albumen, casca e membranas) (YAIR et al., 2015). Esses nutrientes séo limitados e
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dependem da genética, da idade e da nutri¢do da matriz (VIEIRA, 2007; YAIR et al., 2017;
TORRES; KORVER, 2018).

a) Minerais envolvidos na formacéo 6ssea

Arigidez do tecido dsseo € resultante da deposicéo de célcio e fésforo, na forma de
hidroxiapatita, durante o processo de mineralizagdo. A maior parte do célcio e fésforo do
organismo esta nos 0ssos, mas existe uma pequena fracdo nos fluidos intra e extracelulares
que tem papel importante nas fungdes fisiologicas (BHAGAVAN, 2002; RYAN et al.,
2015).

O calcio é o mineral encontrado em maior quantidade e de maior exigéncia na dieta
de aves, dado seu uso na calcificacdo do tecido 6sseo em frangos de corte e formacédo da
casca do ovo nas poedeiras. Uma fragdo do Ca?* do esqueleto e do peridsteo formam o pool
de Ca?* missiveis, trocados livremente para alimentar a homeostase do calcio. Outra fragdo
encontra-se nas células (livre ionizado; complexado com &cidos organicos, citrato e fosfato;
ou ligado a proteinas) e no fluido extracelular. A forma ionizada do calcio (Ca?*) atua na
integridade e transporte das membranas, na coagulacdo sanguinea, na liberacdo de
hormdnios e neurotransmissores, na ativacao e regulagcdo de enzimas, na transmissao de
impulsos nervosos e na contragdo muscular (BOUILLON et al., 2003; PROSZDOWIEC-
WEGLARZ; ANGEL, 2013).

O fosforo € componente de sais inorganicos dos ossos e dos fosfolipidios de
membrana, atua no transporte de energia, nos acidos nucleicos, na regulacdo de enzimas e
na ligacdo do oxigénio a hemoglobina. Encontra-se nos 0ssos e nos tecidos moles, na forma
de fosfato. Pode estar livre, ligado as proteinas ou complexado com célcio e magnésio. Os
alimentos usuais para aves tém quantidades suficientes de fosforo, sendo rara a deficiéncia
(PIZAURO JUNIOR et al., 2017a; BILEZINKIAN et al., 2019).

Existem ainda elementos trago essenciais para a adequada formagao e manutencao
do tecido 6sseo: 0 zinco, o cobre, 0 manganés e o0 magnésio. Esses elementos participam
de metaloenzimas que sdo componentes estruturais ou cataliticos na formacao de tecidos
(BHAGAVAN, 2002).

O manganés (Mn) é o mineral traco cuja atuacao é objeto de discordancia entre os
estudiosos. Sua deficiéncia leva a alteracbes morfofisiologicas espécie-especificas, o que
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indica que as aves tenham uma exigéncia maior que os mamiferos. Além disso a absor¢édo
parece ser afetada por outros componentes da dieta como o fitato, que atua como agente
quelante forte e impede a absorcdo de diversos ions metalicos. O manganés é cofator de
enzimas que participam da sintese de cartilagem hialina do tecido ésseo. Logo, sua
deficiéncia leva a reducdo na matriz organica dos 0ssos e da casca dos ovos. Também
ocorre a redugdo da atividade da Fosfatase Alcalina no tecido 6sseo, o que resulta em
perose nas aves (LEACH et al., 1969; BHAGAVAN, 2002).

O magnésio (Mg) é um nutriente pouco estudado, provavelmente porque esta
presente em quantidades razoaveis nas dietas comuns de frangos. Seu metabolismo esta
ligado ao do Ca e P, sendo que altos teores de Mg atrapalham a relacdo Ca: P necesséaria
para a adequada formacdo Ossea (HESS; BRITTON, 1997; SHASTAK;
RODEHUTSCORD, 2015) e pode reduzir a atividade do PTH em aves adultas (HESS;
BRITTON, 1997), mas ndo em embrides e seus niveis no 0sso parecem ser regulados pelas
células do tecido (RAMP et al., 1977).

O zinco atua no tecido esquelético estimulando a formac&o 6ssea pelos osteoblastos
e inibindo a reabsorcdo pelos osteoclastos, o que aumenta a massa do tecido. E cofator de
enzimas importantes para o desenvolvimento 0sseo e estimula a diferenciacdo dos
osteoblastos e a expressdo de enzimas que participam na regulacdo da formacao dos cristais
de hidroxiapatita durante o crescimento dos ossos longos (BHAGAVAN, 2002; KWUN et
al., 2010; LIU et al., 2013).

O cobre, quando em falta, causa anormalidades e maior susceptibilidade a fraturas.
Seus niveis no organismo dependem da concentracdo na dieta e das concentracdes dos
antagonistas que competem pela absor¢do e uso no metabolismo (MIR et al., 2007;
GUCLU et al., 2008).

O ferro participa do metabolismo energético oxidativo celular como componente
das proteinas hemoglobina e mioglobina, responsaveis pelo transporte de oxigénio, e de
enzimas de oxi-redugéo (YAIR; UNI, 2011).

b) Minerais da casca

A casca do ovo é formada por 98,2% de célcio, 0,9 % de fésforo e 0,9% de

magnésio, além de pequenas quantidades de minerais traco como cobre, zinco, manganés
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e ferro (VIEIRA, 2007). Embora a casca seja composta basicamente por cinzas e sirva de
reserva, a maioria dos minerais nela contidos séo indisponiveis para o embrido (YAIR;
UNI, 2011). Dela pode ser extraida grande quantidade de célcio, pequena porgdo de
magnésio e muito pouco de Fe, Mn e P (YAIR et al., 2015).

A casca é a fonte primaria de célcio para o embrido (OLIVEIRA et al., 2015;
TORRES; KORVER, 2018). Do 13° dia até a eclosdo, 80% do célcio é obtido da casca (de
forma acentuada entre os dias 14 e 18) e o restante da gema. Apesar da maioria dos minerais
traco serem depositados na gema, o cobre também é encontrado na casca e membranas,
onde atua garantindo a estrutura e a sintese e manutencdo da matriz coldgena e pode ser
mobilizado pelo embrido para utilizacdo no desenvolvimento 6sseo (VIEIRA, 2007).

Essa mobilizagdo é feita atraveés da membrana corioalantéide (MCA), se inicia por
volta do 12° dia e atinge o apice no 17° dia (TORRES; KORVER, 2018). A MCA é um
tecido altamente vascularizado, responsavel pela respiracéo e troca de calor do embriédo
com o0 meio externo, além da translocacdo do calcio para a circulacdo do embrido. Sua
ligagdo com a superficie interna da casca do ovo torna-se completa a partir do 12° dia de
incubacéo, permitindo a mobilizacdo dos minerais ali presentes (KERSCHNITZKI et al.,
2016; TORRES; KORVER, 2018; HALGRAIN et al., 2022).

A membrana expressa a enzima anidrase carbonica, que acidifica areas especificas
do interior da casca, dissolvendo o carbonato de calcio até gerar célcio livre, tornando-o
disponivel para o embrido (SZELESZCZUK et al., 2016). O mecanismo que se segue ainda
ndo esta completamente elucidado, podendo ocorrer por trés possiveis vias: o calcio livre
seria captado por proteinas calcio-ligantes, Ca2+-ATPases e pela anidrase carbonica e
entdo translocado através da membrana corioalantéidea (GABRIELLI; ACCILI, 2010;
TORRES; KORVER, 2018).

Por intermédio da vitamina D3, 0 célcio é transportado para a gema antes de ser
absorvido pelo pintinho (RICHARDS; STEELE, 1987; TUAN, 1987; OLIVEIRA et al.,
2015). Assim, durante a Ultima semana da incubagao o teor desse mineral aumenta no saco
vitelinico e no plasma enquanto diminui na casca (FREEMAN; VINCE, 1974; TUAN,
1987; MUIR; GROVES, 2017).

De fato, ao longo da incubagéo ocorrem varia¢des nas concentracoes de quase todos
0s minerais da casca. A concentracdo do calcio e magnésio reduzem enquanto a do fosforo

aumenta. Esse resultado do fosforo ocorre porque, até a eclosdo o peso total da casca
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diminui, logo, se um nutriente ndo é utilizado, sua concentracdo aumentaré. Os niveis de
boro, ferro e zinco ndo sdo alterados (SZELESZCZUK et al., 2016). Conforme a casca é
desmineralizada ocorre reducdo em seu peso, espessura e forca, o que facilita o processo
de ruptura gque precede a eclosdo (BARBOSA, 2011; HALGRAIN et al., 2022).

¢) Minerais da gema

A gema é composta principalmente por agua (50%) lipidios (33%) e proteinas
associadas a eles (17%). A vitelogenina € uma proteina bastante importante, pois sofre
protedlise no ovo, gerando lipovitelina e fosfovitina (VIEIRA, 2007). Essa Ultima contém
fésforo, ferro e aminoacidos, representando 80% do fosforo da gema e sendo a principal
fonte desse mineral para o desenvolvimento dsseo do embrido (LI et al., 2014). As cinzas
representam pouco mais de 1% da gema, e sdo compostas principalmente por célcio,
fésforo e potéssio. A maioria dos minerais trago se encontra na gema (YAIR; UNI, 2011;
TORRES; KORVER, 2018).

O saco vitelinico é a principal fonte de minerais durante a incubagéo, fornecendo a
maioria do P, Zn, Cu, Mn e Fe (YAIR et al., 2015). Esses minerais sdo consumidos quase
que totalmente até o dia 17, ap0s isso 0 consumo € reduzido e restam apenas pequenas
quantidades para o uso no fim da incubacdo (YAIR; UNI, 2011; TORRES; KORVER,
2018). ConcentragOes ainda mais reduzidas de minerais permanecerdo na gema residual,
que o pintinho utilizard nos primeiros dias de vida para continuar seu desenvolvimento
0sseo (YAIR; UNI, 2011). Uma pequena parte do calcio necessario para formacao dssea é
proveniente da gema e esse € utilizado antes que o da casca. Conforme mencionado, no fim
daincubacéo, ao contrério do que acontece com os outros minerais da gema, a concentracao
de calcio permanece alta, gracas a chegada do contetido mobilizado da casca (OLIVEIRA
etal., 2015).

Diferente do que ocorre com 0s minerais da casca, a absor¢do dos minerais da gema
tem inicio ja na primeira semana de incubacdo e prossegue por todo o periodo do
desenvolvimento embrionéario (YAIR; UNI, 2011). A mobilizacdo do fdsforo, por
exemplo, atinge seu maximo entre os dias 13 e 17, simultaneamente ao maior
desenvolvimento 6sseo do embrido (TORRES; KORVER, 2018).

Os embrides obtém os minerais da gema através dos vasos sanguineos presentes na
membrana do saco vitelinico (KERSCHNITZKI et al., 2016; HALGRAIN et al., 2022).
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Para utilizacdo do fdsforo, a fosfovitina é desfosforilada e o mineral é entdo transportado
pelos vasos sanguineos da membrana do saco vitelinico até a circulagdo do embrido, mas
esse processo ainda ndo esta totalmente elucidado. O transporte provavelmente é realizado
por um cotransportador de sodio-fosfato (NPT2b). Durante a segunda semana de
incubacdo, 90% do Cu, Zn e Mn da gema também serdo mobilizados pelo embrido
(TORRES; KORVER, 2018).

Ao avaliar as modificagdes nos minerais da gema ao longo da incubagéo (do dia 0
a 17,5), Hopcroft et al. (2019) observaram que as concentracdes de Fe, P e Zn diminuiram
enguanto que as de calcio, magnésio e estréncio aumentaram. As concentragdes de Cu, K
e Na aumentaram até o dia 6,5 e depois diminuiram. O Mn ndo foi alterado. Os autores
esclareceram que, além da utilizagdo pelo embrido, também ocorre mobilizacdo de reservas
da casca e influxo de nutrientes entre o albimen e a gema.

Com excecdo do calcio, o conteddo mineral da gema € insuficiente para garantir o
desenvolvimento do esqueleto. Assim, no fim da incubagéo ocorre estagnagéo ou piora nas
caracteristicas mecéanicas e morfométricas da tibia e do fémur, dada a pouca
disponibilidade de minerais para formacgdo (YAIR et al., 2012). Uma estratégia sugerida
por alguns autores para contornar esse problema € a nutri¢cdo in ovo. Yair et al. (2013)
demonstraram que enriquecer 0 ovo com minerais durante a incubagdo melhora a
mineralizagdo e as propriedades mecénicas 6sseas do embrido. Em outro estudo, Yair et al.
(2015) injetaram minerais organicos e inorganicos (e vitamina D3) aos 17 dias nos ovos e
também perceberam aumento no contedo mineral da gema, maior consumo de minerais
pelo embrido e melhoria nas caracteristicas do 0sso (contetdo de cinzas e resisténcia
6ssea), independente da natureza do mineral.

Um fator que deve ser considerado, visto que pode afetar a utilizacdo dos minerais
da gema é a temperatura de incubacdo. Shokraneh et al. (2020) ressaltam que temperaturas
de casca elevadas durante os ultimos dias podem aumentar a demanda do embrido por
minerais no periodo proximo da eclosdo, fase na qual esse estoque esta quase esgotado. A
morfologia do intestino delgado (altura de vilos e profundidade de criptas) e a expressao
de genes responsaveis pelo transporte de nutrientes em pintinhos também podem ser
prejudicadas pela alta temperatura (39,6° C a partir do 13° dia), o que afeta a capacidade

absortiva e reduz a utilizagdo do conteudo da gema (BARRI et al., 2011).



37

d) Minerais do albimen

O albdmen é constituido principalmente por dgua (88%) e proteinas. Lipidios,
vitaminas e minerais representam uma pequena fracdo desse componente. Cerca de 4% do
conteldo é de ions inorganicos como o0 potassio, sodio, enxofre e cloro em maiores
quantidades e fdésforo, céalcio, manganés, magnésio e ferro em teores quase imperceptiveis
(WILLEMS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Geralmente os minerais em sua forma organica sdo depositados no albumen, e os
inorganicos na gema (VIEIRA, 2007; YAIR; UNI, 2011). Os nutrientes do albumen sédo
misturados aos do fluido amniético e transportados para o saco vitelinico e sé entdo sdo
absorvidos pelo embrido (UNI et al., 2012; WILLEMS et al., 2014).

Basicamente, os minerais do ovo sdo utilizados para formar os 0ssos. Da casca o
embrido obtém quase todo o Ca e Mg de que precisa (e outros minerais em pequenas
quantidades, jA que maioria esta indisponivel), enfraquecendo-a enquanto fortalece o
esqueleto. A mobilizacdo do célcio ocorre através da MCA. A gema é a principal fonte da
maioria dos minerais (P, Zn, Cu, Mn e Fe), que sdo absorvidos pelo embriédo a partir da
membrana do saco vitelinico (MSV). O P da gema se encontra majoritariamente ligado a
proteina fosfovitina. O albumen possui poucos minerais em sua composi¢ao, mas é de onde
vem a maioria do Na e K. Os minerais devem ser mobilizados, transportados até a gema e
entdo para a circulacgdo, convertidos em cristais e depositados no 0sso. A temperatura de

incubacao parece afetar a utilizagdo dos nutrientes do ovo, especialmente da gema.

2.2. TEMPERATURA DE INCUBACAO

Para que o embrido no ovo fecundado se desenvolva € necessario promover
condi¢des ideais dentro da maquina de incubacdo. Os fatores fisicos que devem ser
controlados sdo a umidade relativa do ar, a ventilacdo, os niveis de oxigénio e gas
carbonico, a viragem dos ovos e a temperatura. Todos os fatores estdo relacionados entre
si e afetam o embrido (DECUYPERE; MICHELS, 1992; LOURENS et al., 2007;
MOLENAAR et al., 2011).

A temperatura de incubacéo diz respeito a temperatura em que o ar no interior da
maquina sera mantido e tem como objetivo final garantir a temperatura ideal do embrido
(MEIJERHOF; VAN BEEK, 1993). Esse fator exerce um papel fundamental no controle
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da taxa de desenvolvimento e crescimento embrionario, além de interferir no rendimento
da incubacédo e qualidade dos pintos (MEIJERHOF, 1999).

a) Temperatura ideal

A temperatura é o fator da incubagdo mais conhecido desde o antigo Egito. Ainda
assim ndo se sabia ao certo como ela deveria ser controlada, o que causava grande variagdo
nos resultados. Além disso, pouco se sabia sobre 0s outros fatores a serem manipulados na
incubadora, entdo o0 sucesso ou fracasso da incubacdo eram atribuidos totalmente a
temperatura (BAROTT, 1937). A partir do estudo de Barott (1937) foi definido que a
temperatura que promovia os melhores resultados era 100°F / 37,8° C, que inclusive estava
abaixo da preconizada até entdo. A partir desse estudo, tal temperatura se tornou padrdo
nos incubatdrios. Posteriormente alguns programas passaram a sugerir a reducdo de 1°C
nos altimos 3 dias, ja proximo do momento da eclosdo (FRENCH, 1997).

Muitos estudos testaram temperaturas abaixo e acima desse valor (LOURENS et
al., 2005; VAN DER POL et al., 2014; VAN DEN BRAND et al., 2019) analisando os
efeitos sobre as mais diversas caracteristicas, mas nunca ficou estabelecido que a
temperatura deveria ser modificada, embora ainda h4 muito dos efeitos metabdlicos para

serem elucidados.

b) Temperatura da maquina x temperatura do embrido

Usualmente se mensura a temperatura do ar dentro da maquina (TM). Porém,
pesquisas vém mostrando que ocorrem variagdes bastante significativas entre os ovos de
acordo com a localizagdo de cada um dentro da maquina, o que pode causar diferentes
respostas metabdlicas. Assim, recomenda-se que, ao invés da TM, a temperatura do
embrido (TE) seja usada como guia (LOURENS et al., 2005).

A TE pode ser medida pelo liquido corioalantdide, pela temperatura cloacal do
embrido ou pelo fluxo sanguineo dos vasos da membrana corioalantdide com sondas
(JANKE et al., 2002). Um método mais facil, menos invasivo e bastante eficaz é a
mensuracao da temperatura da casca do ovo (TCO) (LOURENS et al., 2005; MEIJERHOF,
2013). Embora a temperatura da casca e a temperatura do embrido ndo sejam idénticas, séo
consideradas equivalentes (MEIJERHOF; VAN BEEK, 1993; LOURENS et al., 2007).
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E importante salientar que a medig&o nos primeiros dias ndo € fidedigna porque a
producdo de calor pelo embrido é baixa e a rede de vasos ainda € incipiente, entéo a casca
¢ aquecida mais rapidamente que o embrido. O desenvolvimento dos vasos sanguineos
promove maior transferéncia do calor do embrido para a casca e entdo a semelhanca entre
as temperaturas de ambos aumenta (MEIJERHOF, 2013).

c¢) Fatores que afetam a temperatura do embrido

A temperatura do embrido sofre influéncia de diversos fatores como a temperatura
de incubacdo; a quantidade de calor perdido na evaporacdo; a producéo de calor metabdlico
do embrido e condutividade térmica do ovo (determinada pela temperatura e umidade em
torno do ovo, a condutancia da casca e a velocidade do ar) (MEIJERHOF; VAN BEEK,
1993; LOURENS et al., 2011).

Quanto a producdo de calor, Decuypere et al. (2013) afirmam que embribes sob
temperatura adequada se comportam seguindo um padrdo. Ha uma elevacdo gradual na
producdo a partir do quarto dia, que se transforma em rapido aumento na segunda semana.
Aos 9 dias de incubacéo a TE pode ultrapassar a TM (HULET; MEIJERHOF, 2001), dai a
importancia de se guiar pela TCO ao invés da TM. Ao atingir 80% do periodo de incubagéo
0 embrido chega a uma fase em que ha baixa disponibilidade de Oz, 0 que desacelera a taxa
metabolica, causando estagnacdo da producdo de calor. Esse periodo é conhecido como
fase platd (JANKE et al., 2002).

Conforme o fim da incubacdo se aproxima o embrido aumenta de tamanho,
resultando em nova elevacéo na taxa metabolica e consequentemente, na produgéo de calor.
Esse efeito é acentuado quando a temperatura de incubacdo é mais alta do que deveria
(MEIJERHOF; VAN BEEK, 1993; LOURENS et al., 2007). Nessa fase, 0 baixo nivel de
0> e alto nivel de CO> parecem estimular a bicagem interna, a partir da qual a producdo de
calor volta a aumentar até a ecloséo, dessa vez de forma bastante acentuada (MOLENAAR
etal., 2013).

Um fato que deve ser destacado é o de que a ontogenia da termorregulacdo dos
frangos se inicia na incubacdo, por volta dos 5 dias, mas s6 se completa por volta dos 14
dias pds-eclosdo. O embrido, portanto, € capaz de reagir até certo ponto as alteracfes na

temperatura, mas nao tolera desvios muito grandes (TZSCHENTKE; 2007).
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d) Consequéncias das temperaturas ndo ideais

Temperatura e resultados da incubacgéo

Temperaturas acima ou abaixo da ideal podem promover alteracdo na producéo de
calor do embrido, queda nos indices da incubacdo, ma formacdo e qualidade do pinto
(BAROTT, 1937; LOURENS et al., 2007; VAN DEN BRAND et al., 2019), redugédo no
peso corporal e no peso relativo do coracdo (SHIM; PESTI, 2011; VAN DEN BRAND et
al., 2021), alteracdo na eficiéncia de utilizacdo dos componentes da gema (OVIEDO-
RONDON et al., 2008a; DAYAN et al., 2020) e nos horménios da tireoide (WILLEMSEN
et al., 2010; AL-RUKIBAT et al., 2017).

Tais consequéncias dependem do grau e tempo de exposi¢do a temperatura ndo
ideal. Embrides submetidos a temperatura de 38,9 °C a partir do 8° dia de incubagao tém
seu desenvolvimento comprometido e apresentam pior qualidade ao nascer, com maior
gema residual, menor peso do corpo sem gema residual (YFBM) e menor peso do cora¢ao
e do figado (VAN DEN BRAND et al., 2021).

E importante ressaltar que os embrides sd0 mais sensiveis as temperaturas altas do
que baixas e a sensibilidade aumenta com a idade. Ocorre a morte do embrido quando sua
temperatura interna atinge 46,5°C. Devido a producao de calor, essa temperatura € atingida

mais rapido nos embrifes mais velhos (FRENCH, 1997).

Temperatura x metabolismo de nutrientes

Para utilizar os nutrientes da gema o embrido dispde de diferentes vias metabolicas,
dependendo de suas demandas ao longo do desenvolvimento e da formacéo dos anexos
embrionarios. O metabolismo dos nutrientes estd diretamente relacionado a diversos
fatores internos e externos ao ovo, especialmente a temperatura de incubacdo e a
disponibilidade de oxigénio (BAROTT, 1937; LOURENS et al., 2007).

A presenga de oxigénio no interior do ovo depende do desenvolvimento das
membranas extraembrionarias, sendo que a respiracdo do embrido é desempenhada por
diferentes tecidos entre o inicio e o fim da incubacdo. Na primeira semana o metabolismo
embrionario ainda € pouco significativo e as poucas trocas gasosas sdo realizadas pela

membrana do saco vitelinico, que é a primeira estrutura a se formar (CIROTTO; ARANGI,
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1989). Por volta do quarto dia, o alantoide se funde ao corio, iniciando o desenvolvimento
da membrana corioalantdide, mas sua formagdo completa s6 se da entre 10 e 12 dias
(BURTON; TULLET, 1985). Portanto, até o 10° dia de incubacdo a producdo de calor é
irriséria e a temperatura do ovo é igual ou ligeiramente menor que a do ambiente
(LOURENS et al., 2007).

Apos sua completa formagdo a membrana corioalantdide assume o papel principal
na respiracdo, garantindo o méaximo aporte de oxigénio que permite 0 aumento rapido da
taxa metabolica e do crescimento do embrido (TAZAWA, 1980; BURTON; TULLET,
1985). Entretanto, aproximadamente no 16° ou 17° dia de incubacdo o metabolismo e a
demanda por oxigénio se tornam tdo altas que superam a capacidade dos Orgdos de
respiracdo. Além disso existem barreiras para a difusdo dos gases atraves da casca que
limitam a entrada de oxigénio. Assim, entre os dias 17 e 19 ocorre a ja& mencionada fase de
platd, com estagnacdo no consumo de oxigénio, na taxa metabdlica e na producéo de calor
(JANKE et al., 2002).

Embora o consumo de oxigénio se estabilize durante o platd, a demanda segue
aumentando, dado o acelerado desenvolvimento embrionario. A alta exigéncia associada a
condicdo momentanea de hipdxia induz a bicagem interna e a transicao para a respiracao
pulmonar. Apds iniciada, a transigdo se completa em cerca de 24 horas, aumentando a
disponibilidade de oxigénio para o embrido e permitindo que a taxa metabdlica e producéo
de calor voltem a crescer (TAZAWA, 1980; BURTON; TULLET, 1985).

Os horménios da tireoide: triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) estdo envolvidos no
aumento do metabolismo, no consumo de oxigénio e na transicdo para a respiracdo
pulmonar (BURTON; TULLET, 1985).

Ao longo da maior parte da incubacdo a fonte de energia mais utilizada pelo
embrido é a oxidacdo de lipidios, que se encontram em grande quantidade na gema do ovo.
Porém, essa via tem alta demanda por oxigénio. Assim torna-se impossivel sua realizacdo
no inicio e, principalmente, no fim da incubacgdo, quando os niveis sdo insuficientes.
Durante essas fases o embrido utiliza a via glicolitica aerdbica ou anaerdbica,
metabolizando os carboidratos; ou a gliconeogénese, formando glicose a partir de
compostos provenientes das proteinas (LOURENS et al., 2007; MAATJENS et al., 2017).

Nesse sentido, é evidente que 0 aumento da temperatura representa crescimento na

taxa metabdlica e na producdo de calor, devido ao excessivo consumo de oxigénio. Nessas
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situagdes ocorrem alteragGes no metabolismo dos nutrientes dos embrides (OLIVEIRA et
al., 2008; MOLENAAR et al., 2013), podendo prejudicar o desenvolvimento embrionario
e posterior desempenho da ave apds a eclosdo (LOURENS et al., 2007).

Quanto aos carboidratos, TCO acima de 38,9° C reduzem as reservas de glicogénio
hepatico no fim da incubacdo. Essas reservas sao utilizadas para gerar energia, dada a alta
demanda energética e a pouca disponibilidade de oxigénio (MAATJENS et al., 2017). O
resultado € um menor aporte de glicose e consequentemente, de energia necessaria no
momento da eclosdo (MOLENAAR et al., 2011; MOLENAAR et al., 2013; MAATJENS
et al., 2014b). Molenaar et al. (2013) confirmaram, por meio da injecdo de glicose com
carbonos marcados, que a exigéncia e oxidacdo de glicose sdo maiores em embrides
submetidos a alta temperatura (38,9°C).

As temperaturas de incubacdo elevadas também afetam indiretamente o
metabolismo de proteinas (MOLENAAR et al., 2013). A baixa concentragédo de glicose em
situacdes de alta exigéncia para producdo de energia induz a mobilizacdo de aminoécidos
para gliconeogénese ou geracdo de energia. A mobilizacdo prejudica a deposicdo de
musculos do embrido e o peso relativo de 6rgdos como o coragcdo (MAATJENS et al.,
2014a). A utilizacdo de aminoacidos é comprovada pelo aumento nos niveis de acido urico
sanguineos (MOLENAAR et al., 2011; MOLENAAR et al., 2013). A consequéncia da
incubacdo em condi¢Ges inadequadas costuma ser o pintinho com menor YFBM, indicando
piora na eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes disponiveis no ovo (LOURENS et al., 2007;
MOLENAAR et al., 2011).

Temperatura x desenvolvimento embrionario

Existem diversos estudos relacionando a temperatura de incubagédo e o
desenvolvimento embrionario. Segundo Lourens et al. (2005) a temperatura baixa na
primeira semana causa retardo no desenvolvimento embrionario e tanto a eclodibilidade
quanto o desenvolvimento embrionério pioram quando a temperatura ndo é mantida
constante ao longo da incubagéo.

Até a segunda semana, aumentar a temperatura de incubacédo produz uma resposta
quase imediata sobre o metabolismo embrionario, aumentando-o (LOURENS et al., 2006).
Na terceira semana, entretanto, por mais que a temperatura seja alterada, a demanda por

oxigénio ja é tdo alta que geralmente ndo pode ser atingida. Assim, o efeito da concentracéo
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de oxigénio tem maior importancia que o da temperatura nessa fase (LOURENS et al.,
2007).

Maatjens et al. (2016 e 2017) defendem que pode ser benéfico para a fisiologia do
embrido reduzir a temperatura de incubagdo para 35,5 ou 36,7 °C apds os 15 dias de
incubagdo. Dessa maneira 0s autores obtiveram melhores resultados de YFBM e peso de
6rgdos a eclosdo. Por outro lado, Lin et al. (2017) afirmam que temperaturas um pouco
acima da ideal no inicio da incubacdo (38,1°C do dia 0 a 5) podem melhorar a
vascularizacdo da membrana do saco vitelinico e corioalantéide durante a incubacéo, além
de melhorar a conversdo alimentar e 0 musculo peitoral durante a vida da ave. Segundo
Gao et al. (2013) condicBes inadequadas de incubagdo também podem promover estresse
oxidativo devido a maior producéo de calor no fim da incubagdo apds o inicio da respiracéo
pulmonar.

Dentre os fatores fisicos da incubacdo a temperatura € um dos mais explorados. A
temperatura considerada ideal é 37,8°C e desvios nesse padrdo podem provocar uma serie
de problemas nos embrides e futuros frangos. Guiar a incubagéo pela temperatura da casca
ao invés da maquina é mais eficaz para garantir que o embrido estara no ambiente mais
propicio para seu desenvolvimento. Fatores como a producdo e perda de calor, a
condutividade térmica e a préopria regulacdo da maquina afetam a forma como o calor chega
para 0 embrido. Quando a temperatura € desviada do 6timo (dependendo do grau, do
momento e do tempo de exposi¢do) podem ocorrer problemas na producdo de calor, no
desenvolvimento embrionario e na utilizacdo de nutrientes, impactando os resultados da

incubacao e qualidade do pinto. Embrides parecem ser mais sensiveis as temperaturas altas.

2.3. EFEITOS DA TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO OSSEO DE EMBRIOES

Se a temperatura afeta 0 metabolismo como um todo, obviamente atua também
sobre o desenvolvimento 6sseo (SGAVIOLI et al., 2016; MORITA et al., 2020). Muitos
autores observaram mudancas na ossificacdo e mineralizacdo ao variar a temperatura de
incubacdo (BROOKES; MAY, 1972; YALCIN; SIEGEL, 2003; YALCIN et al., 2007;
HAMMOND et al., 2007; OVIEDO-RONDON et al., 2008a; OVIEDO-RONDON et al.,
2008b; OVIEDO-RONDON et al., 2009; AL MUSAWI et al., 2012; GROVES; MUIR,
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2014; VAN DER POL et al., 2014; GROVES; MUIR, 2016; IPEK; SOZCU, 2016;
OZNURLU et al., 2016; SGAVIOLI et al.,, 2016; MUIR; GROVES, 2017; MUIR,;
GROVES, 2019; GUZ et al., 2020)

Entretanto os efeitos ndo sdo consenso entre 0s pesquisadores (Tabelas 1 e 2). Tais
diferencas nos resultados refletem as inumeras variacbes nas metodologias dos
experimentos, como diferentes temperaturas, periodo e duragéo da alteracdo, ter como base
a temperatura da maquina ou da casca, linhagem das aves testadas, parametros 0sseos
avaliados, entre outros (GROVES; MUIR, 2014 e 2016; VAN DER POL et al., 2014).

2.3.1 Temperatura alta e o desenvolvimento dsseo na incubagao

Os embrides sdo muito sensiveis as varia¢des de temperatura acima da considerada
ideal (37,8°C) e essa sensibilidade aumenta conforme a incubacdo avanca e o embrido
passa a produzir mais calor em resposta ao metabolismo (FRENCH, 1997; LOURENS et
al., 2005; 2007). A alta temperatura pode afetar a formacgéo, mineralizagéo e crescimento
dos 0ssos (OVIEDO-RONDON et al., 2008a; GROVES; MUIR, 2016).

Um exemplo foi observado por Yalcin e Siegel (2003). Ao utilizarem temperaturas
acima ou abaixo da ideal (21°C por 24h no 14° dia; 36,9°C ou 39,6°C por 6h do 1° ao 8°
ou do 10° ao 18° dia) foi identificado crescimento assimétrico dos 0ssos dos embribes até
préximo do fim da incubacdo, embora essas desigualdades tenham sido corrigidas antes da
eclosdo num tipo de crescimento compensatorio.

O efeito negativo da alteracdo da temperatura sobre o crescimento 6sseo também
foi verificado por Yalgin et al. (2007). Quando submetidos a um aumento (39°C) da
temperatura durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (0 a 8 dias), 0s
embriGes apresentaram problemas na diferenciacdo dos condrdcitos. O atraso na
diferenciacdo foi evidenciado pelo impacto sobre trés marcadores avaliados. Ocorreu
aumento na expressdo de colageno tipo I, que indica aumento no nimero de condrocitos
ndo diferenciados na zona de proliferacdo; e de osteopontina, cujo aumento marcaria o
inicio da diferenciacdo e calcificacdo, porém a atividade fisiologica dessa proteina depende
de seu estado de fosforilacdo, que nesse estudo parece ter sido insuficiente para ativar a
molécula. Houve ainda redugéo na atividade da Fosfatase Alcalina na placa, que sinaliza
menor hipertrofia e calcificagéo.
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Quando a manipulacdo térmica (39°C) foi empregada entre 10 e 18 dias, houve
reducdo no peso da tibia dos embrides. Esses resultados mostraram que a atividade na placa
de crescimento e o desenvolvimento da tibia tem estagios criticos diferentes, pois a
diferenciacdo dos condrdcitos é mais afetada pela temperatura no inicio da incubacéo,
enquanto o crescimento da tibia sofreu mais danos com o aumento no fim (YALCIN et al.,
2007).

Oznurlu et al. (2016) também encontraram altera¢des na placa de crescimento de
embriGes em alta temperatura de incubacdo. O aumento de 1°C na temperatura padrao a
partir do décimo dia modificou a espessura das areas da placa, reduzindo a zona de
proliferacdo e aumentando a zona hipertréfica, além de ter diminuido a atividade da
Fosfatase Alcalina. As consequéncias foram problemas no processo de ossificagéo e piora
das caracteristicas da tibia dos embrides.

Outro trabalho que apontou assimetria relativa como resposta ao aumento na
temperatura da maquina foi o de Oviedo-Rondon et al. (2008a). Nesse estudo, entretanto,
a diferenca entre os ossos das duas pernas foi percebida ao elevar para 38 e 39°C a
temperatura nos quatro Gltimos dias da incubacdo. Esse periodo corresponde a uma fase de
platd no metabolismo e € bastante critica para os embrides, dado o alto desenvolvimento
dos 6rgdos como um todo e principalmente do esqueleto. Os autores testaram duas
linhagens com diferentes condutancias de casca (embora ndo mencionem quais seriam) e
notaram que a temperatura alta pode ter impactos ainda mais drésticos sobre 0s 0ss0s
longos quando associada a niveis reduzidos de oxigénio em linhagens com baixa
condutancia, que teriam maior dificuldade em eliminar calor. Nangsuay et al. (2016)
confirmam que a condutancia da casca pode variar entre linhagens, observando maior
conduténcia nos ovos de Ross 308® em comparacio aos Cobb 500®.

Os efeitos da temperatura alta durante o periodo de platd foram semelhantes em
perus: a diferenciacdo dos condrdcitos foi afetada, prejudicando o desenvolvimento da tibia
e do fémur e causando assimetria entre os dois membros inferiores (OVIEDO-RONDON
et al., 2008b).

A temperatura elevada (39°C) na ultima semana de incubacdo também causou
queda no peso relativo do fémur de pintinhos recém-eclodidos (OVIEDO-RONDON et al.,

2009). Em contrapartida o peso da tibia s6 foi afetado quando os embrides foram
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submetidos a uma combinagdo de temperatura alta na ultima semana e baixa (36,7°C) na
primeira.

Quanto ao teor de cinzas dos 0ssos a eclosdo, Van Der Pol et al. (2014) nédo
visualizaram resposta ao modificar a temperatura (39,4°C). Os pesquisadores justificaram
que essa caracteristica parece ser influenciada pelo periodo em que a alteracéo € aplicada,
sendo a fase inicial uma etapa de programacéo para o desenvolvimento dsseo futuro. Como
nesse estudo a temperatura foi alta durante toda a incubacéo, os autores esclareceram que
a mineralizacdo pode ter sido afetada no inicio e depois corrigida quando o embrido se
adaptou ao ambiente. As caracteristicas morfologicas do 0sso, entretanto, foram afetadas
pela incubacdo em temperatura muito alta (39,4°C) nesse estudo. O peso e comprimento
dos o0ssos longos da perna diminuiram, enquanto a largura da tibia aumentou. Porém, essa
Gltima caracteristica parece estar relacionada com uma maior curvatura do 0sso, resultando
em maior incidéncia de problema de pernas no futuro (VAN DER POL et al., 2014).

Diversos trabalhos apontaram que ocorre aumento na produgdo de proteinas de
choque térmico durante o estresse por calor (HAMMOND et al., 2007; YALCIN et al.,
2007; OZNURLU et al., 2016). Trata-se de chaperonas que contribuem para manter os
processos de enovelamento, transporte e degradacdo normais das proteinas em situacao de
estresse por calor, permitindo o retorno a homeostase (MACKEI et al., 2021). A presenca
dessas proteinas foi observada em diversos locais da placa de crescimento, indicando que
tais moléculas exercem atividades distintas em cada estagio de diferenciagdo dos
condracitos. Pelo menos uma delas (Hsp90) parece atrapalhar as interacdes entre células,
necessarias para a diferenciacdo, o que explicaria grande parte dos efeitos negativos da alta
temperatura sobre o desenvolvimento dsseo (HAMMOND et al., 2007; YALCIN et al.,
2007; GROVES; MUIR, 2016; OZNURLU et al., 2016).

Alguns autores defendem que altas temperaturas de incubacdo afetam
positivamente o desenvolvimento 6sseo. Brookes e May (1972) testaram temperaturas
baixas (35 e 36°C) e altas (39 e 40°C) até o 10° dia de incubacdo, quando avaliaram 0s
embrides. Para cada incremento de 1°C na temperatura, houve aumento linear de 20% no
calcio do esqueleto e na fracdo ossificada, enquanto que o desenvolvimento embrionario e
0 comprimento total dos ossos incluindo cartilagem variaram apenas 12%. Essa diferenca
indica que o crescimento 60sseo foi mais afetado que o restante do desenvolvimento. Os

autores atribuiram os efeitos a dilatacdo dos vasos, que promoveram maior fluxo sanguineo
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para 0s 0ssos. Também destacaram a importancia da integridade da mitocéndria na sintese
de componentes da matriz, fundamentais para a ossificagdo. Por outro lado, ressaltaram
que é pouco provavel ter ocorrido aumento na atividade enddcrina, ja que as analises foram
realizadas aos dez dias de incubacdo, quando as glandulas ainda nao estdo formadas.

Hammond et al. (2007) submeteram ovos a elevacao na temperatura (38,5°C) entre
os dias 4 e 7 de incubacdo e observaram aumento no comprimento da tibia e do tarso aos
12 dias e do fémur aos 15, embora a mineralizagdo ndo tenha sido afetada. Os pesquisadores
teorizaram que os efeitos se devem a uma cascata de eventos: a alta temperatura durante a
formacdo dos membros ativou proteinas de choque térmico que estimularam o0s
movimentos do embrido, induzindo a producdo de IGF-s (fatores de crescimento
semelhantes a insulina), que aumentaram o desenvolvimento dos musculos e entdo dos
0ssos. A proliferacdo dos condrdcitos na placa epifisaria também foi intensificada nesse
periodo, mas sO se tornou aparente alguns dias apds a manipulacdo térmica, quando a
diferenciacédo ocorreu.

Testando 0 mesmo periodo e temperatura, Al Musawi et al. (2012) perceberam
melhoria de algumas caracteristicas 6sseas (aumento no comprimento da tibia/tarso e a area
transversal do fémur) tanto em embrifes de frangos quanto de poedeiras aos 18 dias.
Entretanto, a extensdo do efeito foi maior nas poedeiras. Quanto ao desenvolvimento
muscular, altamente relacionado ao do esqueleto, a temperatura alta teve efeito positivo
para as poedeiras e negativo para os frangos. Esses resultados indicam que a regulacéo do
desenvolvimento pode ser diferente entre linhagens.

Yalcin et al. (2007) também apontaram aspectos positivos ao alterar a temperatura
(39°C) no inicio do desenvolvimento embrionario (0 a 8 dias). Nesse estudo ocorreu
aumento no teor de cinzas da tibia de pintinhos recém-eclodidos, embora as diferengas ndo
tenham se mantido durante a criacao.

Avaliando o aumento da temperatura no final da incubacédo, Groves e Muir (2014)
realizaram uma meta analise que mostrou associa¢do positiva entre a temperatura de casca
entre os dias 16 e 18 e a percentagem de cinzas dos 0ssos a eclosdo. Os autores destacaram
gue essa mineralizacdo pode contribuir para a melhoria da habilidade locomotora do frango

ao abate.
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2.3.2 Temperatura baixa e o desenvolvimento 6sseo na incubagéo

A reducdo na temperatura de incubagéo, por sua vez, impacta o desenvolvimento
embrionario de diversas formas, podendo atuar sobre a osteogénese (YALCIN et al., 2007;
OVIEDO-RONDON et al., 2009; MUIR; GROVES, 2017).

Segundo Oviedo-Rondon et al. (2009) a simetria do esqueleto do embrido é um dos
fatores prejudicados pela baixa temperatura. A tibia e a perna se tornaram mais assimétricas
quando a temperatura foi mantida em 36,7°C durante a primeira semana de incubacéo.

Outra caracteristica afetada foi a diferenciacdo dos condrécitos, que ocorreu com
atraso significativo quando a temperatura foi reduzida para 36,9°C no inicio da incubacédo
(0 a8dias) (YALCIN et al, 2007).

No mesmo estudo, entretanto, Yalcin et al (2007) encontraram também efeitos
positivos da utilizacdo de temperatura baixa no inicio da incubacéo sobre o teor de cinzas
da tibia no momento da ecloséo.

A melhoria na mineralizacdo dos 0ssos a eclosdo em resposta a baixa temperatura
inicial também foi verificada por Groves e Muir (2014) e Muir e Groves (2017). O primeiro
estudo foi uma meta analise que analisou artigos com temperaturas entre 35,5°C e 39,1°C
nos primeiros 15 dias. Os autores relataram aumento nas cinzas dos 0ssos quando a
temperatura era reduzida, mas ndo deixaram claro se todas as temperaturas baixas avaliadas
foram benéficas.

No trabalho de Muir e Groves (2017) a incubacdo foi iniciada com temperatura de
37,2°C, que foi gradualmente elevada até atingir 37,8°C, aos 13 dias. Os pesquisadores
apontaram que a redugdo na temperatura atrasou a eclosdo. Devido a esse atraso 0S
pintinhos desses tratamentos passaram menos tempo no nascedouro em temperatura
inadequada e sem alimento antes de serem avaliados, o que foi positivo para a deposi¢ao
de minerais nos 0ssos.

Ja em outra pesquisa, iniciando a incubacdo com 36,75°C e atingindo 37,8°C aos
16 dias, 0os mesmos autores ndo encontraram diferengas nas cinzas dos 0ssos (MUIR,;
GROVES, 2019). Esses resultados evidenciaram que o efeito da temperatura sobre a
mineralizacdo do 0sso depende do quanto a temperatura esta abaixo da ideal em cada fase
do desenvolvimento embrionario e da linhagem avaliada. Os autores também observaram
queda na eclodibilidade (4,6% dos ndo nascidos estavam vivos, mas sem quebrar a casca)

e a piora na qualidade dos pintos. A eclodibilidade da linhagem Ross 308® foi mais afetada



49

pela temperatura que a Cobb 500®. Ao que tudo indica, a incubagio mais longa exauriu as
reservas de energia desses embrides, ndo restando forgas suficientes para eclodir. Sendo
assim, ndo seria possivel recomendar uma mesma reducdo de temperatura inicial para todas
as linhagens de frango, pois o desenvolvimento 6sseo pode ser beneficiado, enquanto que

0 crescimento embrionério é prejudicado.
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(Continua)
Artigo Temperatura (°C) Periodo da incubagao com T (°C) alterada Efeitos na incubacdo
Linhagem TM™/ Semana e
Autor e ano Tcot Alta Baixa 10 90 30 Alta Baixa
+ - + -
Brookes e May (1972) Leghorn branca hibrida TM 39e40 35e36 X Até 10d X - -- -
36,9 6h/dia aos .
Yalcin e Siegel (2003) Linhagem comercial ™ 39,6 362’? € 6h/dia 0-8d  10-18d e 21 24h 6h/(i:3ad10- - X -- -
aos 14d
Yalcin et al. (2007) Ross T™M 39 369  6hidiao-8d  6hidiato-isd O 2'83 1 x x o x
Hammond et al.
(2007) Leghorn branca ™ 38,5 4-7d X - -- -
. . 2 linhagens (alta e baixa
OV'edo(i)%%i(;n etal conduténcia da casca, ndo ™ 39 36 18-21d -- X -- -
nomeadas)
Oviedo-Rondon et al.

(2008b) Perus ™ 39 36 18-21d -- X - --

Oviedo-Rondén et al. ® 39°C 18-
(2009) Cobb 500 TCO 39 36,7 36,7 de 1-7d 214 -- X - X
Shim e Pesti (2011) Cobb 500° ™ 38,5 36,5 4a7d -- -- - --
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(Continuacéo)

Artigo Temperatura (°C) Periodo da incubagdo com T (°C) alterada Efeitos na incubacdo
Linhagem T™/ .
Autor e ano Tcot Alta Baixa Semana
Al Musawi et al. ®
(2012) Leghorn branca e Ross ™ 38,5 4a7d X - - -
Groves e Muir (2014) Linhagem d? empenamento TCO - - X - X -
rapido
Van der Pol et al. ® 38,6e
(2014) Ross 308 TCO  “394 369 X X X X e -
. L 37,3 atingiu
. 369¢e 36,9 atinge 36,9 atingiu 37,8 .

® - - -

Groves e Muir (2016) Cobb 500 TCO 373 37.8 a0s 7d 205 14d 37,15?5 gos X
Ipek e Sozcu (2016) Cobb 500° TCO 38,9-40 %%67 Inicio 10d Fim 18d - - - -
Onznurlu et al. (2016) Ross 308® ™ 38,8 Inicio 10d Até a - X -- -

' ’ eclosdo
Sgavioli et al. (2016) Cobb® ™ 39 X X X - - - -
Muir e Groves (2017) Linhagem ge_creSC|ment0 TCO . 37.2 . Atingiu 37,8 aos B B « B
rapido 13d
i ® ® Atingiu

Muir e Groves (2019) Cobb 500® e Ross 308 TCO 36,75 X X 37 8 164 - - - X

TM = temperatura da maquina; TCO = temperatura da casca do ovo
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(Continuacéo)

Artigo Temperatura (°C) Periodo da incubagao com T (°C) alterada Efeitos na incubacdo
Autor e ano Linhagem TMll Alta Baixa Semana T°C
TCO
Guz et al. (2020) Ross 308® TCO 389 367 Alta 1-7d Ba';f d15' - - -
: ® .~ Até a
Morita et al. (2020) Cobb 500 TCO 39 36 Inicio 13d x - - -- -
eclosdo

TM = temperatura da maquina; TCO = temperatura da casca do ovo
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Tabela 2 — Principais efeitos da temperatura sobre o desenvolvimento ésseo de embrides
e frangos de corte

Efeitos na incubacdo

Caracteristica T°C alta T°C baixa
Positivo Negativo Positivo Negativo
Yalgin et al. (2007;
Diferenciacdo Oviedo-Rondén et al. B Yalcin et al.
dos condrécitos (2008b); Onznurlu et al. (2007)
(2016)
Densidade dos _ Oviedo-Ronddn et al. B B
condrécitos (2008hb)
E):grrsgs:o de B Oviedo-Ronddn et al. B B
proteinas (2008D)
. . ) Yalgin e Siegel
Simetria entre _ ?\ﬁégg_;fgggr(lzgoj)’ i (2003); Oviedo-
membros ' Rondon et al.
(2008a e 2008b) (2009)

Peso de 0ss0s
longos

Comprimento
dos ossos longos

Espessura dos
0sso0s longos

Cinzas nos 0ss0s
(mineralizagdo)

Relacdo osso
mineralizado:
cartilagem

(ossificacao)

Brookes e May
(1972);
Hammond et al.
(2007); Al
Musawi et al.
(2012)

Brookes e May
(1972); Yalgin et
al. (2007);
Groves e Muir
(2014)

Al Musawi et al.
(2012)

Oviedo-Rondon et al.
(2008a; 2008b e 2009);
Van der Pol et al.
(2014); Onznurlu et al.
(2016)

Yalcin et al. (2007);

Oviedo-Rondon et al.
(2008a e 2008b); Van
der Pol et al. (2014);
Onznurlu et al. (2016)

Oviedo-Rondodn et al.
(2008a)

Muir e Groves
(2017 e 2019);
Yalgin et al.
(2007); Groves
e Muir (2014)

Muir e Groves
(2019)

A temperatura de incubacéo exerce influéncia sobre o desenvolvimento 6sseo em

diversos aspectos. Os trabalhos na literatura relataram efeitos positivos e negativos tanto

da reducdo quanto da elevagdo da temperatura e tais impactos sdo percebidos na

incubacéo e eclosdo. Uma maior quantidade de artigos relatou efeitos negativos da alta

temperatura sobre o esqueleto durante a incubacdo, sinalizando que esse perfil pode ter
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maior influéncia sobre o sistema locomotor dos frangos, mas novos estudos para
confirmar essa teoria S40 necessarios.

As caracteristicas mais afetadas pela alteracdo na temperatura durante a incubacao
foram a diferenciacdo dos condrdcitos, a simetria entre os membros, a morfometria de

0ss0s longos e o teor de cinzas dos 0Ssos.

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, sob
protocolo n°. 22/17.

3.1 Local

O experimento foi realizado no Nucleo Brasileiro de Pesquisas em Incubacao
Artificial de Ovos (NUPIA), pertencente a Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal da Bahia (EMEVZ-UFBA), localizado na cidade de Salvador,
Bahia.

3.2 Ovos e tratamentos

Foram obtidos um total de 2.464 ovos incubaveis de matrizes pesadas da linhagem
Cobb 500® com idade de 45 semanas, provenientes de um incubatério comercial.
Utilizou-se ovos pertencentes a segunda coleta do mesmo dia. Imediatamente apds a
coleta, ainda na granja, os ovos destinados a incubacao foram desinfetados pelo método
de fumigacio com paraformaldeido na concentracio de 10g/m® e posteriormente
transportados para o incubatorio em veiculo climatizado, com temperatura inferior ao
ponto zero fisioldgico, considerado aproximadamente 21°C.

Na chegada ao incubatério realizou-se a selecdo dos ovos, eliminando aqueles
considerados ndo incubaveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados). Em
seguida os ovos incubaveis com peso entre 64,0 e 66,59 foram colocados em bandejas de
incubacdo com capacidade para 86 ovos cada. 28 bandejas foram selecionadas e
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identificadas aleatoriamente, sendo 7 bandejas identificadas para cada tratamento
(temperatura da casca do ovo baixa, controle, alta e muito alta). Os ovos dos respectivos
tratamentos permaneceram na sala de armazenamento por trés dias, com médias de

temperatura e umidade relativa do ar (UR) de 20°C e 80%, respectivamente.

3.3 Pré-incubacéo e incubacéo dos ovos

Apos o periodo de armazenamento e antes do inicio da incubacdo, realizou-se um
pré-aguecimento dos ovos durante 10 horas. A sala de pré-aquecimento foi mantida em
temperatura média de 28°C e UR média de 55%. Apos este periodo os ovos foram
transferidos do incubatorio para o NUPIA e imediatamente antes da entrada dos ovos na
incubadora, cada bandeja com 86 ovos foram pesadas de acordo com os tratamentos.

No periodo de incubacdo foram utilizadas quatro maquinas incubadoras modelo
Premium Ecoldgica® IP600 de estagio Unico, com capacidade para 600 ovos e controle
digital de temperatura, umidade e viragem. A viragem ocorreu num angulo de 45° a cada
hora e a umidade relativa nas incubadoras foi mantida entre 45 e 60%.

As maquinas de incubagdo foram reguladas para manter a temperatura da maquina
em 37,8°C (100°F). Entre o 8° e 18,5° dia de incubacdo, uma maquina foi regulada para
manter a temperatura de casca em 37,8°C (TCO controle) e outras trés maquinas foram
reguladas para manter a temperatura de casca do ovo (TCO) em: 36,7°C (98°F)
(Tratamento TCO baixa), 38,9°C (102°F) (Tratamento TCO alta) e 39,4°C (103°F)
(Tratamento TCO muito alta).

Com a finalidade de incubar os ovos com o controle da temperatura da casca, em
cada maquina foram incluidos sete sensores de temperatura (TI-33Ri plus®). Os sensores
foram unidos as cascas de ovos por meio de fita adesiva (Scotch® ToughDuct Tape — 3M)
em sua regido equatorial. A temperatura da casca foi monitorada a cada 6 horas por meio
do programa (SITRAD® versdo 4.13) e quando necessério, ajustes nas maquinas de
incubagdo foram realizados para manter as temperaturas da casca desejadas em cada
tratamento. Nos ovos que continham os sensores, foi realizada ovoscopia diaria entre o

8° e 0 18,5° dia de incubagao para confirmacao da viabilidade dos mesmos.
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Aos 18,5 dias de incubagdo, os ovos foram transferidos para bandejas de
nascimento e todas as maquinas foram reguladas para a temperatura de maquina fixa em

37,8°C (100°F) até o nascimento.

3.4 Nascimento dos pintos

O momento em que o0s ovos foram colocados na incubadora foi denominado hora
zero. Os ovos dos tratamentos controle, TCO alta e TCO muito alta comecaram a eclodir
a partir de 19,5 dias de incubacéo (468H), e a partir desse momento foram feitas retiradas
de pintos do nascedouro a cada 12 horas até as 516H, quando a incubacéo foi finalizada
para esses tratamentos. Os ovos do tratamento TCO baixa comegaram a eclodir as 492H
e a incubacdo foi encerrada as 540H (Tabela 3). Todos os pintos foram analisados 12

horas ap0s a retirada do nascedouro.

Tabela 3 — NUmero de pintos retirados do nascedouro a cada 12 horas

Pintos retirados do nascedouro To_tal de
Tratamento pintos
468H 480H 492H 504H 516H 528H 540H
Controle 2 3 3 3 3 0 0 14
Alta 2 3 3 3 3 0 0 14
Muito alta 2 3 3 3 3 0 0 14
Baixa 0 0 2 3 3 3 3 14

Os pintos eclodidos em cada bandeja dos tratamentos foram registrados para
avaliacdo da “janela de nascimento”, que compreendeu 0 momento entre os primeiros €
os ultimos pintos nascidos. Os pintos nascidos foram contabilizados e colocados em
caixas devidamente identificadas de acordo com os tratamentos e horario da retirada. Em
cada retirada foi contabilizado o total de pintos mortos, assim como a presenca de refugos,
como pintos com canela vermelha, ponto vermelho no bico, caixa craniana aberta,

cavidade abdominal aberta, desidratados, balofos e com anormalidades.

3.5 Analises de rendimento de incubacéo

3.5.1 Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubacao
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A perda de peso dos ovos foi determinada pela pesagem individual de todas as
bandejas de cada tratamento antes dos ovos serem colocados na incubadora e no momento
em que foram transferidos para as bandejas de nascimento; quando foram calculados os
pesos médios dos ovos. O percentual de perda de peso dos ovos foi obtido pela seguinte

formula;

Perda de peso = (Peso dos ovos na incubacéo — Peso dos ovos na transferéncia) x 100

[1]

Peso dos ovos no inicio da incubagao

3.5.2 Mortalidade embrionaria e fertilidade

Aos 18,5 dias e ao final do periodo de nascimento, o niUmero de ovos ndo eclodidos

de cada méaquina foi registrado, sendo os mesmos examinados para se determinar o
percentual de ovos inférteis, ovos bicados (pintos que ndo conseguiram eclodir) e a fase
em que ocorreu a mortalidade embrionéria, incluindo a observacdo sobre mau-
posicionamento e anormalidades morfoldgicas e conformacionais, de acordo com
Barbosa et al. (2013). A caracterizacao dos ovos ndo eclodidos foi a seguinte:

- Ovos inférteis;

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

- Ovos com embrides mortos entre 8 a 18,5 dias de incubacéo;

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

- Ovos bicados com embrides vivos ou mortos;

O percentual total de mortalidade embrionaria foi calculado sobre o nimero de ovos
férteis. A fertilidade do lote foi obtida através da formula (100% - % de ovos inférteis).

3.5.3 Taxa de eclosdo total em relacdo ao numero de ovos férteis

Os ovos inferteis foram identificados aos 18,5 dias de incubacdo e ao final do
nascimento. A taxa de ecloséo total em relacdo ao nimero de ovos férteis foi determinada

utilizando a seguinte formula:

Total de pintos nascidos

Taxa de ecloséo total em relagdo aos ovos férteis = — x 100 [2]
N° ovos férteis
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3.6 Analises em cascas

As avaliagGes em cascas foram realizadas em 14 amostras por tratamento, nos ovos
incubaveis, aos 8, 18,5 dias de incubacdo e ao nascimento. Apos a quebra dos ovos e
separacdo do albumen e gema, as cascas foram lavadas em agua corrente para a retirada
de residuos de albumen e membranas, secaram a temperatura ambiente durante 24 horas
e foram pesadas individualmente em balanca analitica digital (0,001g) (Mater®, modelo
AY200).

A espessura da casca dos ovos foi mensurada em duplicata, por meio de um
micrémetro digital (Digimess® resolugdo 0.001mm, 0-25mm) em fragmentos retirados
das regibes apical, equatorial e basal, a partir dos quais se obteve a espessura média por
ovo (mm). Apds a mensuracdo de espessura, as cascas resultantes foram armazenadas a
4°C até a realizacdo das analises de minerais das cascas.

As determinacgdes de minerais nas cascas: calcio (mg), fésforo (mg), manganés (ug)
e magnésio (mg) foram realizadas em duplicata e de acordo com a metodologia de Yair
e Uni (2011). As cascas foram trituradas e queimadas em mufla (Solidsteel®,) a 600°C
por 10 horas e cerca de 100 a 150mg das cinzas foram digeridas com uma mistura de 2mL
de 30%H20; e 4mL de 70% HNO3s em tubo plastico de 50ml por 6h em banho-maria a
95°C. As amostras digeridas foram analisadas por meio de espectrofotdmetro de emissdo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (Varian®, Mulgrave, Australia)
utilizando solugbes padrdo (Certipur Merck®, Darmstadt, Alemanha). Os resultados
foram expressos como média de peso absoluto do mineral na casca, multiplicando-se a

concentracdo de cada mineral analisado na amostra pelo total do peso da casca.

3.7 Analises em gemas e saco vitelinico residual

As avaliagOes foram realizadas em 14 amostras por tratamento, na gema dos ovos
incubaveis, no saco vitelinico residual aos 8, 18,5 dias de incubagdo e ao nascimento.
Apls a quebra dos ovos ou a eutandsia dos pintos recém-eclodidos, feita por
deslocamento cervical, a separacdo das gemas/saco vitelinico foi realizada manualmente
e os residuos de albumen aderidos foram removidos com o auxilio de papel absorvente.

Apoés este procedimento, as gemas/saco vitelinico foram homogeneizadas, pesadas
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individualmente em balanca analitica digital (0,001g) (Mater® modelo AY200) e
armazenadas a -20°C para posterior analises de minerais.

O conteudo de gema de cada amostra foi separado da membrana vitelinica e cerca
de 100 a 150qg foi utilizado para as determina¢6es de minerais: calcio (mg), fésforo (mg),
manganés (1g) e magnésio (mg). As andlises foram realizadas em duplicata e de acordo
com a metodologia de Yair e Uni (2011), descrita para as andlises das cascas. Os
resultados foram expressos como média de peso absoluto do mineral na gema/saco
vitelinico residual, multiplicando-se a concentracdo de cada mineral analisado na amostra

pelo total do peso da gema/saco vitelinico residual.

3.8 Analises em embrides e pintos

3.8.1 Peso do corpo sem o saco vitelinico residual (YFBM) e comprimento

Aos 8 e 18,5 dias de incubacéo, 2 ovos por bandeja e tratamento foram retirados da
maquina para que os embriBes tivessem seu peso sem o saco Vitelinico residual — (YFBM
—yolk free body mass) registrados individualmente em balanga analitica de 0,001g. Ao
longo dos nascimentos, 14 pintos recém-eclodidos por tratamento também foram
selecionados aleatoriamente para a determinacdo desta variavel.

Todos os embrides/pintos recém eclodidos de cada tratamento também tiveram o
seu comprimento mensurado por um paquimetro digital (Digimess® resolu¢do 300 mm,
0-0,001mm), da ponta do bico até o dedo do membro inferior direito, desconsiderando a
unha, de acordo com Hill (2001).

3.8.2 Qualidade de umbigo, peso dos 6rgéaos e dos pintos recém-eclodidos

Os pintinhos recém eclodidos, utilizados nas andlises anteriores, foram
classificados quanto a cicatrizacdo do umbigo, onde receberam escores: 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 de acordo com
Tona et al. (2003).

Os pesos absolutos dos pintos, assim como os 6rgaos (coracdo, pulmao, figado,

estdbmago (proventriculo+moela), intestinos, bursa, baco e saco vitelinico) foram
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coletados para que pudessem ser pesados individualmente em balanca analitica de 0,001g.
A abertura da cavidade abdominal se iniciou pelo orificio umbilical com exposic¢do de
todos os 6rgaos. Primeiramente se retirou o saco residual da gema. Os 6rgdos abdominais
foram retirados em conjunto e depois foram separados, sendo coletado o figado, o baco,
0 proventriculo + moela e depois os intestinos. O coracdo também foi coletado,
finalizando-se com a retirada dos pulmdes e bursa. Esses 6rgdos foram expressos de
forma relativa ao YFBM, que foi obtido pela subtragdo entre o peso do pinto e o peso do

saco vitelinico residual.

3.8.3 Parametros fisioldgicos dos pintos de um dia

Para avaliar o status fisiologico dos pintos de um dia, as mesmas amostras de 14
pintos por tratamento foram utilizadas. Os pintinhos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e as amostras de sangue coletadas por meio da veia jugular.
Imediatamente ap0s a coleta, as amostras de sangue foram acondicionadas em tubos tipo
Vaccutaner®. Em seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas durante 15 minutos
a velocidade de 4500 rpm para obtencdo do soro. As aliquotas de soro foram transferidas
por meio de micropipetas para novos tubos ependorff devidamente identificados de
acordo com os tratamentos e foram conservadas a -20°C até ser iniciado o processamento
das amostras.

As determinagdes de calcio, fosforo e Fosfatase Alcalina foram determinadas por
meio de um analisador bioguimico automatico (BioSystems®) utilizando-se Kits
comerciais (Labtest Diagndstica®. Lagoa Santa, MG, BR). As analises hormonais de
triiodotironina (Ts), tiroxina (T4), foram determinadas por ELISA utilizando Kits
comerciais (Monobind®, Lake Forest, CA, USA) (Morita et al., 2016). A vitamina D3 no
soro foi analisada pelo kit ELISA 1,25-dihidroxivitamina D3 (Elabscience, Houston,
Texas, USA), paratormdnio pelo kit chicken PTH (Elabscience, Houston, Texas, USA)
(Guz et al., 2019); calcitonina pelo kit chicken calcitonin (MyBioSource, San Diego, CA,
USA) e contador de radiagdo gamma (Gamma-C12, Diagnostic Products Corp., Los
Angeles, CA, USA).
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3.8.4 Analises 6sseas

a) Peso, comprimento e largura dos 0ssos

Aos 18,5 dias de incubacdo e ao longo do nascimento, foram retiradas a tibia e
fémur da perna esquerda de cada uma das 14 amostras por tratamento obtidas
aleatoriamente. Os o0ssos foram limpos de todos os tecidos moles e cartilagens e pesados
em balanca analitica digital (0,001 g). O peso relativo dos ossos foi calculado dividindo-
se 0 peso da tibia ou fémur pelo YFBM (mg/g). Apds a pesagem, 0s 0ssos foram
mensurados externamente duas vezes por um paquimetro digital (Digimess® resolugdo
300 mm, 0-0,001 mm). O comprimento do fémur foi determinado da borda proximal do
trocanter até a borda distal do condilo. O comprimento da tibia foi medido da extremidade
proximal na eminéncia intercondilar até a extremidade da epifise distal. Para a largura foi
considerado o diametro mediolateral. Apos estes procedimentos, 0s 0ssos foram envoltos
em gaze embebida com soro e armazenados em sacos plasticos a -20°C para analises

posteriores.

b) Teste biomecanico

Os mesmos 0ssos foram submetidos a um ensaio biomecanico para a analise de
forca para a fratura usando o método descrito por Shim et al. (2012). No dia do teste, a
tibia e o fémur esquerdos foram descongelados a temperatura ambiente dentro dos sacos
plasticos. No momento da analise da resisténcia a ruptura, cada amostra 0ssea foi retirada
do saco e mantida umedecida com gaze embebido em agua destilada até ser colocada no
instrumento. Para evitar variagdo adicional na medida de forga, cada osso foi orientado
para garantir que a flexao ocorresse em torno do ponto médio da face antero-posterior. A
resisténcia a fratura 6ssea foi medida usando o teste de flexdo de 3 pontos com o uso de
uma maquina universal EMIC®, Instron, DL 3000 e software BlueHill®. O osso foi
ancorado em dois pontos de apoio medindo 5 mm de distancia. Uma sonda de base
redonda foi acoplada a uma célula de carga de 5kg e a forca foi aplicada no ponto médio
da face antero-posterior de cada osso com velocidade de aplicacdo da carga de 1 mm/min.
A resisténcia a fratura dssea foi definida como a carga de compressdo maxima (Kg)

aplicada na qual a amostra 6ssea ndo era mais resistente.
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c) Anélises de cinzas e minerais dos 0ss0s

Apos a tibia e fémur esquerdos das amostras serem testados mecanicamente, uma
pequena seccdo da diafise média de cada osso (cerca de 15% do comprimento) foi
removida para a quantificacdo de cinzas usando o método descrito por Yair et al. (2012).
Cada amostra foi colocada num recipiente com acetona por 12 horas para a remogéo de
todos os lipideos. Posteriormente as amostras foram dispostas em cadinhos de ceramica
e aquecidas em forno em uma temperatura de 105°C por 6h para a remocdo de toda a
agua. Apos o aquecimento, a amostra foi pesada para a determinagdo do peso seco em
balanca analitica digital (0,001g) e colocadas em cadinhos de ceramica para serem
gueimadas em mufla a 600°C por 10 horas. As cinzas remanescentes foram pesadas, e
desta forma, o percentual de cinzas dos 0ssos secos de cada amostra foi determinada.

Cercade 100 a 150 mg de cada amostra de cinzas da tibia foi coletada para examinar
o contetido dos minerais calcio (mg), fosforo (mg), manganés (ug) e magnésio (mg), por
meio de espectrofotdmetro de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) (Varian®, Mulgrave, Australia) utilizando solucdes padrdo (Certipur Merck®,
Darmstadt, Alemanha). Os resultados do contetido de Ca, Mn, P e Mg foram calculados

em percentual relativo ao peso das cinzas.

d) Calcificacéo 6ssea

A tibia e o fémur direitos foram utilizados para a analise de calcificacao, sendo 14
amostras por tratamento aos 18,5 dias e ao nascimento. O estagio de desenvolvimento
dos ossos foi investigado usando a técnica de coloracdo diferencial na qual as amostras
foram coradas com Alcian Blue e Alizarin Red (KELLY; BRYDEN, 1983; BLOM,;
LILJA, 2004) para anélise de tecido ndo calcificado e calcificado, respectivamente. As
imagens digitais foram tiradas usando uma camera digital Nikon 5100 montada em uma
estacdo de fotos. Os 0ssos foram posicionados em orientacdo semelhante ao longo de uma
régua marcada em milimetros (barra de escala); e fotos foram tiradas da face
anteroposterior de cada osso. O percentual de calcificacdo ([area calcificada/area
6ssea]*100) foi medido a partir de imagens digitais e calculada por meio do aplicativo

ImageJ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD) disponivel online em:



63

http://rsb.info. NIH. Gov/nih-image/). A barra de escala impressa nas imagens digitais foi

utilizada para calibrar o programa.

3.9 Analise Estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. O

modelo geral usado para todos os dados foi

Yi = W + Temperatura; + [3]

Onde Y; = a variavel dependente, u é a média geral, Temperatura; = TCO (i =
baixa, controle, alta ou muito alta), ¢ &i = 0 erro.

A analise estatistica foi feita usando o pacote de software SAS® 9.2 (Instituto SAS
Inc., Cary, NC). Todos os dados foram analisados atraves da ANOVA de 1 fator e entdo
o teste de Tukey foi usado para determinar as diferencas entre as médias, adotando-se o
nivel de significancia de 5%. Também foi conduzida uma analise de regresséo.

Nas variaveis do rendimento de incubacao foram utilizadas 7 bandejas (602 ovos)
por tratamento e a bandeja foi considerada a repeticdo. As avaliagbes em cascas, gemas,
embrides e pintos foram realizadas em 14 amostras por tratamento, sendo o ovo, embriéo
ou pinto considerados a unidade experimental. As premissas do modelo foram verificadas

pelo exame das distribuicdes das médias e residuos.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
As alteracOes nas temperaturas de casca (TCO) tiveram efeito significativo sobre
a maioria das variaveis analisadas. De forma geral, tanto o teste de médias quanto a
regressdo identificaram as diferengas. Nos casos de regressao significativa, os modelos
que melhor se ajustaram foram os quadraticos.

4.1 Rendimento de incubacdo e qualidade dos pintos

Quanto aos resultados da incubacdo (Tabela 4), apenas a fertilidade e a

mortalidade inicial ndo apresentaram diferencas significativas. A perda de peso aumentou
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com a TCO, seguindo um padrao quadratico (p<0,05). A eclodibilidade total sobre os
ovos férteis teve o melhor resultado na TCO controle, sendo reduzida em 10,81% na TCO
alta, 17,33% na baixa e 28,69% na muito alta. Quanto a mortalidade embrionaria, 0s
menores valores foram obtidos quando a TCO foi 37,8°C, sendo que qualquer desvio
nessa temperatura resultou em aumento na mortalidade. A TCO muito alta promoveu 0s
maiores indices de mortalidade em todos os estagios, exceto na fase intermediéria (8 a
18,5 dias), quando foi semelhante & TCO baixa (p<0,05). As alteragcdes na TCO também
aumentaram a incidéncia de embrides que chegaram a bicar os ovos, mas ndo nasceram,
sendo que a TCO muito alta teve os maiores valores, sequidos pela alta e baixa, que foram
semelhantes entre si. A refugagem também foi influenciada pela TCO, sendo mais
elevada na TCO muito alta, seguida pela baixa e entdo pela alta (aumento de 3,72%;

2,27% e 1,34% em relacdo ao controle, respectivamente).



Tabela 4 — Parametros de incubag@o em temperaturas de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito
alta (39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia

Mortalidade (%)

Temperatura Perdade  Fertilidade  Eclod.! B - . - Tardiat Refugos
peso (%) (%) (%) Inicial  Intermedidria ~ Tardia  Bicados ..  Total (%)
Baixa 10,07° 97,58 76,22° 3,02 5,56° 12277 292" 15200 2377 247
Controle 10,81° 97,77 9355 2,79 0,83° 1,61° 1,20° 281 644" 0,20°
Alta 11,01° 97,93 8274 2,96 3,42° 8,42° 342" 1185 1825  154°
Muito alta 12,882 97,82 64,86d 2,86 5,90" 20,692 567 26,37 35,13 3,92°
SEM 0,218 0,214 2035 0,173 0,407 1341 0324 1,634 2009 0,264
Valor de P
ANOVA <0,0001 0957  <0,0001 0,970 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Quadrética <0,0001 08637  <0,0001 09486  <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
R’ 0,8849 09618 - 0,9005 09665 08995 09774 09771  0,9631

a'bMédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
Taxa de eclodibilidade sobre o total de ovos férteis
SEM: erro padréo da média
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A auséncia de diferenca significativa na fertilidade demonstra a homogeneidade
do lote utilizado, sendo os valores compativeis com a idade da matriz. Da mesma forma,
0 peso dos ovos foi padronizado, havendo selecdo para garantir uma variacdo de, no
méaximo, 2,5¢.

Ao longo da incubacdo o ovo perde parte da dgua nele contida, sendo esse fato
necessario para a formacdo da cdmara de ar que sera utilizada na transicdo para a
respiragdo pulmonar (RAHN et al., 1974; MEIJERHOF; VAN BEEK, 1993). Esse
processo resulta em reducdo de 11 a 14% do peso inicial do ovo até o momento da
transferéncia para o nascedouro (FRENCH, 2004; DECUYPERE et al., 2013). Embora o
aumento na TCO tenha elevado a perda de peso do ovo, todas as médias se mantiveram
dentro dos niveis esperados. Os principais fatores que afetam essa caracteristica sao a
condutancia da casca e a diferen¢a de pressdao do vapor d’agua entre o ovo € o ambiente
(principalmente influenciado pela umidade relativa do ar, temperatura e ventilacéo)
(MEIJERHOF; VAN BEEK, 1993; BARBOSA, 2011). Assim, o aumento da TCO
modificou a pressdo do vapor d’4dgua, promovendo maior evaporagao do conteudo de
agua do ovo e, consequentemente, maior perda de peso.

Conforme era esperado, a mortalidade inicial ndo foi afetada pelas temperaturas,
Visto que os tratamentos so foram iniciados aos 8 dias de incubacdo. A TCO influenciou
negativamente a mortalidade nos estagios seguintes, embora com algumas diferencas. Na
fase intermediaria o efeito da TCO baixa foi igual ao da muito alta, enquanto que na fase
tardia a TCO muito alta teve os piores resultados. Essas discrepancias provavelmente se
devem ao fato de que o metabolismo em cada uma das fases de desenvolvimento
embrionario ocorre de forma distinta. Entre 8 e 18,5 dias o embrido tem alta
disponibilidade de oxigénio garantida pela membrana corioalantdidea (MCA) e pode se
desenvolver em maior velocidade gracas a utilizacdo dos lipidios da gema (LOURENS et
al., 2005; MAATJENS et al., 2017). Porém, nos Gltimos dias de incubacdo ele atravessa
uma fase estressante em que a demanda por O; é tdo alta que ultrapassa a capacidade de
trocas gasosas da MCA e da casca (LOURENS et al., 2007). Quando a TCO ¢ elevada na
fase intermediéaria, a taxa metabolica aumenta, assim como o consumo de O, a oxidacao
de carboidratos e o catabolismo de proteinas, agravando o cenario mencionado do fim da
incubacdo (OLIVEIRA et al., 2008; PIESTUN et al., 2009; MOLENAAR et al., 2010;
MAATIJENS et al.,, 2014b). Essas alteragfes resultam em pior desenvolvimento do



67

embrido, o que no presente trabalho foi corroborado pela menor utilizagdo da gema,
YFBM e qualidade do pinto.

Esse efeito sobre o metabolismo também parece ser o responsavel pelo aumento
no namero de ovos bicados, mas ndo eclodidos. Na TCO alta e muito alta a exigéncia de
energia associada a baixa disponibilidade de O leva 0 embrido a necessidade de consumir
as reservas de glicogénio que seriam utilizadas no momento da ecloséo (DECUYPERE;
MICHELS, 1992; CHRISTENSEN et al., 2001; MOLENAAR et al., 2010), além de ndo
desenvolverem adequadamente o musculo da eclosao (pipping muscle) (MOLENAAR et
al., 2013). Na TCO baixa, 0 metabolismo mais lento prolongou a duracdo da incubacéo,
0 que também pode ter exaurido as reservas energéticas (MUIR; GROVES, 2019). Em
ambos 0s casos, 0s embrides chegam a fazer a bicagem interna, mas ndo tem forgas
suficientes para romper a casca e eclodir. Os resultados da mortalidade total e total
somada aos bicados foram um reflexo especialmente da mortalidade tardia, com o
tratamento TCO muito alta sendo pior que os demais. A reducéo na eclodibilidade se deve
ao aumento da mortalidade embrionaria, sendo prejudicada em todas as alteracdes de
temperatura e tendo os piores resultados na TCO muito alta e na TCO baixa.

As alteracbes no metabolismo promovidas pela TCO durante a incubacdo podem
afetar o embrido de modo que o pintinho chega a eclodir, mas sua qualidade é inferior ao
padréo e, portanto, serdo considerados refugos (DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2007).
No presente estudo, todos os desvios na TCO promoveram aumento na incidéncia de
refugos, com maiores valores na TCO muito alta, seguidos da TCO baixa e entdo da alta.

A duracao da incubagdo variou entre os tratamentos (p<0,05). A temperatura de
casca baixa prolongou o tempo até a eclosdo, enquanto as temperaturas altas aceleraram
o fim da incubagéo (TCO baixa =21,5a; TCO controle = 20,9b; TCO alta = 20,4c; TCO
muito alta = 20,3c). A retirada dos pintos, entretanto, foi feita de maneira controlada,
selecionando um nimero igual a cada 12 horas em todos os tratamentos. Dessa forma, em
cada uma das temperaturas houveram pintos nascidos em todos 0s momentos, e entdo a
diferenca na duracio da incubacio ndo influenciou os resultados. E preciso destacar que,
para as variaveis de rendimento da incubacdo a temperatura de casca muito alta foi a mais
prejudicial para todas as caracteristicas, seguida da temperatura baixa, que promoveu

resultados piores que a alta temperatura.
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Os resultados de peso do ovo antes da incubagéo, pesos dos pintos, peso relativo
de dérgdos e escore de umbigo no momento da eclosdo estdo apresentados na Tabela 5.

A variével peso do ovo ndo apresentou diferenca significativa. O peso corporal
dos pintos ao nascer foi prejudicado pelo aumento na TCO, mas ndo pela reducédo. Porém,
ao analisar o peso do corpo sem a gema (YFBM) é possivel observar que todas as
alteracdes da temperatura surtiram efeito negativo (p<0,05). A sua redugdo em relagdo ao
tratamento controle foi de 1,1% na temperatura baixa; 12,6 % na alta e 14,5% na muito
alta. O YFBM foi afetado de forma mais acentuada, visto que o peso corporal
(considerando a gema) foi reduzido em apenas 0,7%; 4,7% e 5,1% nos respectivos
tratamentos.

O peso dos 6rgdos em relacdo ao YFBM foi influenciado de diferentes formas. O
peso do intestino, figado, pulmdes e bursa foram semelhantes entre o controle e a TCO
baixa, mas diminuiram quando a temperatura foi aumentada, sendo que para o intestino
e bursa a TCO muito alta teve efeito ainda mais pronunciado na redugédo (p<0,05). O peso
do baco foi reduzido em todas as alteragcGes de temperatura, quando comparadas ao
controle. O maior resultado foi encontrado na TCO controle, seguido da baixa e entéo da
alta e muito alta, que foram semelhantes entre si. O peso do coracdo, por outro lado,
diminuiu conforme a TCO aumentou. O peso relativo do estbmago e pancreas ndo foram
afetados pelos tratamentos. As varia¢cdes na TCO também influenciaram negativamente
a qualidade do umbigo, sendo o pior escore encontrado nos pintinhos submetidos a

temperatura muito alta, seguidas da TCO alta, baixa e controle (p<0,05).
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Tabela 5 — Peso do ovo antes da incubagéo, pesos dos pintos, peso relativo de 6rgéos e escore de umbigo no momento da eclosdo de pintos
incubados em temperatura de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5°

dia
Temperatura PO do  Pintode 1 dia (g) Peso de 0rgéos relativo ao YFBM (%) Umbigo
ovo (g) Peso YFBM Coragdo Figado Estom.' Intestino> Pulmdes Baco  Pancreas Bursa

Baixa 6521  46,76° 4126 087" 3268 698 4,91° 1,06 004 017 0,13° 2,10°
Controle 6517 4710 41,72 083  329° 698 4,90° 1,068 005 018  012° 1,40°
Alta 6518  4489° 3647° 068 275 685 4,43 09" 0,03 0,18 0,09" 230"
Muito alta 6524  4468° 3565 058 269" 6,82 419° 092" 0,03 0,16 0,09° 2,90°
SEM 1,100 0152 0,369 0015 0041 0026 0,043 0,009 0001 0001 0,002 0,074
Valor de P

ANOVA 09942 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,051 <0001 <0,0001 <0,0001 0,059 <0,0001  <0,0001
Quadratica  0,9646% <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 0,0223% <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0576° <0,0001  <0,0001
R? 0,8136 009246 09653 07568 08922  0,6706 07574 -~ 08713  0,9273

*"Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
1_ . .

Estdmago = proventriculo + moela
2 . . .

Intestino delgado + intestino grosso

3.4 T s
Pardmetros da regressao nao foram significativos
SEM: erro padrdo da média
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O YFBM (Figura 4) e o comprimento do pinto (Figura 5) durante a incubagéo
foram influenciados de forma semelhante pela temperatura. Aos 8 dias ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, mas tanto aos 18,5 dias quanto no momento
da eclosdo qualquer variacdo na temperatura promoveu reducdo no YFBM e
comprimento do pinto, em comparagao ao controle (p<0,05). O YFBM aos 18,5 dias foi
reduzido em 0,62 g na TCO baixa; 6,1 g na TCO alta e 7,68 g na TCO muito alta, e na
eclosdo a reducgéo foi de 0,46 g; 5,25 g e 6,07 g nos respectivos tratamentos. O
comprimento aos 18,5 dias sofreu diminuicéo de 0,18 cm (TCO baixa); 1,3 cm (TCO alta)
e 1,6 cm (TCO muito alta), enquanto que na eclosdo essa queda foi de 0,3 cm (TCO
baixa); 1,31 cm (TCO alta) e 1,75 cm (TCO muito alta).

Figura 4 — Peso do pinto sem gema (YFBM, g) ao longo da incubacdo em
temperatura de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e
muito alta (39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia

45,00
40,00
35.00
2 30,00
=
E 25.00
20,00
15,00
10.00
5.00
0,00 . . -
Dia 8 Dia 18.5.5 Eclosdo
=B aixa 2.19 33.59 b 41.26 b
Normal 2,20 3422 a 41,73 a
Alta 2,16 28,12 ¢ 36,47 ¢
Muito alta 2,18 26.53 d 35.66 d
SEM 0.018 0.451 0.369
Valor de P
ANOVA 0.884 <0.0001 <0.0001
Linear 0,944 <0,0001 <0,0001
Quadrético 0,940 <0,0001 <0,0001

Momento da incubagio

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padréo da média
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Figura 5 — Comprimento do pinto (cm) ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta
(39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia

a
20,00 b
c
17.50 a d
[
= 15.00 d
s
<
3 12.50
a,
2
° 10.00
g
& 7.50
=
3 5.00
2.50 - .
Dia 8 Dia 18.5 Eclosio
e B aixa 2.60 1743 b 19.51b
Normal 2.66 17.60 a 19.82 a
Alta 2.63 16.30 ¢ 18.50 ¢
Muito alta 2.64 16,00 d 18.06d
SEM 0.019 0.093 0.097
Valor de P
ANOVA 0.785 <0.0001 <0.0001
Linear 0.487 <0.0001 <0.0001
Quadratico 0.490 <0,0001 <0,0001

Momento da incubacgdo

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média

O peso da gema e saco vitelinico residual (Figura 6) diminuiu com o passar da
incubacdo e esse processo foi influenciado pelos tratamentos a partir do 18° dia de
incubacdo. No 18,5° dia e no momento da eclosdo todos os desvios de temperatura acima
ou abaixo do controle aumentaram o peso da gema residual (p<0,05). Os efeitos se
tornaram mais marcantes com o aumento da TCO (TCO baixa = +0,69 g; TCO alta =
+4,23 g; TCO muito alta = +4,46 g aos 18,5 dias e TCO baixa = +0,14 g; TCO alta =
+2,85 g; TCO muito alta = +3,66 g no dia da ecloséo).



72

Figura 6 — Peso da gema (g) ao longo da incubagéo em temperatura de casca baixa
(36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre o
8°e018,5° dia
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a, b: medias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)
SEM: erro padrdo da média

O peso do pinto geralmente esta associado com o peso do ovo (MEIJERHOF,
2009), mas nesse estudo o peso dos ovos foi semelhante, enquanto que o peso do pinto
na eclosdo foi reduzido pelo aumento na TCO, provavelmente devido a desidratagdo
sofrida pelos pintos apds a exposicao a essas condi¢des, o que pode ser comprovado pela
maior perda de peso dos ovos nos tratamentos com TCO alta e muito alta. A literatura
recomenda utilizar o YFBM para avaliar o real aproveitamento dos nutrientes, uma vez
que valores maiores dessa variavel indicam que o pintinho foi mais eficiente em converter
o0 contetido da gema em tecido corporal (LOURENS et al., 2007; MOLENAAR et al.,

2011). No nosso estudo, tanto a temperatura baixa quanto as altas reduziram o YFBM e
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aumentaram a gema residual aos 18,5 dias e na ecloséo. Nossos resultados corroboram
com os encontrados por Van Den Brand et al. (2021), que observaram reducéo no YFBM
e aumento na gema residual ao utilizar 38,9°C a partir do 8° dia de incubacéo. Willemsem
et al. (2010) também observaram valores piores na temperatura alta (40,6°C do 16° ao
18° dia) porém nenhum efeito na temperatura baixa (34,6°C). Maatjens et al. (2016)
melhoraram os indices mencionados utilizando temperaturas baixas (35,5 ou 36,7 °C),
entretanto os tratamentos foram realizados a partir de 15 dias.

Os efeitos da TCO sobre essas variaveis se devem as mudancgas que ocorrem no
metabolismo embrionario e no padréo de utilizacdo dos nutrientes. Quando a temperatura
é elevada o embrido passa a utilizar a glicose para obter energia por via anaerobica,
reduzindo a sintese e o estoque de glicogénio (MOLENAAR et al., 2010; MAATJENS
et al., 2014b). Como a quantidade desses carboidratos é limitada, os aminoacidos podem
entdo ser utilizados como fonte de energia ao inves de serem direcionados para a
formagéo dos musculos. O resultado serd um pintinho com menor peso corporal e menor
YFBM (MOLENAAR et al., 2013; MAATIJENS et al., 2014a; DAYAN et al., 2020).

Ao longo da incubagéo o peso da gema vai reduzindo na medida em que o embriéo
absorve os nutrientes nela contidos (YAIR; UNI, 2011). Porém, a modificacdo da
temperatura de incubacdo também afeta a eficiéncia dessa utilizagdo (LOURENS et al.,
2007; OVIEDO-RONDON et al., 2008a; MOLENAAR et al., 2011; DAYAN et al.,
2020) provavelmente por alteragcdes na vascularizagdo da membrana do saco vitelinico
(MSV) (LIN et al., 2017) e na expressdo de genes importantes para o transporte dos
nutrientes (BARRI et al., 2011).

Assim como aconteceu com 0 YFBM o comprimento do pinto foi reduzido
quando a temperatura foi alterada, provavelmente pelas mesmas razfes. Essa reducao
indica que o desenvolvimento embrionadrio foi inadequado, devido as alteracbes
metabdlicas e na eficiéncia da utilizacdo dos nutrientes promovidas pelos desvios de
temperatura (LOURENS et al., 2007; HULET et al., 2007). O comprimento do pinto
também é util para estimar o desempenho futuro do pintinho, visto que tem alta correlacéo
com o peso do frango aos 42 dias (HILL et al., 2001; MOLENAAR et al., 2011). Autores
como Leksrisompong et al. (2007) também encontraram reducdo no comprimento do

pinto em temperaturas acima de 38,9°C.
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O escore de umbigo é uma medida importante para avaliar a qualidade do pinto
de um dia (DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2007). Umbigos que ndo se fecharam
completamente podem ser um local de entrada para infecgdes durante os primeiros dias
de vida (TONA et al., 2003). No presente estudo tanto a temperatura baixa quanto as altas
resultaram em maior peso de gema residual, o que pode ter dificultado o processo de
interiorizacdo e impedido a completa cicatrizacdo do umbigo (TONA et al., 2005;
MAATJENS et al., 2016b). Outros autores observaram piora na qualidade do umbigo em
temperaturas acima de 38°C (MOLENAAR et al., 2011; VAN DER POL et al., 2014).

Os resultados de YFBM, gema residual, comprimento do pinto, rendimento de
6rgdos e umbigo mostraram que as alteracdes na TCO sdo prejudiciais para a qualidade
do pinto de um dia, sendo que a TCO acima da temperatura controle sdo os mais
prejudiciais.

O peso relativo de quase todos os 6rgdos avaliados diminuiu com o aumento da
temperatura de incubacdo. Quanto a reducdo no peso relativo do coragéo, na literatura é
possivel encontrar indmeros trabalhos relatando esse efeito das temperaturas altas
(LOURENS et al., 2007; MOLENAAR et al., 2010; MAATJENS et al., 2014a; VAN
DEN BRAND et al., 2021). A temperatura elevada parece afetar negativamente a
proliferacdo e desenvolvimento das células musculares e cardiacas durante a
embriogénese (ROMANOFF, 1960; LEKSRISOMPONG et al., 2007).

Com relagéo ao peso do figado, Van Den Brand et al. (2021) também observaram
reducdo no peso desse Orgao ao utilizar temperatura de 38,9 °C a partir do 8° dia de
incubacdo. Christensen et al. (2003) afirmam que a diminuicdo nas reservas de glicogénio
impacta no peso do figado, diminuindo-o.

Nesse trabalho, as altas temperaturas de incubagdo prejudicaram o
desenvolvimento dos intestinos. Trabalhando com TCO entre 35,6°C e 38,9°C do dia 15
a 19 de incubacdo, Maatjens et al. (2016) também observaram reducdo no peso relativo
desses 6rgdos na temperatura mais alta. Segundo Maatjens et al. (2014a) o consumo das
reservas de glicogénio em altas temperaturas podem ajudar a explicar a redugdo dos
intestinos, ja que também atuam como reservatorio, assim como o figado e o musculo.
De acordo com os mesmos autores, a internalizacdo da gema também parece estar
relacionada com o peso dos intestinos. Proximo do fim da incubacéo, entre 0 19° e 0 20°

dia, a gema é introduzida para o corpo do embrido. Seu conteudo é entdo transportado
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pelo lGmen intestinal, estimulando o desenvolvimento da estrutura de criptas e vilos. Se
menos gema foi utilizada (como no caso do presente estudo, na TCO alta e muito alta),
entdo menor sera o estimulo e, consequentemente, o0 peso dos intestinos.

O baco e a bursa também tiveram seus pesos relativos reduzidos pela alta
temperatura. Ambos sdo 6érgdos do sistema imune responsaveis pela maturacdo de
importantes células de defesa e como tal, demandam altos niveis energéticos para sua
maturacdo (FRENCH, 1997; HULET et al., 2007; OZNURLU et al., 2010). Oznurlu et
al. (2010) relataram reducdo no desenvolvimento da bursa em temperaturas acima de
38,8°C, 0 que pode acarretar em problemas na resposta imune para as aves pds-ecloséo.
O baco no presente estudo foi 0 Unico 6rgao a ter o peso reduzido pela TCO baixa, o que
mostra a sensibilidade dos 6rgéos linfoides as perturbacbes durante a embriogénese.

O peso relativo dos pulmdes foi reduzido pelas altas temperaturas, principalmente
a TCO muito alta. Conforme discutido para a eclodibilidade e o YFBM, a alta TCO
modifica as vias metabdlicas do embrido, privilegiando o catabolismo em detrimento ao
anabolismo, o que prejudica a formagéo de 6rgdos como o coracdo, figado, intestinos,
baco, bursa e pulmdes (OLIVEIRA et al., 2008; MOLENAAR et al., 2013; MAATJENS
etal., 2014a). Esse efeito é agravado pelo fato de que os nutrientes da gema séo utilizados
com menor eficiéncia quando ocorre elevacdo da TCO (MOLENAAR et al., 2013;
MAATJENS et al., 2016a), o que foi confirmado pelos maiores valores de gema residual
nos pintos provenientes dos tratamentos com temperatura alta e muito alta.

O peso relativo do estdmago e pancreas ndo foi influenciado pelos tratamentos.
Porém, todos os demais 6rgdos afetados podem influenciar futuros problemas no
desempenho ou produtividade dos frangos, visto que sdo 6rgaos vitais com funcdes
imprescindiveis para o pleno funcionamento do organismo.

Para as variaveis de rendimento de 6rgaos, as elevacdes na temperatura foram
mais prejudiciais que a reducdo, embora todas tenham afetado o peso relativo de alguma

forma.

4.2 Parametros de casca e gema

Os resultados relacionados a casca do ovo estéo representados nas figuras entre 7

a 12. O peso da casca (Figura 7) diminuiu ao longo da incubagdo (TCO baixa = -38,2%);
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TCO controle =-38,9%; TCO alta = -21,9%; TCO muito alta = -18,5%), entretanto esses
dados ndo foram comparados estatisticamente pois néo era objetivo do trabalho. Quanto
ao efeito do tratamento dos 8 aos 18,5 dias e no momento da eclosdo o tratamento com
TCO muito alta foi o que apresentou a menor reducéo de peso, tendo os maiores valores,
seguido da TCO alta, sendo a temperatura baixa estatisticamente igual ao controle
(p<0,05).

Figura 7 — Peso da casca (g) ao longo da incubacdo em temperatura de casca baixa
(36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre o0 8°

e 018,5° dia
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ANOVA 0.998 0.998 <0,0001 <0.0001
Linear 0,899 0.983 <0.,0001 <0.,0001
Quadratico 0,900 0.983 <0,0001 <0,0001

Momento da incubagao

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)
SEM: erro padrdo da média
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A espessura da casca (Figura 8) também reduziu entre o inicio e o fim da
incubacdo (TCO baixa = -17,8%; TCO controle = -20,0%; TCO alta = -13,3%; TCO
muito alta = -11,1%). Para a variavel espessura, ambas as elevac¢fes na TCO acima dos
37,8°C originaram as maiores médias aos 18,5 dias de incubacéo e no nascimento, sendo

a TCO baixa e controle semelhantes entre si (p<0,05).

Figura 8 — Espessura da casca (g) ao longo da incubagéo em temperatura de casca baixa
(36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre o 8°
e 0 18,5° dia
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ANOVA 0.999 0.997 <0.0001 <0.0001
Linear 0,992 0.840 0.022 0,002
Quadratico 0,992 0.841 0.020 0,002

Momento da incubagao

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média
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Ocorreu uma redugdo na quantidade de calcio (Figura 9) presente na casca do ovo
conforme a incubagdo avangou, independente do tratamento (TCO baixa = -43,2%; TCO
controle = -43,3%; TCO alta = -29,0%; TCO muito alta = -24,2%). Essa diminui¢éo foi
semelhante quando a TCO controle e a baixa TCO foram aplicadas, entretanto menos
calcio foi retirado da casca quando a temperatura foi elevada apds o 8° dia. Esse efeito
observado aos 18,5 dias e no momento da eclosdo, sendo mais drastico na temperatura
muito alta (p<0,05).

Figura 9 — Teor de célcio (mg) da casca ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C)
entre 0 8° e 0 18,5° dia
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ANOVA 0.999 0.995 <0.0001 <0.0001
Linear 0,899 0.901 <0.0001 <0,0001
Quadratico 0.899 0.900 <0.0001 <0,0001

Momento da incubacédo

a, b: medias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padréo da média
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Entre o inicio e o fim da incubacdo também houve reducgdo nos teores de fésforo
(TCO baixa = -18,0%; TCO controle = -18,1%; TCO alta = -18,0%; TCO muito alta = -
17,9%) e manganés (TCO baixa = -40,3%; TCO controle = -38,3%; TCO alta = -38,7%;
TCO muito alta = -39,3%) (Figuras 10 e 11). A temperatura de incubacdo ndo apresentou

efeito significativo sobre a mobilizacdo desses dois minerais da casca.

Figura 10 — Teor de fosforo (mg) da casca ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta
(39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Figura 11 — Teor de manganés (ug) da casca ao longo da incubagdo em temperatura
de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta
(39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia
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SEM: erro padrdo da média

Semelhante ao que ocorreu com 0s outros minerais, 0 magneésio (Figura 12) da
casca reduziu ao longo da incubacgéo (TCO baixa = -26%; TCO controle = -29,3%; TCO
alta = -18,5%; TCO muito alta = -10,4%). No 18,5° dia de incubacéo todos os desvios da
TCO controle resultaram em maiores niveis de magnésio na casca, sendo o efeito mais
marcante na TCO muito alta, seguido da alta e entdo da baixa. No dia da eclosédo nao
houve diferencga entre o controle e a temperatura baixa, mas os tratamentos com TCO alta

e muito alta tiveram os maiores valores de magnésio retido na casca (p<0,05).
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Figura 12 — Teor de magnésio (mg) da casca ao longo da incubacdo em temperatura
de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta
(39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Linear 0.947 0,005 <0.0001 <0.0001
Quadratico 0,947 0.005 <0,0001 <0.0001
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a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média

A reducéo no peso e espessura da casca sao esperadas em uma incubacgéo padréo,
dada a desmineralizacdo que ocorre ao longo da incubacdo. O embrido retira da casca
minerais para formacdo do esqueleto, o0 que contribui ainda para torna-la mais fragil e
facilitar o rompimento para a eclosdo (BARBOSA, 2011; HALGRAIN et al., 2022). O
efeito dos tratamentos foi evidenciado no dia 18,5 e a eclosdo, mostrando claramente que

a temperatura alta prejudica a mobilizagdo dos minerais da casca.
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A diminuicdo do célcio da casca ao longo da incubacdo é relatada na literatura,
visto que a casca é a principal fonte desse mineral para o embrido (YAIR; UNI, 2011;
OLIVEIRA et al., 2015; TORRES; KORVER, 2018). Para sua utilizagdo, o Ca deve ser
retirado da casca por meio da acdo da anidrase carbonica, enzima liberada pela MCA que
solubiliza e capta o mineral (TORRES; KORVER, 2018; HALGRAIN et al., 2022). A
partir dai, o Ca seré transportado pela MCA até a gema e entdo sera absorvido para a
circulacdo do embrido e finalmente depositado nos ossos (GABRIELLI; ACCILI, 2010;
BARBOSA, 2011; SZELESZCZUK et al., 2016; TORRES; KORVER, 2018). A
mobilizacdo aconteceu no presente estudo, entretanto foi dificultada pelas altas TCO,
como é possivel observar pelos valores elevados de calcio na casca aos 18,5 dias e na
eclosdo. O Mg também foi menos utilizado pelos embrides em todas as alteracdes de
temperatura no 18,5° dia e nas TCO alta e muito alta no dia da eclosdo. Assim como 0
Ca, a casca € a principal fonte de magnésio (YAIR; UNI, 2011).

Esses resultados indicam que a temperatura alta prejudica algum dos mecanismos
envolvidos na utilizacdo do Ca e do Mg. Como a MCA ¢ a principal responsavel pelo
transporte dos minerais (HALGRAIN et al., 2022), é possivel que a temperatura de
incubacdo tenha alterado o seu funcionamento. Lin et al. (2017) observaram aumento na
vascularizagcdo da MCA e da MSV ao elevar a temperatura no inicio da incubacao (38,1°C
até o 5° dia). Nesse trabalho a temperatura utilizada estava pouco acima do padréo e foi
utilizada no inicio da incubacdo, mas € interessante para demonstrar que a temperatura
tem impacto sobre esses anexos embrionarios.

Outra possibilidade é trazida pelo estudo de Barri et al. (2011), que encontraram
reducdo no mRNA de transportadores de nutrientes na primeira semana de vida apés
incubar os ovos em 39,6° C a partir do 13° dia. Sabe-se que a MSV também é capaz de
expressar transportadores de nutrientes e enzimas digestivas (YAIR; UNI, 2011;
YADGARY etal., 2014). Assim, se esse efeito da temperatura sobre a expressao genética
também ocorrer com a MSV e a MCA, a atividade de ambas as membranas seria afetada,
0 que reduziria a utilizacdo da casca e da gema. Esse tdpico, entretanto, ainda ndo esta
plenamente elucidado e os genes ndo foram todos identificados (GABRIELLI; ACCILI,
2010). Em pesquisa recente Halgrain et al. (2022) notaram que 0s genes possivelmente
envolvidos na mobilizacdo do conteudo da casca, responsaveis pela dissolucao, transporte

de ions, regulacdo e ligacdo entre moléculas sdo diferentes entre a MCA e a MSV. Os
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autores ressaltaram que a identificacdo dos componentes envolvidos no funcionamento
desses 0rgéos, que ainda esta distante de ser finalizada, € fundamental para compreender
sua atuacdo na mineralizagdo 6ssea.

A vitamina Dz também exerce papel no transporte do Ca para a gema, atuando
como fator de transcricdo e expressdo de transportadores, além de se ligar ao receptor
para aumentar a absor¢cdo (WIDEMAN et al., 2015; ADHIKARI et al., 2020; CHEN et
al., 2020). No presente estudo a circulagdo da vitamina D3 no sangue foi afetada (em
maior grau) pelas temperaturas altas, logo, é possivel que essa reducao tenha impactado
a translocacdo do Ca. A menor utilizacdo desse mineral refletiu na menor reducéo do peso
e espessura da casca.

Szeleszczuk et al. (2016) observaram reducdo na concentracdo de Ca e Mg da casca
e aumento na concentracdo do P ao longo da incubacdo. No nosso trabalho os valores de
P reduziram, assim como o Ca e Mg. As diferencas entre os resultados se devem a
metodologia utilizada. No presente estudo os resultados foram expressos como média de
peso absoluto do mineral na casca, multiplicando-se a concentragédo de cada mineral
analisado na amostra pelo total do peso da casca.

No nosso trabalho a mobilizacdo de P e Mn nédo foi afetada pela TCO. Esse
resultado era esperado, visto que esses minerais ndo tém na casca, mas sim na gema, sua
principal fonte para o embrido (YAIR et al., 2015).

As figuras de 13 a 16 ilustram os resultados das varidveis mensuradas na gema do
ovo. O teor de cada mineral presente na gema se alterou de forma diferente ao longo da
incubacdo. O célcio (Figura 13) apresentou tendéncia de reducéo entre os dias O e 8, a
partir de quando comegou a aumentar. Tanto no 18,5° dia quanto na eclosdo, com o
aumento da TCO os teores de célcio da gema foram menores, sendo o efeito mais
pronunciado na temperatura muito alta (p<0,05). Ao final da incubagdo, os tratamentos
com TCO baixa e controle tiveram aumento de 262% e 263% do Ca na gema, sendo
semelhantes entre si, enquanto a TCO alta e muito alta tiveram aumento de 213% e 205%,

respectivamente.
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Figura 13 — Teor de calcio (mg) da gema ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta
(39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Dia 0 Dia 8 Dia 18.5 Eclosdo
—Baixa 28.87 23.13 42.33a 46.76a
Normal 28.67 23.01 41.844 46.69a
Alta 28.79 23.06 29.18b 32.55b
Mouito alta 28.93 23.15 27.03¢ 30.33¢
SEM 0,262 0.166 0,951 1,039
Valor de P
ANOVA 0.9875 0.9906 <0,0001 <0,0001
Linear 0.722 0,741 <0,0001 <0,0001
Quadratico 0,722 0.741 <0.0001 <0,0001

Momento da incubagao

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média

As quantidades de fésforo (Figura 14) e manganés (Figura 15) da gema reduziram
conforme a incubacdo avancou (dados ndo analisados estatisticamente). Foram
identificadas diferencas entre os tratamentos no 18,5° dia e na eclosdo, para ambos os
minerais (p<0,05). Quando a TCO foi alta e muito alta foram encontrados maiores niveis
de fosforo da gema aos 18,5 dias (+27,6 mg e +34,3 mg em comparagao ao controle,
respectivamente) e a eclosdo (7 mg e 15,5 mg maiores que o controle). O controle e a
TCO baixa foram estatisticamente iguais. Para 0 manganés, todos os tratamentos com
alteracdo na temperatura foram estatisticamente diferentes do controle. Os valores foram

maiores que o controle em 0,34 pg (TCO baixa); 2,5 ug (TCO alta) e 3,19 pug (TCO muito
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alta) aos 18,5 dias e de 0,27ug (TCO baixa); 2,89 ug (TCO alta) e 3,97 pg (TCO muito
alta) na eclosao.

Figura 14 — Teor de fésforo (mg) da gema ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C)
entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Dia 0 Dia 8 Dia 18.5 Eclosio
R aixa 122,60 85.99 22.78¢ 823 ¢
Normal 121.90 85.33 23.16¢€ 8.33 €
Alta 123,00 86.27 50.77b 15.33b
Muito alta 121.80 85.29 57.54a 23,87 a
SEM 0.552 0.438 2.139 0.902
Valor deP
ANOVA 0.8558 0.8273 <0.0001 <0.,0001
Linear 0,999 0.954 <0.0001 <0,0001
Quadratico 0.998 0.955 <0.0001 <0.0001

Momento da incubacio

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média
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Figura 15 — Teor de manganés (pg) da gema ao longo da incubagao em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C)
entre 0 8° e 0 18,5° dia
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—Raixa 23,988 17,560 11,872 ¢ 3.448 ¢
Normal 23.839 17.270 11.530d 3.170 d
Alta 23.910 17.469 14.030b 6.061 b
Muito alta 24,051 17.614 14.723 a 7.140 3
SEM 0.777 0.777 0.188 0.230
Valor de P
ANOVA 0,7937 0.4268 <0.0001 <0.0001
Linear 0.327 0.109 <(0.0001 <0.0001
Quadratico 0.326 0.109 <0,0001 <0,0001

Momento da incubacao

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média

O magnésio (Figura 16) também reduziu na gema durante a incubacdo. No 18,5°
dia os ovos da TCO controle tiveram 0s menores valores de magnésio, gquando
comparados aos da TCO muito alta (p<0,05). Ja& no momento da eclosdo, tanto a
temperatura baixa quanto a temperatura muito alta originaram teores mais altos que o

controle e a temperatura alta (p<0,05).
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Figura 16 — Teor de magnésio (mg) da gema ao longo da incubacgdo em temperatura de
casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C)
entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Normal 1.73 1.53 1.48¢C 1.46 b
Alta 1.75 1.55 1.49bc 1.47b
Muito alta 1.76 1.56 1.52a 1.50 a
SEM 0,004 0,003 0,003 0,002
Valor de P
ANOVA 0,1822 0.0553 <0,0001 <0,0001
Linear 0,046 0.079 <0,0001 20,0001
Quadratico 0.045 0.076 <0.0001 <0.0001

Momento da incubagdo

a, b: médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05)
SEM: erro padrdo da média

A diminuicéo dos teores de minerais da gema entre o inicio da incubacgéo e o 8°
dia indica que o embrido comecou a utiliz&-los ja na primeira semana, através da MSV
(YAIR; UNI, 2011; KERSCHNITZKI et al., 2016). Da segunda semana em diante o
padrdo mudou: a concentracdo dos minerais passou a aumentar (Ca) ou reduzir (P, Mn e
Mg). Esse comportamento reflete a chegada do fluxo de minerais provenientes da casca,
apos a formacgdo da MCA (HOPCROFT et al., 2019; HALGRAIN et al., 2022).

O calcio contido na gema é limitado e foi utilizado pelo embrido antes da

mobilizacdo da casca, conforme descrito por Oliveira et al. (2015). Assim, o efeito da
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temperatura de incubacdo sobre a redugdo nos niveis do Ca da gema foi na verdade um
reflexo do que ocorreu na casca. Se menos Ca foi extraido da casca nas TCO alta e muito
alta, menos Ca chegou a gema.

O fésforo e 0 manganés, por outro lado, sdo quase totalmente fornecidos para o
embrido pela gema (LI et al., 2014; YAIR et al., 2015). A TCO afetou a utilizagdo pelo
embrido. Tanto no dia 18,5 quanto na ecloséo os tratamentos com TCO acima de 38,9°C
resultaram em maiores valores de P e Mn na gema residual, indicando que uma menor
quantidade desse mineral foi absorvida para o sangue do embrido. Os valores de Mn,
porém, também foram reduzidos pela temperatura baixa, embora o efeito das
temperaturas altas tenha sido mais acentuado.

Ja 0 magnésio foi afetado pela temperatura tanto na casca quanto na gema.
Entretanto, para esse mineral os resultados na gema ndo foram um reflexo da menor
mobilizacao da casca. Os valores de Mg s6 foram maiores na TCO muito alta no dia 18,5
e na TCO baixa e muito alta, no dia da eclosdo. Esse efeito pode ter acontecido porque a
alteragcdo da TCO prejudicou a utilizagdo da gema (LOURENS et al., 2007; OVIEDO-
RONDON et al., 2008a).

A maior retencdo de minerais na gema nas TCO altas e em menor grau, na
temperatura baixa, pode ser explicada pelos mesmos mecanismos que afetaram os valores
de gema residual e YFBM: mudancas no metabolismo embrionério e na eficiéncia de
utilizacdo dos nutrientes da gema (MOLENAAR et al., 2010; YAIR; UNI, 2011;
MAATJENS et al., 20144, b; DAYAN et al., 2020).

4.3 Parametros sanguineos

Os resultados das avaliacbes realizadas no sangue dos embrides e pintos se
encontram nas Figuras 17, 18 e 19. Os minerais sanguineos (Figura 17) foram alterados
pelos tratamentos. Tanto o célcio quanto o fésforo foram menores nos pintos de um dia
submetidos as altas temperaturas durante a incubagdo (p<0,05). Quando comparada ao
controle, houve reducdo de 19,07% no Ca sanguineo ao utilizar TCO muito alta, contra
8,56% na TCO alta. Para o P a reducdo foi de 16,06% na TCO muito alta e 6,57% na
TCO alta.
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Figura 17 — Minerais sanguineos (mmol/L) de pintos de um dia incubados em
temperatura de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C)
e muito alta (39,4°C) entre 8° e 0 18,5° dia
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Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001
Quadratica <0,0001 <0,0001
R? 0,9677 0.8676

a, b: médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
SEM: erro padrdo da média

A avaliacdo de minerais no sangue de pintinhos pode ser util para mensurar o nivel
de mobilizacdo a partir da casca e gema, numa tentativa de predizer a mineralizagao 6ssea
(MUIR; GROVES, 2017; MUSTAFA et al., 2019; HOPCROFT et al., 2020). Com
relacdo ao calcio, os resultados no sangue foram fruto de uma reacdo em cadeia. Nas TCO
alta e muito alta a mobilizacdo de Ca da casca foi menor, fazendo com que menor
quantidade chegasse a gema e, consequentemente, teores mais baixos chegaram ao
sangue.

O fésforo também foi menor nos pintos incubados em TCO alta e muito alta, o
que provavelmente foi reflexo da menor utilizagdo da gema observada nesses tratamentos.
Muir e Groves (2019) observaram que a baixa temperatura de incubac&o inicial reduziu
o0s niveis de calcio e aumentou os de fosforo no sangue, mas ndo afetou as cinzas do
fémur. As diferencas entre os resultados mostraram que 0 modo como a temperatura €
alterada pode fazer toda a diferenca para a formacéo 6ssea do embrido, visto que nesse
estudo a manipulagdo térmica ocorreu entre o inicio da incubacéo e o 16° dia, de forma

gradual, o que segundo os autores pode ter ocasionado a adaptacdo do embriéo.
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A temperatura de incubacdo exerceu efeito sobre todos os hormdnios sanguineos
avaliados no dia da eclosdo (Figura 18). Os niveis de T3 e T4 foram reduzidos nos
tratamentos em que houve variagdo de temperatura, atingindo os menores valores na TCO
muito alta (queda de 26% no Tz e 16% no T4), seguido pela TCO alta e baixa (semelhantes
entre si) e entdo pela TCO controle. O PTH teve circulagdo menor nos tratamentos onde
ocorreu alteragdo na temperatura controle, sendo que as duas temperaturas altas
reduziram mais os niveis que a TCO baixa (p<0,05). Para a variavel calcitonina o
tratamento com TCO baixa néo diferiu do controle, mas teve valores até 35,5% maiores
que o controle quando os pintos foram incubados em temperaturas altas (p<0,05). Os
niveis de vitamina D3 foram reduzidos em todos os tratamentos onde ocorreu desvios da
temperatura controle, sendo os menores valores encontrados na TCO muito alta, seguido
da alta, baixa e do controle (p<0,05).



Figura 18 — Hormonios sanguineos (ng/mL) de pintos de um dia incubados em temperatura de casca baixa (36,7°C), controle
(37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia
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Os horménios calciotropicos podem aumentar a absorcdo do Ca e P a partir do
intestino e reabsorcdo a partir do esqueleto, bem como sua excrec¢éo via urina e deposicao
no 0sso, modificando a concentracdo plasmatica (BARBOSA, 2011; PROSZDOWIEC-
WEGLARZ; ANGEL, 2013; FATEMI et al., 2020).

O PTH e a vitamina D3 sdo liberados quando o Ca plasmatico esta em niveis
abaixo do controle e atuam para elevar esses valores (MOE, 2008; CHEN et al., 2021).
Um dos efeitos do PTH consiste em estimular a secrecdo da forma ativa da vitamina D.
(PARSONS; POTTS JUNIOR, 1972; PIZAURO JUNIOR et al., 2017a). De fato, no
presente trabalho o PTH sanguineo apresentou os maiores niveis no tratamento com TCO
controle, o que também ocorreu com a vitamina Ds.

A concentracdo de vitamina D3 foi reduzida em todas as varia¢des de temperatura
de casca. Essa reducdo pode ter afetado indiretamente os teores de Ca plasmaticos, visto
que a vitamina D3 atua no transporte desse mineral (WIDEMAN et al., 2015; CHEN et
al., 2020).

A calcitonina age no sentido contrario do PTH e da vitamina D3, sendo liberada
quando os niveis de Ca se encontram elevados no sangue (MALGAROLI et al., 1989;
PROSZDOWIEC-WEGLARZ; ANGEL, 2013). A TCO alta e muito alta promoveram
aumento nos niveis de calcitonina no momento da eclos&o.

As alteracdes na TCO afetaram o padrdo de comportamento dos trés hormonios
calciotropicos. Nos tratamentos com alta TCO os niveis plasmaticos de Ca ho momento
da eclosdo estavam baixos, entdo o esperado € que as concentragdes circulantes do PTH
e da vitamina D3 estivessem elevadas, enquanto as da calcitonina estivessem baixas, mas
néo foi o que ocorreu (feedback). Nao foram encontrados na literatura estudos abordando
os efeitos da temperatura de incubacao sobre esses hormdnios, entdo é possivel apenas
supor o que possivelmente aconteceu. A alta TCO altera diversos mecanismos biologicos
da ave, logo, pode ter atrapalhado a sintese do PTH e da vitamina Dz ou ter acelerado sua
eliminagdo. No caso da calcitonina, a temperatura pode ter estimulado sua producgao ou
retardado sua excrecdo. A sintese desse hormonio so € iniciada aos 18 dias de incubacéo
(BARBOSA, 2011), entdo talvez ele ainda nédo seja tdo atuante no pintinho de um dia.
Outra possibilidade ¢ a de que a alta TCO pode ter promovido uma assimilagcdo ou
excrecdo mais acelerada dos minerais sanguineos, o que explicaria os niveis mais baixos

nessas temperaturas. Uma limitacdo do estudo é a de que os minerais e 0s horménios
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foram analisados apenas no momento da eclosdo, entdo pode ser que 0s niveis tenham
mudado rapidamente e ndo reflitam as alteracbes que podem ter acontecido durante a
manipulacdo térmica. Novos estudos sdo necessarios para sanar essas questoes, talvez
realizando mensuracfes dos teores em outros periodos da incubagdo, bem como as
respostas a longo prazo, como durante a criagdo dos frangos.

No presente estudo tanto a TCO baixa quanto a alta e muito alta reduziram os
niveis de T3 e T4 sanguineos. Esses horménios estdo relacionados ao desenvolvimento
6sseo e atuam induzindo a hipertrofia dos condrdcitos; estimulando a formacéo da placa
de crescimento e ossificacdo através da invasdo de vasos sanguineos e aumentando a
sintese de proteinas da matriz ostedide (HUNZIKER et al., 1994; ROBSON et al., 2002;
KUHN et al., 2005; DE GROEF et al., 2008; GUZ et al., 2020).

O Tz também induz a secrecdo de GH, que por sua vez aumenta a sintese e a
responsividade dos tecidos ao IGF-I, que estimula a proliferacdo de condrécitos e
osteoblastos, além de elevar a sintese de proteinas da matriz e o turnover de célcio
(LEWINSON et al., 1989; ROBSON et al., 2002; VAN DER EERDEN et al., 2003;
SHAO et al., 2006; WILLEMSEN et al., 2011; GUZ et al., 2020). Por outro lado, o
corticosterona (que costuma estar elevado em situacdes de estresse como séo as variagoes
de temperatura) inibe a producdo de GH (ROBSON et al., 2002).

Na literatura a resposta dos hormdnios da tireoide a temperatura é divergente.
Willemsen et al. (2010) testaram dois perfis de incubacdo: temperatura continuamente
alta (desvio de +3° na temperatura padrdo) ou baixa (-3°C) do dia 16 ao 18,5 e perceberam
gueda nos hormdnios da tireoide em ambas as temperaturas até o 18° dia. Desse momento
até a eclosdo, entretanto (coincidindo com o fim da manipulacéo térmica) os valores dos
horménios voltaram a subir, atingindo seu apice no dia da eclosdo. Os resultados
coincidem com os do presente estudo até o 18° dia. Ja os resultados da eclosdo podem ter
sido maiores devido ao curto tempo de exposi¢do a temperatura alterada (3,5 dias apenas),
0 que permitiu que os embrides se adaptassem e voltassem a liberar T3 e T4 nas
quantidades normais. E importante ressaltar que esses autores utilizaram temperaturas e
periodos diferentes dos utilizados nesse experimento.

Yalgin et al. (2012) identificaram redugdo nos niveis dos hormonios tireoidianos
na baixa temperatura (36,6°C por 6 horas diérias entre os dias 10 a 18). Por outro lado,
Shokrhaneh et al. (2020) obtiveram valores de T3z e T4 sanguineos mais altos ao utilizar
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temperatura de incubagéo elevada (38,9°C dos 18 aos 21 dias de incubagdo). Em todos os
casos 0s autores atribuiram as altera¢6es nos hormonios da tireoide a uma alteracdo
proporcional da taxa metabolica.

Somente a TCO muito alta influenciou os niveis sanguineos de Fosfatase Alcalina

(Figura 19), aumentando seus valores em mais de 32% quando comparado ao controle.

Figura 19 — Fosfatase Alcalina sanguinea (U/L) de pintos de um dia incubados
em temperatura de casca baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9
°C) e muito alta (39,4°C) entre 8° e 0 18,5° dia
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SEM 62.256
Valor de P

ANOVA <0,0001
Quadratica <0,0001
R? 0,5607

a, b: médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
SEM: erro padrdo da média

A FA participa da deposic&o de Ca e P no 0sso (PIZAURO JUNIOR et al., 2002),
entdo seu aumento seria benéfico para a mineralizagdo. Entretanto, no tratamento em que
seus niveis foram mais altos a mineraliza¢do foi menor. Essa enzima pode ser produzida
em diversos tecidos (cérebro, placenta, intestino, rins, figado, ossos e cartilagem) e a
avaliacdo no sangue evidencia principalmente a FA proveniente do figado. O aumento na
circulacdo pode indicar maior formacdo déssea (CUI et al., 2016; NARI; GHASEMI,
2020). Porém, na TCO muito alta algum evento ainda ndo elucidado pode ter impedido
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que a enzima atuasse corretamente, visto que a resposta na mineralizacdo nédo foi
equivalente.

Ao observar aumento da atividade da FA no sangue, Basuony et al. (2020)
consideraram como sendo indicativo de dano hepatico, que permitiu a saida dessa enzima
para o sangue. Nos nossos resultados o peso relativo de figado foi reduzido pela TCO
muito alta, mas também pela TCO alta, indicando que, se houve lesdo, essa nao foi grave
o suficiente para extravasar enzimas na TCO alta. Para avaliar com maior fidelidade o
desenvolvimento dsseo, alguns autores avaliam a atividade da FA diretamente no 0sso ou
na placa de crescimento (YALCIN et al., 2007; OZNURLU et al., 2016), o que nao foi

realizado no nosso estudo.

4.4 Analises 6sseas

As Tabelas 6, 7 e 8 apresentam 0s resultados das variaveis 6sseas. Todos 0s
minerais avaliados na tibia (Tabela 6) foram afetados pelos tratamentos de forma similar,
sendo reduzidos por qualquer alteracdo na temperatura, tanto aos 18,5 dias quanto na
eclosdo (p<0,05). Menores teores de Ca, P, Mn e Mg foram encontrados quando a TCO

muito alta foi utilizada, seguida pela alta e entdo pela baixa.

Tabela 6 - Composicdo mineral da tibia dos embrides aos 18,5 dias e dos pintos recém-
eclodidos incubados em temperatura de casca baixa (36,7°C), controle
(37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre 0 8° e 0 18,5° dia

Calcio (%)! Fosforo (%)* Manganés (%)* Magnésio (%)*
Temperatura - N : N - ~ - ~
18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Ecloséo
Baixa 2022° 3278 1466 1655 0015 0015 0,700 0,775
Controle 2995 3353 1500° 17,05 0015 0016 0,723 0,798
Alta 24777 2799° 12.42° 1434 0013 0014 0622° 0,688
Muito alta 2206° 2511° 1057 1272° o0011° 0012 055 0,625
SEM 0,439 0,469 0,244 0,237 0,0002 10,0002 0,009 0,009
Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Quadrética <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
R’ 0,9779 10,9827 0,9784 10,9756 0,9564 10,9387 0,9539 0,9729
ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)

lvalores de todos os minerais em percentual relativo ao peso das cinzas
SEM: erro padrdo da média
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No que diz respeito aos minerais da tibia, o calcio seguiu o padrdo dos resultados
dos outros parametros avaliados. As altas temperaturas promoveram menor utilizagéo do
célcio da casca, menor conteddo na gema e sangue e, por fim, menor deposi¢do na tibia.
O fésforo também teve sua utilizacdo a partir da gema prejudicada pela alta TCO e assim
resultou em menor concentragdo no 0sso. Porém, tanto o Ca quanto o P foram menos
incorporados a tibia no tratamento com TCO baixa, que ndo havia exercido efeito sobre
a mobilizacdo nas outras avaliagdes. Os niveis de magnésio também ndo refletiram os
resultados de utilizacdo da gema, sendo menores nos 0ssos de todos os pintinhos
submetidos as TCO diferentes da TCO controle.

Ao contrario dos nossos resultados, Yalgin et al. (2007) observaram aumento do
Ca na tibia apds utilizar temperatura de 36°C por 6h diarias até o 8° dia de incubacdo. As
diferencas podem ter ocorrido porque esses autores empregaram a reducao de temperatura
no inicio da incubacdo e na forma de manipulagdo térmica intermitente, o que pode ter
promovido adaptacdo do embrido as condi¢des adversas e alteracBes epigenéticas.

E possivel hipotetizar como a TCO afetou o processo de mineralizagdo. Um
exemplo é o transporte dos minerais do sangue para o tecido 0sseo, que ocorre por
intermédio de vesiculas extracelulares. No interior dessas vesiculas 0s minerais serdo
convertidos para a forma inorganica e entdo crescerdo e extravasarao para o tecido 4sseo
em formagdo (ANDERSON, 1989; WUTHIER; LIPSCOMB, 2011; KERSCHNITZKI et
al., 2016; PIZAURO JUNIOR et al., 2017b). Perturbagdes em qualquer uma dessas etapas
afetardo a deposicdo de minerais no 0sso, porém muitos mecanismos envolvidos sequer
estdo completamente elucidados. Os horménios calciotropicos também participam do
controle da mineralizag&o das vesiculas extracelulares (ANDERSON, 1989; WUTHIER;
LIPSCOMB, 2011). O presente trabalho mostrou que a temperatura exerce efeito sobre
esses hormonios, entdo é preciso investigar mais a fundo 0s mecanismos que regeram as
alteragoes.

E importante destacar ainda que a mineralizagio ocorre de forma bastante intensa
conforme a incubacdo avanca (YAIR et al., 2012), mas os teores de minerais da gema
atingem o éapice da utilizacdo por volta do 17° dia e entdo diminuem rapidamente
(TORRES; KORVER, 2018), o0 que pode contribuir para que o efeito da TCO sobre a

deposicdo desses minerais no 0sso tenha sido mais marcante.
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Os teores de manganés encontrados na tibia eram esperados, visto que houve
menor utilizacdo desse mineral a partir da gema em todos os tratamentos onde a TCO foi
desviada do controle. O Mn n&o foi avaliado no sangue, mas dada a sua reten¢do na gema
é possivel sugerir que os niveis plasmaticos podem ter sido menores nas TCO baixa, alta
e muito alta. Esse mineral é cofator das enzimas polimerase e galactotransferase,
envolvidas na sintese do principal componente da cartilagem hialina do tecido 6sseo: a
condroitina sulfato (LEACH et al., 1969; BHAGAVAN, 2002). Portanto, sua baixa
concentracdo no sangue pode levar a reducdo na matriz organica dos 0ssos, o que também
afetaria a mineralizagéo.

A mudanca na temperatura de incubacdo afetou todas as caracteristicas avaliadas
nos 0ssos dos embrides e pintos. Com relacdo as variaveis da tibia (Tabela 7), o peso
absoluto foi reduzido por qualquer alteracdo na temperatura (alta ou baixa) tanto no dia
18,5 quanto na eclosdao (p<0,05). O peso relativo, entretanto, sofreu influéncia apenas
guando houve aumento na TCO. O comprimento aos 18,5 dias foi menor em todos 0s
tratamentos em que ocorreu modificacdo da temperatura, enquanto que na eclosdo essa
reducdo ocorreu somente quando os embrides foram submetidos as temperaturas altas. A
largura, a % de cinzas, a % de calcificacdo e a forga necessaria para ruptura foram
reduzidas nos tratamentos em que a TCO foi alterada, tanto aos 18,5 dias quanto na
eclosdo. O comportamento dessas variaveis foi semelhante ao que ocorreu com 0s
minerais da tibia, sendo os menores valores observados na TCO muito alta, seguido pela

alta, baixa e entdo pela TCO controle (p<0,05).
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Tabela 7 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecanicas da tibia dos embrides
aos 18,5 dias e dos pintos recém-eclodidos incubados em temperatura de casca
baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre 0

8°e 018,5°dia

Morfometria Biofisica Mecanica
Temperatura Peso Pesorel.  Compr. Largura Cinzas Calcif. Forca
(mg) (mglg)* (mm)>? (mm) (%) (%) (Kg)*
18,5 dias
Baixa 24151 718 208" 2,05 4420° 58,08 0,01°
Controle 249,78 7,30" 30,15" 2,08" 44,81° 58,65 0,94°
Alta 190,09° 6,75 27,02° 1,97° 40,88 55,18 0,86
Muito alta 167,93° 6,33 24,31° 1,87° 3733 52,07 0,77°
SEM 4,720 0,054 0,320 0,011 0,406 0,357 0,009
Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
Quadratica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
R’ 00352 09123 0,920  0,9616 09821  0,9817 0,9584
Ecloséo
Baixa 30494° 738" 3187 227 49,62°  65,02° 1,08°
Controle 311,73° 746" 32,01° 2,29° 50,14" 65,82" 1,11°
Alta 25385 6,96 30,77 2,18 46,86 61,95 0,92°
Muito alta 23283° 653 29,61° 2,05’ 42,16°  s5811° 0,83
SEM 4,586 0,052 0,133 0,013 0,431 0,411 0,015
Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
Quadratica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
R’ 09378 09085 09633  0,9665 0,9639  0,9847 0,9668

a'bMédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
"Peso relativo, em mg de osso/g de YFBM
2Comprimento
SCaIcificagéo
4
Teste de forca para ruptura
SEM: erro padrao da média

Quanto as caracteristicas do fémur (Tabela 8), 0 peso absoluto e 0 comprimento
seguiram um controle semelhante aos 18,5 dias, quando a temperatura baixa nédo diferiu
da TCO controle e assim apenas as temperaturas alta e muito alta promoveram queda nos
valores dessas varidveis. JA4 no momento da eclosdo, todos 0s desvios na temperatura
controle causaram reducdo no peso e no comprimento. O peso relativo, a largura, as

cinzas, a calcificacdo e a forca necessaria para ruptura foram afetadas da mesma maneira
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pela TCO, tendo seus valores reduzidos nos tratamentos em que houve alteragdo da
temperatura (18,5 dias e eclosao) (p<0,05).
A TCO muito alta teve os piores resultados em todas as variaveis em ambos os

0ss0s, independente do momento da avaliagdo (p<0,05).

Tabela 8 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecanicas do fémur dos embrides
aos 18,5 dias e dos pintos recém-eclodidos incubados em temperatura de casca
baixa (36,7°C), controle (37,8°C), alta (38,9 °C) e muito alta (39,4°C) entre 0
8°e018,5° dia

Morfometria Biofisica Mecanica
Temperatura Peso Pesorel.  Compr. Largura Cinzas Calcif. Forca
(mg) (mglg)* (mm)>? (mm) (%) (%) (Kg)*
18,5 dias
Baixa 15854"  4,71° 21,01° 219" 46,35 61,01 0,87
Controle 164,24° 4,79° 21,18" 2,24° 46,98" 61,43" 0,90°
Alta 12598° 447  1866°  2,06° 42,77°  5810° 0,83°
Muito alta 1196 421" 16227 1,94 39.86°  5531° 0,74°
SEM 3,070 0,031 0,274 0,015 0,391 0,335 0,008
Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0000l  <0,0001 <0,0001  <0,0001
Quadratica <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
R’ 08903 09254 09836  0,9691 09812 09798 0,9553
Eclosdo
Baixa 19889° 482" 23,77 2,39 50,55 68,34 1,04°
Controle 205,73 4,93 23,98" 2,45 51,02  68,90° 1,07°
Alta 167,41°  4,59° 22,31° 2,25° 47,60° 6514 0,91°
Muito alta 15510 435" 21080  2,10° 43,03 61,9 0,81°
SEM 2,912 0,031 0,161 0,018 0,431 0,377 0,014
Valor de P
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0000l  <0,0001 <0,0001  <0,0001
Quadrética <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001
R’ 09178 09193 09790  0,9793 09720  0.9844 0,9818

a'bMédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
'Peso relativo, em mg de osso/g de YFBM

2Comprimento

3Calcificagéo

“Teste de forca para ruptura

SEM: erro padrdo da média
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Os valores de % de cinzas, % de calcificacdo e forga da tibia em resposta aos
tratamentos provavelmente foram consequéncia direta da deposi¢cdo de minerais no 0sso,
visto que os resultados de todas essas varidveis tiveram exatamente 0 mesmo
comportamento: menores valores nas temperaturas alteradas, tendo a TCO muito alta o
pior cenario.

Embora alguns autores ndo tenham encontrado impacto do teor de Ca e P no
sangue sobre as cinzas dos 0ssos (MUIR; GROVES, 2019; HOPCROFT et al., 2020),
nesse estudo os tratamentos onde foram encontrados maiores niveis de minerais
sanguineos também foram aqueles onde ocorreram maiores % de cinzas na tibia e no
fémur.

Ao contrario do nosso trabalho, no estudo de Van Der Pol et al. (2014) ndo houve
diferencas nas cinzas dos 0ssos a eclosdo de pintinhos mantidos a 36,9°C; 38,6°C e
39,4°C a partir do primeiro dia de incubacdo. Os autores relataram que é possivel que as
alteragdes na mineralizagdo ndo tenham sido evidenciadas na eclosdo porque, como a
manipulacdo térmica ocorreu desde o principio da incubacéo, os embrides foram capazes
de contornar o efeito deletério.

Outros autores afirmaram que a temperatura de incubagdo pode afetar a
mineralizagéo e rigidez dos ossos. Yalgin et al. (2007) encontraram maiores valores de
cinzas nos 0ssos quando a temperatura foi baixa (36,9°C) no inicio da incubacdo (0 a 8
dias). Muir e Groves (2017) promoveram um inicio “lento” para a incubagdo: a
temperatura foi ajustada em 37,2°C no dia 0 e entdo elevada gradualmente até 37,8°C (13
dias). Nessas condicGes os pintinhos apresentaram maiores indices de minerais nos 0ssos.
Os autores destacaram que o inicio lento prolongou a duragdo da incubacdo e talvez esse
fator tenha sido o principal responsavel pela diferenca nas cinzas.

A morfometria do 0sso € influenciada pelos processos de formacao, mineralizacdo
e crescimento (APPLEGATE; LILBURN, 2002; OZNURLU et al., 2016; WU et al.,
2016). Como as alteragdes na TCO prejudicaram a deposi¢do de minerais, 0s impactos
sobre 0 peso absoluto e relativo, o comprimento e a largura eram esperados.

As temperaturas altas sdo mais estudadas e diversos trabalhos relataram efeitos
semelhantes sobre o peso dos 0ssos, embora os periodos de aplicacdo dos tratamentos
térmicos tenham sido diferentes. Yalgin et al., (2007) observaram redugdo no peso da
tibia ao utilizar temperatura de 39°C entre os 10 e 18 dias de incubacdo, e 0s autores
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destacaram que essa variavel atinge seu estagio critico de desenvolvimento no fim da
incubacdo, quando foi mais afetada pela temperatura. Guz et al. (2020) corroboram essa
afirmacéo e acrescentam que durante o platd os mecanismos bioquimicos que controlam
a ossificacdo endocondral parecem ser mais afetados pela TCO. Van der Pol et al. (2014)
também observaram reducdo no peso dos 0ssos da tibia e fémur em altas temperaturas
(39,4°C ao longo de toda a incubacéo).

No presente trabalho, os pesos absoluto e relativo da tibia e do fémur aos 18,5 dias
e na ecloséo foram reduzidos pela temperatura alta e muito alta, mas reagiram de formas
diferentes a TCO baixa. Oviedo-Rondon et al. (2008a) também notaram diferencas entre
o efeito da temperatura sobre o fémur e a tibia. O peso relativo do fémur foi afetado pela
temperatura alta durante a Gltima semana de incubacdo, mas o da tibia s6 foi reduzido
quando esse cendrio foi combinado com temperatura baixa (36,7°C) na primeira semana.

Quanto ao comprimento dos 0ssos, os efeitos nocivos da alta temperatura foram
descritos por Oviedo-Ronddn et al. (2008a). Esses autores trabalharam com temperaturas
de 39°C nos 4 ultimos dias de incubacdo e notaram queda no comprimento da tibia e
fémur. Onznurlu et al. (2016) encontraram menor comprimento da tibia no tratamento
com temperatura alta (38,8°C do dia 10 até a eclosdo). Esses resultados corroboram 0s
encontrados no presente estudo.

Por outro lado, alguns autores encontraram efeitos positivos do aumento da
temperatura sobre o comprimento dos 0ssos. Hammond et al. (2007) observaram 0ssos
da perna mais longos ao utilizar uma temperatura 1°C mais alta que o padrdo entre 0 4° e
0 7° dia de incubacdo. Al Musawi et al. (2012) obtiveram resposta semelhante no fémur
modificando a temperatura para 38,5°C entre os dias 4 e 7. Como é possivel perceber, a
influéncia positiva da alta temperatura sobre o comprimento dos 0ssos so é relatada
quando essa temperatura foi usada no inicio da incubagéo e nédo foi téo elevada.

No que diz respeito a largura, VVan der Pol et al. (2014) observaram aumento nessa
caracteristica em altas temperaturas (39,4°C ao longo de toda a incubagao). Esse resultado
foi diferente dos obtidos no nosso experimento (a largura diminuiu em todos os
tratamentos), mas os autores justificaram como um efeito negativo que pode estar
relacionado com a maior curvatura do 0sso e ndo refletir incremento no crescimento

aposicional.
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Sobre as causas dos efeitos observados, € preciso considerar que a reducdo das
medidas morfométricas dos ossos podem ser reflexo do menor YFBM encontrado nos
tratamentos em que houve alteracdo da TCO. Além disso é possivel explicar as diferencas
considerando os processos pelos quais ocorre o desenvolvimento dos ossos longos. A
formacdo se da pela ossificacdo intramembranécea e endocondral (LONG; ORNITZ,
2013; WU et al., 2016); o crescimento intersticial é responsavel pelo comprimento
(PECHAK et al., 1986; OZNURLU et al., 2016) e o crescimento aposicional, pela largura
(APPLEGATE; LILBURN, 2002). Todas as etapas afetam o peso dos 0ssos. Alteragdes
na temperatura de incubacao podem perturbar 0os mecanismos desses processos, piorando
as caracteristicas morfométricas (YALCIN et al., 2007; VAN DER POL et al., 2014).

As altas temperaturas de incubacdo geralmente aumentam o0s niveis de
corticosterona no sangue, o que promove inibicdo da insulina. Esse hormonio pancreatico
tem efeito sobre a diferenciacdo das células mesenquimais, entdo se for inibido podem
ocorrer problemas no inicio da ossificacdo, o que afetara o peso dos 0ssos no futuro. Esse
mesmo sistema de feedback prejudica a diferenciacdo e atividade dos osteoblastos. Os
resultados serdo 0ssos com menor peso, comprimento e largura. Outro efeito dos baixos
niveis de insulina é a reducdo nas proteinas da matriz, que afeta a formacéo, crescimento
intersticial e aposicional (SHIMAMOTO et al., 2019; CIGNACHI et al., 2020; ARAUJO
etal., 2022). Na alta temperatura também ocorre a sintese de proteinas de choque térmico,
que atrapalham a diferenciacdo dos condrocitos (HAMMOND et al., 2007; GROVES;
MUIR, 2016).

E preciso ressaltar que os niveis de PTH e vitamina D3 alterados pela TCO podem
ser uma das causas das alteracdes dsseas, ja que esses hormonios participam da regulacéo
da diferenciacéo e hipertrofia dos condrocitos (GIULIANI; BOLAND, 1984; CHEN et
al., 2021), e da liberacdo das vesiculas extracelulares, impactando o processo de
osteogénese e mineralizagcdo (WIDEMAN et al., 2015; ADHIKARI et al., 2020; CHEN
et al., 2020).
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5 CONCLUSOES

Altas temperaturas prejudicam de forma mais acentuada a mobilizacdo e
utilizacdo de minerais a partir dos componentes do ovo, os hormdnios calciotrdpicos e
consequentemente o desenvolvimento dsseo durante a incubagao.

Varia¢Oes de temperatura da casca (acima ou abaixo da recomendada) durante a
fase intermediaria da embriogénese pioram o rendimento de incubacdo e a qualidade dos

pintos.

6 CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A utilizacdo de temperaturas de casca abaixo (36,7°C) ou acima (38,9°C e 39,4°C)
da temperatura controle entre os dias 8 e 18,5 de incubacgédo afetaram quase todas as
varidveis analisadas.

A TCO muito alta foi a mais prejudicial para o rendimento de incubacao. Porém,
é importante observar que a TCO baixa também apresentou um efeito bastante negativo,
provocando danos maiores do que a TCO alta para essas caracteristicas.

Para as demais variaveis, a elevacdo da TCO acima da temperatura controle
promoveu os piores resultados, alterando a qualidade dos pintos e 0 peso dos 6rgaos,
reduzindo a mobilizacdo dos minerais da casca e gema (0 que nédo havia sido demonstrado
até entdo), diminuindo os niveis de minerais que chegam ao sangue. Como consequéncia
para 0 0SS0, piorou as caracteristicas morfoldgicas, a mineralizagdo e a resisténcia dssea.

A TCO muito alta foi responsavel pela maior redugdo nos horménios Tz e Ta. Para
esses hormonios tireoideanos a TCO alta e baixa foram igualmente prejudiciais,
corroborando a atuacdo de temperatura de incubacao sobre o metabolismo embrionario
relatada na literatura.

Esse trabalho demonstrou de forma inédita que existe influéncia da temperatura
de incubacdo sobre os hormdnios calciotropicos em pintos recém-eclodidos. O PTH foi
reduzido igualmente pelas duas TCO altas €, em menor grau, pela TCO baixa. A vitamina
D3 apresentou niveis diminuidos na TCO muito alta, sendo também reduzida pela TCO
alta, seguida pela baixa. A calcitonina aumentou de forma similar nas duas TCO altas e
entdo na baixa. Apesar das diferencas é possivel afirmar que, para todos esses horménios,
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a temperatura muito alta foi a mais impactante, assim como a Fosfatase Alcalina foi
afetada apenas pela TCO muito alta.

Restaram aspectos do desenvolvimento 6sseo em temperaturas de incubacgéo fora
do padrdo que ainda ndo foram totalmente elucidados. Os mecanismos envolvidos na
utilizacdo dos minerais da casca e da gema e o papel dos horménios calciotrdpicos,

principalmente em altas temperaturas, demandam aprofundamento.
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