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Perfis térmicos na fase inicial de incubagdo sobre a embriogénese e desenvolvimento

6sseo de pintos de corte

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar como diferentes perfis térmicos aplicados de forma
gradual no inicio da incubacéo influenciam a embriogénese, o rendimento de incubag&o,
a qualidade dos pintos, o uso de nutrientes dos componentes do ovo, o perfil bioquimico,
o equilibrio &cido-base, a resposta hormonal e o desenvolvimento dsseo de pintos de
corte. Para isso, 2.408 ovos de matrizes Cobb 500® com 45 semanas de idade foram
incubados sob quatro perfis distintos de temperatura da casca do ovo (TCO), com
aumento ou reducdo gradual: 1) TC - temperatura controle (37,8°C durante todo o periodo
de incubagéo); 2) TL - temperatura baixa (36,7°C, do 02 ao 82 dia de incubac¢éo); 3) TH
- temperatura alta (38,9°C, do 02 ao 8¢ dia de incubacdo); e 4) TVH - temperatura muito
alta (39,4°C, do 02 ao 82 dia de incubacdo). Foram avaliados o rendimento da incubacéo
(perda de peso do ovo, fertilidade, eclodibilidade, mortalidade, refugagem), a qualidade
de pinto (peso, comprimento, peso do corpo sem gema, peso de gema residual, peso
relativo de érgdos, escore de umbigo), janela de nascimento, duracdo da incubacéo,
morfologia embrionaria, parametros da casca (peso, espessura, Ca, P, Mn e Mg), da gema
(Ca, P, Mn e Mg), temperatura retal, avaliagcbes do sangue (Ca, P, GH, T3, Ts, PTH,
calcitonina, vitamina D3, fosfatase alcalina, glicose, &cido Urico, lactato, glicogénio
hepatico e hemogasometria) e anélises dsseas (Ca, P, Mn, Mg, morfometria, biofisica e
mecanica). Foi observado que os tratamentos com temperaturas elevadas (TH e TVH)
aceleraram o desenvolvimento embrionario, resultando em menor duracdo de incubacao.
Enquanto o tratamento TL, obteve maior duracdo de incubacdo e indicou um
desenvolvimento mais consistente e gradual. Verificou-se que o tratamento TL
influenciou positivamente o rendimento da incubacdo, a qualidade dos pintos, o
desenvolvimento 0sseo e dos 6rgdos vitais, além da mobilizacédo e utilizacdo de minerais
da casca e da gema, bem como os parametros fisiolégicos e 0sseos de pintos recém-
eclodidos (p < 0,05). Conclui-se que o aumento gradual da TCO na primeira semana de
incubacdo, como demonstrado no tratamento TL (36,7°C), apresentou resultados
estatisticamente similares ou superiores ao tratamento controle em todas as variaveis
analisadas. Em contraste, TCO elevadas, especialmente TVH (39,4°C), ndo séo
recomendadas, pois afetaram negativamente os parametros avaliados.

Palavras-chave: Eclodibilidade, Frangos de Corte, Hemogasometria, Mineralizacéo,
Sistema Locomotor, Temperatura da Casca do Ovo
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Thermal profiles in the initial incubation phase on embryogenesis and bone
development of broiler chicks

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate how different thermal profiles applied
gradually at the beginning of incubation influence embryogenesis, hatch performance,
chick quality, nutrient utilization from egg components, biochemical profile, acid-base
balance, hormonal response, and bone development in broiler chicks. 2.408 eggs from
45-week-old Cobb 500® breeder hens were incubated under four distinct eggshell
temperature (EST) profiles, with gradual increase or decrease: 1) TC - control temperature
(37.8°C throughout the incubation period); 2) TL - low temperature (36.7°C, from day 0
to day 8 of incubation); 3) TH - high temperature ( 38.9°C, from day O to day 8 of
incubation); and 4) TVH - very high temperature (39.4°C, from day O to day 8 of
incubation). Hatch performance (egg weight loss, fertility, hatchability, mortality,
culling), chick quality (weight, length, yolk-free body mass, residual yolk weight, relative
organ weight, navel score), hatch window, incubation duration, embryonic morphology,
eggshell parameters (weight, thickness, Ca, P, Mn, and Mg), yolk parameters (Ca, P, Mn,
and Mg), rectal temperature, blood assessments (Ca, P, GH, Ts, T4, PTH, calcitonin,
vitamin D3, alkaline phosphatase, glucose, uric acid, lactate, hepatic glycogen, and blood
gas), and bone analyses (Ca, P, Mn, Mg, morphometry, biophysics, and mechanics) were
evaluated. It was observed that the elevated temperature treatments (TH and TVH)
accelerated embryonic development, resulting in a shorter incubation period. While the
TL treatment, with a longer incubation period, indicated a more consistent and gradual
development. The TL treatment positively influenced hatch performance, chick quality,
bone and vital organ development, as well as the mobilization and utilization of minerals
from the eggshell and yolk, along with the physiological and bone parameters of newly
hatched chicks (p < 0.05). It was concluded that the gradual increase in EST during the
first week of incubation, as demonstrated by the TL treatment (36.7°C), produced
statistically similar or superior results to the control treatment in all analyzed variables.
In contrast, elevated EST levels, especially TVH (39.4°C), are not recommended as they
negatively affected the evaluated parameters.

Keywords: Broilers, Eggshell Temperature, Hatchability, Blood gas analysis,
Locomotor System, Mineralization
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1. INTRODUCAO

A avicultura moderna, impulsionada por avangos em selecdo genética e praticas de
manejo, tem elevado consideravelmente a eficiéncia dos frangos de corte, tanto em termos de
crescimento rapido quanto de conversdo alimentar. Esses aprimoramentos permitem que as
aves alcancem pesos corporais elevados em idades cada vez mais precoces, maximizando o
rendimento produtivo e atendendo a demanda crescente da inddstria (Zuidhof et al., 2014;
Kettrukat et al., 2023). No entanto, esse crescimento acelerado traz desafios, especialmente
para a salde esquelética, comprometendo o bem-estar animal e o desempenho zootécnico, além
de gerar perdas econdmicas e maior incidéncia de doencas (Bradshaw et al., 2002; Bessei, 2006;
Hashimoto et al., 2013).

A etapa de incubacdo afeta diretamente o desenvolvimento embrionario e ésseo das
aves, sendo determinante para a producdo eficiente de pintinhos de qualidade. Durante a
primeira semana, ocorre a formacdo de condrécitos e o estabelecimento das estruturas
cartilaginosas (Bellairs; Osmond, 2005; Atalgin; Kirtil, 2009). Na segunda semana, inicia-se
0 processo de ossificacao, seguida pela mineralizacao progressiva que continua apos a ecloséo.
Todo esse ciclo é regulado por uma rede de mecanismos celulares e moleculares, com a
participacdo de varios agentes reguladores (Bellairs; Osmond, 2005); Pines; Reshef, 2015).

Entre os fatores que interferem diretamente esse desenvolvimento, a temperatura de
incubacdo se destaca como um dos mais criticos. A temperatura da casca do ovo (TCO), que
reflete a temperatura interna do embrido, é determinante para o sucesso da embriogénese,
eclosdo, qualidade dos pintinhos de um dia e do desempenho das aves apds a eclosdo
(Christensen et al., 1999; Lourens et al., 2005; Meijerhof, 2009). Portanto, 0 monitoramento e
o controle da TCO desde o inicio do processo sdao fundamentais para garantir condicbes
térmicas ideais, favorecendo a formacéo dssea, a deposicao de nutrientes essenciais como calcio
e fosforo, e o desenvolvimento subsequente das aves (Meijerhof; Van Beek, 1993). Embora 0s
efeitos da temperatura nas fases intermediarias e finais da incubacdo sejam amplamente
estudados, a fase inicial ainda é pouco explorada.

Diante da escassez de estudos sobre os efeitos da temperatura nos estagios iniciais de
incubacdo, torna-se evidente a necessidade de investigar o manejo térmico nos primeiros dias
desse processo. Assim, 0 objetivo deste estudo é avaliar como diferentes perfis térmicos
aplicados no inicio da incubag&o influenciam a embriogénese, o rendimento de incubagéo, a
qualidade dos pintos, o uso de nutrientes dos componentes do ovo, o perfil bioquimico, o

equilibrio &cido-base, a resposta hormonal e o desenvolvimento ésseo de pintos de corte.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE GALLUS GALLUS DOMESTICUS
2.1.1 Desenvolvimento embrionario antes do periodo de incubacgéo

A formagdo do embrido é influenciada por fatores enddgenos, como genética,
hormonios e metabolismo, e por fatores exdgenos, como temperatura, umidade, ventilagdo e
manejo dos ovos na incubacdo (Tong et al.,, 2013). Comumente, acredita-se que O
desenvolvimento embrionario se restringe apenas ao periodo de incubacdo. Contudo, além da
fertilizacdo outros eventos importantes ocorrem durante o desenvolvimento embrionario pré-
postura.

O processo de clivagem marca o inicio do desenvolvimento embrionario no oviduto da
galinha e envolve sucessivas divisdes celulares (Christensen, 2001) sob uma temperatura
interna da ave adulta de 41,5°C (Gonzales, 2005). Cerca de trés horas apos a fecundacéo, o
espermatozoide se une ao Ovulo na porcao superior do infundibulo, formando o zigoto
(Romanoff, 1960; Barbosa, 2011). Ao atingir o istmo, 0 zigoto comeca a se dividir rapidamente,
passando de duas para oito células (Eyal-Giladi; Kochav, 1976). Cerca de cinco horas apos a
fecundacdo, o embrido chega ao Utero no estagio de 16 células, sendo denominado mérula
(Lillie, 1952). As células continuam a se dividir até formar 256 células, originando o blastodisco
no polo animal (Barbosa, 2011). O ovo em desenvolvimento entra na fase de blastula,
caracterizada pela formacéo do blastoderma, uma camada de células idénticas organizadas em
uma espessa camada centralizada sobre o vitelo (Patten, 1951; Hamburger; Hamilton, 1951,
Barbosa, 2011; Cesario, 2013). No momento em que 0 ovo é posto, o blastoderma contém em
torno de 20.000 a 60.000 células (Eyal-Giladi, 1991).

Apbs a postura, a temperatura permanece como o fator fisico mais importante para o
desenvolvimento embrionério. Se a temperatura estiver abaixo do ponto zero fisioldgico (20-
21°C), o desenvolvimento é parcialmente paralisado (Edwards, 1902). Com base nesse
principio, a técnica de armazenamento de ovos € utilizada para interromper o desenvolvimento
do embrido, permitindo a incubag&o simultanea de ovos com diferentes tempos de estocagem,
além de facilitar a formacéo da cdmara de ar, essencial para a respiracdo pulmonar do embrido
nas Gltimas fases de desenvolvimento (Araudjo et al., 2009). Ademais, 0 processo de pré-
aquecimento horas antes dos ovos serem colocados nas incubadoras, é recomendado para evitar

o choque térmico do embrido e a condensacdo de umidade (Brito, 2006). Logo, a adaptacao
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gradual do embrido as condi¢fes de temperatura da incubadora é fundamental para otimizar o

sucesso da incubacao.

2.1.2 Desenvolvimento embrionario durante o periodo de incubacéao

A formacdo dos drgéos e sistemas da ave no decorrer da incubagao envolve trés eventos:
a gastrulacdo, onde acontece a formagao dos tecidos primordiais, seguido da construgdo dos
esbocos primarios dos orgdos e o terceiro evento é marcado pela formacdo dos Orgaos
definitivos (Hamburger; Hamilton, 1951; Bronner-Fraser, 1996; Cesario, 2013).

Nas primeiras horas de incubacdo, células marginais do blastoderma empurram outras
celulas através de divisdo celular mitética. Verifica-se um deslocamento dessas células por
meio da linha mediana vindas de ambos os lados do blastoderma. Cerca de 6 a 7 horas depois
de incubacdo, o espessamento de forma triangular da regido posterior da area peltcida comeca
aalongar-se e se desenvolve o sulco primitivo. Esse sulco, depois de 10 a 13 horas de incubagéo,
se estende gradualmente e é delimitado por duas linhas paralelas denominadas de bordas
primitivas, constituindo a linha primitiva (figura 1) (Etches, 1998; Bellairs; Osmond, 2005;
Cesario, 2013).

Figura 1 - Clivagem e formagé&o da linha primitiva
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Fonte: Wolpert e Beddington (2000)
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A gastrulacdo consiste na transferéncia de células do lado externo do blastoderme para
dentro do blastoderme através de um canal (figura 2). Ainda ndo se fala em termos de
ectoderme, mesoderme e endoderme, pois os tecidos encontram-se em formacdo. Como a
gastrulacdo ndo é um simples termo morfoldgico, a literatura utiliza as terminologias como
epiblasto e hipoblasto para distinguir as camadas até o momento da separacdo definitiva do
mesoderme (Huettner, 1959).

A mesoderme surge entre o hipoblasto e o epiblasto, conforme o aparecimento e o
crescimento da linha primitiva. O embrido se desenvolvera anteriormente a essa linha primitiva
(Houillon, 1972). A regido posterior da linha primitiva é definida como placa primitiva e na
extremidade anterior da linha primitiva aparece uma regido com espessamento de células
chamado de N6 de Hensen que tem carater transitério (Alves, 2011). Ao migrar para as
extremidades direita e esquerda do sulco, as células mesodérmicas distribuem-se por toda
regido pellucida. Deste modo, apds a postura e na fase inicial de incubacgdo, as trés camadas
germinativas se diferenciam indicando um blastoderma completamente diferenciado (Barbosa,
2011; Cesario, 2013).

Figura 2 — Processo de gastrulagdo nas aves: linha primitiva e N6 de Hensen
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As trés camadas germinativas de celulas tém papel relevante na formacéo dos 6rgédos
ou sistemas embrionarios. A ectoderme originard a epiderme, penas, bico, unhas, sistema
nervoso, lente, retina e iris dos olhos, mucosa da boca e cloaca, entre outras estruturas. A
endoderme constituira a mucosa dos tratos digestorio e respiratério. Enquanto a mesoderme
dara origem aos 0ssos, musculos, 6rgaos reprodutores, excretores, cardiocirculatorio, derme e
hipoderme (Araujo; Albino, 2011; Cesario, 2013).

A partir do né de hensen, as células se dirigem adiante e formam entéo a terceira camada
germinativa, o cordomesoderme, ou seja, um prolongamento cefalico correspondente a
notocorda. A medida que a notocorda se desenvolve, a linha primitiva regride (figura 3).
Posteriormente, comeca a formagdo dos somitos em cada lado da notocorda (Witschi, 1956;
Cesario, 2013).

Figura 3 — Desenho esquematico da regressdo do n6 de Hensen

&
)
)

Fonte: Barbosa (2011)

O desenvolvimento do embrido da galinha € caracterizado pela diferenciagdo celular
que ocorre durante os estagios iniciais e intermediarios da incubacéo, seguido pelo crescimento
de 6rgdos e maturacdo de sistemas durante o estagio final. Com a diferenciacdo celular, as
células tornam-se especializadas e entdo tem inicio a formacdo de 6rgdos vitais e sistemas do
embrido. Desenvolvem-se também tecidos extra-embrionarios, fundamentais para oxigenacao
e nutricdo do embrido. Ap0s se tornarem especializadas, os grupos de células iniciam, através
de sucessivas divisGes mitoticas, uma sequéncia organizada de multiplicacdo e crescimento
celular. Com a formacéo dos tecidos e 6rgéos, € iniciado o estabelecimento de suas funcdes
(Decuypere; Michels, 1992; Hamburger; Hamilton, 1951).

Nas primeiras 96 horas de incubacéo, o embrido tende a se adaptar as condigdes em que
esta submetido e reinicia sua formagdo com intensa multiplicacdo celular e diferenciacdo das

estruturas (Gonzales, 2005). Um intenso crescimento embrionario acontece por volta do quinto
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até o 182 dia de incubacdo. Wilson (1991) ressalta que, as condigdes fisicas aplicadas no
ambiente de incubacdo sdo relevantes nesta etapa.

Os ultimos dias de crescimento e desenvolvimento do embrido (192 até o 212 dia), é
caracterizado por notaveis eventos que condicionam a ecloséo do pintinho. Dentre os principais
acontecimentos, destacam-se o posicionamento da cabe¢a embaixo da asa direita pelo embri&o,
rompimento da membrana interna (bicagem interna), respiracdo por intermédio da camara de
ar, perfuracdo da casca (bicagem externa) e terminando com a ruptura da casca para o

nascimento (Gonzales, 2005).

2.1.3 Anexos embrionarios

O saco vitelino, amnio, alantéide e corion (figura 4) sdo membranas extraembrionarias
responsaveis pela nutricdo protecdo, respiracdo e estoques de metabolitos derivados do
metabolismo embrionario (Givisiez et al., 2020). A extensdo dos trés folhetos germinativos
(endoderme, mesoderme e ectoderme) determina a formagao dos anexos embrionarios (Patten,
1951; Houillon, 1972; Barbosa et al., 2011; Cesario, 2013).

Figura 4 — Anexos embrionarios

Saco vitelino
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Fonte: Barbosa et al. (2011)

Vieira e Moran Jr (1999) descreveram que o saco vitelino confere energia e nutrientes
para o embrido, sendo reserva nutritiva da ave por cerca de 72 horas apds a eclosdo. Além disto,
0 saco vitelino é local primério de formacéo das celulas sanguineas, especialmente eritrocitos

(Yadgary et al., 2014). O saco vitelino é o primeiro anexo a se formar (cerca de 12 horas de
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incubac&o). E formado a partir da area opaca e consiste inicialmente em um ectoderma epitelial
fino sustentado por uma camada de células endodérmicas altas contendo muitas goticulas de
vitelo intracelulares, sendo essas camadas continuas com a area pelucida (Bellairs; Osmond,
2005).

Everaert e Decuypere (2013), explicaram que o0 &mnio é uma membrana avascular, ndo
inervada e altamente muscular que envolve o embrido, tendo como fungéo protegé-lo contra
choques mecanicos e téermicos, evitando a desidratacdo e separando-o do meio circundante. O
amnio surge com 33 horas de incubacdo, na regido cefalica. Ao ser ingerido pelo embrido o
liguido amnidtico fornece &gua e nutrientes para 0 mesmo. Essa ingestdo é importante para
desenvolvimento da mucosa intestinal e preparacdo para a eclosdo, ja que a capacidade de
digerir e absorver nutrientes € pouco desenvolvida nesta fase (De Oliveira, 2007; Omede et al.,
2017).

O corion é formado juntamente com 0 &mnio, envolve todas as estruturas e protege tanto
0 embrido quanto as membranas extraembrionarias. Segundo Gabrielli e Accili (2010), o cdrion
€ uma membrana extraembrionaria formado por duas camadas de trofoblasto e pela mesoderme
extraembrionéria, unindo-se com o alantoide para desempenhar funcdo respiratoria e esta
localizado logo abaixo da casca. Além do mais, possui um grande contato com as membranas
da casca e por isso mobilizam minerais da casca para a constru¢do do esqueleto e ajudam
também na respiracdo. Esta membrana no ovo em processo de incubacdo interage com o
alantoide formando a membrana corioalantéide (Vanderley; Santana, 2015).

O alantoide comeca a se formar a partir do intestino posterior por volta de 65-69 horas
de incubacéo e esté presente no embrido de 72 horas de incubacdo. Tem como fungdo armazenar
substancias excretadas pelos rins durante o desenvolvimento embrionério (Bellairs; Osmond,
2005; Barbosa et al., 2011). Este anexo embrionario envolve o albumen, saco vitelino e o saco
amnidtico, e alcanca volume méximo por volta do décimo terceiro dia de incubacéo, reduzindo
a medida que as células das membranas reabsorvem &gua e alguns eletrolitos (Everaert;
Decuypere, 2013).

O alantoide une-se ao corion para formar a membrana corioalantoide, infiltrada nos
poros da membrana da casca, sendo responsavel pela troca gasosa entre o embrido e 0 meio
externo até que se suceda a bicagem interna (Gonzales; Cesario, 2003). A membrana
corioalantdica atua também no transporte de calcio e no armazenamento de residuos
nitrogenados produzidos pelo embrido (Bellairs; Osmond, 2005). Com até 96 horas de

incubacdo, completa-se a formacdo das membranas extra-embrionérias.
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2.1.4 Estagios de desenvolvimento 6sseo durante a incubacéo

O desenvolvimento 6sseo em aves € complexo e bem coordenado que ocorre desde 0s
estagios iniciais do embrido até apds a eclosdo. Pode ser dividido em vérias etapas principais
que envolvem a formacdo de estruturas cartilaginosas iniciais, seguidas pela ossificacdo. Este
processo também inclui uma rede de mecanismos celulares e moleculares, bem como a
interacdo de diversos agentes reguladores (Bellairs; Osmond, 2005; Pines; Reshef, 2015).

Segundo Floriano (2013) uma caracteristica adicional no desenvolvimento 0sseo das
aves é a presenca de sacos aéreos que se expandem dos pulmdes para 0s 0ss0s, substituindo a
medula dos 0ssos longos, um processo chamado pneumatizagdo, que reduz o peso e auxilia no
V00, ocorrendo ap0os 0 nascimento.

O esqueleto das aves comeca a se desenvolver com a migracao de células mesenquimais
para locais especificos, formando um molde que dara origem ao futuro esqueleto axial,
abrangendo crénio, coluna, esterno e costelas, bem como o esqueleto apendicular, que
compreende 0s 0ssos das extremidades (Karaplis, 2002; Bellairs; Osmond, 2005; Lefebvre;
Bhattaram, 2010). Durante a primeira semana de incubacdo, ocorre a formacéo da cartilagem
(Nakane; Tsudzuki, 1999; Bellairs; Osmond, 2005; Atalgin; Karttl, 2009), seguida por uma
ossificacdo na segunda semana (Oviedo-Ronddn et al., 2008b). Os ossos crescem de forma
rapida e gradual, passando por um processo progressivo de mineralizacdo que se prolonga até
o0 periodo pds-natal (Bellairs; Osmond, 2005; Lefebvre; Bhattaram, 2010; Barbosa, 2011).

Conforme Yair et al. (2012), a ossificacdo e a mineralizacdo se prolongam por toda a
incubagdo, atingindo as maiores taxas de desenvolvimento na Ultima semana. Nesse periodo, a
forca e rigidez dos ossos aumentam significativamente. Embora o esqueleto do pintinho esteja
formado ao nascimento, o desenvolvimento 6sseo ndo se encerra nesse ponto. OS 0SS0S
continuam a crescer, passando por constante remodelacdo interna e reparacdo em casos de
fraturas (Dibner et al., 2007).

Para melhor compreensdo, no Quadro 1 encontra-se um resumo com 0s principais

eventos do desenvolvimento 6sseo embrionario em aves.
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Quadro 1 - Resumo dos principais eventos do desenvolvimento embrionério ésseo em aves

Dia de Principais eventos do desenvolvimento embrionario Fonte
Incubacdo 0sseo em aves
Células dos somitos migram ao redor do tubo neural HamburgleJSelyamllton
Inicial e da notocorda para formar estruturas membranosas . :
recursoras das vértebras Bellairs e Osmond
P ' (2005).
20 - 30 dia Formac&o de condrocitos. Bellairs e Osmond
Desenvolvimento do molde cartilaginoso. (2005).
« . Hamb Hamilt
30 - 4¢ dia Formacdo dos brot;)j de(i?orrneesmbros posteriores e ( 1‘22 1)u; rgzrpfan ?Tg;gg)r;
P ' Barbosa (2011).
50 - ge dia Membros anteriores e posteriores visiveis. Hamburger e Hamilton
Acrticulacdes de cotovelo e joelho distintas. (1951).
: I [ ani
60 dia Osteob astos,produ;em a matrllz orga_nlca do osso Torres e Korver (2018).
(osteoide), rica em coléageno tipo |.
. Formagdo do centro primario de ossificacdo e Hamburger e Hamilton
7,52 - 8¢ dia . ..
mineralizacdo inicial (1951).
Pechak et al. (19864,
90 dia Cartilagem hipertrofica é rapidamente substituida por | 1986b); Caplan (1988);
células da medula. Proff e Romer (2009);
Blumer (2021).
10° dia A cartilagem continua a se expandir, e 0s centros de )
ossificagdo continuam a formar-se. Bellal(rs c;eoé))smond
1090 - 122 dia Ossificacdo da coluna vertebral. '
Continuacao da ossificacdo e crescimento 0sseo. Bellairs e Osmond
: Crescimento da diafise média. Ossos dobram de (2005);
142 - 192 dia . . . .
comprimento, espessura e quantidade de minerais Torres e Korver (2018).
presentes.
200 - 210 dia O esqueleto esta quase completamente ossificado,

pronto para a eclosao.

Crescimento
Pds-Natal e
Remodelacéo

Continuacdo do crescimento dos 0ssos, remodelagéo
e reparacao interna.

Bellairs e Osmond
(2005).
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2.2 FORMACAO DO ESQUELETO DURANTE A INCUBACAO
2.2.1 Composicao e estrutura do tecido 6sseo

O esqueleto da galinha é composto por aproximadamente 160 ossos que funcionam
como reservas de célcio e fosforo, podendo ser mobilizados em situacdes de disturbios da
homeostase. Comparados aos mamiferos, 0s 0ssos das aves possuem uma maior concentracao
de minerais. Os 0sso0s proporcionam a locomoc¢ao, suporte e protecdo dos animais (Rath et al.,
2000; Frandson et al., 2011; Floriano, 2013). Pizauro Junior et al. (2017) destacam que o tecido
0sseo é metabolicamente ativo e composto por uma populagdo heterogénea de células em
diferentes estagios de diferenciacdo, que regulam a mobilizacdo e deposicdo de minerais.

O osso é composto aproximadamente por 70% de minerais, 22% de proteinas e 8% de
agua e elementos tracos. A matriz dssea é formada por 20 a 40% de componentes organicos,
predominantemente colageno tipo | (cerca de 95%), além de proteoglicanos, lipidios e proteinas
ndo colagenos (5%). A matriz mineral ou inorganica representa entre 50 e 70% e é
principalmente composta por calcio e fosforo, na forma de cristais de hidroxiapatita (Rath et
al., 2000; Clarke; 2008; Lefebvre; Bhattaram, 2010; Pizauro Junior et al., 2017).

Os o0ssos podem ser classificados de acordo com seu formato em longos, curtos,
pneumaticos, laminares, irregulares e sesamoides. Ossos longos (figura 5), como o fémur e o
Umero, possuem comprimento superior a largura e espessura, € sao compostos pela diafise
(parte central de 0sso compacto), metafises (areas mais largas proximas as extremidades) e
epifises (extremidades com 0sso esponjoso interno e cartilagem articular externa) (Clarke,
2008; Guz, 2022). Os 0ss0s curtos, como 0s encontrados no carpo e tarso, 0ssos chatos, como
0 cranio e costelas, e 0ssos irregulares, como as vértebras, completam a classificacdo geral dos
ossos (Clarke, 2008). Especificamente nas aves, existem ainda 0s 0ssos pneumaticos, como o
crénio e esterno, que sdo mais leves e auxiliam na mecénica respiratdria (Pizauro Janior et al.,
2017).

Considerando o aspecto macroscépico, o tecido désseo pode ser classificado em
compacto e esponjoso. O 0sso compacto, caracteriza-se por suas fibrilas de colageno
densamente empacotadas em lamelas bem-organizadas, localizado na periferia e sem cavidades
visiveis, desempenhando fungdes mecénicas e de protecdo, e estdo presentes na diafise. Em
contraste, 0 0SSO espoNjoso possui uma matriz porosa e pouco organizada, possui cavidades
intercomunicantes formadas por trabéculas de matriz 6ssea, com medula 0ssea e vasos
sanguineos, com funcdo metabolica, sendo encontrado na maioria dos 0ssos chatos e nas

epifises dos ossos longos (Rath et al., 2000; Pizauro Junior et al., 2017).



Figura 5 — Seccéo sagital de um o0sso longo apds maceracdo (A), e seccéo sagital
de um osso sem tratamento mostrando cartilagem articular e medula
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Os ossos podem ser classificados, ainda, conforme a sua constituigdo histolégica em

tecido 6sseo primario ou imaturo e tecido 6sseo secundario ou maduro (figura 6). O tecido 6sseo

primario apresenta organizacdo menos regular, é rico em ostedcitos, possui menor

mineralizacdo e fibras coladgenas dispostas sem uma orientacdo definida. Por outro lado, o

tecido dsseo secundério, é caracterizado por uma estrutura lamelar altamente organizada, com

maior mineralizacdo e fibras coladgenas organizadas em sistemas de Havers ou Osteons

(Jungueira; Carneiro, 2008; Konig, 2016; Lorente et al., 2019). Os canais de Havers, contém

Vasos sanguineos e nervos para nutrir as células 6sseas. Se conectam entre si e com a cavidade

medular através dos canais de Volkmann, que também possuem vasos e nervos, facilitando a

vascularizagdo e a comunicagdo no tecido 6sseo (Lorente et al., 2019).

Figura 6 — Representacdo esquematica de tecido 6sseo imaturo
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2.2.2 Células do tecido 6sseo

O tecido 6sseo das aves origina-se de células mesenquimais, que sdo multipotentes e
podem se diferenciar em células especializadas, formando a base do tecido 6sseo (Lefebvre;
Bhattaram, 2010; Berendsen; Olsen, 2015). As células que formam o tecido ésseo incluem
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células osteoprogenitoras ou osteogénicas (figura 7)
(Pizauro Junior et al., 2017).

As células osteoprogenitoras estdo localizadas nas proximidades da superficie dssea,
atuando como precursoras dos osteoblastos e ostedcitos (Clarke, 2008; Yair et al., 2012; Pizauro
Junior et al., 2017). Os osteoblastos sdo células especializadas do tecido esquelético cuja fungéo
priméaria é a formacéo e regulacdo da mineralizacdo da matriz organica. Os ostedcitos sdo as
células mais abundantes no tecido 6sseo, atuando como osteoblastos maduros aprisionados na
matriz, sdo responsaveis pela sintese e reabsor¢do da matriz 6ssea em uma escala limitada.
Enquanto, os osteoclastos sdo células grandes, moéveis e multinucleadas responsaveis pela
reabsorcéo 6ssea e encontram-se nas areas periféricas da superficie 6ssea quando ativos, sendo

células de origem hematopoiética (Pizauro Junior et al., 2017).

Figura 7 — Células do tecido 6sseo
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Fonte: PROENEM [s.d.]

2.2.3 Tipos de ossificagdo: intramembranosa e endocondral

A formacdo do esqueleto processa-se através de dois mecanismos principais: a
ossificagdo intramembranosa e a ossificacdo endocondral. A ossificacdo intramembranosa
(figura 8) é iniciada quando as células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos. Esses
osteoblastos produzem matriz organica ndo mineralizada (ostedide), que posteriormente é

calcificada a medida que os osteoblastos se transformam em ostedcitos. A ossificacao
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intramembranosa é restrita a 0ssos especificos, incluindo os 0ssos da abdbada craniana, alguns
0ssos faciais, e partes da mandibula e clavicula (Lefebvre; Bhattaram, 2010; Berendsen; Olsen,
2015; Pizauro Junior et al., 2017).

Na ossificacdo endocondral (figura 9), condrocitos produzem matriz cartilaginosa e
estabelecem o pericdndrio, marcando o inicio da formag&o do centro de ossificagdo priméria.
Vasos sanguineos penetram no tecido, trazendo células que se diferenciam em osteoblastos e
formam um colar ao redor da area, que entdo se torna o periosteo. A matriz € mineralizada,
gerando trabéculas de 0sso esponjoso e a cavidade medular, que aloja a medula 6ssea e 0s vasos
sanguineos. Em seguida, ocorrera a mineralizacdo da diéfise, dando origem ao 0sso compacto.
Os centros de ossificacdo secundarios surgem nas extremidades do modelo cartilaginoso
(epifises) (Long; Ornitz, 2013; Wu et al., 2016). Toda a cartilagem, exceto as placas epifisarias
e a superficie articular sera substituida por osso (Marks; Odgren, 2002). Este tipo de ossificacdo
é prevalente na coluna vertebral, costelas, pelve e membros (Long; Ornitz, 2013; Berendsen;
Olsen, 2015).

Figura 8 — Esquema da ossificacdo intramembranosa
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Figura 9 - Esquema da ossifica¢éo endocondral
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2.2.4 Mineralizagdo

A mineralizacdo 6ssea € 0 processo de deposicdo de minerais no 0sso, especialmente
calcio (Ca) e fésforo (P), conferindo rigidez ao tecido, com a participacdo de minerais traco
como zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn) e magnésio (Mg) (Bhagavan, 2002; Dibner et al.,
2007). Kerschnitzki et al. (2016) afirmaram que os minerais dos componentes do ovo S&o
absorvidos pelo embrido, armazenados em vesiculas, e transportados pela corrente sanguinea
até o tecido 6sseo em desenvolvimento.

No organismo, o célcio e o fosforo inicialmente encontram-se em sua forma organica e
precisam ser convertidos em cristais de hidroxiapatita para mineralizar o tecido 6sseo em
desenvolvimento. O modo ao qual inicia a formacao de célcio e fosfato inorganico ainda néo
estd bem elucidado. Uma teoria proposta por Robinson (1923) sugere que os ions fosfato e
calcio sdo mantidos em equilibrio nos fluidos corporais e que, nos liquidos da cartilagem, a
fosfatase alcalina age sobre a hexose monofosfato, derivada da quebra do glicogénio, liberando
o fosfato inorgénico.

A mineralizagdo na placa de crescimento dos ossos longos, mediada por vesiculas nas
membranas de condrdcitos hipertrofiados, abrange a nucleacdo de célcio e fosfato em duas
etapas. Inicialmente, célcio e fosfato sdo transportados para dentro das vesiculas, onde se

associam a lipidios e proteinas, com a fosfatase alcalina liberando fosfato. Isso leva a
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precipitacdo de cristais de fosfato de célcio, que se convertem em hidroxiapatita. Na segunda
etapa, os cristais de hidroxiapatita rompem a membrana vesicular e extravasam para 0 meio
extracelular, iniciando assim seu crescimento (Anderson, 1989; Kirsch et al., 1997; Pizauro
Junior et al., 2017).

2.2.5 Crescimento e remodelacéo

O crescimento e a remodelacdo 6ssea sdo continuos ao longo da vida, iniciando-se no
desenvolvimento embrionério e intensificando-se no periodo pds-natal (Yalgin et al., 2007;
Clarke, 2008). De acordo com Williams et al. (2004), o crescimento 6sseo ocorre por dois
mecanismos distintos: o intersticial, que aumenta o comprimento dos 0ssos, e 0 aposicional,
que aumenta a espessura.

O crescimento dsseo intersticial ocorre por ossificacdo endocondral atraves da expansao
das epifises, na placa de crescimento ou disco epifisario e é caracterizado pela proliferacao de
condrécitos (Torres; Korver, 2018). A placa epifisaria pode ser dividida em cinco zonas
distintas (figura 10) com seus respectivas cenarios: 1) zona de repouso ou reserva - condrocitos
sem sinais de atividade proliferativa; 2) zona proliferativa ou seriada - condrécitos dividem-se
e formam colunas de células empilhadas; 3) zona hipertrofica - condrécitos em amadurecimento
e intensa secrecdo de matriz; 4) zona de reabsorcédo ou calcificagdo - apoptose dos condrdcitos,
reabsorcao e calcificacdo da matriz da cartilagem; e 5) zona de ossificacdo - consiste em tecido

6sseo novo formado pelos osteoblastos (Oznurlu et al., 2016).

Figura 10 - Representacdo esquematica das zonas de ossificacdo
nas epifises
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Em aves, 0 crescimento 6sseo continua apos a eclosdo, com a placa de crescimento se
reduzindo progressivamente ao longo do tempo, resultando na fusdo dos centros primérios e
secundarios de ossificacdo, marcando a completa ossificacdo das estruturas Osseas. Em
condicdes naturais, esse processo se estende até a maturidade sexual, por volta de 24 semanas,
quando a placa epifiséaria se calcifica. No entanto, frangos de corte sdo abatidos, em média aos
42 dias de idade, o que impede o completo desenvolvimento dsseo (Yalgin et al., 2007;
Lefebvre; Bhattaram, 2010; Berendsen; Olsen, 2015).

Em conformidade com Applegate e Lilburn (2002), o crescimento em espessura do 0Sso
é iniciado pelo peridsteo, no qual os osteoblastos produzem matriz éssea e se transformam em
ostedcitos. Essas células formam cristas ao redor dos vasos sanguineos, originando o enddsteo
e lamelas concéntricas. Essas estruturas organizadas resultam na formacdo de novos dsteons,
contribuindo para o aumento do diametro do 0sso.

A remodelacdo 6ssea refere-se ao processo continuo de renovacdo e reorganizacao
interna do 0sso ja existente, essencial para manter a massa e a estrutura do esqueleto adulto
(Frost, 1963). Osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcao do 0sso antigo, liberando minerais
como calcio na corrente sanguinea, enquanto os osteoblastos sintetizam nova matriz 6ssea que
se mineraliza posteriormente. Esse equilibrio delicado entre formacdo e reabsorcdo Gssea
permite que as aves ajustem a densidade e a estrutura dos 0ssos em resposta as necessidades de
crescimento rapido, comportamento de voo e adaptacdo ao ambiente (Pechak et al., 1986).

De acordo com Yair et al. (2012), em circunstancias usuais, a quantidade de 0sso
reabsorvida é contrabalanceada pela formacéo dssea, mantendo a homeostase do célcio intacta.
Entretanto, em aves que crescem rapidamente, esse equilibrio pode ser perturbado, resultando
em uma predominancia de reabsorcdo sobre a reposicdo, o que leva a diminuicdo do tecido

0sseo mineralizado.

2.2.6 Utilizacdo dos minerais presentes no ovo para a formacao 6ssea

Para melhor compreender o desenvolvimento embrionario em aves, é oportuno dedicar
atencdo a aplicacdo dos minerais presentes no ovo para a formagdo dssea. Minerais oriundos
do ovo, principalmente o fosfato de calcio na forma de hidroxiapatita, sdo depositados na matriz
organica do osso em formacéo. Logo, a rigidez do tecido 6sseo é garantida pela incorporacao
de minerais como calcio (Ca) e fosforo (P). Além deles, minerais tragco como zinco (Zn), cobre
(Cu), manganés (Mn) e magnésio (Mg) desempenham um papel fundamental na formacéo e

manutencdo dos 0ssos, atuando em metaloenzimas com fungfes estruturais e/ou cataliticas
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(Bhagavan, 2002; Oviedo-Rondén; Ferket, 2005; Dibner et al., 2007; Yair; Uni, 2011; Pizauro
Junior et al., 2017).

O calcio se destaca como o mineral mais abundante e de maior exigéncia na dieta das
aves. Sua demanda é particularmente elevada devido ao seu papel essencial na formacdo do
tecido 6sseo em aves de corte e na producdo da casca do ovo em aves poedeiras. Pode ser
encontrado em diversas formas, tais como célcio ionizado (Ca%*) ou complexado com &cidos
organicos, citrato e fosfato (Bouillon et al., 2003; Proszdowiec-Weglarz; Angel, 2013). A
presenca do calcio em sua forma ionizada desempenha diversas fungdes fisioldgicas. Este ion
exerce sua influéncia na manutencao da integridade e no transporte das membranas celulares,
na promogdo do processo de coagulacdo sanguinea, na facilitacdo da liberacdo de horménios e
neurotransmissores, na ativacdo e controle de enzimas, na transmissdo eficaz de impulsos
nervosos e na regulacdo da contracao muscular.

No inicio da incubacdo, o embrido utiliza as reservas de calcio da gema do ovo,
absorvendo-o através da membrana do saco vitelinico (MSV) e seu sistema vascular (Richards;
Steele, 1987; Yair; Uni, 2011). Na segunda semana de incubacdo, a membrana corioalantoide
(MCA) torna-se funcional. A partir desse ponto, o calcio € majoritariamente absorvido da casca
do ovo, sendo incorporado tanto na gema quanto nos tecidos embrionarios (Romanoff, 1960;
Tuan; Ono, 1986).

Conforme mencionado por Pizauro Junior et al. (2017) e Bilezinkian et al. (2019), o
fosforo constitui componente substancial dos sais inorganicos presentes tanto nos 0ssos quanto
nos fosfolipidios que compdem as membranas celulares. Sua relevancia se estende a
participacdo no transporte de energia, na estruturacdo dos acidos nucleicos, na regulacdo de
atividades enzimaticas e na interacdo com a hemoglobina para o transporte de oxigénio. Esta
substancia € distribuida nos 6sseos e nos tecidos moles predominantemente na forma de fosfato.
Sua presenca pode ser observada de maneira livre, associada a proteinas, ou ainda complexada
com ions de célcio e magnésio.

Quando nos referimos aos minerais traco, 0 zinco se destaca em varios aspectos,
incluindo formacdo Ossea, mineralizagdo, metabolismo, cofator de enzimas para o
desenvolvimento ésseo, estimula a diferenciacdo dos osteoblastos, contribuindo para a
regulacao da formacdo dos cristais de hidroxiapatita durante o crescimento dos 0ssos longos e
funcionamento do sistema esquelético (Bhagavan, 2002; Liu et al., 2013).

O cobre é componente da hemoglobina e outras proteinas sanguineas. Apresenta
impacto significativo em sistemas enzimaticos nos quais atua como cofator. Um exemplo

relevante € a influéncia sobre as monoamina oxidases, necessarias para formagao da cartilagem.
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Quando em falta, causa desenvolvimento retardado, anormalidades e susceptibilidade a fraturas
0sseas em embrides ou aves recém-nascidas (Dibner et al., 2007; Mir et al., 2007; Guglu et al.,
2008; Mroczek-Sosnowska et al., 2017).

Yair e Uni (2011) destacam que o ferro é primordial para o metabolismo energetico
oxidativo celular, como parte das proteinas hemoglobina e mioglobina. Durante o
desenvolvimento embrionério, é imprescindivel para a formagdo de células sanguineas e o
transporte de oxigénio para os tecidos em crescimento, influenciando diretamente a
diferenciacéo celular e a formacéo do esqueleto embrionario. Posteriormente, na fase pos-natal,
o ferro continua a ser vital na sintese de hemoglobina, contribuindo para a formacdo e
fortalecimento dos 0ssos.

O magnésio esta ligado ao metabolismo de calcio e fosforo. Sua deficiéncia pode
resultar em sintomas como baixo crescimento e coordenacdo motora comprometida. No tecido
06sseo, 0 Mg regula a fungdo das células e a acdo dos receptores de célcio. O equilibrio adequado
de Mg, Ca e P € crucial para a saude 6ssea ideal (Rude et al., 1998; Martini, 1999; Morii, 2007;
Shastak; Rodehutscord, 2015).

A sintese de mucopolissacarideos e a formacdo de proteoglicanos, essenciais para a
matriz extracelular dos 0ssos, envolvem o manganés. Como cofator de enzimas envolvidas na
sintese de cartilagem hialina, a deficiéncia de manganés resulta em diminuicao significativa da
atividade da Fosfatase Alcalina no tecido 6sseo e casca dos ovos, levando a problemas como a
perose em aves. Além disso, influencia o metabolismo do IGF-1, afetando o crescimento 6sseo
(Bhagavan, 2002; Palacios, 2006; Pizauro Junior et al., 2017).

Os minerais necessarios para 0 processo de mineralizacdo éssea durante o
desenvolvimento embrionério sdo obtidos a partir dos componentes do ovo: gema, albumen,
casca e membranas (Romanoff; Romanoff, 1967; Freeman; Vince, 1974; Tuan; Ono, 1986; Uni
et al.,, 2012; Bellairs; Osmond, 2014; Yair et al., 2015). Comentando sobre a etapa de
incubacédo, Barbosa (2011) e Halgrain et al. (2022) apontaram mudangas significativas nas
concentragOes de diversos minerais na casca do ovo. De acordo com os autores referidos, essas
mudancas na composi¢do mineral da casca também afetam suas propriedades fisicas, como
peso, espessura e forga, influenciando diretamente no processo de ruptura que precede a
eclosdo.

Oliveira et al. (2015) afirmam que a casca do ovo é a principal fonte de célcio para o
embrido. Composta por 98,2% de célcio, 0,9% de fosforo e 0,9% de magnésio, a casca também

contém pequenas quantidades de minerais traco essenciais para o desenvolvimento saudével do
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embrido. A partir do décimo terceiro dia de incubag&o até a eclosdo, 80% do célcio é obtido da
casca e o restante da gema (Vieira, 2007).

A membrana corioalantéide (MCA) € um tecido altamente vascularizado, responsavel
pela translocacao do calcio para a circulacdo do embrido. Sua ligacdo com a superficie interna
da casca do ovo torna-se completa a partir do 12° dia de incubagéo, permitindo a mobilizagéo
dos minerais ali presentes (Kerschnitzki et al., 2016; Torres; Korver, 2018; Halgrain et al.,
2022). A membrana possui a enzima anidrase carbonica, que torna certas regides da casca mais
acidas, dissolvendo o carbonato de calcio e liberando célcio livre para o embrido (Szeleszczuk
etal., 2016).

Para ser absorvido, o célcio precisa ser transportado para a gema, € €sse processo ocorre
por intermédio da vitamina D3 (Richards; Steele, 1987; Oliveira et al., 2015). Deste modo, ao
decorrer da Gltima semana de incubacdo, observa-se um incremento na concentracdo desse
mineral no saco vitelinico e no plasma, concomitantemente ha uma diminui¢do em sua presenca
na casca (Freeman; Vince, 1974; Muir; Groves, 2017).

A gema, ricaem lipidios e proteinas, é especialmente significativa para a formacgéo 6ssea
do embrido. Pode-se destacar a importancia da vitelogenina, que sofre proteolise durante o
desenvolvimento embrionario, liberando a fosfovitina, uma fonte de fésforo primordial para o
crescimento 6sseo conforme ressaltado por Li et al. (2014). Além disso, Yair e Uni (2011) e
Torres e Korver (2018) enfatizaram que a gema é uma consideravel fornecedora de minerais
traco, fornecendo uma variedade de elementos essenciais, incluindo calcio, fésforo e potassio.

Durante a incubacéo, o saco vitelinico é suprimento vital de minerais para 0 embrido em
desenvolvimento. Yair et al. (2015) destacam que o saco vitelinico € responsavel pelo
fornecimento de uma série de minerais, incluindo fésforo, zinco, cobre, manganés e ferro,
fundamentais para a formacdo dssea. No entanto, a medida que a incubacdo avanca, a
disponibilidade desses minerais diminui, com o embrido consumindo a maioria deles até o dia
17. Ainda assim, uma reserva minima permanece na gema residual, o que é essencial para
sustentar o desenvolvimento 0sseo inicial do pintinho (Yair; Uni, 2011; Torres; Korver (2018).

Estudo conduzido por Oliveira et al. (2015) destaca que o albimen é composto
principalmente por agua e proteinas. Aproximadamente 4% do conteldo consiste em ions
inorganicos, tais como potassio, sodio, enxofre e cloro em concentracbes mais elevadas,
enquanto fosforo, célcio, manganés, magnésio e ferro estdo presentes em quantidades
praticamente minimas.

Enquanto os minerais em sua forma organica tendem a ser depositados no alblmen, os

inorgéanicos séo mais comumente encontrados na gema, conforme observado por Vieira (2007)
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e Yair e Uni (2011). Esses minerais séo entdo misturados com os nutrientes presentes no fluido
amniotico e transportados para o saco vitelinico, onde s&o finalmente absorvidos pelo embrido,

como destacado por Uni et al. (2012).

2.3 HORMONIOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO OSSEO

Hormonios sdo substancias quimicas produzidas e liberadas por células neurais e
enddcrinas, bem como por neurbnios e exercem influéncia regulatéria em varias funcdes
fisiol6gicas. Atuam no metabolismo, homeostase, crescimento, desenvolvimento, reproducédo e
comportamento (Gasparotto et al., 2011). O desenvolvimento 6sseo € altamente regulado por
uma complexa rede de hormonios e fatores bioldgicos que desempenham papéis fundamentais

na formagdo, crescimento e remodelacéo do tecido dsseo.

2.3.1 Hormo6nio do crescimento (GH)

O hormonio do crescimento (GH) promove o desenvolvimento do organismo como um
todo, estimula a proliferacao e diferenciacdo das células dsseas, atua no sistema imunoldgico,
participa do metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas, e exerce influéncia sobre
glandulas enddcrinas, como o pancreas, a tireoide e a adrenal (Pines; Hurwitz, 1991;
Decuypere; Buyse, 2005).

Seu principal papel no metabolismo dsseo envolve estimular a producdo do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1 ou somatomedina C) no figado e nos
condrdcitos da placa de crescimento. O IGF-I produzido no figado é entdo transportado para a
placa de crescimento, onde promove a proliferacdo de condrdcitos e osteoblastos, estimulando
o crescimento longitudinal do osso (Robson et al., 2002; Kiihn et al., 2005; De Groef et al.,
2008; Giz et al., 2020).

No desenvolvimento embrionario das aves, o GH foi observado por Scanes (1997)
surgindo por volta do 9° dia de incubacdo. Posteriormente, evidéncias sugeriram que o inicio
da producdo de GH em embrides de aves € incerto, mas aparentemente isso ocorre entre os dias
12 e 14 de incubagdo (Zheng et al., 2006; De Groef et al., 2008). Apo6s os 18 dias, hd um
aumento significativo na sintese e liberacdo de GH, possivelmente associado ao processo de

eclosdo (Oviedo-Ronddn; Murakami, 1998).
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2.3.2 Hormonios tireoidianos (Ts e Ta)

Os hormonios tireoidianos sdo sintetizados a partir do aminoacido tirosina e iodados
com trés atomos para formar a triiodotironina (T3) e quatro &tomos para formar a tiroxina (T4)
(Robson et al., 2002; VVan Der Eerden et al., 2003). Estdo diretamente envolvidos no aumento
do metabolismo e no consumo de oxigénio, e transicdo do metabolismo embrionério para a
respiracdo pulmonar (Burton; Tullet, 1985; Oviedo-Rondon; Murakami, 1998; Decuypere;
Buyse, 2005; Shokraneh et al., 2020).

Estimulam a liberagdo do horménio do crescimento (GH), atuam na regulacéo da sintese
de fator de crescimento semelhante & insulina tipo | (IGF-I) nos ossos, promovendo a hipertrofia
dos condrocitos e a invasdo vascular para formacédo da placa de crescimento e 0sso trabecular
na metafise. Adicionalmente, os hormonios tireoidianos influenciam os osteoblastos, inibindo
sua proliferacdo, enquanto favorecem a sintese de proteinas da matriz éssea (Lewinson et al.,
1989; Robson et al., 2002; Van der Eerden et al., 2003; Shao et al., 2006; Willemsen et al.,
2011; Giz et al., 2020).

Os primdrdios da tireoide do embrido propriamente dito surgem com 36 horas de
incubacéo e a producdo de tiroxina comeca por volta do décimo dia de incubagdo, enquanto a
maturacdo do eixo hipofise-tireoide é critica entre os dias 10 e 14 de incubagdo (Romanoff,
1960; De Groef et al., 2008; Barbosa, 2011; Decuypere; Buyse, 2005). Entre os dias 18 e 21 de
incubacdo, ocorre um aumento significativo na sintese dos hormonios tireoidianos, que
alcancam seu pico durante o processo de bicagem externa e desempenham um papel ativo na
eclosdo (Oviedo-Rondon; Murakami, 1998; Piestun et al., 2009).

2.3.3 Calcitonina e paratorménio (PTH)

Nas aves, o calcio (Ca) e fosforo (P) sdo primordiais para a homeostase e salde 6ssea.
A calcitonina e o paratorménio (PTH), regulam as concentracfes plasmaticas desses minerais,
assegurando o equilibrio metabdlico necessario (Veum, 2010; Matuszewski et al., 2020).

Em aves, a calcitonina é produzida na glandula ultimobranquial, integrada a tireoide em
fase embrionaria (Isler, 1973; Stanford, 2006; De Matos, 2008; Pizauro Junior et al., 2017). E
um horménio proteico que reduz a liberacdo de calcio dos 0ssos para 0 sangue, limitando a
reabsorcdo 6ssea e favorecendo a maior deposi¢do de calcio nos ossos. Também aumenta a
excrecdo de célcio pelos rins, promovendo a eliminacdo do mineral na urina e regulando os

niveis plasmaticos (Malgaroli et al., 1989; Proszdowiec-Weglarz; Angel, 2013; Pizauro Janior
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et al., 2017). A calcitonina comeca a ser secretada no estagio final do periodo de incubagé&o,
apos o 18° dia de desenvolvimento embrionério (Bellairs; Osmond, 2005; Barbosa, 2011).

O paratorménio (PTH) ¢é sintetizado e liberado pelas glandulas paratireoides. Sua
producdo se inicia por volta do décimo dia de incubacédo, conforme descrito por Hamburguer e
Hamilton (1951) e corroborado por Barbosa (2011). Nos ossos, 0 PTH estimula os osteoclastos,
células responsaveis pela reabsor¢do de célcio do tecido 6sseo para o sangue. Nos rins, o PTH
promove a reabsorcdo de célcio nos tubulos renais. Além disso, estimula a producéo da forma
ativa da vitamina D (calcitriol) nos rins. Assim, o0 PTH coordena uma resposta multifacetada
que envolve a mobilizacéo de célcio dos 0ssos, a conservacgdo renal de calcio e a melhoria da
absorcdo intestinal de célcio e fosforo (Luengo et al., 1991; Moe, 2008; Shanmugasundaram e
SelVaraj, 2012; Pizauro Junior et al., 2017; Tinawi, 2021)

2.3.4 Vitamina D3

A vitamina D € elementar ndo apenas como uma vitamina, mas também como um
hormbnio esteroide vital para o metabolismo do célcio. O colecalciferol (vitamina D3) e 0
ergosterol (vitamina D) séo os protagonistas, sintetizados pela pele apos a exposicao a luz solar
ou obtidos pela dieta. Nas aves, a vitamina D3 é consideravelmente mais eficaz do que a Do,
sendo 30 a 40 vezes mais potente, devido a sua conversdo enzimatica mais rapida no figado
(Chen et al., 2020; De Matos, 2008; Henry, 2011; Gil et al., 2018).

A vitamina D3 passa por um processo complexo para se tornar biologicamente ativa.
Inicialmente, o 7-deidrocolesterol na pele reage com a luz ultravioleta, formando a pré-vitamina
D3, que se isomeriza termicamente em vitamina Ds. Esta, ao entrar na circulagdo sanguinea,
sofre duas hidroxilagdes enziméticas: a primeira no figado, gerando 25-hidroxivitamina D3
(250HD:3), e a segunda no rim, formando a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,250HD3) (Bishop;
Norman, 1975; Fatemi et al., 2020; Chen et al., 2021). A enzima 25-hidroxilase, apresenta
atividade detectavel ja no 92 dia de incubagdo, aumentando ao longo do desenvolvimento até
atingir o pico no 17° dia, coincidindo com o periodo de maxima mineralizacdo do esqueleto
(Kubota et al., 1981).

Em condicdes de hipocalcemia, a 1,250HD3 promove a absor¢éo intestinal de célcio e
fosforo, reduz a excrecdo renal desses minerais e aumenta sua reabsorcédo tubular. A 1,250HD3,
juntamente com o PTH, estimula a atividade dos osteoclastos nos 0ssos, facilitando a liberagéo
de célcio na corrente sanguinea para manter a homeostase mineral (Soares Jr, 1984; Bushinsky;
Monk, 1998; Palacios, 2006; De Matos, 2008).
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2.3.5 Insulina, hormonios sexuais (estrogénio e testosterona) e corticosteroides

A insulina, produzida pelas células beta do pancreas, regula a homeostase da glicose
sanguinea em conjunto com o glucagon (Leto; Saltiel, 2012; Shimamoto et al., 2019). A
liberacdo de insulina é estimulada por altos niveis de glicose no sangue, sendo essencial para o
desenvolvimento 6sseo, pois aumenta a disponibilidade de energia para a ossificacdo, estimula
0 crescimento da placa epifisaria e a sintese de proteinas da matriz 6ssea. A insulina também
potencializa a acdo do hormonio de crescimento (GH), e sua auséncia leva a hiperglicemia,
comprometendo a atividade osteoblastica e resultando em osteopenia (Cignachi et al., 2020;
Aragjo et al., 2022).

Os horménios sexuais estrogénio e testosterona sdo sintetizados nos ovarios e testiculos
respectivamente (Wolff et al., 2012; Carson; Manolagas, 2015). Atuam na densidade e
qualidade 6ssea, influenciando o crescimento longitudinal e a homeostase do esqueleto ao
promover a atividade dos osteoblastos e inibir a acdo dos osteoclastos (Chen et al., 2002; Van
Der Eerden et al., 2003; Irie et al., 2005; Carson; Manolagas, 2015). A partir do quarto dia de
incubacdo, o0 estrogénio comeca a ser produzido em ambos 0s sexos, enquanto nos embrides
machos a producdo de testosterona aumenta significativamente a partir do 6,5° dia
(Hamburguer; Hamilton, 1951; Barbosa, 2011).

Os hormoénios glicocorticoides (GC) influenciam diversos processos fisioldgicos,
incluindo a integridade do tecido 6sseo. Em concentrac@es elevadas, aumentam a sintese de
somatostatina, inibindo a producdo de GH e IGF-I, reduzem a espessura da placa de
crescimento, prejudicam a producdo de componentes essenciais da matriz dssea e elevam a
atividade de enzimas que promovem a reabsor¢do 6ssea (Robson et al., 2002; VVan Der Eerden
et al., 2003; Lakatos et al., 2019).

2.4 TEMPERATURA NO PROCESSO DE INCUBACAO
2.4.1 Importancia da temperatura durante a incubacdo

Para garantir condicGes ideais de incubacdo, os seguintes fatores fisicos precisam ser
minuciosamente controlados: temperatura, umidade relativa do ar, viragem dos ovos, niveis de
oxigénio e gas carbbnico (Decuypere; Michels, 1992; Lourens et al., 2007; Molenaar et al.,
2011). A literatura enfatiza que a temperatura é o fator fisico mais significativo e critico na

incubacéo de ovos de aves (Romanoff, 1960; Deeming; Ferguson, 1991; Decuypere; Michels,



40

1992), influenciando n&o apenas o desenvolvimento embrionario, mas também a eclodibilidade
e 0 desempenho pos-eclosdo (Christensen et al., 1999; Lourens et al., 2005; Meijerhof, 2009).

Geralmente, incubatorios industriais operam com temperaturas padrdo entre 37,5°C e
37,8°C, conforme mencionado por pesquisadores como Wilson (1991), Hulet et al. (2007),
Shim e Pesti et al. (2011) e Ipek et al. (2014). A manutencdo dentro dessa faixa estreita é
determinante, pois variacbes minimas podem ter impactos significativos no processo
(Decuypere; Bruggman, 2007).

Ao abordar as diferencas entre a temperatura da maguina incubadora (TM) e a
temperatura do embrido (TE), observa-se que, no inicio da incubacdo, a TE é ligeiramente
inferior a da TM. No entanto, a TE aumenta na metade do processo devido a maior producéo
de calor metabolico, superando a TM. Outro fator estd relacionado as variagdes na
condutividade térmica entre os distintos sistemas de incubacdo e as diferencas entre as
maquinas na capacidade de manter a temperatura uniforme, resultando em dessemelhancas
entre a TE e a TM (French, 1997). Lourens et al. (2005) recomendam, portanto, utilizar a
temperatura do embrido (TE) como referéncia.

Existem diversas técnicas para medir a TE, incluindo a medicdo pelo liquido
corioalantéide, pela temperatura cloacal do embrido ou o fluxo sanguineo dos vasos da
membrana corioalantéide com sondas (Janke et al., 2002). No entanto, 0 método mais simples
e eficaz € a mensuracdo da temperatura da casca do ovo (TCO), que oferece uma estimativa
pratica e menos invasiva da TE (Lourens et al., 2005; Meijerhof, 2013). Apesar das pequenas
variacdes entre TCO e TE, esses métodos sao considerados equivalentes para fins praticos e de
monitoramento durante o processo de incubacdo (Meijerhof; Van Beek, 1993; Lourens et al.,
2007). Meijerhof e Van Beek (1993) e French (1997) destacaram que a TCO geralmente se
desvia cerca de 0,1 a 0,2°C em relacdo a temperatura real do embrido.

A temperatura de incubacdo adequada contribui para o crescimento dos 6rgdos e
estruturas corporais, aumenta a taxa de eclosdo e consequentemente confere qualidade ao
produto final (Meijerhof, 1999; Ozaydin; Celik, 2014). Embrides sdo sensiveis a variacdes
minimas de temperatura, o que pode acelerar ou retardar significativamente o desenvolvimento
do fendtipo, demostrando uma interacdo dindmica com o tempo de incubacdo (Dias; Miller,
1998; Lourens et al., 2005; Van Der Pol et al., 2014; Van Den Brand et al., 2019).

A reducdo da temperatura atrasa a embriogénese e prolonga a incubacdo (Black;
Burggren, 2004). Conforme apontado por Lourens et al. (2005), temperaturas baixas na
primeira semana retardam o desenvolvimento embrionéario, e a falta de constancia na

temperatura durante a incubacdo prejudica tanto a eclodibilidade quanto o desenvolvimento
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embrionario. Ao estudar os efeitos de temperaturas da casca do ovo durante a incubacdo na
qualidade dos pintos de corte, no desempenho vivo e no rendimento de processamento
posterior, Joseph et al. (2006) mostraram que temperaturas baixas (36,6°C) nos primeiros 10
dias de incubacéo reduziram a eclodibilidade, aumentaram o peso e o rendimento dos pintos,
mas reduziram o ganho de peso na primeira semana, em compara¢do com 0 grupo controle
(37,8°C).

Em contrapartida, elevar a temperatura de incubacdo acelera o desenvolvimento
embrionario, reduzindo o tempo do processo. Nesse sentido, Avsar et al. (2022) apoiaram essa
ideia ao observar que a exposicao dos ovos a alta temperatura da casca de 38,6°C, durante 0s
seis primeiros dias de incubacao, encurtou o tempo de eclosao.

E relevante destacar que os embrides s&0 mais vulneraveis a temperaturas elevadas do
que baixas, e essa sensibilidade aumenta com o avanco da idade embrionéria. Entretanto, Yahav
et al. (2004) notaram que a manipulacdo térmica precoce, melhorou a taxa de eclosdo e o
desenvolvimento embrionério sem impactos negativos no peso corporal ou crescimento. A
mortalidade do embrido ocorre quando sua temperatura interna atinge 46,5°C, 0 que acontece
mais rapidamente nos embrides mais desenvolvidos devido a sua maior producdo de calor
(French, 1997).

As condicbes térmicas durante a incubacdo também estdo associadas a uma série de
impactos abrangentes, incluindo a utilizacdo da gema, a maturacéo intestinal, o0 metabolismo
da tireoide (Van Der Wagt et al., 2020), o desenvolvimento do coracdo, o desenvolvimento
muscular (Christensen et al., 2003) e taxa de crescimento pds-eclosdo dos pintinhos (Wilson,
1991).

No geral, estudos destacam a temperatura de incubagdo como fator mais relevante para
0 crescimento embrionario, garantindo pintinhos robustos e de bom desempenho subsequente
(Ricklefs, 1987; Christensen et al., 1999; Lourens et al., 2005). O YFBM (yolk-free body mass)
é um indicador de qualidade, representando o peso do pintinho sem o saco de gema residual.
Menor peso do saco vitelino e maior YFBM indicam condi¢Oes ideais de incubagdo e boa
utilizacdo dos componentes da gema (Molenaar et al., 2011). Altas temperaturas de incubacao
(39,5°C) reduzem o peso corporal e o0 YFBM em compara¢do com a temperatura controle
(37,8°C) (Joseph et al., 2006).

Na relacdo entre temperatura de incubacdo e metabolismo dos nutrientes, diferentes
fases do desenvolvimento embrionario demandam adaptagbes metabdlicas distintas.
Inicialmente, a respiragdo embrionaria é limitada pela membrana do saco vitelinico, com poucas

trocas gasosas até a formacado da membrana corioalantoide entre 10 e 12 dias de incubacéo. Esta
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membrana assume a respiracdo principal, facilitando o aumento rapido do metabolismo e
crescimento embrionario (Burton; Tullet, 1985; Cirotto; Arangi, 1989). Entre 0 162 e 172 dia
de incubacgéo, o embrido apresenta uma demanda t&o elevada por oxigénio que ultrapassa a
capacidade de troca gasosa da casca. Isso resulta em uma fase de plat6 entre os dias 17 e 19,
onde ha estagnacdo no consumo de oxigénio, na taxa metabdlica ou na producdo de calor (Janke
et al., 2002).

Durante a maior parte da incubagéo, a principal fonte de energia para o embrido é a
oxidacdo de lipidios presentes na gema do ovo, porém essa Via € intensamente dependente de
oxigeénio, o que a torna inviavel no inicio e especialmente no final do processo, quando os niveis
sdo limitados. Nessas fases, o embrido utiliza alternativas como a glicélise aerdbica ou
anaerobica para metabolizar carboidratos, ou a gliconeogénese para sintetizar glicose a partir
de compostos proteicos (Lourens et al., 2007; Maatjens et al., 2017). O aumento da temperatura
durante a incubacdo eleva significativamente a taxa metabolica e a producdo de calor,
aumentando o consumo de oxigénio e impactando o metabolismo dos nutrientes nos embrides
(Oliveira et al., 2008; Molenaar et al., 2013), potencialmente prejudicando o desenvolvimento
embrionario e o desempenho po6s-eclosdo das aves (Lourens et al., 2007).

Em relacdo ao metabolismo proteico, em situacdes de alta demanda energética e baixa
concentracdo de glicose, hd mobilizacdo de aminoacidos para gliconeogénese ou producéo de
energia, prejudicando a deposi¢cdo muscular e o peso relativo de érgdos como o coragdo
(Maatjens et al., 2014a). Quanto aos carboidratos, temperaturas acima de 38,9°C reduzem as
reservas de glicogénio hepatico no final da incubacdo, afetando o aporte de glicose e,
consequentemente, a energia disponivel no momento da eclosdo (Molenaar et al., 2011;
Molenaar et al., 2013; Maatjens et al., 2014b; Maatjens et al., 2017).

A avaliagdo de hemogasometria também contribui para a compreensdo do
desenvolvimento embrionario das aves ao fornecer dados precisos do balanco &cido-basico.
Este procedimento é particularmente relevante durante o platd de consumo de oxigénio, quando
0 embrido estabiliza sua utilizacdo de oxigénio, mas continua a aumentar sua demanda devido
ao rapido crescimento. A hemogasometria permite a leitura de pardmetros vitais, como pH,
pCO2, HCOs", pO2, e outros, que sdo indicadores criticos das condi¢Ges metabolicas do embrido
(Day, 2002; Castro, 2013). Essa andlise é especialmente importante na transicdo para a
respiracdo pulmonar, onde o embrido experimenta uma hipoxia temporaria que induz mudancas
metabolicas significativas, suportadas pela acdo dos hormonios da tireoide, como a
triiodotironina (Ts3) e a tiroxina (T4), que regulam o crescimento e 0 metabolismo energético
(Burton; Tullet, 1985).
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2.4.2 Influéncia da temperatura de incubacao inicial na formacao éssea

A temperatura de incubacéo é crucial ndo apenas para a eclodibilidade e a qualidade das
aves recém-eclodidas, mas também para a organizacdo e maturagdo das estruturas esqueléticas
dos embrides. Pesquisas demonstram que varia¢fes nas condi¢Bes térmicas durante o periodo
de incubacéo influenciam significativamente a ossificacdo e a mineraliza¢do 6ssea, sublinhando
sua importancia direta no desenvolvimento esquelético embrionario (Hammond et al., 2007;
Oviedo-Rondon et al., 2009; Sgavioli et al., 2016; Giz et al., 2020).

A manipulacéo inicial da temperatura pode ser uma estratégia eficaz para otimizar o
crescimento e a morfogénese dos embribes, potencialmente melhorando as préaticas de manejo
na avicultura. A temperatura pode afetar o desenvolvimento dsseo de varias formas. Entre essas
alteracdes estdo a modificacdo do peso e do comprimento dos 0ssos e a alteracdo da densidade
celular dos condrdcitos (Oviedo-Rondon et al., 2008).

Nesta secdo, revisaremos, em ordem cronoldgica, pesquisas sobre a influéncia da
temperatura de incubacao inicial na formacdo 6ssea. Exploraremos as evidéncias cientificas que
elucidam como variacgdes térmicas durante os primeiros estagios de incubacdo podem impactar
o desenvolvimento esquelético, abordando desde a ossificacdo até as possiveis consequéncias
para a salde Ossea pos-eclosao.

Avaliando os efeitos da temperatura na formacdo d6ssea em embrides da linhagem
Leghorn Branca, Brookes e May (1972) incubaram ovos em temperaturas ajustadas de 35 a
40°C, em intervalos de um grau, e aos 10 dias de incubacéo, os embrides foram analisados
quanto ao crescimento 6sseo. Observou-se que os pintinhos incubados a 38°C apresentaram
maior quantidade de osteoblastos nos 0ssos. Os resultados revelaram variacGes de até 20% no
comprimento dsseo e no conteudo de calcio por grau Celsius. O estudo também discutiu que
essas alteracdes podem ser explicadas pela aceleracdo ou retardamento da ossificacdo em
diferentes temperaturas, afetando o desenvolvimento esquelético dos embrides.

Dias e Miller (1998) conduziram um experimento para determinar a influéncia da
temperatura de incubacdo (34,0°C, 37,5°C e 40,0°C por periodos de 48, 72 e 96 horas durante a
primeira semana de incubagdo) no desenvolvimento embrionario de Gallus gallus domesticus.
Os resultados mostraram que os embrides incubados a 40,0°C por 96 horas apresentaram o
maior comprimento cefalocaudal e os mais elevados pesos apos 72 horas. As médias de
comprimento aumentaram progressivamente em todas as temperaturas ao longo dos periodos
de incubacdo. Constatou-se que variagdes na temperatura influenciaram significativamente a

morfogénese, acelerando ou retardando o desenvolvimento embrionario.
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A exposicdo tanto ao frio (36,9°C por 6 horas diarias) quanto ao calor (39,6°C por 6
horas diarias) durante a primeira semana de incubagdo influenciaram significativamente o
crescimento das caracteristicas esqueléticas dos embrides. Sendo que, embrides aquecidos nos
primeiros oito dias apresentaram tibias mais curtas em comparacdo com os resfriados no mesmo
periodo (Yalgin; Siegel, 2003).

Investigando os efeitos da temperatura durante o periodo de incubagdo sobre a
diferenciacéo dos condrdcitos da placa de crescimento tibial e a incidéncia de discondroplasia
tibial (TD) em frangos de corte, Yalcin et al. (2007) incubaram ovos sob uma temperatura
controle de 37,8°C e 36,9°C ou 39°C, cada um por 6 horas diérias, durante o desenvolvimento
embrionario inicial (0 a 8 d) ou tardio (10 a 18 d). Os embrides submetidos a baixas
temperaturas (36,9°C) apresentaram aumento significativo na incidéncia de TD em comparacgéo
com o grupo controle, juntamente com um aumento no conteldo de cinza tibial. Em
contrapartida, embrifes expostos a altas temperaturas (39°C) apresentaram uma maior
incidéncia de discondroplasia tibial (TD), associada a um atraso na diferenciacdo dos
condracitos. Este atraso foi evidenciado por niveis elevados da proteina de choque térmico
Hsp90 em condrdcitos articulares, indicando estresse térmico nas células. Além disso, houve
uma proliferagdo anormal de condrécitos indiferenciados na zona proliferativa da placa de
crescimento, sugerindo um desenvolvimento inadequado dos tecidos 6sseos. O impacto sobre
trés marcadores avaliados reforcou essa observagdo: houve um aumento na expressao de
colageno tipo 11, indicando um numero maior de condrécitos ndo diferenciados na zona de
proliferacdo, e de osteopontina, que embora marque o inicio da diferenciacdo e calcificacao,
sua atividade fisiol6gica parece ter sido insuficiente devido a um estado inadequado de
fosforilagdo. Adicionalmente, observou-se uma redugdo na atividade da Fosfatase Alcalina na
placa, sinalizando menor hipertrofia e calcificacdo dos condrécitos.

Hammond et al. (2007) mencionaram que o aumento da temperatura dos ovos em apenas
um grau, de 37,5°C para 38,5°C, durante os dias embrionarios 4 a 7 teve um impacto
significativo no desenvolvimento dos embrides de galinha. Embrides oriundos de temperatura
mais elevada expuseram aumento no peso corporal, no comprimento dos 0ssos das pernas, no
namero de miocélulas nas pernas e aumento significativo na atividade motora, resultando em
crescimento mais robusto dos tecidos musculares e 0sseos. Oppenheim e Levin (1975)
relataram que a diminuicdo da temperatura pode reduzir a atividade metabdlica e a atividade
motora embrionaria, indicando a influéncia da temperatura na motilidade dos embrides. Essas
descobertas sugerem que a atividade motora aumentada pode desempenhar um papel crucial no

crescimento muscular e 6sseo dos embrides de galinha.
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Para verificar o impacto das temperaturas de incubacdo na salde Ossea e no
desenvolvimento das pernas em frangos de corte, Oviedo-Rondon et al. (2009) submeteram
ovos a temperaturas baixas (36,7°C) ou padrdo (37,5°C), durante a primeira semana de
incubacdo, seguidas por temperaturas padréo (37°C) ou altas (39°C) na terceira semana. As
temperaturas altas durante a fase tardia de incubacao reduziram os pesos relativos dos fémures
e das tibias. Na primeira semana de incubacdo, observou-se que as temperaturas iniciais
influenciaram a utilizacdo da gema, com ovos incubados em temperaturas baixas apresentando
maior gema residual. Os resultados do estudo demonstraram que a baixa temperatura inicial de
incubacéo e a alta temperatura tardia podem aumentar a incidéncia de problemas nas pernas em
frangos de corte comerciais.

Al-Musawi et al. (2012) conduziram um estudo utilizando embrides de frangos de duas
linhagens (poedeira e corte), incubados a duas temperaturas distintas (37,5°C e 38,5°C) durante
os dias embrionarios 4 a 7. Notou-se que os embrides incubados a 38,5°C apresentaram
aumento no comprimento da tibia/tarso, bem como a &rea transversal do fémur em ambas as
linhagens, mas o comprimento do fémur e a proporcdo osso-cartilagem no fémur e tibia/tarso
foram aumentados apenas em poedeiras tratadas.

No estudo coordenado por Van der Pol et al. (2014), foi explorado o efeito da
temperatura da casca do ovo (TCO) durante a incubacdo no desenvolvimento e assimetria do
fémur, tibia e metatarso em pintos de frango de corte. A metodologia envolveu a incubagdo de
ovos em quatro diferentes TCO: baixa (36,9°C), normal (37,8°C), alta (38,6°C) e muito alta
(39,4°C). Os principais resultados indicaram que a TCO muito alta resultou em menor
desenvolvimento ésseo, com reducdes significativas no comprimento da tibia e do metatarso (-
3,1 a -8,4%) em comparacdo com 0s outros tratamentos, assim como no peso do metatarso (-
9,1%) e comprimento do fémur (-4,9%) em comparacdo com TCO alto.

Aygln e Narin¢ (2016), constataram que ovos submetidos a manipulacdes térmicas,
aquecidos a 39,6°C por 6 h diariamente de 0 ao 8 dias de incubago, mostraram aumentos nos
comprimentos de tibia e metatarso em relacdo ao controle. Essas alteraces foram atribuidas
pelos autores a um aumento na taxa de divisdo celular devido as temperaturas elevadas.

Sgavioli et al. (2016) investigaram os efeitos da temperatura de incubacéo elevada (T2:
39,0°C) em comparagdo com a temperatura controle (T1: 37,5°C) durante todo o periodo de
incubacéo sobre parametros sanguineos e o desenvolvimento de pintinhos da linhagem Hisex
White. Pintinhos do grupo T1 apresentaram maior massa corporal absoluta e relativa livre de
gema e coracBes mais pesados (p<0,05). O excesso de base sanguinea (BEecf) foi menor em

pintinhos T2 do que em pintinhos T1 (p<0,05). Entretanto, essa maior perda de base néo
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resultou em aumento de hematocrito ou hemoglobina (p>0,05). Além disso, os tratamentos nao
afetaram o pH sanguineo, pCO., pO2, SO. ou HCOs (p>0,05). A concentracdo de célcio
ionizado foi menor no sangue dos pintinhos incubados em T2 (p<0,05) do que em T1. Os
autores justificaram que o estresse térmico afetou a absorcéo e a regulacéo do calcio, resultando
em menor disponibilidade deste elemento para a mineralizacdo 6ssea. Quanto aos demais ions
avaliados ou niveis de glicemia, ndo foi encontrada diferenca entre T1 e T2 (p>0,05).

Muir e Groves (2017) conduziram um estudo explorando as condic¢des de temperaturas
da casca do ovo e a mineralizacdo 0ssea em frangos de corte Cobb 500. Os pesquisadores
incubaram ovos férteis sob dois diferentes perfis de temperatura: um grupo foi submetido a
temperaturas iniciais mais baixas (36,9°C a 37,3°C), que foram gradualmente elevadas para
37,8°C durante os primeiros 7 a 15 dias, enquanto o grupo controle foi mantido a uma
temperatura constante de 37,8°C. Pintinhos expostos a temperaturas mais baixas nas primeiras
semanas de incubacdo apresentaram uma mineralizacdo 6ssea superior, resultando em menor
gravidade da discondroplasia tibial (TD). Em comparagcdo com TCO constante de 37,8°C, as
temperaturas variaveis permitiram que os embrides se adaptassem de maneira mais eficaz,
promovendo um desenvolvimento 6sseo mais saudavel.

Ao avaliar os efeitos da alta temperatura de incubacéo (38,5°C) entre os dias 0 e 11 de
incubacdo sobre as caracteristicas fisioldgicas de embrides de frangos de corte COBB 500,
Babacanoglu (2018) observou que os embrides submetidos a essa condi¢do apresentaram um
aumento nos niveis de hemoglobina e hematdcrito, indicando uma resposta adaptativa ao
estresse térmico. Além disso, houve aumento do lactato sugerindo um incremento devido a
insuficiéncia de oxigénio resultante da combinacdo de alta temperatura e condicGes hipoxicas.
Em comparagdo com o grupo controle (37,8°C), os embrides expostos a altas temperaturas
apresentaram niveis reduzidos de Tz e T4. Essa diminui¢do nas concentra¢es hormonais foi
atribuida ao estresse térmico, que interfere na funcéo da glandula tireoide e, consequentemente,
na producdo desses hormodnios essenciais para 0 metabolismo e o desenvolvimento
embrionario.

Ampliando sua pesquisa, Muir e Groves (2019) incubaram ovos férteis de duas
linhagens (Cobb 500 e Ross 308) aplicando incubacéo de inicio lento (TCO inicial de 36,75°C,
aumentando gradualmente até 37,8°C no dia 16) ou incubacgéo controle (TCO de 37,75°C a
38°C até o dia 18). A incubacéo de inicio lento atrasou o tempo medio de eclosao, reduziu a
eclodibilidade em 4,6% e produziu pintinhos mais pesados e de comprimento menor, com sacos
vitelinicos mais pesados. Em termos de mineralizacdo, os autores observaram que os pintinhos

da incubacéo de inicio lento apresentaram menor célcio sérico. No entanto, 0s niveis mais



47

elevados de fosforo sérico indicaram uma melhor utilizagdo desse elemento. Concluiu-se que a
incubacdo de inicio lento melhorou a capacidade dos frangos de ficarem em pé, possivelmente
devido a interagdo complexa entre a mineralizacdo dssea e outros aspectos do desenvolvimento
fisico dos frangos.

Belnap et al. (2019), avaliaram os efeitos de diferentes temperaturas de incubagéo sobre
0 desenvolvimento motor e dsseo em filhotes recém-nascidos de codorna Bobwhite. A
metodologia envolveu incubar ovos fertilizados em trés condi¢cfes térmicas: baixa (36,9°C),
alta (38,1°C) e controle (37,5°C) entre 0 quinto e o oitavo dia de incubacdo. A exposi¢do a
temperaturas frias durante a incubacdo atrasou a ecloséo, reduziu a massa corporal e aumentou
a frequéncia de quedas, a variabilidade no angulo da articulagdo intertarsal e no comprimento
do passo durante a tarefa de locomocgdo, em comparacdo com os filhotes incubados em
condicdes ideais. J& a exposicdo a temperaturas quentes atrasou o crescimento 0sseo e aumentou
a frequéncia de quedas comparado ao grupo controle. Os autores ressaltam que as flutuagoes
térmicas entre os dias 5 e 8 do desenvolvimento embrionario podem afetar o controle motor e
o0 desenvolvimento 6sseo. Essas variagfes de temperatura influenciam processos endocrinos
que regulam a proliferacdo e diferenciacdo celular, especialmente durante periodos criticos de
formagéo dos membros e articulacbes dos embrides.

Oksbjerg et al. (2019) estudaram o impacto da temperatura durante a incubacéo inicial
sobre o desenvolvimento 6sseo e muscular de frangos Ross 308. Foram utilizadas quatro
temperaturas da maquina (36,5°C, 37,5°C, 38,5°C ou 39,0°C) do dia embrionario 4 ao 7. A
incubacdo a 38,5°C resultou em aumento da forca 6ssea nos machos, evidenciado por um maior
diametro da tibia, indicando maior elasticidade e resisténcia dos 0ssos. A discussdo sugere que
essas mudancas na forca 6ssea podem ser atribuidas ao aumento da deposicéo de calcio. Embora
as fémeas ndo tenham respondido as mudancas de temperatura, foi observado que uma
temperatura mais alta durante a incubacdo beneficia a resisténcia 0ssea e a capacidade de
locomocdo dos machos.

Em trabalho mais recente, S6zcu et al. (2022) observaram que o tratamento com alta
TCO inicial (38,9°C entre os dias 4 e 7 de incubacdo) resultou em comprimentos menores do
fémur, tibia e metatarso aos 18 dias de incubagdo, em comparagdo com 0s outros tratamentos
(controle: 37,8°C nos primeiros 14 dias e 36,8°C entre os dias 15 e 21 de incubacéo; alta TCO
tardia: 37,8°C nos primeiros 14 dias e 38,2°C entre os dias 15 e 21). Além disso, os niveis de
cinza, célcio e fosforo na tibia foram menores no grupo com alta TCO inicial. Os niveis
sanguineos de fosfatase alcalina e fésforo também foram menores nos grupos com alta TCO

inicial e tardia em comparacdo com o grupo controle. Esses resultados indicam que uma alta
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TCO inicial afetou negativamente o desenvolvimento 6sseo durante a incubagdo, enquanto uma
alta TCO tardia reduz a qualidade dos pintos e a taxa de eclosé&o.

Conforme observado, a literatura existente € limitada e apresenta dados contraditorios,
principalmente devido a variages metodologicas, como diferencas nas temperaturas aplicadas,
duracdo das alteragBes térmicas, pardmetros avaliados e linhagens de aves estudadas (Oviedo-
Rondoén et al., 2009; Van Der Pol et al., 2014; Groves; Muir, 2016). Nosso estudo objetiva
preencher uma lacuna significativa ao fornecer dados robustos que podem nédo apenas esclarecer
essas inconsisténcias, mas também aprimorar praticas de incubacdo e manejo na avicultura,

com potencial impacto direto na saude e produtividade das aves.

3. MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados neste estudo estdo de acordo com as diretrizes
da Universidade Federal da Bahia e do Comité de Etica do Uso de Animais — CEUA (nimero
de registro 22/2017).

3.1 Local

O experimento foi conduzido no Nucleo Brasileiro de Pesquisa em Incubacéo Artificial
de Ovos (NUPIA-UFBA), pertencente a Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade Federal da Bahia, situado no municipio de Salvador-BA.

3.2 Unidades experimentais e tratamentos

2.408 ovos foram obtidos de matrizes pesadas da linhagem Cobb 500® com 45 semanas
de idade, provenientes de um matrizeiro comercial. Foram utilizados ovos produzidos no
mesmo dia e provenientes da segunda coleta do dia. Imediatamente apds a coleta, ainda na
granja, os ovos foram desinfetados pelo método de fumigacdo com paraformaldeido na
concentragio de 10g/m® e a seguir foram transportados para o incubatério em veiculo
climatizado, com temperatura inferior ao ponto zero fisioldgico, considerado aproximadamente
21°C.

Ao chegar ao incubatodrio, foi realizada a sele¢cdo dos ovos, eliminando-se aqueles

considerados ndo incubaveis, como 0s sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados.



49

Posteriormente, 0s ovos incubaveis foram pesados e aqueles entre 63 e 66g foram separados
em bandejas de incubagdo com capacidade para 86 ovos cada. Foram selecionadas e
identificadas aleatoriamente 28 bandejas, sendo 7 bandejas identificadas para cada tratamento.
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.
Os tratamentos consistiram em diferentes perfis térmicos durante o desenvolvimento

embrionario, aplicadas entre os dias 0 e 8 de incubacéo:

= Tratamento TC: temperatura controle - 37,8°C (100°F) - Control

= Tratamento TL: temperatura baixa - 36,7°C (98°F) - LOW

= Tratamento TH: temperatura alta - 38,9°C (102°F) - HIGH

= Tratamento TVH: temperatura muito alta - 39,4°C (103°F) - VERY HIGH

3.3 Pré-incubacao e incubacdo dos ovos

Concluido o periodo de armazenamento, e antes do inicio da incubacao, realizou-se um
pré-aquecimento dos ovos durante 10 horas. A sala de pré-aquecimento foi mantida em
temperatura média de 28°C e UR meédia de 55%. Posteriormente, os ovos foram transferidos do
incubatdrio para o NUPIA e antes da entrada dos ovos na incubadora, cada bandeja com 86
ovos foi pesada.

No periodo de incubagdo foram utilizadas quatro maquinas incubadoras modelo
Premium Ecoldgica® IP600 de estagio tnico, com capacidade para 602 ovos cada. As maquinas
possuiam controle digital de temperatura, umidade e viragem. A viragem dos ovos foi realizada
em um angulo de 45° a cada hora, enquanto a umidade relativa nas incubadoras foi mantida
dentro da faixa de 45% a 60%.

Durante a incubacdo, as incubadoras foram ajustadas para manter a temperatura em
37,8°C (100°F). Entre o 02 e o 82 dia de incubacdo, uma maquina foi regulada para manter a
temperatura de casca em 37,8°C (TC - controle) e outras trés maquinas foram reguladas para
iniciar a temperatura de casca do ovo (TCO) em: 36,7°C (98°F) (Tratamento TL), 38,9°C
(102°F) (Tratamento TH) e 39,4°C (103°F) (Tratamento TVH). O perfil de temperatura aplicado

nos tratamentos foi:
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Tabela 1 — Perfis de temperatura aplicados nos diferentes tratamentos
Periodo de incubacdo (dias)

Tratamento

0 2 4 6 8 9
TC 100°F 100°F 100°F 100°F 100°F 100°F
TL** 98°F 98,4°F 98,8°F 99,2°F 99,6°F 100°F
THP* 102°F 101,6°F 101,2°F 100,8°F 100,4°F 100°F
TVH™ 103°F 102,4°F 101,8°F 101,2°F 100,6°F 100°F

& Acréscimo gradual de 0,4°F até o 8° dia.
b* Decréscimo gradual de 0,4°F até o 8° dia.
¢ Decréscimo gradual de 0,6°F até o 8° dia.

Com o objetivo de incubar os ovos com o controle da temperatura da casca, em cada
maquina foram incluidos sete sensores de temperatura (T1-33Ri plus®), um em cada bandeja.
Os sensores foram unidos as cascas de ovos por meio de fita adesiva (Scotch® Tough Duct Tape
— 3M) em sua regido equatorial. A temperatura da casca foi monitorada a cada seis horas por
meio do programa (SITRAD® versdo 4.13) e quando necessario, ajustes nas maquinas de
incubacdo foram realizados para manter as temperaturas da casca desejadas em cada tratamento.
Nos ovos equipados com sensores, foi realizada uma ovoscopia diaria com o intuito de
confirmar a viabilidade dos mesmaos.

Aos 18,5 dias de incubacdo os ovos foram transferidos para bandeja de nascimento, 0s

sensores foram retirados, e todas as maquinas foram reguladas para a temperatura fixa de

37,8°C (100°F) até o nascimento.

3.4 Nascimento dos pintos

O momento em que os ovos foram colocados na incubadora foi denominado hora zero.
A partir de 19,5 dias (468h) os pintos foram checados a cada 8h. Os ovos dos tratamentos
controle, alta e muito alta tinham comecado a eclodir a partir da avaliagdo de 480h de incubacé&o.
Desse momento em diante 0s pintos foram marcados com pincel permanente a cada 8 horas até
as 512h, quando a incubacédo foi finalizada para esses tratamentos. Os ovos do tratamento TL
(temperatura baixa) haviam comecado a eclodir na avaliagdo de 488h e a incubacdo foi
encerrada as 520h (Tabela 2). Os pintos foram analisados 8 horas apos serem identificados de

acordo com o tratamento e horario de nascimento.
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Tabela 2 - NUmero de pintos retirados do nascedouro a cada 8 horas

Pintos retirados do nascedouro To_tal de
Tratamento pintos
480h 488h 496h 504h 512h 520h
TC 2 3 3 3 3 X 14
TH 2 3 3 3 3 X 14
TVH 2 3 3 3 3 X 14
TL X 2 3 3 3 3 14

Os pintos nascidos em cada bandeja dos respectivos tratamentos foram registrados para
avaliagdo da “janela de nascimento”, que compreendeu o momento entre os primeiros € 0s
ultimos pintos nascidos. No final da incubacdo os pintos eclodidos foram contabilizados e
colocados em caixas devidamente identificadas de acordo com os tratamentos e horério de
nascimento. Em cada retirada foi contabilizado o total de pintos mortos, 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 Andlises de rendimento de incubagao
3.5.1 Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubacao

A determinacao da perda de peso dos ovos foi realizada por meio da pesagem individual
de todas as bandejas de cada tratamento, antes da colocacdo dos ovos na incubadora e no
momento em que foram transferidos para as bandejas de nascimento; quando foram calculados
0s pesos médios dos ovos. O percentual de perda de peso dos ovos foi obtido pela seguinte
formula:

Perda de peso = (Peso dos ovos na incubacdo — Peso dos ovos na transferéncia) x 100
Peso dos ovos no inicio da incubacédo

3.5.2 Mortalidade embrionaria e fertilidade

No 18,52 dia de incubagdo e ao final do periodo de nascimento, 0 nimero de ovos nao
eclodidos de cada maquina foi registrado, sendo 0s 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 embrionaria, incluindo a observagdo sobre mau-posicionamento e
anormalidades morfoldgicas e conformacionais, de acordo com Barbosa et al. (2013). A

caracterizagdo dos ovos ndo eclodidos foi a seguinte:
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= Ovos inferteis;

= Ovos com embrides mortos no inicio da incubacdo (0 a 7 dias);

= QOvos com embrides mortos entre 8 e 18,5 dias de incubacéo;

= Ovos com embrides que morreram entre 19 e 21 dias de incubacéo;

= QOvos bicados com embrifes vivos ou mortos.

O percentual total de mortalidade embrionaria foi calculado sobre o numero de ovos

férteis. A fertilidade do lote foi obtida através da formula: 100% - % de ovos inférteis.

3.5.3 Taxa de eclosao total em relacdo ao nimero de ovos férteis

A identificacdo dos ovos inférteis ocorreu aos 18,5 dias de incubacdo e ao final do
nascimento. A taxa de eclosdo total em relacdo ao nimero de ovos férteis foi determinada,
dividindo-se o numero total de pintos nascidos pelo nimero de ovos férteis, e multiplicando-se
por 100.

3.6 Analises em cascas

As analises das cascas foram conduzidas em 14 amostras por tratamento nos ovos
incubaveis, nos dias 8 e 18,5 de incubacdo, e no momento do nascimento. Os ovos foram
quebrados e seus componentes separados (albumen e gema). As cascas, depois de lavadas em
agua corrente para retirada de residuos do albumen e membranas, secaram em temperatura
ambiente por 24 horas e, em seguida, foram pesadas individualmente em uma balanca analitica
digital (0,001g) (Mater®, modelo AY200).

A espessura da casca foi medida em duplicata. Foi utilizado um micrémetro digital
(Digimess® resolucdo 0,001mm, 0-25mm). A mensuracdo foi efetuada em trés partes,
correspondentes as regibes apical, equatorial e basal, a partir dos quais se obteve a espessura
média por ovo (mm), calculada pela média das trés regiGes. Em seguida, as cascas resultantes
foram armazenadas a 4°C até a realizacdo das anéalises de minerais.

A metodologia de Yair e Uni (2011) foi empregada para as determinagcfes dos minerais
nas cascas, incluindo Calcio (mg), Fosforo (mg), Manganés (ug) e Magnésio (mg), sendo
realizadas em duplicata. As cascas foram trituradas e queimadas em mufla (Solidsteel®) a 600°C
por 10 horas. Cerca de 100 a 150mg das cinzas de cada amostra foi digerida com uma mistura
de 2mL de 30% H202 e 4mL de 70% HNOz em tubo plastico de 50ml por 6h em banho-maria
a 95°C. As amostras digeridas foram analisadas por meio de espectrofotbmetro de emissdo

optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (Varian®, Mulgrave, Australia)
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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

A gema e o saco vitelinico de 14 amostras por tratamento foram analisados em quatro
momentos distintos: no inicio da incubacéo (dia 0), no oitavo dia, no 18,52 dia e no momento
do nascimento. Apos a quebra dos ovos ou a eutanasia dos embrides/pintos recem-eclodidos,
por deslocamento cervical, a separacdo das gemas/sacos vitelinicos foi realizada manualmente
e os residuos de albumen aderidos foram removidos com o auxilio de papel absorvente. Depois
deste procedimento, as gemas/sacos vitelinicos foram homogeneizadas, pesadas
individualmente em balanca analitica digital (0,001g) (Mater® modelo AY200) e armazenadas
a -20°C para posterior analises de minerais.

Ap0s a separacdo do contetido de gema/sacos vitelinico, cerca de 100 a 150g de cada
amostra foi submetida a analise mineral. Os teores de Célcio (mg), Fosforo (mg), Manganés
(1g) e Magnésio (mg) foram determinados em duplicata, utilizando o método apresentado por
Yair e Uni (2011), descrito para andlises das cascas. Os resultados foram expressos como média
de peso absoluto do mineral na gema/saco vitelinico residual, multiplicando-se a concentragéo

de cada mineral analisado na amostra pelo total do peso da gema/saco vitelinico residual.

3.8 Analises em embriBes e pintos
3.8.1 Morfologia embrionaria

Nos dias 8, 13 e 18,5 de incubagdo, 2 embrides por bandeja/repeticdo (14 por
tratamento) foram analisados para se determinar o estagio de desenvolvimento embrionério, de
acordo com a classificacdo de Hamburger e Hamilton (HH) (1951) (anexo). O embrido foi
isolado da membrana da gema com o auxilio de um papel filtro e lavado com solucéo salina
tamponada para remocéo dos residuos. O lado ventral e dorsal do embri&o foi examinado por
meio de estereomicroscdpio (aumento 3,5 x 90 x) (Global Optics®).

A classificagéo da tabela de Hamburger e Hamilton (1951) mensura o desenvolvimento
embrionario baseando-se em fatores externos, como por exemplo: mudancas nas asas, pernas,

penas, comprimentos do bico e dedos.
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3.8.2 Peso do corpo sem o saco vitelinico residual (YFBM) e comprimento

Aos 8 e 18,5 dias de incubacdo e no momento do nascimento, 2 ovos por bandeja e
tratamento foram retirados da maquina para que os embrides tivessem Seu peso sem 0 saco
vitelinico residual (YFBM - yolk free body mass) registrados individualmente em balanca
analitica de 0,001g. Ao longo dos nascimentos, em cada grupo experimental, 14 pintos recém-
nascidos foram escolhidos aleatoriamente para a determinacdo desta variavel.

O comprimento de todos os embrides/pintos recém-eclodidos de cada tratamento foi
mensurado com um paquimetro digital (Digimess® resolugdo 300 mm, 0-0,001mm), da ponta
do bico até o dedo do membro inferior direito, desconsiderando a unha, de acordo com Hill
(2001).

3.8.3 Qualidade de umbigo, peso dos érgaos e dos pintos recém-eclodidos

Os pintinhos recém-eclodidos, empregados nas analises anteriores, foram submetidos a
avaliacdo da cicatrizacdo do umbigo, que foi classificada em trés escores, de acordo com 0s
critérios estabelecidos por Tona et al. (2003): 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.

Os pesos absolutos dos pintos, assim como o0s 6rgdos: coracdo, pulméo, figado,
estdbmago (proventriculo+moela), intestinos, bursa, baco e saco vitelinico, foram coletados para
que pudessem ser pesados individualmente em balanca analitica de 0,001g. A abertura da
cavidade abdominal se iniciou pelo orificio umbilical com exposicdo de todos os 6rgaos.
Primeiramente se retirou o saco residual da gema. Os 6rgaos abdominais foram retirados em
conjunto e depois foram separados, sendo coletado o figado, o baco, o proventriculo + moela e
depois os intestinos. Apds a coleta do coracgdo, pulmdes e bursa foram removidos. Esses 6rgaos

foram expressos de forma relativa ao YFBM.

3.8.4 Parametros fisiologicos dos pintos de um dia
3.8.4.1 Temperatura retal

ApOs a pesagem, a temperatura retal dos pintos amostrados foi mensurada utilizando-se
um termdmetro digital (Medeqgco Geratherm®) com uma acurécia de + 0,1°C. O instrumento foi
introduzido na cloaca, aproximadamente 3cm. A temperatura retal tem sido utilizada para

estimar a temperatura corporal em aves (Lin et al., 2005).
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3.8.4.2 Parametros sanguineos

a) Hemogasometria

As analises que permitiram avaliar os niveis sanguineos de Potencial hidrogenidnico
(pH), Pressdo parcial de gas carbonico (pCO>), Pressao parcial de oxigénio (pO-), Bicarbonato
(HCO3), Saturacdo de oxigénio (SO), Célcio ionizado (iCa), Sédio (Na*), Potassio (K%),
Hematdcrito (Hct) e Hemoglobina (Hb) dos pintos, foram realizadas por meio do aparelho
analisador clinico portatil i-STAT® e cartuchos modelo Cartridge CG8+ (Abott Laboratories-
USA). Foi realizado por meio da veia jugular, a coleta individual de sangue em seringas
heparinizadas de 1mL e agulha 30G, nos mesmos pintos utilizados nas analises anteriores.
Imediatamente ap6s a coleta, cerca de 100uL de sangue de cada amostra foi inserida no

cartucho, que automaticamente fez a leitura dos parametros mencionados.

b) Glicose, lactato, &cido Urico

As mesmas amostras de 14 pintinhos por tratamento foram utilizadas. No momento da
analise de hemogasometria, amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo Vaccutaner®
contendo heparina. Logo apos, as amostras de sangue foram centrifugadas durante 10 minutos
a velocidade de 3000 rpm. As aliquotas de plasma 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 determinacOes de glicose?, lactato? e &cido Urico® (mensurados no plasma), foram
realizadas em espectrofotdmetro modelo GT 7220 da marca Global Tecnology®, utilizando-se

kits comerciais em comprimento de onda apropriados.

1 Glicose K082. Biolclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico colorimétrico.
2 Lactato K084. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: UV enzimatico.
3 Acido Urico K139. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico colorimétrico.

¢) Hormonios: T3, T4, GH, vitamina D3, PTH e calcitonina

Novas amostras de 14 pintos recém-nascidos, respeitando o esquema de coleta por meio
do horario do nascimento, foram escolhidas aleatoriamente. Os pintos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo Vaccutaner®. Em
seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas durante 15 minutos a velocidade de

4500rpm para obtencdo do soro. As aliquotas de soro foram transferidas por meio de



56

micropipetas para novos tubos ependorff devidamente identificados de acordo com o0s
tratamentos e foram conservadas a -20°C até ser iniciado o processamento das amostras.

Os niveis hormonais de triiodotironina (Ts)!, tiroxina (T4)? e hormdnio do crescimento
(GH)3, foram medidas pelo método ELISA (Morita et al., 2016). A vitamina Dz no soro foi
analisada pelo kit ELISA 1,25-dihidroxivitamina (Ds)*, paratorménio pelo kit chicken PTH®
(Guz et al., 2019) e calcitonina pelo kit chicken calcitonin® (Azevedo, 2022). Foi utilizado
contador de radiacdo gamma (Gamma-C12, Diagnostic Products Corp, Los Angeles, CA,
USA).

! Total Triiodothyronine (Total T3) AccuBind® ELISA Kit (Product Code: 125-300, Monobind, Lake
Forest, CA).

2 Total Thyroxine (Total T4) AccuBind® ELISA Kit (Product Code: 225-300, Monobind, Lake Forest,
CA).

3 Chicken growth hormone ELISA kit (Catalog N°. MBS266317, MyBioSource®, San Diego, CA).

4 1,25-dihydroxyvitamin D3 ELISA Kit (Elabscience®, Houston, Texas, United States).

5> Chicken PTH (Parathyroid Hormone) ELISA Kit (Catalog N°. E-EL-Ch0433, Elabscience®, Houston,
Texas, USA).

6 Kit chicken calcitonin (CT) ELISA Kit (Catalog N°. MBS739139, MyBioSource®, San Diego, CA,
USA).

d) Calcio, fosforo e fosfatase alcalina

Para as quantificacdes de calcio, fésforo e fosfatase alcalina, foram utilizadas as mesmas
amostras empregadas nas analises hormonais, consistindo de 14 pintinhos por tratamento.

As determinacdes de célcio?, fosforo? e fosfatase alcalina® (mensurados no soro), foram
determinadas por meio de um analisador bioquimico automatico (BioSystems®) utilizando-se

kits comerciais.

1 Célcio Liquiform 90. Labtest Diagndstica®. Lagoa Santa, MG, BR. Metodologia: Colorimétrico.
2 Fosforo 42. Labtest Diagndstica®. Lagoa Santa, MG, BR. Metodologia: Colorimétrico.

3 Fosfatase Alcalina 40. Labtest Diagnostica®. Lagoa Santa, MG, BR. Metodologia: Enzimatico
colorimétrico.

3.8.4.3 Glicogénio Hepatico

A determinagdo do glicogénio hepético foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Bidinotto et al. (1998). A amostra de figado de cada pintinho identificado conforme
o tratamento foi pesada na proporgcdo de 100 a 110mg, e logo em seguida, a amostra foi
transferida para tubo de ensaio onde foi adicionado 1,0 ml de KOH 6,0N, sendo incubada por
5 minutos em banho maria a 100°C para sua completa dissolugédo. Dissolvido os tecidos
completamente, 125 pl deste extrato foi transferido para um novo tubo previamente identificado

e adicionado 1,5ml de etanol e 50 pl de K2SO4 10%, seguidos de agitagdo. Posteriormente, a
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amostra foi centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
por inversao e o precipitado re-suspendido em 2 ml de &gua destilada. Apos a mistura realizou-
se a transferéncia de 100 pl da amostra, 250 pl de fenol e 1 ml de HoSO4 para parar a reacao.
Posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotémetro modelo GT 7220 da marca Global
Tecnology® a 480 nm. O conteido de glicogénio esta expresso em pumoles de glicosil-

glicose/mg de tecido total.

3.8.5 Anélises 0sseas
3.8.5.1 Peso, comprimento e largura dos 0ssos

Foram retiradas a tibia e fémur da perna esquerda de cada uma das 14 amostras por
tratamento obtidas aleatoriamente, aos 18,5 dias de incubacdo e ao longo do nascimento. Apds
limpeza de todos os tecidos moles e cartilagens, os ossos foram pesados em balanca analitica
digital com precisdo de 0,001 g. O peso relativo dos ossos foi calculado dividindo-se o peso da
tibia ou fémur pelo YFBM (mg/g). Apos a pesagem, os 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. Logo apds estes procedimentos, 0s 0ssos foram envolvidos em gaze umedecida
com soro e armazenados em sacos plasticos a -20°C, para posteriores analises.

3.8.5.2 Teste biomecéanico

Seguindo a metodologia de Shim et al. (2012), os mesmos 0ssos foram submetidos a
um ensaio biomecanico para a analise de forca para a fratura. No dia do teste, a tibia e o fémur
esquerdos foram descongelados a temperatura ambiente, ainda 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 &gua destilada até ser colocada no instrumento. Para evitar
variacdo adicional na medida de forga, cada osso foi orientado para garantir que a flex&o
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 0sso com velocidade de
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aplicacdo da carga de 1 mm/min. A resisténcia a fratura dssea correspondeu como a carga de

compressdo maxima (Kg) aplicada na qual a amostra dssea nao era mais resistente.

3.8.5.3 Analises de cinzas e minerais dos 0Ssos

ApoGs a realizacdo de ensaios mecéanicos na tibia e fémur esquerdos das amostras,
procedeu-se a remocao de uma pequena secdo da diafise média de cada 0sso (cerca de 15% do
comprimento total) para a quantificacdo de cinzas, conforme a metodologia descrita por Yair
et al. (2012). Cada amostra foi colocada num recipiente com acetona por 12 horas para a
remoc¢do 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 remocéo de toda a
agua. Apos o aquecimento, a amostra foi pesada para a determinacéo do peso seco em balanca
analitica digital (0,001g) e colocadas em cadinhos de ceramica para serem queimadas em mufla
a 600°C por 10 horas. Apds a pesagem das cinzas remanescentes, procedeu-se a determinacgao
do percentual de cinzas dos 0ssos secos de cada amostra.

A fim de examinar o contetdo dos minerais Calcio (mg), Fésforo (mg), Manganés (jug)
e Magnésio (mg), cerca de 100 a 150 mg de cada amostra de cinzas da tibia foram analisados
por meio de espectrofotdmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) (Varian®, Mulgrave, Australia) utilizando solucdes padrdo (Certipur Merck®, Darmstadt,
Alemanha). Os valores do conteudo de Ca, Mn, P e Mg foram calculados em percentual relativo

ao peso das cinzas.

3.8.5.4 Calcificacao dssea

Aos 18,5 dias de incubacdo e ao nascimento, a tibia e o fémur direitos foram utilizados
para a analise de calcificacdo, sendo 14 amostras por tratamento. O estagio de desenvolvimento
dos ossos foi investigado usando a técnica de coloragdo diferencial na qual as amostras foram
coradas com Alcian Blue e Alizarin Red (Kelly; Bryden, 1983; Bloom; Lilja, 2004) para analise
de tecido ndo calcificado e calcificado, respectivamente. As imagens digitais foram coletadas
utilizando uma camera digital Nikon® 5100 montada em uma estacéo de fotos. Os ossos 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 o0sso. O percentual de
calcificacdo ([area calcificada/area 0ssea]*100) foi medido a partir de imagens digitais e
calculada por meio do aplicativo ImageJ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD)

disponivel online em: http://rsh.info. NIH. Gov/nih-image/). A barra de escala impressa nas
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imagens digitais foi utilizada como referéncia para a calibragcdo do software de analise de

imagem.

3.9 Andlise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. O modelo
geral usado para todos os dados foi:

Yi=p + Temperaturai + i

Onde Yi = a variavel dependente, p € a média geral, Temperaturai = TCO (i = baixa,
controle, alta ou muito alta), e € = 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 através da ANOVA de 1 fator e entdo o teste de
Tukey foi usado para determinar as diferencas entre as meédias, adotando-se o nivel de
significancia de 5%.

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

das distribuicbes das médias e residuos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diferentes perfis de temperatura de casca do ovo (TCO) mostraram efeito

significativo sobre a maioria das variaveis analisadas.

4.1 Rendimento de incubacéo e qualidade dos pintos

Os dados relativos ao rendimento de incubacdo e qualidade dos pintos estdo
apresentados nas tabelas 3 a 7 e figuras 11 al5.
A fertilidade e as mortalidades embrionarias inicial e intermediaria ndo foram diferentes

entre os tratamentos (p > 0,05; tabela 3). A perda de peso dos ovos durante a incubacéo,
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apresentou um aumento significativo @ medida que a temperatura foi elevada (p < 0,05). Os
maiores valores de perda de peso foram observados em temperaturas mais altas (TH e TVH),
seguido dos tratamentos TC e TL. A eclodibilidade total sobre os ovos férteis variou
significativamente com a temperatura de incubagéo (p < 0,05). As melhores taxas de eclosdo
foram encontradas no perfil de incubacdo em temperatura baixa (TL) e em temperatura controle
(TC), enquanto houve uma redugéo no tratamento TH (-6,81%) e tratamento TVH (-12,24%),
comparado ao TC.

A mortalidade embrionaria tardia foi significativamente maior no tratamento TVH em
comparagdo ao tratamento controle (+6,81%; p < 0,05). Para essa variavel, observou-se médias
semelhantes entre os tratamentos controle e TL, e comportamento estatistico intermediario para
o tratamento TH. As varia¢fes na TCO também resultaram em um aumento na incidéncia de
embrides que chegaram a bicar os ovos, mas ndo conseguiram eclodir. Esse efeito foi mais
pronunciado no tratamento TVH, seguido por TH. Os grupos TC e TL apresentaram valores
semelhantes. Quanto & refugagem, os tratamentos com altas temperaturas (TVH e TH)
resultaram em uma incidéncia significativamente maior de pintos refugados (+1,99% e 1,8%,
respectivamente) quando comparado ao tratamento TC e TL. Os resultados também indicaram
que as condicdes experimentais TL e TC durante a incubacdo inicial resultaram em uma menor
e semelhante porcentagem de pintos refugos, sugerindo que essas temperaturas foram mais
adequadas para o desenvolvimento embrionario (p < 0,05).

A auséncia de diferencas significativas na fertilidade entre os tratamentos demonstra a
uniformidade da amostra de ovos e a homogeneidade do lote. Os valores de fertilidade
observados, que variaram entre 96,46% (TL) e 96,85% (TH), estdo de acordo com a faixa
esperada para a idade das matrizes (COBB, 2008).

Quanto a perda de peso do ovo, cabe ressaltar que desde o inicio da incubacdo até a
transferéncia dos ovos para o nascedouro, entre 18 e 19 dias, é necessario que ocorra uma
reducdo de peso entre 11% e 14% (Rosa; Avila, 2000; Decuypere et al., 2013). Essa perda de
peso diminui o volume interno do ovo, expandindo a area da camara de ar, o que é fundamental
para que o embrido infle os pulmdes adequadamente e facilite a transicdo da respiracéo
corioalantoide para a pulmonar durante a bicagem interna (Rahn et al., 1974; Meijerhof; Van
Beek, 1993).
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Tabela 3 — ParAmetros de incubagdo em temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta—TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia

Mortalidade (%)

Perda de Fertilidade ) Refugos

Temperatura peso (%) (%) Eclod.* (%) Inicial Intermediaria Tardia Bicados E?rd"% Total (%%
icados

TL 10,57¢ 96,46 90,322 2,10 1,79 4,870 0,93 5,79¢ 9,68°¢ 0,44°
TC 11,32¢ 96,67 90,522 2,01 0,82 5,43° 1,22¢ 6,65° 9,48° 0,55°
TH 12,41° 96,85 83,71° 1,94 1,75 9,21% 3,39P 12,60° 16,29° 2,352
TVH 13,462 96,69 78,28° 2,04 1,80 12,242 5,642 17,878 21,728 2,542
SEM 0,224 0,206 1,046 0,143 0,145 0,800 0,379 1,059 1,046 0,194
P-valor <0,0001 0,9371 <0,0001 0,9854 0,0301 0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

ab Médias 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 padrdo da média.

n= 7 bandejas com 602 ovos incubados por tratamento.
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Os resultados do experimento mostraram que a TCO afetou a perda de peso dos ovos
incubados. A medida que a TCO aumentou, a perda de peso dos ovos também se elevou,
variando de 10,57% (TL) a 13,46% (TVH). Entretanto, com excecdo da média de TL, as demais
médias se mantiveram dentro dos niveis esperados. A literatura identifica a condutancia da
casca e a diferenca de pressdo de vapor d'dgua entre o ovo e 0 ambiente como fatores
determinantes na regulagdo da perda de peso dos ovos. Esses fatores sdo diretamente
influenciados por condigdes fisicas como umidade, temperatura e ventilacdo (Meijerhof; Van
Beek, 1993; Rosa; Avila, 2000). Portanto, pode-se inferir que o aumento na perda de peso
observado no experimento esté relacionado a maior evaporacao do contetdo aquoso dos ovos,
atribuida ao aumento da pressao de saturacdo do vapor de dgua dentro do ovo em temperaturas
mais elevadas. Além disso, a perda de peso abaixo do ideal na TL provavelmente resulta da
temperatura de casca mais baixa, que reduziu a evaporacao do conte(do aquoso do ovo.

Nas fases de mortalidade inicial e intermediaria, as variacfes nas TCOs testadas ndo
resultaram em diferencas significativas. Isso sugere que os embrides tiveram maior tolerancia
a pequenas variacdes de temperatura no inicio da incubacdo, ou que as temperaturas testadas
ndo ultrapassaram limites criticos para aumentar a mortalidade nessas fases.

O estudo revelou que temperaturas elevadas na primeira semana de incubacgéo reduziram
significativamente a eclodibilidade em comparagdo com temperaturas controle e baixa. Esse
resultado foi atribuido ao aumento da mortalidade embrionaria tardia.

A exposicdo dos embrides a hipertermia nos primeiros dias de incubacdo pode
comprometer o desenvolvimento do sistema cardiovascular. As temperaturas elevadas aceleram
0 metabolismo embrionério, gerando uma demanda metabdlica que o sistema cardiovascular
em formacgdo pode ndo suportar (Decuypere; Michels, 1992; Christensen et al., 1999). O
estresse térmico precoce pode causar anomalias, como crescimento irregular do coracéo e falhas
na formacdo dos vasos sanguineos. Essas disfungdes elevam a mortalidade embrionéria e
reduzem as taxas de eclodibilidade ao afetar a capacidade do embrido de realizar ajustes
fisioldgicos criticos para a eclosdo (Maatjens et al., 2014a).

A formacdo da membrana corioalantoide, elementar para a respiracdo do embrido ao
mediar as trocas gasosas através da casca, também pode ser prejudicada pela exposi¢éo a altas
temperaturas. Ande e Wilson (1981) propuseram que a sensibilidade do embrido ao calor
durante os primeiros dias de incubacdo pode estar relacionada a formacao e expansao dessa
membrana, o que, se comprometido, resulta em alta mortalidade embrionéria. Os achados deste
estudo, com maior mortalidade nas temperaturas TH e TVH, sustentam essa hipdtese.
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Ademais, altas temperaturas de incubagdo aumentam a taxa metabolica dos embrides, o
que eleva a producdo interna de calor. Na fase final da incubacdo, essa aceleracdo metabdlica,
associada a diminuicdo das concentracdes de oxigénio, provoca um estresse fisiologico (Moran
Jr, 2007). Esse estresse prejudica a eficiente utilizacdo de nutrientes essenciais, resultando em
menor consumo da gema pelos embrides e, consequentemente, na reducdo do peso corporal
livre de gema (YFBM) (Piestun et al., 2009a). A diminuicdo do YFBM, observada em
condicdes de temperatura elevada, compromete o desenvolvimento saudavel do embrido,
resultando em maior mortalidade embrionaria e menor taxa de eclodibilidade. Isso ocorre
porque os embries ndo dispdem dos recursos necessarios para completar seu desenvolvimento
e atingir a eclosdo de maneira adequada (Decuypere; Michels, 1992; Christensen et al., 1999;
Molenaar et al., 2013).

Estudos anteriores corroboram os achados deste experimento. Piestun et al. (2013)
relataram que o0 aumento da temperatura para 38,1°C nos primeiros 5 dias de incubacdo elevou
a mortalidade embrionéria. Soren et al. (2016) demostraram que a incubagéo a 39°C por 6 horas
diarias entre os dias E4 e E7 reduziu a eclodibilidade. Avsar et al. (2022) confirmaram que
temperaturas iguais ou superiores a 38,6°C diminuem significativamente a eclodibilidade e
aumentam a mortalidade embrionéria (p < 0,001).

Os resultados obtidos indicam que o percentual de ovos bicados (pintos que iniciaram a
bicagem, mas ndo conseguiram completar a eclosdo), mortalidade tardia somada aos ovos
bicados e percentual de mortalidade total, refletiram diretamente a mortalidade tardia.
Observou-se que o tratamento com a temperatura de incubacdo muito alta (TVH: 39,4°C)
apresentou os piores resultados em comparagcdo com o0s demais tratamentos.

As alteracbes metabdlicas induzidas pela temperatura de casca elevada durante a
incubacdo sdo fundamentais para entender a incidéncia de pintos de qualidade inferior
(refugos). Embora esses pintos consigam eclodir, eles ndo so viaveis para a producdo devido
a problemas como pernas abertas, umbigos ndo cicatrizados ou anormalidades fisicas (Tona et
al., 2003). Estudos de Lourens et al. (2007) e Molenaar et al. (2011) demonstram que a alta
TCO acelera 0 metabolismo embrionario, 0 que leva ao estresse térmico e prejudica o
desenvolvimento de estruturas essenciais, como 0s 0ssos e musculos. Essas condi¢fes podem
ter contribuido para uma maior incidéncia de pintos refugos, especialmente em TH e TVH.

A janela de nascimento dos pintos diferiu entre os tratamentos (figura 11). TL promoveu
um inicio de eclosdo mais tardia quando comparado ao controle, enquanto TH e TVH

anteciparam e concentraram a eclosdao em um periodo mais curto.
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Figura 11 — Janela de nascimento de pintos incubados em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 ao 82 dia
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A janela de nascimento refere-se ao intervalo de tempo entre 0 nascimento do primeiro
e do ultimo pintinho dentro de um lote de incubagdo (Willemsen et al., 2010). A amplitude da
janela de nascimento é um indicador fundamental nos incubatérios, pois uma janela muito
ampla pode resultar em desidratacdo dos pintinhos nascidos mais cedo, ma formacéo do sistema
termorregulatorio, e problemas de cicatrizagdo umbilical nos pintinhos nascidos tardiamente, o
que aumenta a ocorréncia de pintos refugos, como observado neste trabalho (Hodgetts, 2006).

No presente estudo, os tratamentos com temperaturas mais altas (TH e TVH)
concentraram a eclosdo em um periodo mais curto, resultando em um maior nimero de pintos
nascendo de forma antecipada e se estendeu até 512h. Esse padrdo, compromete o
desenvolvimento adequado das aves e acarreta problemas de manejo e desempenho
subsequente (Boerjan, 2006). Por outro lado, a temperatura mais baixa (TL) resultou em uma
eclosdo tardia, o que também pode levar a desafios adicionais no manejo (Calil, 2007). Porém,
a distribuicéo da janela no tratamento TL foi mais uniforme em comparacédo a TH e TVH,
refletindo maior consisténcia no processo de eclosdo. A temperatura controle (TC) apresentou
uma distribuicdo de nascimentos mais equilibrada, evidenciando-se como o tratamento mais

adequado para minimizar os problemas associados a uma janela de nascimento extensa.
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Quanto aos resultados da duracgdo da incubacao (figura 12), foram observadas diferencas
significativas nas médias em funcédo das variacOes de temperatura (p < 0,05).

Figura 12 — Duracgdo da incubacéo de pintos incubados em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 ao 82 dia
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SEM 3,157
P-valor 0,0033

“"Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
SEM: erro padrdo da média

O tratamento TL resultou na maior duragdo de incubacdo, enquanto TH e TVH
apresentaram as menores duragdes. O grupo controle (TC) teve uma duracédo intermediaria entre
TL e os tratamentos de altas temperaturas.

Temperaturas elevadas durante a incubacdo aceleram o metabolismo embrionério,
promovendo um aumento na taxa de diviséo celular e na producédo de energia, o que impulsiona
0 desenvolvimento mais rapido dos tecidos e 6rgdos (Romanoff, 1960). Essa aceleracdo
metabdlica, induzida pelo aumento da temperatura, pode levar ao estresse térmico,
especialmente em fases criticas de organogénese (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2011).
O estresse térmico, por sua vez, pode desencadear respostas celulares adversas, como a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos ao DNA e
proteinas, e comprometendo a integridade celular (Meyer; Silva, 1999). Essa intensificacdo no
desenvolvimento embrionario, promovida pelas altas temperaturas, culmina na reducdo da

duragéo total da incubacéo, resultando em uma ecloséo precoce dos pintos.
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De modo inverso, temperaturas mais baixas retardam o desenvolvimento
embrionario. Durante os primeiros dias de incubacéo, o embrido passa por processos criticos,
como a gastrulacéo e a neurulagéo, que estabelecem as bases para o desenvolvimento dos 6rgaos
(Hamburger; Hamilton, 1951). Temperaturas baixas podem prolongar essas fases iniciais,
resultando em uma ecloséo tardia e comprometendo a viabilidade dos embrides devido ao atraso
no desenvolvimento das membranas extraembrionarias, como o saco vitelino e a corioalantoide,
que sdo fundamentais para a nutricao e respiracdo do embrido (Hamburger; Hamilton, 1951;
Decuypere; Michels, 1992; Boerjan, 2006).

A exposicao a baixas temperaturas durante a incubacdo também pode reduzir a taxa
metabolica dos embribes, o que afeta a atividade mitocondrial e a produgdo de ATP (Black;
Burggren, 2004; Lourens et al., 2005). Como o ATP é essencial para a proliferacdo celular e o
desenvolvimento de tecidos, essa reducdo energética compromete as divisdes mitoticas,
resultando em uma desaceleragéo significativa na multiplicacéo e no crescimento celular. Isso
prejudica o desenvolvimento embrionario, pois os processos celulares necessarios avangam a
um ritmo mais lento (Decuypere; Michels, 1992; Black; Burggren, 2004; Lourens et al., 2005).

Entretanto, o tratamento TL foi caracterizado por um aumento gradual na temperatura
(incubacdo de inicio lento). Esse perfil térmico progressivo possivelmente permitiu uma
adaptacao mais eficiente dos embrides, favorecendo o desenvolvimento de funcdes fisioldgicas
essenciais, como a absor¢do de nutrientes e a mineralizacdo 6ssea. Embora o desenvolvimento
tenha sido inicialmente mais lento, o ambiente térmico controlado garantiu um desempenho
superior em aspectos chave do crescimento e da qualidade dos pintos. Isso foi evidenciado neste
experimento por menores taxas de refugagem, reducdo na mortalidade embrionaria, melhores
condigdes de desenvolvimento de alguns 6rgéos e melhor qualidade do umbigo (tabela 7).

Os resultados referentes a morfologia embrionaria, avaliados em diferentes estagios de
incubacgéo, sdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6. Esses dados descrevem a progressao do
desenvolvimento embrionario sob diferentes tratamentos de temperatura, conforme
categorizados pelos estagios de Hamburguer e Hamilton (1951): estagios H-H.

Aos 8 dias de incubacdo (tabela 4), o tratamento com temperatura baixa (TL)
apresentou maior percentual de embrides nos estagios H-H 32 (28,57%) e 33 (50,00%). O
tratamento controle (TC) e o tratamento de alta temperatura (TH) mostram embriGes em
estdgios mais avancados: H-H 34 e H-H 35, com o TC atingindo 57,14% no estagio 34,
enquanto o TH atingiu 64,29% no estagio 35. O tratamento de temperatura muito alta (TVH)
teve a maioria dos embrides no estagio 35 (78,57%).
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Tabela 4 — Estagio morfoldgico de desenvolvimento embrionario determinado aos 8d de incubacéo apds uso de
diferentes perfis de temperatura na fase inicial da embriogénese - 12 Avaliacdo

Estagios H-H
Tratamento
31 (7d) 32 (7,5d) 33 (7,5-8d) 34 (8d) 35 (8-9d) 36 (10d)
TL 7,14% 28,57% 50,00% 14,29%
TC 21,43% 57,14% 21,43%
TH 14,29% 21,43% 64,29%
TVH 14,29% 78,57% 7,14%

n = 14 embrides por tratamento.
H-H = estagio de desenvolvimento do embri&o de acordo com Hamburger e Hamilton (1951).

A andlise aos 13 dias de incubacdo (tabela 5) revela um avanco dos estagios
embrionarios. Os tratamentos TL e TC apresentaram a maioria dos embribes no estagio H-H
39, com 71,43% e 78,57%, respectivamente. O TH avancou com 57,14% dos embriGes no
estadgio H-H 39 e 42,86% no estdgio H-H 40. No tratamento TVH, 85,71% dos embrides

alcancaram o estagio H-H 40.

Tabela 5 — Estagio morfoldgico de desenvolvimento embrionario determinado aos 13d de incubag&o apds uso
de diferentes perfis de temperatura na fase inicial da embriogénese - 2 2 Avaliacao

Estagios H-H
Tratamento
37 (11d) 38 (12) 39 (13d) 40 (14d) 41 (15d)
TL 28,57% 71,43%
TC 7,14% 78,57% 14,29%
TH 57,14% 42,86%
TVH 7,14% 85,71% 7,14%

n = 14 embriGes por tratamento.
H-H = estagio de desenvolvimento do embrido de acordo com Hamburger e Hamilton (1951).

Observa-se que aos 18,5 dias de incubacdo (tabela 6), o desenvolvimento embrionario
continuou avangando. O tratamento TL mostra uma maioria de embries no estagio H-H 44
(92,86%), enquanto o TC apresenta uma divisao entre os estagios H-H 44 (78,57%) e H-H 45
(21,43%). No TH, 35,71% dos embrides atingiram o estagio H-H 45, e o TVH avancou até o
estagio H-H 46, com 14,29% dos embrides nesse estagio.

Os embrides submetidos a temperaturas mais elevadas (TH e TVH), alcangcaram estagios
mais avancados, sugerindo um impacto direto no metabolismo embrionario e na utilizagdo de
nutrientes. 1sso é apoiado pela literatura que indica que altas temperaturas aumentam a atividade
metabdlica, resultando em maior taxa de desenvolvimento (Yair et al., 2015; Sgavioli et al.,
2016). Essa elevacdo metabdlica facilita o desenvolvimento mais rapido dos tecidos e 6rgaos,
antecipando os estagios morfoldgicos (Romanoff, 1960).
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Tabela 6 — Estagio morfolégico de desenvolvimento embrionario determinado aos 18,5d de incubag&o ap0s uso
de diferentes perfis de temperatura na fase inicial da embriogénese - 32 Avaliacdo

Estagios H-H
Tratamento
42 (16d) 43 (17d) 44 (18d) 45 (19-20d) 46 (20-21d)
TL 7,14% 92,86%
TC 78,57% 21,43%
TH 64,29% 35,71%
TVH 7,14% 78,57% 14,29%

n = 14 embrides por tratamento.
H-H = estégio de desenvolvimento do embrido de acordo com Hamburger e Hamilton (1951).

Os embribes submetidos a temperaturas mais elevadas (TH e TVH), alcancaram estagios
mais avangados, sugerindo um impacto direto no metabolismo embrionario e na utilizacéo de
nutrientes. 1sso é apoiado pela literatura que indica que altas temperaturas aumentam a atividade
metabolica, resultando em maior taxa de desenvolvimento (Yair et al., 2015; Sgavioli et al.,
2016). Essa elevacdo metabolica facilita o desenvolvimento mais rapido dos tecidos e 6rgaos,
antecipando os estagios morfoldgicos (Romanoff, 1960).

Podemos associar os resultados de estagio morfolégico as analises de janela de
nascimento e duracdo da incubacdo. Os tratamentos com temperaturas elevadas (TH e TVH)
apresentaram uma janela mais curta e menor duracdo de incubacdo, refletindo um
desenvolvimento acelerado. Esse comportamento coincide com os estagios morfoldgicos mais
avancados observados nos embrides desses grupos, reforcando que o aumento da temperatura
intensificou o metabolismo embrionario. Em contraste, o tratamento TL, com maior duracao de
incubacdo e janela mais uniforme, sugere um desenvolvimento mais consistente.

Ao comparar os resultados deste estudo com os de Dias e Miiller (1998), que também
utilizaram a tabela de Hamburguer e Hamilton (1951) para categorizar o desenvolvimento
embrionario de Gallus gallus domesticus, verifica-se uma concordancia no impacto das altas
temperaturas sobre a aceleracdo da embriogénese. Os autores observaram que temperaturas
elevadas (40°C) nos estégios iniciais aceleram o desenvolvimento, levando os embrides a
estagios mais avangados, como o H-H 40, similar ao observado nos tratamentos TH e TVH do
presente estudo. Essa aceleracdo, no entanto, pode comprometer o desenvolvimento de
estruturas essenciais, como 0ssos e musculos, devido ao estresse térmico e a0 aumento da taxa
metabdlica, o que prejudica a utilizagdo de nutrientes e, consequentemente, a qualidade dos
pintinhos e seu desenvolvimento pds-eclosédo (Tona et al., 2003; Molenaar et al., 2011).

Ao analisar temperaturas mais baixas, observamos que elas podem retardar o
desenvolvimento embrionario. Embribes incubados a 35°C, em comparagdo com aqueles a

38°C, apresentaram um desenvolvimento mais lento e uma resposta metabdlica mais demorada
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as variagdes térmicas, especialmente nos estagios avangados (HH 43-44) (Black; Burggren,
2004). De forma semelhante, Dias e Muller (1998) também observaram que temperaturas mais
baixas (34°C) retardaram o progresso, confirmando a tendéncia de atraso no desenvolvimento
sob condicdes térmicas subotimas encontradas no nosso estudo.

Portanto, temperaturas mais elevadas durante a incubacdo aceleram o desenvolvimento
embrionario, permitindo que os embrides atinjam estagios morfolégicos mais avancados. Em
contrapartida, temperaturas mais baixas retardam o desenvolvimento, resultando em uma
resposta metabdlica mais lenta e no atraso dos estagios embrionarios.

A variavel peso do ovo ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos avaliados
(p > 0,05; tabela 7). O peso dos pintos ao nascer e 0 YFBM foram significativamente maiores
nos tratamentos TL e TC, enquanto os tratamentos TH e TVH apresentaram 0S menores pesos
(p < 0,05). Os pesos relativos dos o6rgdos em relacdo ao YFBM também variaram entre os
tratamentos. O coracdo, figado, intestino e pancreas apresentaram 0s maiores valores nos
tratamentos TL e TC, com uma reducdo significativa observada nos tratamentos TH e TVH.
Para os pulmdes, o tratamento TC apresentou 0 maior peso, seguido pelos tratamentos TL e
TH, que ndo diferiram estatisticamente entre si. O tratamento TVH obteve o menor peso
pulmonar. Os resultados para o bago e a bursa foram semelhantes, no qual o tratamento TC
apresentou 0s maiores pesos, seguido por TL. J& os tratamentos TH e TVH foram
estatisticamente iguais entre si, porém apresentaram 0s menores pesos para ambos 0s 6rgaos
(p<0,05). O peso relativo do estdbmago ndo foi afetado pelos tratamentos (p > 0,05). A pontuagao
do umbigo (indicando qualidade inferior) foi maior no tratamento TVH, superando os valores
observados em TH (pontuacdo+0,41), TL (pontuacdo+1,07) e TC (pontuacdo+1,3) (p <0,05).

Os diferentes perfis de TCO afetaram significativamente o YFBM durante o
desenvolvimento embriondrio (figura 13; p < 0,05). No dia 8, o tratamento TC apresentou um
YFBM de 2,24 g, enquanto o tratamento TL teve um valor significativamente inferior, com
uma diferenca de 0,31 g. Os tratamentos TH e TVH apresentaram valores ligeiramente

superiores a TC, mas sem diferenga significativa.
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Tabela 7 — Peso do ovo antes da incubagéo, pesos dos pintos, peso relativo de érgaos e escore de umbigo de recém-eclodidos que foram incubados em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia

Pinto de 1 dia (g) Peso de 6rgaos relativo ao YFBM (%) Qualidgdea
Temperatura  Peso do ovo (g) do umbigo

Peso YFBM Coracéo Figado Estém.l Intestin02 Pulmdes Baco Pancreas Bursa
TL 64,55 46,242 41,562 0,852 3,29° 5,86 4,30° 0,92° 0,041° 0,192 0,12° 1,68¢
TC 64,49 46,572 41,502 0,80° 3,262 5,87 4,28° 1,052 0,0472 0,192 0,132 1,45¢
TH 64,51 44,36° 37,76° 0,70¢ 2,75° 5,75 3,76° 0,92° 0,027¢ 0,16° 0,09¢ 2,34°
TVH 64,58 44,16° 35,95¢ 0,68° 2,40¢ 5,71 3,51° 0,82¢ 0,027¢ 0,17° 0,09¢ 2,752
SEM 0,100 0,153 0,327 0,010 0,053 0,027 0,047 0,012 0,001 0,002 0,003 0,072
P-valor 0,9913 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,0621 <0,0001 <0,0001  <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001

b
*"Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
YFBM: peso do pinto sem o saco vitelino — yolk free body mass).

1
Estdmago: proventriculo + moela.
2 L . . .
Intestino: intestino delgado + intestino grosso
3Condicdo de umbigo, onde: 1= boa, 2= moderada, 3= ruim.
SEM: erro padréo da média
n= 14 por tratamento.
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Aos 18,5 dias, o YFBM foi menor em 6,13 g na TL; 0,65 g na TH e 0,75g na TVH
quando comparado ao controle. No dia da ecloséo, TL e TC tiveram 0s maiores valores de
YFBM, sem diferenca entre eles. O tratamento TH apresentou um valor significativamente
inferior, registrando 3,74 ¢, enquanto o tratamento TVH mostrou uma diferenca ainda mais

acentuada, com 5,55 g, ambos em comparacao ao controle (TC).

Figura 13 — Peso do pinto sem gema (YFBM, g) ao longo da incubacdo em temperatura de
casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta— TH (38,9°C) e muito
alta— TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia
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“"Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
SEM: erro padrdo da média

n= 14 por tratamento.

Ao longo da incubacéo, observou-se uma reducdo da gema/saco vitelino, com diferengas
significativas entre os tratamentos térmicos a partir do 82 dia (figura 14; p < 0,05). No 82 dia,
observou-se que TL apresentou +0,66 g de gema em relacéo ao controle, enquanto TH e TVH
apresentaram -1,19 g e -1,11 g, respectivamente. Aos 18,5 dias, o tratamento controle
apresentou o menor valor, com maior peso observado nas variagdes da TCO (TL: +0,98 g; TH:

+3,69 g; TVH: +4,73 g). No dia da eclosdo, TL apresentou semelhanca estatistica em relacao
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ao tratamento controle, enquanto TH e TVH exibiram valores maiores de +1,53 g e +3,14 g,

respectivamente.

Figura 14 — Peso da gema (g) ao longo da incubacéo em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 a0 82 dia
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n= 14 por tratamento.

O comprimento do pintinho também foi significativamente influenciado pela
temperatura durante a incubagdo (figura 15; p < 0,05). No 82 dia, a TVH apresentou um
comprimento significativamente maior em compara¢do com a TL. As temperaturas TH e TC
ndo mostram diferencas significativas entre si. Aos 18,5 dias, 0 comprimento na TL foi menor
(-1,61 cm) em comparacdo ao controle, enquanto as temperaturas TH e TVH apresentaram
comprimentos maiores que TL e n&o diferiram do controle. Na eclosdo, o comprimento do pinto

na TC e TL foram significativamente maiores do que nas TH e TVH.
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Figura 15 — Comprimento do pinto (cm) ao longo da incubagéo em temperatura de casca baixa
— TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 0% ao 82 dia
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n= 14 por tratamento.

No trabalho atual, os pesos dos ovos antes da incubagdo ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, confirmando a eficicia da randomizacéo e garantindo que as
variacBes observadas durante a incubagdo fossem atribuidas exclusivamente aos tratamentos
aplicados.

Embora o peso do ovo tenha uma relagdo positiva com o peso do pintinho ao nascer, 0s
resultados deste estudo revelaram que, sob condi¢es de TH e TVH, os pintos apresentaram
peso ao nascer significativamente reduzido. Possivelmente, a desidratagdo acentuada dos
embribes expostos a altas temperaturas, levou a uma maior perda de dgua e, consequentemente,
a reducéo do peso dos pintos ao nascer (Meijerhof, 2009; Cruz et al., 2020). Essa desidratagdo
foi confirmada pela maior perda de peso dos ovos observada nos tratamentos com temperaturas

alta e muito alta.
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O YFBM é um parametro de qualidade que reflete a eficiéncia com que o pintinho
converte os nutrientes da gema em tecido corporal (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2011,
Van der Pol et al., 2014; Van Der Wagt et al., 2020). A eficiente absorcdo da gema, mediada
pela membrana do saco vitelinico (MSV), é crucial para o desenvolvimento saudavel, atuando
na transferéncia de nutrientes para a corrente sanguinea e como membrana respiratoria primaria
no inicio do desenvolvimento (Deeming; Ferguson, 1991).

Temperaturas mais altas, como observado nos tratamentos TH e TVH, tendem a
aumentar a taxa metabolica do embrido, acelerando o processo de incubacgéo e reduzindo o
tempo disponivel para o desenvolvimento (Oliveira et al., 2008; Molenaar et al., 2013). Esse
aumento na taxa metabolica sob condigdes de altas temperaturas também esta associado a
intensificacdo da degradacéo da glicose, 0 que leva a reducdo das reservas glicogénicas (Moran
Jr, 2007). A limitacdo de precursores de glicose pode levar o embrido a buscar rotas alternativas
para a producgdo desse componente, forcando-o a utilizar aminoacidos como fonte de energia
por meio da gliconeogénese, em vez de direciona-los para o crescimento e formacéo estrutural.
Como resultado, os embriBes incubados a temperaturas mais altas apresentaram menor YFBM
e maior peso de saco vitelino residual, sugerindo uma absor¢cdo menos eficiente dos nutrientes
e comprometimento no desenvolvimento (Joseph et al., 2006; Molenaar et al., 2013; Maatjens
et al., 2014a).

O maior peso do saco vitelino indica uma absorcdo insuficiente de nutrientes.
Temperaturas inadequadas (TH e TVH) podem comprometer a eficiéncia dessa absorcéo,
possivelmente devido a alteracdes na vascularizacdo da MSV (Lin et al., 2017) e na expressao
de genes essenciais para o transporte de nutrientes (Barri et al., 2011).

Por outro lado, as temperaturas de casca baixa (TL) e controle (TC) parecem favorecer
uma absorcdo mais eficiente dos nutrientes, refletida em um menor peso de saco vitelino
residual e maior YFBM. Isso indica que as condi¢des térmicas mais moderadas permitem um
desenvolvimento embrionario mais equilibrado, sem o estresse metabdlico causado por
temperaturas excessivas, resultando em pintos mais saudaveis e com maior peso corporal ao
nascer (Molenaar et al., 2013; Maatjens et al., 2014Db).

De acordo com Decuypere e Bruggeman (2007), é geralmente aceito que um pintinho
de 1 dia de idade apresente umbigo completamente fechado e limpo, além da auséncia do saco
vitelino ou de membranas secas que sobressaem da area do umbigo.

A analise da qualidade do umbigo no dia da eclosdo revelou que TH e TVH reduziram
de forma mais pronunciada a qualidade em comparagdo a TC. O aumento no peso do saco

vitelino, especialmente em temperaturas elevadas, indica que os embrifes ndo conseguiram
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incorporar adequadamente o saco residual de gema na cavidade abdominal, o que resultou em
um fechamento incompleto do umbigo (Piestun et al., 2008a). No geral, em temperaturas
baixas, 0 metabolismo mais lento resulta em um desenvolvimento embrionario menos eficiente,
0 que atrasa a absorc¢do dos nutrientes do saco vitelino e pode levar ao acimulo de material ndo
absorvido, culminando no fechamento incompleto do umbigo. O fechamento inadequado
aumenta o risco de infec¢es nos primeiros dias de vida, comprometendo a viabilidade e o
desempenho dos pintinhos (Tona et al., 2003). No entanto, no nosso estudo, os resultados foram
opostos ao esperado, com um desenvolvimento eficiente nos embrides sob o tratamento TL. O
perfil de incubagdo com aumento gradual de temperatura demonstrou beneficios, resultando em
uma melhor absorcdo dos nutrientes do saco vitelino. Isso foi comprovado pelos valores
superiores de YFBM e peso de gema, favorecendo um fechamento umbilical adequado e maior
viabilidade dos pintos.

O comprimento do pintinho ao longo da incubacdo reflete tanto o crescimento fisico
quanto o impacto das condicBes de incubacgdo sobre o embrido. Essa medida é Gtil ndo apenas
para monitorar o desenvolvimento imediato, mas também para prever o desempenho futuro do
pintinho, uma vez que apresenta alta correlacdo com o peso do frango aos 42 dias (Hill et al.,
2001; Molenaar et al., 2011). No 82 dia de incubacgéo, o tratamento TVH resultou em um
comprimento maior em comparagdo com TL, indicando que o aumento na TCO pode acelerar
o crescimento inicial do embrido devido a maior taxa metabdlica (Lourens et al., 2007).

Aos 18,5 dias de incubacdo, o comprimento do pintinho foi menor em TL comparado
aos demais tratamentos, indicando que temperaturas mais baixas podem estar associadas a um
desenvolvimento mais lento (Black; Burggren, 2004; Lourens et al., 2005; Joseph et al., 2006).
Em contraste, TH e TVH apresentaram comprimentos semelhantes ao controle, sugerindo que
temperaturas elevadas podem sustentar um maior crescimento até essa fase. Na eclosdo, o
comprimento do pintinho em TC foi significativamente maior que em TH e TVH. Isso sugere
que, embora temperaturas mais altas promovam crescimento inicial mais rapido, elas nao
resultam em maior comprimento final, possivelmente devido ao esgotamento energético ou ao
estresse térmico prolongado (Romanoff, 1960; Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2011;
Maatjens et al., 2014a). A similaridade entre TL e TC no comprimento final indica que, apesar
de retardar o crescimento, temperaturas mais baixas nao prejudicaram o comprimento final e
assim foi observado com as outras variaveis nas figuras 13 e 14.

Embora o tratamento TL tenha atrasado o tempo de eclosdo em comparagdo com 0s
tratamentos TH e TVH, esse atraso ndo comprometeu os resultados finais. Pelo contrario, 0s

embrides submetidos ao perfil térmico TL apresentaram parametros positivos no final do
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processo. O aumento gradual da temperatura permitiu uma adaptacdo fisiologica eficiente,
resultando em valores superiores de YFBM, peso de gema/saco vitelino e comprimento de
pintinhos. Dessa forma, observou-se uma compensacao ao final, especialmente na analise do
dia de ecloséo, com resultados favoraveis.

As temperaturas de casca mais altas, especialmente no tratamento de temperatura de
casca muito alta (TVH), apresentaram um efeito negativo generalizado no desenvolvimento dos
Orgdos dos pintos, resultando em pesos reduzidos em comparacdo com temperaturas mais
baixas ou normais. Na literatura, € bem documentado que temperaturas elevadas durante a
incubacdo afetam negativamente o desenvolvimento dos 6rgédos (Leksrisompong et al., 2007;
Maatjens et al., 2014a; Van Den Brand et al., 2021).

Com relacdo ao peso do coracdo, altas temperaturas reduzem o indice mitético,
prejudicam a proliferacao e o desenvolvimento das células musculares cardiacas, elevam a taxa
metabdlica embrionéria e aumentam a demanda de oxigénio, sobrecarregando o coragao para
manter o fluxo sanguineo necessario ao crescimento de outros 6rgaos (Maatjens et al., 2014a).
O peso do figado pode ter reduzido devido ao esgotamento mais rapido das reservas de
glicogénio causado pelo aumento da taxa metabdlica em condi¢bes de alta temperatura.
Segundo Christensen et al. (2003b), o estresse térmico sobrecarrega o figado, dificulta o
crescimento celular e compromete suas fungfes metabdlicas. Os resultados obtidos no estudo
de Van der Pol et al. (2014), embora aplicado em periodo diferente, reforcam a relevancia dos
dados apresentados nesta pesquisa, a0 demonstrar que temperaturas elevadas durante toda a
incubacdo, especificamente uma TCO de 39,4°C, podem reduzir os pesos do coracdo e do
figado.

A reducgdo no peso do intestino também pode ser atribuida ao estresse térmico e ao
impacto negativo de temperaturas elevadas no desenvolvimento embrionario. Altas
temperaturas prejudicam o crescimento e a funcdo do intestino, afetando a absorcdo de
nutrientes e comprometendo a digestéo (Joseph et al., 2006; Willemsen et al., 2010; Ipek et al.,
2014; Maatjens et al., 2017). Além disso, a alta temperatura pode interferir na diferenciacao
celular e na formacdo das estruturas intestinais, além de impactar a colonizag¢do da microbiota
intestinal, essencial para a salde digestiva (Lourens et al., 2005; Molenaar et al., 2011).

A reducdo no peso do bago e da bursa encontrada em TCO baixa (TL) e mais acentuada
em TCO altas (TH e TVH) indica que alteracbes na temperatura podem comprometer o
desenvolvimento do sistema imunoldgico dos pintinhos. O baco e a bursa de Fabricius sdo
cruciais para a maturacdo e a fungdo das células imunologicas, e um desenvolvimento

inadequado desses 6rgdos pode resultar em uma resposta imunoldgica debilitada, tornando os
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pintinhos mais suscetiveis a infec¢bes e doengas (Wijnen et al., 2020). Estes dados estdo em
concordancia com estudo de Sozcu et al. (2022), que também observaram reducdo nos pesos
do coracéo, figado, intestino, baco e da bursa ao utilizar TCO de 38,9°C entre os dias 4 a 7 de
incubacéo.

Quanto a reducdo no peso dos pulmdes, em temperaturas baixas, a desaceleracdo do
metabolismo limita o crescimento dos pulmdes. Em contraste, temperaturas altas e muito altas
induzem o estresse térmico, que pode favorecer ao catabolismo, uma vez que 0 organismo
comeca a degradar os nutrientes armazenados para obter energia, comprometendo processos
como a proliferacdo celular e o desenvolvimento pulmonar, prejudicando a eficiéncia
respiratoria (Oliveira et al., 2008; Molenaar et al., 2013; Maatjens et al., 2014a).

A diminuicdo do peso do pancreas observada em TH e TVH pode ser atribuida a
alteracdes metabdlicas que prejudicam a formacdo desse Orgao vital. Isso afeta a capacidade
digestiva e a absorcdo de nutrientes, uma vez que o pancreas é responsavel pela producgdo de
enzimas digestivas essenciais. Como resultado, a eficiéncia alimentar dos pintinhos pode ser
reduzida, impactando seu crescimento e saude geral, além de comprometer a funcdo enddcrina
do pancreas (Maltby; Stickland, 2003; Lourens et al., 2005).

A auséncia de diferencgas significativas no peso do estdmago entre as diferentes
temperaturas de incubacdo sugere que este 6rgdo foi menos sensivel as variagcdes térmicas
durante a incubagdo em comparag¢dao com outros 6rgaos vitais.

No entanto, esses resultados diferem de outros estudos, como o de Joseph et al. (2006),
gue observaram pesos reduzidos dos 6rgaos, incluindo o estdmago, quando os embrides foram
incubados a uma temperatura baixa (36,6°C) durante os primeiros dias. Por sua vez, Van der
Pol et al. (2014) relataram uma reduc¢éo no peso do estdmago sob uma TCO muito alta (39,4°C).
As discrepancias entre esses estudos podem ser atribuidas as diferencas nas condicGes
experimentais, como 0 periodo, a duracdo da exposicdo a temperaturas extremas e as
metodologias utilizadas, o que destaca a complexidade das respostas embrionarias as variagdes
térmicas.

As temperaturas de casca ovo alta (TH) e muito alta (TVH) resultaram em uma
qualidade inferior dos pintinhos, evidenciada por menor comprimento, menor YFBM, maior
peso residual de gema, e piores pontuacdes de umbigo. Adicionalmente, houve uma reducéo
significativa no peso de 6rgaos vitais, comprometendo ndo apenas a embriogénese, mas também
a sobrevivéncia e o desempenho dos pintinhos na fase pds-eclosdo. O tratamento TVH, em

particular, apresentou os piores resultados entre as variaveis analisadas.
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4.2 Parametros de casca e gema

As figuras 16 a 21 apresentam os resultados das variaveis mensuradas na casca do ovo
(peso, espessura e teores de Ca, P, Mn e Mg). Quanto ao efeito dos tratamentos aplicados,
verificou-se que a TCO influenciou significativamente o peso da casca a partir do 18,5 dia de
incubacéo (figura 16; p <0,05). Aos 18,5 dias, os tratamentos TH e TVH apresentaram valores
superiores de +1,14 g e +1,22 g, respectivamente, em comparacdo com o controle (TC),
enquanto TL foi semelhante ao TC. Na eclosdo, TL manteve dados estatisticamente
semelhantes a TC, enquanto TH e TVH evidenciaram valores superiores de +0,88 g e +1,26 g,

nessa ordem.

Figura 16 — Peso da casca (g) ao longo da incubacdo em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 a0 82 dia
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n= 14 por tratamento.
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Para a espessura da casca (figura 17), aos 18,5 dias, os tratamentos TH e TVH
apresentaram espessuras de casca semelhantes ao controle (TC), enquanto TL teve a menor
espessura entre os tratamentos. Na eclosdo, TL e TC néo diferiram estatisticamente (p>0,05),
enquanto TH e TVH demonstraram espessuras maiores que TC e TL, com diferencas de +0,048

g e +0,062 g, respectivamente (p<0,05) em comparagdo ao controle.

Figura 17 — Espessura da casca (g) ao longo da incubacdo em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C)
do 0 ao 82 dia
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Verificou-se que a TCO influenciou significativamente o teor de calcio da casca (figura
18) a partir do 18,52 dia de incubacao (p < 0,05). Aos 18,5 dias, os tratamentos TH ¢ TVH
apresentaram teores de calcio superiores que TC e TL, sendo TC e TL semelhantes entre si. Na
eclosdo, TVH teve o maior valor de célcio (+261,26 mg) seguido de TH (+183,20 mg) em

relacao ao controle. TC e TL tiveram valores semelhantes.
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Figura 18 — Teor de célcio (mg) da casca ao longo da incubagdo em temperatura de casca baixa
— TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 0% ao 82 dia
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n= 14 por tratamento.

Ocorreu uma reducdo no teor de fosforo (figura 19) presente na casca do ovo conforme
a incubagéo avancou, independente do tratamento. Ademais, ndo foram detectadas diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05).

O teor de manganés da casca (figura 20) ao longo da incubacdo apresentou um
comportamento semelhante ao do fésforo. Os diferentes perfis de TCO ndo tiveram impacto
significativo na perda de manganés, demonstrando que a reducao desse mineral foi consistente,
independentemente das variagdes térmicas aplicadas (p > 0,05).

Para o teor de magnésio da casca (figura 21), na mensuracédo do dia 18,5 de incubacéo,
as diferencgas entre os tratamentos foram evidentes (p < 0,05). Os tratamentos com temperaturas

mais elevadas, TH (+2,13 mg) e TVH (+2,27 mg), apresentaram teores de magnésio
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significativamente maiores em comparagdo ao controle (TC). Essa tendéncia persistiu até o dia
da eclosdo, onde TH (+1,97 mg) e TVH (+2,79 mg) continuaram a apresentar teores mais
elevados. O tratamento TL apresentou um comportamento semelhante ao controle (TC) em

ambos 0s momentos avaliados.

Figura 19 — Teor de fosforo (mg) da casca ao longo da incubagdo em temperatura de casca baixa
— TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
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Durante a incubacdo, o embrido utiliza os nutrientes e minerais armazenados no ovo,
causando a reducdo natural da espessura e do peso da casca. O célcio é mobilizado a partir da
casca do ovo e direcionado para o crescimento e desenvolvimento do esqueleto embrionario.
Esse processo tambéem enfraquece a casca, facilitando seu rompimento no momento da eclosédo
(Romanoff, 1960; Tuan; Ono, 1986; Peebles et al. 2001; Abdel-Salam et al., 2006; Barbosa,
2011; Halgrain et al., 2022).
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Figura 20 — Teor de manganés (jg) da casca ao longo da incubagdo em temperatura de casca
baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta —
TVH (39,4°C) do 02 ao 8¢ dia
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n= 14 por tratamento.

Os resultados indicaram que os tratamentos com TCOs elevadas (TH e TVH),
impactaram significativamente a mobilizacdo de célcio e magnésio da casca para o embrido,
aumentando a retencdo desses minerais na casca e, consequentemente, em um maior peso e
espessura da mesma. Esses achados sdo corroborados pela literatura, com Azevedo (2022)
encontrando resultados semelhantes para a alta temperatura (39,4°C), demonstrando claramente
que temperaturas elevadas prejudicam a utilizagdo de minerais da casca.

A casca do ovo é a principal fonte de célcio, e sua solubilizagdo é mediada pela acdo da
enzima anidrase carbdnica, liberada pela MCA, que facilita a mobilizacdo de célcio para o
embrido (Tuan; Zrike, 1978; Gabrielli; Accili, 2010; Torres; Korver, 2018; Halgrain et al.,
2022). No entanto, temperaturas elevadas parecem comprometer a eficiéncia desse processo,
reduzindo a mobiliza¢&o do mineral e resultando em um aumento na retencdo de calcio na casca.
De maneira semelhante, 0 magnésio, que também é mobilizado a partir da casca, apresentou
teores elevados, indicando que, assim como o calcio, sua utilizagdo pelo embrido foi

comprometida (Yair; Uni, 2011).
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Figura 21 — Teor de magnésio (mg) da casca ao longo da incubagdo em temperatura de casca
baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta —
TVH (39,4°C) do 02 ao 8¢ dia
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A casca do ovo, ao servir como fonte priméria desses minerais para o embrido, deveria
sofrer um afinamento progressivo a medida que 0s minerais sdo retirados para a formacao do
esqueleto embrionario. Entretanto, a menor reducao na espessura nos grupos de alta temperatura
indica que o calcio e o magnésio ndao foram eficientemente utilizados pelo embrido,
permanecendo na casca (Romanoff; Romanoff, 1967).

As condicgdes de TH e TVH podem ter causado alteragdes no funcionamento do sistema
de transporte de minerais, especialmente na MCA e MSV (Gabrielli; Accili, 2010).
Temperaturas elevadas durante o inicio da incubag&o (38,1°C) até o quinto dia, provocaram um
aumento significativo na vascularizacdo da MCA e MSV (Lin et al., 2017). Conforme o0s
autores citados, essa maior vascularizagao € uma resposta adaptativa do embrido para melhorar
a troca de gases e o transporte de nutrientes em um ambiente de maior demanda metabdlica

devido a elevacdo da temperatura.
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O aumento da vascularizag¢do durante a incubacdo, embora inicialmente benéfico, pode
sobrecarregar o sistema e comprometer a eficiéncia de outros processos vitais. Esse excesso de
vascularizacdo pode alterar o equilibrio acido-base, a acdo da anidrase carbonica, dificultando
a dissolucdo da casca e, consequentemente, a mobilizacdo de minerais essenciais, como o calcio
(Stewart; Terepka, 1969; Gabrielli et al., 2001; Halgrain et al., 2022).

Temperaturas extremas durante a incubacdo também podem influenciar negativamente
a expressdo de genes relacionados ao transporte de nutrientes e a atividade da MCA e da MSV
(Barri et al., 2011). No entanto, ainda existem lacunas na compreensdao completa desse
processo, pois 0s genes envolvidos na mobilizacdo de minerais e outros contedidos da casca ndo
foram todos identificados (Gabrielli; Accili, 2010; Halgrain et al., 2022).

Podemos destacar também a influéncia da vitamina Dz nos resultados observados. A
vitamina D3z atua no transporte e na absorgdo de célcio da casca para a gema (Richards; Steele,
1987; Oliveira et al., 2015). A redugdo nos niveis de vitamina Dz em condi¢des de temperatura
muito alta (TVH), pode estar diretamente relacionada ao aumento do peso e da espessura da
casca, além do maior teor de célcio retido na casca. A menor disponibilidade de vitamina D3
compromete a eficiéncia desse transporte, resultando em uma absorcdo inadequada de célcio
pelo embrido, que permanece na casca e contribui para os resultados observados em TVH. Este
experimento teve esses resultados para a vitamina D3, 0s quais serdo discutidos em detalhes
posteriormente.

Os resultados referentes ao fosforo e ao manganés indicam que a mobilizacdo desses
minerais ndo foi significativamente afetada pelas variacbes da TCO. Estudos anteriores,
destacam que a gema contém a maior parte dos minerais essenciais necessarios para o
desenvolvimento embrionario, incluindo fésforo e manganés. Esses minerais sdéo mobilizados
da gema para o embrido conforme suas necessidades de crescimento, desempenhando papéis
cruciais na formacdo da matriz 6ssea e no desenvolvimento de tecidos moles (Romanoff;
Romanoff, 1967; Richards, 1997).

Yair et al. (2015) refor¢cam essa viséo, afirmando que, devido a predominancia desses
minerais na gema, as variag0es na temperatura da casca ndo afetaram sua utilizacdo. Dessa
forma, a constancia na disponibilidade de fosforo e manganés, independentemente das
condigdes térmicas, pode ser atribuida a sua principal origem na gema, confirmando que a casca
exerce um papel secundario na provisdo desses minerais.

Os nossos achados evidenciaram que temperaturas elevadas durante a incubagdo
comprometem a mobilizacdo de calcio e magnésio da casca para o embrido, resultando em

maior retencdo desses minerais na casca e aumento de sua espessura. Esse processo, aliado a
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menor eficiéncia no transporte mediado pela anidrase carbonica, prejudica o desenvolvimento
0sseo. A reducdo nos niveis de vitamina Dz em altas temperaturas também agrava a menor
absorcéo de calcio, destacando a importancia das condi¢des térmicas no equilibrio mineral
durante a incubacdo.

As concentragdes de minerais na gema do ovo (Ca, P, Mn e Mg), analisadas ao longo
do periodo de incubacdo, estdo representadas nas figuras 22 a 25.

A partir do 82 dia de incubacéo, o teor de calcio (figura 22) da gema comegou a mostrar
diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05). Nesse ponto, observou-se uma reducao
geral no calcio da gema, com os tratamentos TH e TVH mantendo teores mais elevados em
comparacdo a TL e TC. No 18,52 dia, houve um aumento no teor de calcio em todos o0s
tratamentos, com TL e TC destacando-se por suas maiores concentracoes, enquanto TH e TVH
apresentaram valores mais baixos. Na eclosdo, essa tendéncia se manteve, com TL e TC
exibindo os teores mais altos de calcio, ao passo que TH e TVH apresentaram 0s menores
valores.

Figura 22 — Teor de calcio (mg) da gema ao longo da incubacdo em temperatura de casca baixa
— TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 ao 82 dia
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Assim como no teor de célcio, a analise do teor de fosforo (figura 23) da gema durante
a incubacdo mostrou variagdes significativas entre os tratamentos a partir da segunda semana
(p <0,05).

No 8¢ dia de incubacéo, as temperaturas mais altas (TH e TVH) resultaram em teores
superiores de fosforo em comparacdo a TL e TC, indicando uma mobilizagdo mais lenta desse
mineral nesses grupos. No 18,59 dia, essa tendéncia se manteve, com TH e TVH apresentando
teores superiores em relacdo a TL e TC. Na ecloséo, as diferencas se acentuaram ainda mais:
TL apresentou o menor teor de fésforo (8,18 mg), enquanto TC foi superior em +2,18 mg em
relacdo a TL. Em comparacdo ao TC, os tratamentos TH e TVH mostraram aumentos ainda
mais expressivos, de +7,85 mg e +15,94 mg, respectivamente. Esses resultados indicam que as
temperaturas mais altas (TH e TVH) promoveram uma maior retencdo de fosforo ao longo da
incubacéo, contrastando com as temperaturas mais baixas (TL e TC), que favoreceram uma

mobilizacdo mais acentuada desse mineral.

Figura 23 — Teor de fosforo (mg) da gema ao longo da incubacao em temperatura de casca baixa
— TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 ao 82 dia
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“"Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
SEM: erro padrdo da média

n= 14 por tratamento.
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A andlise do teor de manganés (figura 24) da gema ao longo da incubagdo, também
revelou variagdes significativas entre os tratamentos, especialmente a partir do 82 dia (p <0,05).

Aos 8 dias de incubagéo, todos os tratamentos mostraram uma diminui¢do no teor de
manganés na gema, com TL e TC mantendo valores mais altos, enquanto TH e TVH
apresentaram reducdes mais acentuadas. No entanto, essa tendéncia se inverteu no 18,52 dia,
onde TH e TVH apresentaram maiores concentracfes de manganés em relacdo a TL e TC. Na
eclosdo, essa inversdo se acentuou, com TL e TC registrando os menores teores de manganés,
enquanto TH e TVH mantiveram teores significativamente mais altos. Esses resultados indicam
que, apesar das temperaturas mais baixas inicialmente favorecerem a retencdo de manganés na
gema, as temperaturas mais altas resultaram em uma maior retencdo do mineral até o final da

incubacéo.

Figura 24 — Teor de manganés (j1g) da gema ao longo da incubagdo em temperatura de casca
baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta —
TVH (39,4°C) do 02 ao 8¢ dia
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“"Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
SEM: erro padrdo da média

n= 14 por tratamento

A andlise do teor de magnésio da gema (figura 25) ao longo da incubacdo demonstrou
uma reducéo geral nos valores. Desde o dia 0 até a ecloséo, os teores de magnesio cairam cerca

de 1,74 mg para aproximadamente 1,50 mg, sem diferencas estatisticamente significativas entre
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TL, TC, TH e TVH (p > 0,05). Esses resultados indicam que a temperatura de incubagdo nao
influenciou significativamente a mobilizacdo do magnésio na gema.

Nos estagios iniciais da incubacdo, o embrido é dependente das reservas de célcio
presentes na gema, que sdo absorvidas através da MSV. Esse processo é de vital importancia,
uma vez que, até o 8¢ dia, a MCA ainda ndo € funcional, tornando o célcio da gema a principal
fonte disponivel para o desenvolvimento embrionario (Richards; Steele, 1987; Yair; Uni, 2011).
A maior retencao de célcio na gema no 82 dia nos tratamentos TH e TVH pode ser atribuida a
ineficiéncia metabdlica do embrido sob estresse térmico, que reduz a utilizacdo do célcio da
gema (Molenaar et al., 2010). Nesse estagio inicial, o embrido possivelmente ainda nao

mobilizou o calcio de forma adequada, levando a uma maior concentracao residual na gema.

Figura 25 — Teor de magnésio (mg) da gema ao longo da incubagdo em temperatura de casca
baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta - TH (38,9 °C) e muito alta —
TVH (39,4°C) do 02 ao 8¢ dia
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SEM: erro padrdo da média
n= 14 por tratamento

A partir da segunda semana de incubacdo, a MCA torna-se funcional, permitindo que o

calcio da casca seja absorvido pelo embrido. Nos tratamentos com temperaturas elevadas (TH
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e TVH), foi constatada uma menor extracdo de calcio da casca, 0 que esta de acordo com
estudos que indicam que altas temperaturas prejudicam a absorcéo de minerais (Li et al., 2014;
Yair et al., 2015). Como consequéncia, menos célcio foi transferido para a gema e os tecidos
embrionarios, resultando em uma maior retencdo de calcio na casca e em menores niveis de
calcio disponiveis na gema (Oliveira et al., 2015).

As temperaturas mais elevadas (TH e TVH) resultaram em maior retencéo de fosforo
na gema durante a incubacdo, com diferencas evidentes ja no 82 dia e mais pronunciadas na
eclosdo. Isso esta de acordo com Yair et al. (2015), que relataram que temperaturas acima de
38,9°C diminuiram a mobilizacdo de fosforo para os tecidos embrionarios, aumentando sua
retencdo na gema. Como o fdsforo presente no ovo é depositado durante sua formacao (Angel,
2007; Wilson, 1997), a sua disponibilidade para o embrido depende diretamente da eficiéncia
de mobilizagdo da gema.

As maiores concentragcdes de manganés na gema nos tratamentos TL e TC até o 8¢ dia
sdo devido a menor demanda metabdlica do embrido, que retarda a mobilizacdo dos minerais.
Com o avanco da incubacdo, o embrido ajusta seu metabolismo e aumenta a eficiéncia na
utilizacéo dos minerais (Molenaar et al., 2010). O manganés, assim como o fésforo, é fornecido
quase exclusivamente pela gema ao embrido (Li et al., 2014), e sua mobilizacdo depende da
eficiéncia metabdlica durante a incubacdo. Nos tratamentos com TCO elevadas, no 18,52 dia e
na eclosdo, observou-se maiores valores de manganés residual na gema, indicando que menos
desse mineral foi absorvido pelo embrido.

Embora houvesse uma reduc¢do gradual nos teores de magnésio da gema do ovo ao longo
do processo de incubacgéo, essa diminuicdo ocorreu de maneira semelhante em todos os grupos,
sugerindo que a temperatura de incubacdo inicial ndo teve impacto substancial sobre a
mobilizacdo desse mineral. Vale destacar que a casca do ovo € a principal fonte de magnésio
para 0 embrido, conforme apontado por Yair e Uni (2011), reforcando que a absorgdo desse
nutriente ocorre predominantemente a partir da casca.

Diferentemente do presente estudo, Azevedo (2022) observaram que os teores de
magnésio foram afetados pelas temperaturas baixa (36,7°C) e alta (39,4°C), tanto na casca
quanto na gema. Segundo 0s autores, essa Vvariacdo pode ter ocorrido devido ao
comprometimento da utilizacdo da gema pela alteragdo da TCO. As divergéncias nos resultados
podem estar associadas ao periodo experimental, que no estudo de Azevedo (2022) foi realizado
entre o0 82 e 0 18,52 dia de incubacéo.

Temperaturas elevadas durante a incubacdo comprometem a mobilizagdo de calcio,

fosforo e manganés, levando a uma maior retengdo desses minerais na gema. Esse efeito,
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associado a alteracfes no metabolismo embrionario e a reducao da eficiéncia na utilizagdo dos
nutrientes da gema, resulta em maiores valores de gema residual e menor YFBM (Molenaar et

al., 2010; Yair; Uni, 2011; Yair et al., 2015), como visto em nossos resultados.

4.3 Parametros fisioldgicos dos pintos de um dia

Os valores estimados de temperatura retal (figura 26) variaram de 38,29°C (para o
tratamento TL) a 38,76°C (para o tratamento TVH). Mesmo com essa variacdo numeérica, o
teste de Tukey néo identificou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p <
0,05), sinalizando que o0 aumento da temperatura de incubagdo, embora tenha mostrado uma
tendéncia de elevacdo na temperatura retal dos pintos, ndo foi suficiente para produzir
diferencas expressivas.

A auséncia de diferencas significativas entre os grupos pode ser atribuida aos
mecanismos termorregulatérios dos pintos recém-eclodidos, que foram capazes de compensar
as variacdes nas condi¢cdes de incubacdo, resultando em temperaturas corporais semelhantes.
Entretanto, Lourens et al. (2005) demonstraram que a incuba¢do a temperaturas mais baixas
(36,7°C) durante a primeira semana resultou em pintos com temperaturas retais estatisticamente
mais baixas ao nascimento (38.3°C; p < 0,05). Os autores citados, sugerem que a taxa
metabolica dos embrides foi reduzida, levando a um desenvolvimento embrionario mais lento.
Como consequéncia, os sistemas fisiologicos, incluindo os mecanismos responsaveis pela
termorregulacdo, podem nédo se desenvolver plenamente.

Por outro lado, ao analisarmos elevadas TCOs, observamos uma aceleragdo do
metabolismo embrionario, o que aumenta a producdo de calor endégeno nos pintos recém-
nascidos. Essas altas TCOs podem prejudicar os mecanismos de dissipacdo de calor, que séo
fundamentais para a termorregulacdo (Lourens et al., 2005; Yalcin et al.,, 2010). Por
conseguinte, os pintos incubados nessas condi¢des podem ter dificuldade em dissipar o calor,
resultando em temperaturas retais mais altas apds a eclosdo (Molenaar et al., 2011).

Nossos achados destacam um equilibrio entre o metabolismo embrionario e a
capacidade termorregulatéria dos pintos recém-eclodidos. Embora as variagdes nas TCOs
tenham influenciado a taxa metabolica durante o desenvolvimento embrionario, 0s pintos
demonstraram uma notavel capacidade de compensacao térmica, ajustando de maneira eficaz
0s mecanismos de dissipagédo de calor. No entanto, a necessidade de um controle preciso das

condicBes de incubacdo permanece evidente, j& que desvios extremos podem sobrecarregar
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esses mecanismos, afetando negativamente a termorregulacdo e, consequentemente, o
desempenho pds-eclosdo dos pintos (Lourens et al., 2005; Oviedo-Rondén et al. 2008;
Meijerhof, 2009; Yalcin et al., 2010; Molenaar et al., 2010, 2011a).

Figura 26 — Temperatura retal (°C) de pintos incubados em temperatura de casca baixa — TL
(36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH
(39,4°C) do 02 ao 82 dia
=L =TC uTH =TVH
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“"Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).
SEM: erro padrdo da média

n= 14 por tratamento

Quanto aos resultados dos minerais sanguineos (figura 27), o tratamento TL apresentou
0s niveis mais altos de calcio e fosforo, enquanto TVH registrou os menores valores (p < 0,05).
O célcio em TL foi 1,96% superior ao de TC, 11,59% maior que em TH e 25,60% acima do
valor em TVH. Para o fésforo, o padrao foi semelhante: TL apresentou um aumento de 3,13%
em comparacdo a TC, 16,81% em relacdo a TH e 30,69% maior que TVH.

Os dados indicam que temperaturas mais baixas (TL e TC) no inicio da incubagdo

favorecem uma maior mobilizacdo e absorcdo de calcio da casca do ovo, resultando em
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melhores concentracdes deste mineral no embrido. Um padréo semelhante foi observado para
o fosforo, o que pode ser explicado pela maior eficiéncia na sua mobilizacdo da gema sob essas
condicdes, conforme apontado por Yair e Uni (2011), que destacam a importancia da membrana
do saco vitelinico na absorcao e disponibilizacdo de minerais. Essa interpretacédo € sustentada
pelos resultados de Muir e Groves (2019), que avaliaram um tratamento de inicio lento, no qual
os ovos foram incubados inicialmente a 36,75°C, com aumento gradual até 37,8°C. Embora 0s
niveis de calcio no soro dos pintinhos ndo tenham diferido significativamente em relacdo ao

grupo controle, os niveis de fosforo inorganico foram significativamente maiores.

Figura 27 — Minerais sanguineos (mmol/L) de pintos de um dia incubados em temperatura de
casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito
alta— TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia
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Em contraste, a diminuicdo nos niveis de calcio e fésforo observada nos tratamentos TH

e TVH pode estar associada a menor utilizagdo desses minerais, com o calcio proveniente da
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casca e o fésforo da gema, indicando uma possivel alteragdo no metabolismo embrionario em
condigbes de temperaturas elevadas. Estudos demonstram que altas temperaturas
comprometem o metabolismo mineral, reduzindo a eficiéncia da absor¢édo de célcio e fosforo
(Lourens et al., 2007; Yair et al., 2015). Nossos resultados estdo em concordancia com os de
Azevédo et al. (2023), que também observaram niveis significativamente menores de célcio e
fésforo em pintos de um dia submetidos a altas TCOs entre os dias 8 e 18,5 de incubacéo (p <
0,05).

Esses resultados corroboram a hipdtese de que o controle preciso da temperatura de
incubacdo € fundamental para otimizar a absorcdo de minerais essenciais, como calcio e
fésforo, tanto da casca quanto da gema. A reducdo da mobilizacdo mineral observada nas altas
temperaturas reforca a importancia de temperaturas controladas e adequadas ao longo do
processo de incubacdo para garantir uma mineralizacdo 0ssea eficiente e, consequentemente,
uma melhor qualidade dos pintinhos ao eclodirem.

A andlise dos horménios sanguineos de pintos de um dia (figura 28) revelou que a TCO
teve um impacto significativo em alguns parametros, enguanto outros permaneceram
inalterados. Para os niveis de GH, o tratamento com TCO baixa (TL) apresentou 0os maiores
valores, com reducdes de 8% (TC), 18% (TH), e 31% (TVH) (p <0,05). Os niveis de vitamina
D3 também foram afetados pela variacdo de temperatura, com TL registrando os valores mais
elevados e TVH apresentando a menor concentragéo, correspondendo a uma diferenca de 32%
(p £0,05). O PTH no grupo TVH foi 69,42% superior ao do grupo TL. J4 a calcitonina no grupo
TVH apresentou uma concentragdo 34,31% inferior em comparacdo ao TL (p < 0,05). Para os
horménios tireoidianos Tz e T4, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os tratamentos (p > 0,05).

A auséncia de diferencas significativas nos niveis de T3 e T4 entre os tratamentos pode
ser explicada pela capacidade do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide de regular e manter a
producdo hormonal dentro de uma faixa homeostatica, mesmo frente as variacfes na
temperatura de incubacdo. Os horménios tireoidianos (T3 e T4), sdo fundamentais para o
metabolismo basal e a transicdo do metabolismo embrionério para a respiragdo pulmonar, além
de participarem do crescimento 6sseo e desenvolvimento esquelético (Lewinson et al., 1989;
Robson et al., 2002; Van der Eerden et al., 2003; Decuypere; Bruggeman, 2005; Shao et al.,
2006; Shokraneh et al., 2020). As temperaturas avaliadas neste estudo, contudo, parecem nao
ter atingido niveis capazes de provocar um impacto significativo e consistente na funcao
tireoidiana. Diferentemente, Babacanoglu (2018) e Azevedo (2022) relataram redugdes nos

niveis de T3 e T4 sob diferentes condic¢des térmicas durante a incubacdo. Babacanoglu (2018)
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observou essa diminuicdo em embrides expostos a temperaturas mais elevadas (38,5°C) entre
os dias 0 e 11 de incubacdo. Azevedo (2022) constataram que temperaturas baixas (36,7°C),
altas (38,9°C) e muito altas (39,4°C) entre o0 82 e 0 18,5%dia de incubacao também resultaram
em menores niveis de T3 e T4, evidenciando que alteragdes nas temperaturas podem, de fato,
comprometer a funcao tireoidiana.

Podemos relacionar os niveis de Tz e T4 com os resultados de temperatura retal porque
ambos os horménios exercem um papel central na regulacdo do metabolismo energético e da
termorregulacdo nos pintos recém-eclodidos. Esses hormonios sdo fundamentais na transicdo
para a termorregulacdo interna, garantindo que os pintos mantenham uma temperatura corporal
estavel apds a eclosdo (Darras et al., 2000; Yalcin et al., 2009). Dessa forma, a relacdo entre
T3, T4 e a temperatura retal dos pintos reflete uma resposta metabdlica robusta e eficaz,
ajustando o metabolismo energético para garantir a manutencdo da temperatura corporal apos
a ecloséo.

O aumento significativo dos niveis de GH no tratamento TL indicou que essa condicao
favoreceu uma melhor regulacéo do eixo somatotrofico, associada a uma maior eficiéncia no
desenvolvimento celular e tecidual do embrido. Em temperaturas mais baixas, 0 metabolismo
embrionario ajustou-se para equilibrar a demanda energética e a producdo de horménios
essenciais, como o GH. Esse hormdnio estimulou a sintese de IGF-I, promovendo a proliferacdo
e diferenciacdo celular nos 0ssos. Assim, a maior disponibilidade de GH no tratamento TL
favoreceu um crescimento 6sseo mais robusto e uma utilizagdo mais eficiente de nutrientes. De
outro modo, temperaturas elevadas aumentaram a taxa metabolica, o que sobrecarregou a
glandula pituitaria e comprometeu sua capacidade de manter niveis adequados de secrecao de
GH. Esse estresse metabolico reduz a eficiéncia dos mecanismos enddcrinos, resultando em
uma secrecdo insuficiente de GH, prejudicando o crescimento embrionério e o desenvolvimento
adequado dos pintos (Robson et al., 2002; Kiihn et al., 2005; De Groef et al., 2008; Giiz et al.,
2020).

Os resultados observados para os horménios PTH, calcitonina e vitamina D3 indicaram
uma interacdo de mecanismos compensatorios e ajustes fisiolégicos que o embrido tentou
realizar em resposta as variacOes de temperatura durante a incubagdo. Em tratamentos com altas
temperaturas (TH e TVH), os niveis sanguineos de calcio na eclosdo estavam reduzidos, o que
normalmente desencadearia uma elevagéo nos niveis de PTH e vitamina D3, acompanhada de
uma queda nos niveis de calcitonina (Pizauro Junior et al., 2017).

No entanto, os resultados mostraram um padrdo inesperado, com niveis de vitamina D3

baixos em TH e TVH, enquanto o PTH foi elevado, indicando que o embriéo tentou compensar
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a hipocalcemia por meio da elevagéo da secrecdo de PTH. O PTH, ao atuar nos 0ssos € nos rins,
estimula a reabsorc¢do de célcio, estimula a producdo de 1,25-di-hidroxivitamina D3 (a forma
ativa da vitamina D3) nos rins e, consequentemente, eleva a absorgéo intestinal de calcio e
fosforo (Moe, 2008; Shanmugasundaram; SelVaraj, 2012; Pizauro Janior et al., 2017; Tinawi,
2021). Contudo, a baixa concentragédo de vitamina D3 observada em TH e TVH sugere que a
capacidade de conversao da forma inativa (250HD3) para a forma ativa (1,250HD3) pode ter
sido comprometida por fatores relacionados a temperatura.

Altas temperaturas de incubacdo podem afetar o desenvolvimento e a qualidade dos
orgdos, impactando indiretamente suas funcdes (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2010b;
Maatjens et al., 2017). No presente estudo, isso foi evidente nas temperaturas de casca mais
elevadas, especialmente no tratamento de temperatura muito alta (TVH), que resultou em um
desenvolvimento inferior dos 6rgdos dos pintos. O comprometimento das funcdes renal e
hepética, pode ter prejudicado a ativacdo da vitamina D3 e, consequentemente, a absorcdo
eficiente de célcio. Logo, o estresse térmico afeta negativamente os processos enddcrinos e
metabolicos (Belnap et al., 2019), incluindo a sintese e ativacdo da vitamina D3, 0 que pode
explicar o baixo nivel observado mesmo com o aumento do PTH.

Outro aspecto importante é a reducdo da calcitonina nos tratamentos de temperaturas
extremas (TH e TVH), o que indica uma tentativa de limitar a inibicdo da reabsor¢do 6ssea e
permitir maior liberacdo de célcio dos 0ssos para o sangue. A calcitonina, produzida na glandula
ultimobranquial, normalmente reduz a reabsor¢do de célcio 6sseo e aumenta a excrecao renal
de calcio (Pizauro Junior et al., 2017). No entanto, o estresse térmico parece ter diminuido a
eficacia desse horménio, talvez como um mecanismo compensatorio para permitir uma maior
mobilizacdo de célcio em resposta a hipocalcemia induzida pelas altas temperaturas.

A reducdo dos niveis de calcitonina observada nos tratamentos com altas temperaturas
de incubacdo (TH e TVH) denota uma resposta compensatoria do organismo dos embrides a
hipocalcemia induzida pelo estresse térmico. A calcitonina, normalmente responsavel por
limitar a reabsorcdo dssea de calcio e aumentar sua excrecdo renal (Malgaroli et al., 1989;
Proszdowiec-Weglarz; Angel, 2013; Pizauro Junior et al., 2017), pode ter tido sua acao inibida,
permitindo maior mobilizag&o de célcio dos 0ssos para o0 sangue. Esse mecanismo teria buscado
restaurar o equilibrio de calcio em resposta a baixa absor¢éo intestinal, potencialmente causada

por disfungdes metabolicas associadas ao estresse termico.



Figura 28 — Hormonios sanguineos (ng/mL) de pintos de um dia incubados em temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC
(37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia
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Diferentemente, nos tratamentos com temperaturas mais baixas (TL e TC), os niveis
mais elevados de vitamina D3 e calcitonina indicam um ambiente mais favoravel para a
homeostase do calcio. Nessas condicdes, a ativacdo da vitamina D3 parece ter ocorrido de
maneira eficaz, promovendo uma melhor absorcéo intestinal de calcio e fosforo e, em conjunto
com a acdo da calcitonina, favorecendo a deposi¢do dssea adequada. O PTH nesses tratamentos
permaneceu dentro de uma faixa controlada, refletindo uma menor necessidade de mobilizagéo
de célcio 0sseo, uma vez que a vitamina Dz manteve os niveis plasmaticos de calcio adequados.

Dessa maneira, enquanto o tratamento com temperaturas mais baixas favoreceu uma
regulagdo hormonal equilibrada entre PTH, calcitonina e vitamina D3, 0s tratamentos com
temperaturas elevadas provocaram um desequilibrio que forgou o embrido a ativar mecanismos
compensatdrios, como o aumento de PTH. No entanto, no momento da mensuracéo, é possivel
gue o embrido estivesse em processo de tentar compensar o desequilibrio, mas as limitacdes no
processo de ativacdo enzimatica da vitamina D3, em condi¢des de estresse térmico, poderiam
estar retardando essa resposta. Assim, o embrido provavelmente ainda estava ajustando suas
funcBGes metabdlicas para restaurar a homeostase.

A andlise dos niveis de fosfatase alcalina (figura 29) revelou que TL e TC apresentaram
valores elevados e semelhantes. Enquanto TH e TVH, que também foram similares entre si,
mostraram reducBes consideraveis. Especificamente, o nivel em TVH foi 43,02% menor em
comparacéo ao controle, destacando que temperaturas mais altas de incubagéo resultam em uma
significativa diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina (p < 0,05).

Os resultados da fosfatase alcalina (FA) nos pintos recém-eclodidos indicam uma
reducdo significativa nos grupos expostos a temperaturas elevadas. Essa reducdo pode ser
explicada pelas funcdes da FA no processo de mineralizacdo dssea e pela relacdo desse processo
com as condig0es de incubacéo.

Em condigdes normais, 0 aumento nos niveis de FA no sangue indica maior atividade
osteoblastica e formacdo Gssea. A enzima hidrolisa fosfatos organicos, liberando fosfato
inorganico, que, junto com o célcio, é utilizado para formar cristais de hidroxiapatita. Esses
cristais se depositam na matriz 6ssea, fortalecendo a estrutura esquelética em desenvolvimento
(Anderson, 1989; Kirsch et al., 1997; Pizauro Junior et al., 2002). No entanto, nos grupos
incubados sob altas temperaturas, observou-se uma diminuicdo nos niveis circulantes de FA.
Em concordancia com nossos resultados, S6zcu et al. (2022) também observaram uma reducao
significativa nos niveis de fosfatase alcalina e fosforo sanguineo em embriGes submetidos a
altas TCOs. Em contrapartida, os resultados de Azevedo (2022) mostraram um aumento

significativo de 32% nos niveis de FA em pintos submetidos a temperaturas de casca muito
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altas (TVH). A autora justifica que essa elevacdo nao resultou em uma mineralizacdo dssea
proporcional, apontando para algum mecanismo desconhecido que pode ter interferido na
funcdo adequada da FA.

Altas temperaturas durante a incubacdo alteram a homeostase térmica e 0 metabolismo
dos embrides, intensificando as demandas energéticas para a regulacdo da temperatura e
manutencdo do desenvolvimento embrionario (Lourens et al., 2006). Esse aumento nas
demandas metabdlicas pode desviar recursos importantes para 0 metabolismo 0sseo,

prejudicando a deposicao de Ca e P e reduzindo, assim, a atividade da FA (Piestun et al., 2009).

Figura 29 — Fosfatase alcalina sanguinea (U/L) de pintos de um dia incubados em temperatura
de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito
alta— TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia
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Temperaturas de incubagdo muito altas também podem alterar a absor¢cdo dos minerais
do saco vitelino e da casca do ovo, resultando em uma menor disponibilidade dos minerais para
o embrido (Molenaar et al., 2010). Esse cenario impacta diretamente 0 processo de
mineralizacdo, ja que o célcio e o fosforo sdo essenciais para a formacao 6ssea, e sua absor¢do

inadequada leva a uma menor atividade de FA (Yair; Uni, 2011).
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Além disso, temperaturas elevadas podem acelerar o desenvolvimento embrionério,
levando a conclusdo prematura da mineralizagdo, o que resulta em menos tempo disponivel
para a formacéo 0ssea adequada e, consequentemente, em niveis mais baixos de FA. Por fim, a
temperatura pode inibir diretamente a atividade enzimatica, afetando a producdo de FA e
refletindo-se em niveis sanguineos reduzidos (Kamanli et al., 2021).

Na figura 30, sdo apresentados os resultados dos teores sanguineos de glicose, &cido
arico, lactato e glicogénio hepatico. Os resultados obtidos para os niveis de glicose plasmatica
e glicogénio hepatico indicam uma reducdo significativa nos grupos expostos a temperaturas
mais elevadas (TH e TVH) (p < 0,05), em comparagdo aos tratamentos TL e TC, evidenciando
0 impacto do estresse térmico sobre a disponibilidade de energia e a mobilizacdo das reservas
glicogénicas. Em contrapartida, os valores médios de lactato e &cido Urico apresentaram um
aumento expressivo nos grupos TH e TVH (p < 0,05), em relagdo a TL e TC, sugerindo maior
estresse metabolico e uma adaptacdo ao metabolismo anaerdbico. O tratamento TL apresentou
resultados estatisticamente similares e/ou melhores ao grupo controle, indicando que essas
condicdes térmicas foram adequadas para o desenvolvimento embrionario, com manutencéo de
parametros fisiologicos dentro dos niveis ideais.

A glicose, essencial para o metabolismo embrionario, é estocada principalmente na
forma de glicogénio hepatico e utilizada especialmente nos momentos criticos, como o processo
de eclos@o (Christensen et al., 2001). Durante os primeiros dias de incubacédo, a imaturidade
dos vasos sanguineos e o suprimento limitado de oxigénio aumentam a importancia da glicose
para a producao de energia. No entanto, a medida que a incubacéo avanca, as reservas de glicose
diminuem, refletindo no baixo aporte de carboidratos disponiveis no ovo (Moran Jr, 2007).

A reducdo dos niveis de glicose é ainda mais acentuada em condicOes de estresse
térmico, como observado nos grupos TH e TVH, onde a menor disponibilidade de glicose pode
impactar negativamente o metabolismo embrionario e o desenvolvimento pds-eclosdo. Em tais
situacOes, 0 estresse térmico compromete o processo de absor¢do da gema, resultando em uma
menor transferéncia de nutrientes, incluindo a glicose, para a corrente sanguinea. Esse
comprometimento afeta diretamente os niveis de glicose disponiveis para o metabolismo
embrionario e esta associado a um menor YFBM (Moran Jr, 2007).

Em relacdo a diminuicdo do glicogénio hepatico nos grupos TH e TVH pode ser
atribuida a maior mobilizacdo das reservas energéticas para suprir as demandas metabélicas
geradas pelo estresse térmico. Essa redugdo é consistente com outros estudos (Willemsen et al.,
2010; Molenaar et al., 2013; Maatjens et al., 2014a; Franca et al., 2019). O glicogénio é o

principal polissacarideo de reserva energética nos organismos animais, sendo utilizado para
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fornecer glicose de forma répida e eficiente. Em condic¢Ges de temperaturas extremas, como as
observadas neste experimento, a diminuicdo da glicose estimula a mobiliza¢&o do glicogénio
hepéatico para suprir essa necessidade por meio da glicogendlise (Molenaar et al., 2011;
Molenaar et al., 2013; Maatjens et al., 2014b; Maatjens et al., 2017).

Figura 30 - Teores sanguineos de glicose (mg/dL), &cido drico (mg/dL), lactato (mmol/L) e
glicogénio hepatico (mg/g) de pintos de um dia incubados em temperatura de
casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito
alta— TVH (39,4°C) do 0¢ ao 82dia
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Pode-se destacar que, embora os &cidos graxos sejam a principal fonte de energia
durante a maior parte da incubacdo, na fase de bicagem interna a glicose torna-se indispensavel
para a producdo de ATP (De Oliveira et al., 2008). Em situac6es de desgaste térmico e hipoxia,
como as observadas nas temperaturas elevadas, ocorre um aumento na oxidacdo da glicose
(Molenaar et al., 2013), o que eleva a demanda por glicogénio hepético. Essa maior utilizacdo
do glicogénio resulta em sua deplecdo, explicando os baixos niveis observados no presente
estudo, que podem ser atribuidos tanto a menor sintese quanto ao aumento no uso de glicose
sob condicdes de calor (O'Dea et al., 2004).

Os altos niveis de lactato observados nos grupos expostos a temperaturas elevadas (TH
e TVH) indicam uma intensificacdo do metabolismo anaerobico, resultante da hipoxia celular
causada pelo desbalanco térmico durante a incubacdo. Em temperaturas elevadas, a limitada
disponibilidade de oxigénio leva ao acumulo de piruvato, que é convertido em lactato,
sinalizando glicolise anaerdbica (Burgdorf-Moisuk et al., 2012). Esse aumento reflete a
necessidade de compensacdo energética rapida, especialmente durante a eclosdo, quando as
reservas de glicogénio sdo esgotadas e o embrido mobiliza proteinas para suprir suas demandas
energéticas (Moran Jr, 2007; De Oliveira et al., 2008). Portanto, o estresse térmico promove a
elevacdo do lactato, evidenciando a resposta metabolica ao aumento da demanda energética sob
condigdes adversas. Os dados de Babacanoglu (2018), que avaliou os efeitos da alta temperatura
de incubacéo (38,5°C) nos primeiros 11 dias em embrides de frangos COBB 500 e observou
um aumento nos niveis de lactato, contribuem para a compreenséao dos resultados deste estudo.
O aumento do lactato, como indicado por Babacanoglu, reforca a ideia de que o estresse por
calor leva a hipdxia e a intensificacdo do metabolismo anaerdbico.

Os niveis elevados de &cido urico observados nos grupos TH e TVH indicam uma
sobrecarga metabolica, possivelmente causada pela sobrecarga térmica durante a incubacdo.
Esse aumento sugere que os embribes desses grupos mobilizaram mais proteinas como fonte
de energia, resultando em maior degradacdo de acidos nucleicos, conforme descrito por
Sakomura et al. (2014). De forma semelhante, Molenaar et al. (2013) também apontaram que
0 aumento da concentracdo de acido urico plasmatico estd associado a mobilizacdo proteica
para a producdo de glicose, reforcando a hipotese de que o estresse térmico exigiu a utilizacdo
de proteinas para atender as demandas energéticas dos embrides.

Em suma, altas temperaturas de incubacéo esgotaram as reservas de glicose e glicogénio
hepatico, forcando o embri&o a adotar vias metabolicas compensatdrias, como o0 aumento dos
niveis de acido Urico e lactato, o que reflete a intensificacdo do metabolismo anaerdbico e da

mobilizacdo proteica. Esse mecanismo, além de comprometer a eficiéncia energética do
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embrido, resultou em uma maior degradacao de proteinas musculares para suprir as demandas
energeéticas. Consequentemente, essa mobilizacdo proteica contribuiu para a reducdo do peso
do corpo sem gema (YFBM), uma vez que menos proteinas foram direcionadas para o
crescimento e mais foram utilizadas como fonte de energia, comprometendo o desenvolvimento
dos pintos recém-eclodidos.

Os resultados dos pardmetros hemogasométricos (tabela 8) mostraram que 0s
tratamentos TL e TC foram estatisticamente superiores (p < 0,05), apresentando melhores
condicBes de equilibrio acido-base ¢ niveis adequados de iCa e HCOs™, o que implica em
regulacdo mais eficiente dos processos fisioldgicos durante a incubacdo. De maneira oposta, 0s
tratamentos com temperaturas mais elevadas (TH e TVH), apresentaram resultados

desfavoraveis, evidenciando que o estresse térmico prejudicou a homeostase dos pintos.

Tabela 8 — Pardmetros hemogasometricos de pintos incubados em temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC
(37,8°C), alta— TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C) do 02 ao 82 dia

Pardmetros hemogasométricos

Temperatura

pH PCO2 PO2 HCOs - Na* K* SO, Hct Hb iCa
TL 7,362 40,11  30,29° 23,98 136,57 3,99 49,072 18,93 6,39 1,802
TC 7,230 40,39° 29,662 23,68% 136,57 4,14 48,932 18,93 6,29 1,67°
TH 7,16 49,97 22,72® 20,96 136,64 3,99 36,64 18,71 6,17 1,35¢
TVH 7,11° 49,822  22,69° 20,31 134,79 4,06 34,93° 18,86 5,93 1,33°
SEM 0,016 0,975 0,871 0,275 0,394 0,06 1,984 0,293 0,100 0,029
P-valor <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,2706 0,8076 0,0076 0,9936 0,4092 <0,0001

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

pH: Potencial hidrogeni6nico; pCO,: Presséo parcial de gas carbdnico; pO,: Pressédo parcial de oxigénio; HCOg: Bicarbonato; Na*: Sodio; K*: Potéssio; SO,:
Saturacdo de oxigénio; Hct: Hematdcrito; Hb: Hemoglobina; iCa: Célcio ionizado.

SEM: erro padrdo da média.

n= 14 por tratamento.

O pH sanguineo reduziu a medida que a temperatura aumentou, com pintos expostos a
TH e TVH apresentando os valores mais baixos, apontando para uma acidose respiratoria. O
intervalo de normalidade de pH sanguineo das aves situa-se entre 7,20 e 7,36 (Borges, 2001)
Esse efeito esta relacionado ao aumento da producao de didxido de carbono (CO:) em condi¢des
de alta temperatura, elevando os niveis de pCO:. A maior pCO: reflete uma menor eliminagao
de CO2, que, ao se combinar com a dgua no sangue, forma acido carbonico (H2COs),
responsavel pela reducdo do pH (Furlan et al., 2002).

A relacao entre o pH reduzido e o aumento da pCO: em embrides submetidos a TH e
TVH também pode ser explicada pelo aumento do metabolismo anaerdbico, principalmente nas
fases finais da incubagdo. O estresse térmico, combinado com a sobrecarga da membrana

corioalantoide, leva a hipdxia, forcando o embrido a recorrer ao metabolismo anaerobico e
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aumentar a producdo de lactato (Moran Jr, 2007; De Oliveira, 2009). Os niveis elevados de
lactato observados confirmam essa tendéncia, indicando uma maior dependéncia do
metabolismo anaerdbico.

Além disso, a conversao de piruvato em lactato durante a glicélise anaerdbica aumenta
a concentrag¢do de ions H" no sangue. Esses ions, normalmente tamponados pelo bicarbonato
(HCOs"), encontraram menor suporte nos embrides incubados a altas temperaturas, sugerindo
que a capacidade tamponante foi insuficiente para evitar uma acidose metabolica (De Oliveira
et al., 2008). O acumulo de CO-, combinado com o esfor¢o muscular para a eclosao, agravou
ainda mais essa condigao.

Os pintos em TH e TVH apresentaram niveis menores de HCOs™, reforgando a tentativa
de compensar tanto a acidose respiratdria quanto a metabolica. O bicarbonato atua como tampéo
primario, e sua reducdo em situacdes de estresse térmico reflete um esforco do organismo para
manter o pH em niveis aceitaveis (Gomes, 1997). No entanto, mesmo com esse mecanismo
compensatorio, a acidose ndo foi totalmente neutralizada, como evidenciado pelos niveis
reduzidos de pH (DiBartola, 2000; Barbosa; Gamba, 2011).

A redugdo da pO: sob altas temperaturas pode inicialmente ser um estimulo para a
bicagem interna, permitindo o acesso a cadmara de ar do ovo e facilitando a transicdo para a
respiracdo pulmonar (Rowlett; Simkiss, 1989). Entretanto, embrides em TH e TVH enfrentam
uma hipdxia mais intensa devido & maior taxa metabolica e menor eficiéncia na troca gasosa
(Lourens et al., 2007), comprometendo a oxigenacdo dos tecidos (Christensen, 1995). A baixa
pO:2 e a redugdo da SO: refletem a insuficiéncia na oxigenacdo da hemoglobina, reduzindo as
chances de sobrevivéncia e a qualidade dos pintos eclodidos (Gomes, 1997; Dibartola, 2000).

O estudo de Rowlett e Simkiss (1989) sobre gases respiratorios e equilibrio &cido-base
em embrides de aves mostra como limitagdes na troca gasosa e ajustes metabolicos influenciam
o desenvolvimento embrionario. Esses achados podem ser relacionados aos resultados de maior
numero de bicadas e reducéo na duracdo da incubagéo sob temperaturas elevadas (TH e TVH).
As altas temperaturas aceleram o metabolismo, resultando em maior demanda de oxigénio,
levando ao inicio precoce da bicagem e a redugdo do tempo de incubacéo devido ao estresse
respiratorio.

O iCa representa o calcio livre no plasma, sob a forma inativa: ligado a compostos
organicos, e biodisponivel: calcio i6nico (Vieites et al., 2004). Os valores de calcio ionizado
em aves variam entre 0,99 e 1,59 mmol/L (Maatjens et al., 2014b; Sgavioli et al., 2016), mas
podem alcancar até 2,83 mmol/L em galinhas poedeiras devido & maior demanda de célcio para

a formacéo da casca do ovo (Parsons; Comb, 1981).
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Os pintos incubados sob baixa temperatura (TL) exibiram concentragcfes superiores de
iCa, demonstrando que essa condi¢do favoreceu a manutencéo do equilibrio &cido-base e a
eficiente captacdo de calcio. Esses resultados sugerem gue, em temperaturas mais amenas, 0S
mecanismos fisiologicos de absorc¢do e regulacdo do calcio permanecem eficientes. Segundo,
Abbas et al. (1985) existe uma correlacdo positiva entre o célcio ionizado e a calcitonina, no
qual o aumento do célcio ionizado estd associado a um aumento nos niveis de calcitonina
durante o desenvolvimento embrionario, assim como foi observado nesta pesquisa.

Em comparacao, pintos incubados sob altas temperaturas (TH e TVH) apresentaram os
piores resultados de iCa. Esse declinio pode ser atribuido ao comprometimento das fungdes
renal e hepética, ja que o estresse térmico afeta a capacidade desses 6rgaos de regular a absorcéao
de calcio, prejudicando sua disponibilidade para a mineralizacdo 6ssea. A deficiéncia de célcio
sob essas condicdes pode comprometer a formacdo do esqueleto, resultando em uma pior
qualidade dos pintos apds a ecloséo (Sgavioli et al., 2016; Babacanoglu, 2018).

Nossos resultados estdo em linha com os de Sgavioli et al. (2016), que também relataram
uma queda significativa nos niveis de célcio ionizado em pintinhos incubados a 39,0°C, em
comparagdo com aqueles incubados a 37,5°C. Da mesma forma que neste estudo, a diminuicéo
do iCa foi atribuida ao estresse térmico, indicando que as altas temperaturas interferem na
regulacdo do calcio, prejudicando o desenvolvimento dsseo dos embrides.

A avaliacdo do calcio total no soro e do célcio ionizado (iCa) no plasma é essencial para
entender o metabolismo mineral no pinto de um dia. Enquanto o célcio total reflete a reserva
geral, o iCa mostra a fracdo ativa e biodisponivel (Bouillon et al., 2003; Proszdowiec-Weglarz;
Angel, 2013). Em temperaturas mais baixas (TL e TC), houve maior mobilizacdo de calcio da
casca, resultando em melhores concentracbes no embrido. Ja temperaturas elevadas (TH e
TVH) reduziram a absorcao de calcio, prejudicando o desenvolvimento 6sseo (Lourens et al.,
2007; Yair et al., 2015).

A auséncia de alteragdes nos niveis de Na*, K¥, Hb e Hct entre os tratamentos pode ser
explicada pela maior estabilidade desses indicadores frente ao estresse térmico. O sodio e 0
potéssio desempenham papéis fundamentais no equilibrio hidrico e na funcéo celular, o que
pode ter contribuido para a manutencdo de seus niveis mesmo sob condic¢Bes de estresse. Da
mesma forma, hemoglobina e hematocrito, embora sensiveis a mudangas no transporte de
oxigénio, sdo regulados por mecanismos homeostaticos robustos que mantém a osmolaridade e
a distribuicdo de liquidos corporais (Gomes, 1997). Franca et al. (2019) destacaram que pintos

incubados a 38,9°C entre o oitavo e o 182 dia de incubagdo apresentaram valores
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hemogasométricos semelhantes ao tratamento controle (37,8°C; p >0 ,05), indicando que o
equilibrio &cido-bésico foi mantido de forma eficiente mesmo sob alta temperatura.

De maneira oposta, Babacanoglu (2018) observou um aumento nos niveis de
hemoglobina e hematdcrito em embrides de frangos de corte COBB 500 incubados a 38,5°C
entre os dias 0 e 11 de incubacéo, sugerindo uma resposta adaptativa ao estresse termico nessas
condicBes especificas. A diferenga nos resultados pode ser atribuida ao periodo de exposicdo
ou a temperatura utilizada, considerando a variacdo entre a temperatura da maquina incubadora
e a temperatura do embrido.

Os resultados indicam que o uso de perfis de temperatura alta no inicio da incubacao
(TH e TVH) prejudica a eficiéncia respiratoria e a capacidade de tamponamento do organismo,
particularmente nas fases finais da incubacdo, comprometendo a oxigenacao tecidual e a
homeostase do calcio. Em contraste, embriGes incubados em temperaturas mais baixas (TL)
apresentaram parametros hemogasométricos mais estaveis, promovendo um desenvolvimento

embrionario adequado e uma melhor qualidade dos pintos.

4.4 Analises 6sseas

Nas Tabelas 9, 10 e 11 estdo apresentados os resultados relacionados as varidveis 6sseas.
Aos 18,5 dias de incubacdo e no momento da eclosdo, observou-se que, conforme a TCO
aumentava, ocorria uma reduc¢do nos niveis de todos os minerais analisados na tibia (tabela 9).
O tratamento TL resultou predominantemente nos maiores niveis dos minerais avaliados,

enquanto o tratamento TVH apresentou os menores valores (p < 0,05).

Tabela 9 — Composi¢cdo mineral da tibia dos embribes aos 18,5 dias e dos pintos recém-eclodidos incubados em
temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC (37,8°C), alta — TH (38,9°C) e muito alta —
TVH (39,4°C) do 02 e 0 8° dia

Célcio (%)* Fosforo (%)* Manganés (%)* Magnésio (%)*
Temperatura

18,5dias Eclosdo  18,5dias Eclosdo  18,5dias Eclosdo  18,5dias Eclosdo
TL 30,018 34,908 16,772 17,882 0,0162 0,0162 0,742 0,832
TC 29,02° 31,59° 14,99° 16,42° 0,015° 0,0162 0,70P 0,77°
TH 24,58¢ 29,56" 12,75¢ 13,36¢ 0,014¢ 0,014° 0,60¢ 0,68¢
TVH 22,09¢ 26,99° 11,60¢ 12,69¢ 0,0114 0,013° 0,52¢ 0,62¢
SEM 0,439 0,481 0,272 0,320 0,000 0,000 0,011 0,011
P-valor <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

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 padréo da média.

n= 14 por tratamento.



106

As temperaturas elevadas (TH e TVH) promoveram uma menor utilizacdo dos minerais
provenientes da casca, gema e sangue, resultando em uma deposi¢édo insuficiente desses
elementos na tibia. Isso pode comprometer o processo de ossificacdo, gerando uma matriz ssea
menos mineralizada e de menor qualidade (Vieira, 2007; Yair et al., 2015).

A menor deposicéo de calcio observada no tratamento TVH (39,4°C) pode ser atribuida
ao transporte limitado de célcio da casca para 0s 0ssos. Temperaturas elevadas comprometem
o funcionamento MCA, responsavel pela absorcdo de calcio a partir da segunda semana de
incubacdo (Romanoff, 1960; Tuan; Ono, 1986).

Li et al. (2014) e Yair et al. (2015) demonstraram que temperaturas superiores a
38,5°C prejudicam essa mobilizacdo, resultando em o0ssos com menor mineralizagdo. Em
contraste, Yalcin et al. (2007) relataram um aumento significativo de calcio natibia de embrides
incubados a 36°C por 6 horas diarias até o 8¢ dia, favorecendo a absorcdo de célcio e o
desenvolvimento da CAM. No presente estudo, o tratamento TL (36,7°C) apresentou 0s
maiores niveis de calcio, indicando que o0 aumento linear e controlado da temperatura contribuiu
para uma deposicao mais eficiente desse mineral nos 0ssos.

A reducéo do fosforo da tibia no tratamento TVH também pode ser explicada pela
menor eficiéncia na sua absorcédo e transporte, resultando em menor deposicdo desse mineral
nos 0ssos. A exposicdo a altas temperaturas pode prejudicar a formacdo de cristais de
hidroxiapatita, processo que depende da liberacdo de fosfato pela fosfatase alcalina (Anderson,
1989; Pizauro Junior et al., 2017). Com a atividade dessa enzima reduzida, como foi visto neste
experimento, a nucleacdo de fosfato e calcio nos ossos é afetada, comprometendo a
mineralizacdo 6ssea. Além disso, esse impacto prejudica as fungdes fisiologicas do fosforo,
como o transporte de energia e a regulacdo enzimatica (Bilezinkian et al., 2019).

As altas temperaturas (TH e TVH) também prejudicaram a deposi¢cdo do manganés
na tibia, mineral importante para a sintese de mucopolissacarideos e proteoglicanos,
componentes fundamentais da matriz extracelular dos 0ssos. O manganés atua como cofator de
enzimas envolvidas na producdo de cartilagem hialina, e sua deficiéncia pode reduzir
significativamente a atividade da fosfatase alcalina (Bhagavan, 2002; Palacios, 2006). Além
disso, 0 manganés influencia o metabolismo do IGF-1, um fator de crescimento que regula o
desenvolvimento 6sseo, e sua deficiéncia pode retardar o crescimento e a ossificacdo (Pizauro
Junior et al., 2017).

A diminuicdo de magnesio observada no tratamento TVH reflete o comprometimento
das fungbes metabdlicas e da osteogénese em temperaturas elevadas. O magnésio estd
intimamente ligado ao metabolismo do célcio e fosforo e a fungdo das células dsseas, sendo



107

essencial para a mineralizacdo 6ssea adequada (Rude et al., 1998; Martini, 1999; Morii, 2007).
No tratamento TVH, as altas temperaturas reduziram a eficiéncia da absorcao de magnésio pelo
embrido, uma vez que o estresse térmico compromete o transporte de minerais e a funcédo das
membranas celulares, prejudicando a capacidade do embrido de utilizar esse mineral para
manter a densidade e resisténcia 0ssea.

Al-Musawi et al. (2012) apontaram que as variagdes na temperatura de incubacao
influenciam diretamente o metabolismo mineral, e nossos resultados sugerem que temperaturas
mais baixas, como as aplicadas no tratamento TL, permitiram uma absorcdo mais eficiente dos
minerais analisados, contribuindo para uma melhor qualidade Gssea.

Contrariamente, Azevedo et al. (2023) observaram que todos os minerais avaliados
na tibia foram afetados de maneira similar pelos tratamentos, com reducdes em qualquer
alteracdo na temperatura, tanto aos 18,5 dias quanto na eclosdo (p < 0,05). Os menores teores
de Ca, P, Mn e Mg foram encontrados com a utilizacdo da TCO muito alta (39,4°C), seguidos
pela alta (38,9°C), e posteriormente pela baixa (36,7°C). As varia¢des observadas foram mais
pronunciadas possivelmente devido a metodologia aplicada, que manteve essas temperaturas
entre 0 82 e 0 18,52 dia de incubacdo.

Os resultados obtidos revelaram que os embrides e pintos recém-eclodidos incubados
em temperatura baixa (TL) apresentaram as melhores caracteristicas morfomeétricas, biofisicas
e mecanicas da tibia (tabela 10; p < 0,05). O tratamento controle (TC) mostrou desempenho
intermediario, enquanto as temperaturas mais elevadas (TH e TVH) resultaram em 0ss0s menos
desenvolvidos e com menor resisténcia mecanica. Notou-se uma clara tendéncia de que
temperaturas acima das recomendadas comercialmente durante a incuba¢do comprometem o
desenvolvimento 0sseo, sendo o tratamento TVH o mais prejudicial em ambos os momentos
avaliados.

Os resultados das caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecéanicas do fémur
(tabela 11), seguiram um padrdo semelhante ao observado para a tibia. TL temperatura baixa
(TL) foi novamente o mais eficiente, apresentando o melhor desempenho. O tratamento
controle (TC) mostrou resultados intermediarios. Em contrapartida, os tratamentos com
temperaturas elevadas (TH e TVH) prejudicaram o desenvolvimento 6sseo, com o TVH

apresentando os piores resultados.
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Tabela 10 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecanicas da tibia dos embriGes aos 18,5 dias e dos
pintos recém-eclodidos incubados em temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle — TC
(37,8°C), alta— TH (38,9°C) e muito alta— TVH (39,4°C) do 02 e 0 82 dia

Morfometria Biofisica Mecanica
Temperatura Peso (mg) Pesorel.  Compr. Largura Cinzas Calcif. Forca
(mg/g)t  (mm)? (mm) (%) (%)° (Kg)*
18,5 dias
TL 254,682 9,092 29,38P 2,15° 47,032 61,062 0,982
TC 246,93° 7,23P 29,03P 2,18° 46,882 59,31° 0,932
TH 195,15°¢ 5,83¢ 30,462 2,268 45,33P 57,02° 0,82°
TVH 171,204 5,134 30,972 2,278 42,80° 55,09¢ 0,71°¢
SEM 4,802 0,207 0,135 0,007 0,265 0,375 0,017
P-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Ecloséo
TL 315,732 7,602 32,54P 2,30¢ 50,922 67,992 1,092
TC 306,98° 7,40° 32,15° 2,35° 50,882 66,23° 1,082
TH 258,87¢ 6,85°¢ 33,742 2,50P 49,05° 64,52¢ 0,91°
TVH 236,844 6,594 33,822 2,592 47,06° 62,36 0,79°
SEM 4,509 0,059 0,132 0,016 0,253 0,321 0,023
P-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

ab 1 .
Médias 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; 2(:omprimento; 3Calcificat;ﬁlo; 4Teste de forca para ruptura.
SEM: erro padrdo da média.
n= 14 por tratamento.

Tabela 11 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecénicas do fémur dos embrides aos 18,5 dias e
dos pintos recém-eclodidos incubados em temperatura de casca baixa — TL (36,7°C), controle
—TC (37,8°C), alta— TH (38,9°C) e muito alta — TVH (39,4°C) do 02 e 0 82 dia

Morfometria Biofisica Mecanica
Temperatura Peso Pesorel.  Compr. Largura Cinzas Calcif. Forca
(mg) (mg/g)t  (mm)® (mm) (%) (%) (Kg)*
18,5 dias
TL 166,262 5,93 22,90 2,41 49,89 64,01° 0,912
TC 160,54 4,70P 22,788 2,432 49,80 63,15% 0,89%
TH 127,70° 3,81¢ 21,06 2,26° 48,01° 60,53 0,820
TVH 112,37¢ 3,37¢ 19,69° 2,05¢ 46,15° 59,01° 0,72¢
SEM 3,152 0,135 0,192 0,021 0,232 0,300 0,014
P-valor <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001
Eclosdo
TL 208,522 5,02 26,012 2,822 53,74 69,83 1,122
TC 199,230 4,800 26,002 2,79° 53,502 69,20° 1,162
TH 173,42¢ 4,59¢ 23,68° 2,57° 52,320 67,18 1,01%
TVH 161,15¢ 4,48 21,86° 2,214 50,06° 66,02° 0,92
SEM 2,644 0,032 0,242 0,033 0,241 0,256 0,020
p-valor <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 <0,0004

ab R . . . . 1 .
Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Peso relativo, em mg de

o0sso/g de YFBM; 2Comprimento; 3Ca|cifica(;éo; 4Teste de forca para ruptura.
SEM: erro padréo da média.
n= 14 por tratamento.
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As condigdes de incubagdo exercem um impacto significativo no desenvolvimento
dos o0ssos, incluindo o fémur e a tibia, com efeitos que podem persistir ao longo da vida das
aves, influenciando a saude e a forca das pernas (Yalcin et al., 2007). O tratamento TL
apresentou 0s maiores pesos absolutos e relativos da tibia e do fémur, enquanto os tratamentos
com temperaturas mais altas (TH e TVH) resultaram em 0ssos significativamente mais leves.
Esses dados estdo alinhados com a literatura, indicando que temperaturas elevadas durante a
incubacdo podem prejudicar o desenvolvimento ésseo, reduzindo o peso e a calcificacdo dos
0ssos (Hammond et al., 2007; Oviedo-Rondon et al., 2009a; Van der Pol et al., 2014).

Os resultados deste trabalho séo consistentes com os achados de Van der Pol et al.
(2014), os quais relataram que temperaturas extremamente elevadas durante a incubagéo
(39,4°C) reduziram o peso de 0ssos como fémur e tibia, em comparacdo com as demais
temperaturas analisadas (36,9°C, 37,8°C e 38,6°C). De forma similar, Yalcin et al. (2007)
observaram uma diminuicdo no peso da tibia de pintinhos expostos a aquecimentos
intermitentes de 39,0°C por 6 horas diarias, entre os dias 0 e 8 de incubacdo, quando
comparados aos incubados a 37,8°C.

Sozcl et al. (2022) relataram que o tratamento com alta TCO (38,9°C) entre os dias
4 e 7 de incubacdo, resultou em comprimentos menores do fémur, tibia e metatarso aos 18 dias
de incubacdo. Yalcin e Siegel (2003) observaram que embrides expostos a temperaturas
elevadas durante a primeira semana de incubacdo apresentaram 0ssos mais curtos, reforgando
a relacdo entre o comprimento 6sseo e as condi¢des térmicas. Esses autores sugerem que o calor
excessivo interfere no desenvolvimento dos condrocitos e na formacdo da cartilagem de
crescimento, impactando negativamente o alongamento dos 0ssos. Esses achados estdo em
concordancia com os resultados desta pesquisa em relacdo ao comprimento do fémur.

O aumento no comprimento da tibia em TH e TVH pode ser atribuido ao impacto das
temperaturas elevadas na ossificagdo endocondral, que altera a densidade celular e a expresséo
de proteinas essenciais para 0 processo. Apesar do crescimento 0sseo em comprimento seja
favorecido, a mineralizacéo e a densidade 6ssea podem ser comprometidas, resultando em 0ssos
mais longos, porém menos densos e com menor peso (Oviedo-Rondon et al., 2008a, 2009). Em
relacdo ao aumento da largura da tibia (TH e TVH), a variagdo pode estar associada a uma
resposta negativa ao estresse térmico. Essa alteracdo na largura ndo necessariamente reflete um
crescimento saudavel, mas sim uma resposta ao desgaste térmico, que pode aumentar a
curvatura 0ssea e prejudicar a simetria e a integridade estrutural dos 0ssos. O estresse ao calor

e a menor mineralizacdo 0ssea podem comprometer a qualidade e a resisténcia dos 0ssos,
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resultando em estruturas mais longas, porém mais frageis e menos densas (Van der Pol et al.,
2014).

Toscano et al. (2013) observaram que a largura aumentada da tibia aos 35 dias de
idade estava associada a piores pontuacGes de marcha, sugerindo uma maior incidéncia de
problemas nas pernas em frangos de corte com 0ssos mais largos. Os autores especularam que
essa relacdo se deve a maior curvatura da tibia, resultando em uma distribuicdo de carga
mecanica subotima no 0sso, o que pode predispor os frangos a problemas locomotores. Dessa
forma, € possivel inferir que 0s 0ssos das pernas mais largos observados em temperaturas de
casca excessivamente altas no presente estudo possam aumentar o risco de problemas
locomotores ao longo da vida das aves.

Nos tratamentos TH e TVH, observou-se uma menor concentracdo de minerais no
sangue, acompanhada por reduc@es na calcificacdo, forca 6ssea e porcentagem de cinzas. 1sso
indica que as altas temperaturas comprometeram a deposi¢do de calcio e fésforo nos 0ssos,
resultando em 0ssos menos densos e mais frageis.

Azevedo et al. (2023) relataram que a TCO muito alta (39,4°C), aplicada entre 0 8° e
0 18,5° dia de incubacdo, resultou em menores percentuais de cinzas, calcificacao e resisténcia
0ssea, refletindo uma deposicao insuficiente de minerais. Os autores associaram a reducdo no
peso, comprimento e largura dos 0ssos ao menor YFBM e ao efeito inibitério da alta
temperatura sobre os processos de ossificacdo e a atividade dos osteoblastos, provavelmente
devido ao aumento da corticosterona e a sintese de proteinas de chogue térmico. Além disso,
discutiu-se que as alteracBes nos niveis de PTH e vitamina D3, horménios cruciais para a
osteogénese, podem ter contribuido para as mudancas observadas na mineralizagdo e no
desenvolvimento 0sseo.

O tratamento TL, que utilizou um perfil de "inicio lento", apresentou os melhores
resultados em termos de mineralizacdo 0ssea, com maior teor de cinzas, calcificagdo e forca
0ssea. Esses resultados indicam que temperaturas mais baixas no inicio da incubacgéo favorecem
a deposicdo de minerais e a qualidade 0ssea dos embrides. Essa observacdo é apoiada por
estudos anteriores, como 0s de Yalgin et al. (2007) e Groves e Muir (2018), que demonstram
os efeitos positivos de perfis de incubag¢do com inicio lento ou resfriamento controlado sobre o
desenvolvimento 0sseo.

Yalcin et al. (2007) observaram que pintinhos expostos a incubacdo sob baixa
temperatura (36,9°C) entre os dias 0 e 8 de incubacao apresentaram maior teor de cinzas na
tibia. Da mesma forma, Groves e Muir (2018) mostraram que temperaturas mais baixas

(36,75°C) no inicio da incubacdo, com aumento gradual até 37,8°C, promoveram maior teor de
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cinzas 6sseas e melhor forga das pernas em frangos Cobb 500. Esses autores destacam que um
maior teor de cinzas 0ssea esta correlacionado com 0ssos mais saudaveis e menor incidéncia de
discondroplasiatibial, reforcando a importancia de otimizar as condi¢des térmicas de incubacéo
para promover a salde 0ssea.

Além disso, as baixas temperaturas promoveram uma maior eficiéncia no transporte
de minerais, como célcio e fosforo para o 0sso em desenvolvimento. Kerschnitzki et al. (2016)
apontam que esses minerais sdo armazenados e transportados pelo sangue até as areas de
formacéo dssea, onde contribuem para a mineralizacéo e o fortalecimento do tecido 6sseo. Esse
mecanismo é particularmente afetado por altas temperaturas, que podem reduzir a eficiéncia
desse transporte e, consequentemente, prejudicar a mineralizacdo e a forga dos 0ssos.

Cabe ressaltar também que em temperaturas mais baixas, como no tratamento TL, as
células osteoprogenitoras, foram mais eficazes na formacdo de osteoblastos, o que promove
uma mineralizagdo 6ssea mais eficiente (Clarke, 2008; Yair et al., 2012). Isso resulta em uma
matriz 6ssea com maior deposicdo de célcio e fosforo, elementos criticos para a rigidez e

resisténcia dos 0ssos, como observado nos resultados de maior calcificacéo e forca 0ssea.
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5. CONCLUSOES

Um perfil de temperatura da casca mais baixa, aplicado de forma gradual (TL:
36,7°C), do 02 ao 8¢ dia de incubacdo, mostrou-se eficiente, apresentando resultados
estatisticamente similares ou superiores ao tratamento controle (TC: 37,8°C) em todas as
variaveis analisadas.

Esse resultado indica que a modulagdo térmica gradual na primeira semana de
incubacdo pode ser uma estratégia eficaz para otimizar o rendimento de incubac&o, a qualidade
dos pintos, o desenvolvimento dsseo e dos 6rgdos vitais, além da mobilizacéo e utilizacéo de
minerais da casca e da gema, bem como os parametros fisiologicos e 6sseos de pintos recém-
eclodidos.

Contrariamente, temperaturas elevadas (TH: 38,9°C e TVH: 39,4°C), especialmente
TVH, ndo sdo recomendadas, pois afetam negativamente os parametros avaliados.

6. CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A janela de eclosdo e a duracgdo da incubacéo foram diretamente influenciadas pelas
variacfes de temperatura. O tratamento TL prolongou significativamente o periodo de
incubacdo, sugerindo um desenvolvimento mais gradual, porém eficiente, que favoreceu o
crescimento e a qualidade dos embrides. Em contraste, temperaturas elevadas (TH e TVH)
resultaram em uma eclosdo de menor duragdo e comprometeram a qualidade dos pintos,
destacando a importancia de um controle térmico rigoroso.

O tratamento TL promoveu uma utilizagdo mais eficiente dos nutrientes da casca e da
gema e consequentemente o desenvolvimento saudavel dos Orgdos vitais e sistemas
fisioldgicos. Isso também foi demonstrado pelos niveis superiores de calcio e fosforo no sangue
dos pintos recém-eclodidos. Por outro lado, as temperaturas elevadas prejudicaram esses
processos, resultando em menor mobilizag&o de minerais e maior retencdo de gema residual.

As anélises 0sseas confirmaram a relevancia do controle térmico, com o tratamento
TL apresentando ossos de maior resisténcia mecanica e melhores caracteristicas biofisicas e
morfomeétricas. Em comparagdo, os tratamentos com temperaturas elevadas (TH e TVH)
comprometeram o desenvolvimento 6sseo, produzindo 0ssos menos resistentes e com menor
contetido mineral.

A TCO baixa (TL) apresentou resultados superiores, com 0s maiores niveis de GH e

vitamina D3. Em contrapartida, temperaturas mais elevadas (TH e TVH) foram prejudiciais,
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com TVH registrando os menores niveis de vitamina D3 e as maiores concentragdes de PTH,
refletindo um esfor¢co compensatdrio para absorver célcio. A reducéo da calcitonina em TVH
indicou um desequilibrio hormonal que comprometeu a mineralizacdo 6ssea. Adicionalmente,
0s parametros hemogasométricos mostraram que as temperaturas elevadas (TH e TVH)
afetaram negativamente a eficiéncia respiratdria, causando desequilibrios &cido-base e
prejudicando a oxigenacdo tecidual nas fases finais da incubag&o. Esse desequilibrio, associado
ao esgotamento de glicose e glicogénio, e ao aumento de acido urico e lactato, evidenciou um
metabolismo anaerdbico que comprometeu o crescimento muscular e a formacéo 6ssea. Em
contraste, temperaturas mais baixas (TL) mantiveram uma homeostase fisioldgica estavel,
favorecendo o desenvolvimento adequado dos embrides.

Este trabalho apresenta uma contribuicdo inédita ao investigar, de forma pioneira, a
influéncia da temperatura de incubacdo nas fases iniciais, explorando detalhadamente o impacto
do estresse térmico sobre o desenvolvimento 6sseo. Pela primeira vez, foi analisada a relacdo
entre a temperatura inicial de incubacdo e a mobilizacdo de minerais provenientes da casca e
da gema, bem como a deposicdo mineral nos 0ssos, além de estudar o papel fundamental dos
horménios calciotrépicos nesse processo. A analise engloba uma diversidade de pardmetros,
fornecendo novas perspectivas sobre os efeitos das variagdes térmicas durante a incubacao.

Recomenda-se a realizacdo de pesquisas futuras que avaliem, durante a criacdo, 0s
impactos desses resultados no sistema locomotor dos frangos. Esse acompanhamento €
fundamental para entender como as condicBes iniciais de incubacdo influenciam o

desenvolvimento locomotor ao longo da vida das aves.
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ANEXO
Tabela normal de Hamburger e Hamilton (1951)

Neste anexo, estdo contidas informacdes que demonstram uma série de estagios normais
no desenvolvimento do embrido de galinha desde o momento da postura do ovo até o
nascimento do pintainho, a partir de um mapeamento desenvolvido por Hamburger e Hamilton
em 1951. Os autores classificaram o progresso embrionério em 45 estagios, subdivido-os em
trés fases distintas: estagios inicias de 1 a 6, caracterizados pelo desenvolvimento da linha
primitiva. Estagios intermediarios, de 7 a 14, englobando principalmente o nimero de somitos.
E por fim, os estagios de desenvolvimento tardios (15 a 45) identificados por vérias

caracteristicas morfoldgicas.

Estagio embrionario ModificacBes estruturais
Um “escudo embrionario” pode ser visivel, indicando a
Estagio 1. Pré-linha acumulacdo de células em direcdo & metade posterior do
blastoderma.

Estagio 2. Linha inicial Neste estagio, a linha primitiva aparece curta e conica, cerca

(6-7 horas de incubagio) de 0.3-0.5 mm de comprimento.
Estagio 3. Linha intermediaria | A linha primitiva estende-se da margem posterior até

(12-13 horas de incubagio) aproximadamente o centro da area pelUcida.

lustracdo 1. Estagios embrionéarios 1-3’.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)



136

Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 4. Linha definitiva
(18-19 horas de incubacéo)

A linha primitiva atingiu seu comprimento maximo (1.88
mm). Sulco primitivo e 0 n6 de Hensen estdo presentes. A
area pellcida encontra-se em forma de péra. E possivel
observar o inicio do processo da cabeca.

Estagio 5. Processo da cabeca
(19-22 horas de incubagéo)

A notocorda ou processo da cabeca é visivel e se estende
para frente a partir da borda anterior do n6 de Hensen.

Estéagio 6. Dobra da cabeca
(23-25 horas de incubacéo)

Uma dobra definida do blastoderma anterior a notocorda
agora marca a extremidade anterior do embrido. Nenhum
somito ainda apareceu no mesoderma lateral & notocorda.

Estagios 7 a 14: baseados principalmente nos nimeros de pares de somitos visiveis

Estagio 7. Um par de somito
(23-26 horas de incubacao)

Este €, na verdade, o segundo par de somitos da série, 0
primeiro ainda ndo esta claramente definido. As dobras
neurais sao visiveis na regido da cabeca.

Estagio 8. Quatro pares de
somitos
(26-29 horas de incubagéo)

As pregas neurais se encontram no nivel do mesencéfalo.
As ilhas de sangue estdo presentes na metade posterior do
blastoderma.

Estagio 9. Sete pares de somitos
(29-33 horas de incubacao)

As vesiculas O6pticas primarias estdo presentes. Os
primordios emparelhados do coragdo comecam a se
fundir. Ouvido interno comecando a se formar.

Estagio 10. Dez pares de somitos
(33-38 horas de incubacao).

Primeira indicacdo de flexdo craniana. Coragdo
ligeiramente dobrado para a direita. Inicia-se a sintese de
hemoglobina.

Estagio 11. Treze pares de
somitos
(40-45 horas de incubacao).

Leve flexdo craniana. Cinco neurémeros do rombencéfalo
sdo distintos. As vesiculas Opticas sdo contraidas nas
bases. Coracdo dobrado para a direita. Formacéo da bolsa
de Rathke.

Estagio 12. Dezesseis pares de
somitos
(45-49 horas de incubagéo)

A cabeca esta virando para o lado esquerdo. Telencéfalo
indicado. Vesiculas Opticas primarias e haste dptica bem
estabelecidas. A fossa auditiva é profunda, mas bem
aberta. O coragcdo é ligeiramente em formato de S.
Desenvolvimento do sistema circulatorio.

Estagio 13. Dezenove pares de
somitos
(48-52 horas de incubacéo)

A cabeca esta parcialmente ou totalmente virada para o
lado esquerdo. Aumento do telencéfalo. Canal
atrioventricular indicado por constricdo. A dobra da
cabeca do amnio cobre o prosencéfalo, o0 mesencefalo e a
parte anterior do rombencéfalo. Proventriculo e moela
diferenciam-se.

Estagio 14. Vinte e dois pares de
somitos
(50-53 horas de incubagéo)

Os eixos do prosencéfalo e do rombencéfalo formam um
angulo quase reto. Rotacdo do corpo para atrés. A vesicula
Optica comeca a invaginar. Abertura da fossa Otica
constrita. A bolsa de Rathke pode ser reconhecida. O
amnio estende-se aos somitos 7-10.
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Além do estagio 14, o niamero de somitos torna-se cada vez mais dificil de determinar
com preciséo.
llustracéo 2. Estagios embrionarios 4-14.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario Modificaces estruturais

Principios de membros: condensaces imperceptiveis de
mesoderma para broto de asa. 24-27 pares de somitos. O

Estagio 15. amnio se estende até o nivel dos somitos 7-14. Os eixos do
(50-55 horas de incubacao) prosencefalo e do rombencéfalo formam o angulo agudo.
A flexao cervical € uma curva ampla. Os primordios do
pulm@o diferenciam-se da faringe.

As dobras laterais do corpo estendem-se até o nivel dos
somitos 17-20, entre 0s niveis das asas e das pernas. As
Estagio 16. asas sdo levantadas do blastoderma. 26-28 pares de

somitos. Todas as flexGes estdo mais acentuadas. A
rotacdo se estende aos somitos 14-15. O broto da cauda é
um cone curto e reto. Epifise encontra-se em
desenvolvimento.

(51-56 horas de incubagéo)

As dobras laterais do corpo estendem-se por toda a
circunferéncia de corpo. 29-32 pares de somitos. O amnio

Estagio 17. tem visibilidade consideravel e varidvel em extensdo. A
(52-64 horas de incubacdo) flex@o craniana permanece inalterada e a rotagdo estende-
se até o nivel dos somitos 17-18. A pineal € um botéo
distinto. O alantoide ainda ndo estd formado.

Os botbes dos membros estdo aumentados. 30-36 pares de
somitos. O &mnio, geralmente fechado. A rotacdo agora se
Estagio 18. estende para a parte posterior do corpo. Arcos viscerais

(faringeos): processo maxilar ausente ou imperceptivel.
Broto da cauda: virado para a direita. O alantoide é uma
bolsa curta e de paredes grossas. Os primeiros
movimentos passivos podem ser detectados.

(65-69 horas de incubagéo)

llustracdo 3. Estagios embrionarios 15-18.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 19.
(68-72 horas de incubacéo)

Os botdes dos membros estdo alargados, simétricos. 37-40
pares de somitos, estendem-se até a cauda. O contorno da
parte posterior do tronco é direto para a cauda. O alantoide
€ um pequeno bolso de tamanho variavel. Os olhos, ndo
pigmentados. Os arcos aorticos se formam, o esquerdo
logo degenera; ductos nefricos unem-se com a cloaca.

Estagio 20.
(70-72 horas de incubacao)

Os botdes das pernas sdo distintamente maiores a partir de
agora do que os botdes das asas. Os botdes das asas ainda
sdo aproximadamente simétricos. Os botBes das pernas
sdo ligeiramente assimétricos. A flexdo cervical € mais
acentuada do que no estagio 19. A curvatura na regido da
cauda comega a se estender para frente na regido lombo-
sacral. Rotagdo concluida. O processo maxilar é distinto,
igual ou superior em comprimento ao pProcesso
mandibular. O alantoide ¢ vesicular, de tamanho variavel.
H& pigmento ocular, um leve tom acinzentado. Ha
também, formas do arco pulmonar; canal arterial; embrido
cercado por amnio.

Estagio 21.
(3,5 dias de incubacéo)

Processo maxilar mais longo que o mandibular. Alantoide
de tamanho variavel, podendo estender-se até a cabeca.43-
44 pares de somitos. A Pigmentacdo dos olhos é fraca.
Ocorrem o0s primeiros movimentos ativos de cabeca e
pescoco; fibras motoras mais precoces entram em contato
com o0s musculos anteriores do tronco.

llustracdo 4. Estagios embrionarios 19-21.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 22.
(3,5 dias de incubacéo)

Pigmentacdo dos olhos ¢ distinta. Os somitos se estendem
até a ponta da cauda. As células corticais e medulares
adrenais se diferenciam; inicia-se a sintese de insulina;
comeca a sintese de estrogénio.

Estégio 23.
(4 dias de incubacéo)

Os membros sdo mais longos que no estigio 22. O
processo maxilar é ainda mais alongado. A primeira fenda
visceral é representada por uma linha tracejada. Sua parte
dorsal ¢ uma fenda distinta. O contorno dorsal do
rombencéfalo a cauda é uma linha curvada.

Estagio 24.
(4,5 dias de incubagéo)

Os botdes das asas e das pernas sdo mais compridos do
que largos. Corion e alantoide se fundem para dar cério-
alantoide; metanefro comeca a diferenciar.

Estégio 25.
(4,5-5 dias de incubagao)

ArticulacOes de cotovelo e joelho distintas. Placa digital
na asa distinta, mas sem demarcacéo de digitos. O baco se
diferencia.

llustracdo 5. Estagios embrionarios 22-25.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario Modificaces estruturais

Membros estdo mais longos. Contorno da placa digital
arredondado. Demarcacdo dos trés primeiros dedos
distintos. Processo mandibular alongado ventralmente.
Mesonefro torna-se funcional; comeca a producdo de
eritrocitos definitivos; hemoglobina sintetizada; primeiros
movimentos ativos do tronco; inicia-se a sintese de
corticosterdides; o duodeno comeca a se diferenciar;
primeiros movimentos da boca; a bolsa de Fabricius
comeca a se diferenciar; coracdo é formado.

Estagio 26.
(5 dias de incubacao)

Ranhuras distintas entre os dedos. Contorno do processo
maxilar € uma linha curva e quebrada. O processo
mandibular se alargou ventralmente e cresceu para a
frente. Formacdo de bicos; o amnio comeca a se contrair
ritmicamente.

Estagio 27.
(5-5,5 dias de incubacdo)

Segundo dedo e terceiro dedo do pé mais longos que 0s
outros. O bico é uma protuberancia distinta e visivel de
perfil. Os primeiros reflexos sdo estabelecidos.

Estagio 28.
(5,5-6 dias de incubacao)

llustracdo 6. Estagios embrionarios 26-28.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario Modificaces estruturais

Asa dobrada no cotovelo. Sulcos rasos entre o primeiro,
segundo e terceiro digitos. O processo mandibular e o

Estagio 29. segundo arco estdo amplamente fundidos. Paratireoides se
(6 dias de incubacao) diferenciam; sacos aéreos comecam a se diferenciar;
primeira palpebra e movimentos independentes dos

membros.

Asa dobrada no cotovelo e perna dobrada no joelho.
Ranhuras distintas entre o primeiro e o segundo digitos.
Pescoco é alongado. Duas fileiras dorsais de cada lado da
medula espinhal no nivel braquial, trés fileiras no nivel das
pernas. Dente de ovo: distinto. Tiroide concentra iodo;
comeca a diferenciacdo sexual, comeca a producdo de
testosterona comeca no macho.

Estagio 30.
(6,5 dias de incubacao)

Na superficie dorsal, continuos do nivel braquial ao
lombo-sacro. Aproximadamente sete fileiras ao nivel

Estégio 31. lombo-sacral. Papilas de penas distintas na coxa. Os
(7 dias de incubacéo) primeiros movimentos do globo ocular comegam; tiredide
é capaz de sintetizar monoiodotirosina; comeca a secrecao
de ACTH.
Estagio 32. Diferencas no tamanho de dedos individuais e dedos dos
(7,5 dias de incubacéo) pés sdo visiveis.

llustracdo 7. Estagios embrionarios 29-32

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estégio 33.
(7,5-8 dias de incubagao)

Inicia-se a mineralizagdo do 0sso; o desenvolvimento do
ducto de Muller direito cessa na fémea e do esquerdo e
direito no macho.

Estagio 34.
(8 dias de incubacéo)

Crescimento diferencial de segundo digito. Terceiro dedo
é visivel. Membrana nictitante estende-se a meio caminho
entre a borda externa do olho e a papila escleral

Estagio 35.
(8-9 dias de incubacdo)

O bico é alongado. Membrana nictitante aproxima-se das
papilas esclerais externas. As palpebras estenderam-se em
direcdo ao bico e comecaram a crescer no globo ocular.
Tireoide é capaz de sintetizar diiodotirosina; os ductos
mullerianos dos machos regridem; A corioalantoide fixa-
se em relacdo a casca.

llustragdo 8. Estagios embrionéarios 33-35.

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 36.
(10 dias de incubacao)

Membros: primordios afilados das garras apenas visiveis
nas extremidades dos dedos. Os primordios da crista sao
visiveis com borda levemente serrilhada. Tratos esternais
proeminentes. A palpebra inferior cresceu até o nivel de
cérnea. Os movimentos de todo o corpo tornam-se
aleatorios; a tireoide secreta tiroxina; a secre¢do de TSH
comeca; inicia-se a secrecdo de paratormonio.

Estagio 37.
(11 dias de incubacéo)

Crista mais proeminente e claramente serrilhada. Germes
de penas alongados em cones longos e afilados ao longo
do dorso e da cauda. A palpebra inferior cobre um terco a
metade da cdrnea. A péalpebra superior atingiu a borda
dorsal da cornea. O metanefro comeca a funcionar.

lHustragdo 9. Estagios embriondrios 36-37

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 38.
(12 dias de incubacao)

Esterno coberto com penas. Péalpebra superior coberta com
penas recém-formadas. Inicio da absorcdo do albumen;
mesonefro degenera; comeca a absorcdo de calcio da
casca.

Estégio 39.
(13 dias de incubagéo)

Mandibula e maxila cornificadas (opacas) até o fundo
como nivel proximal do dente do ovo. Abertura entre as
palpebras reduzidas. Aumento do transporte de lipidios
pelo saco vitelino; cessam as contracBes amnioticas;
rupturas de conexdo sero-amniotica; a neuro-hipofise
torna-se ativa; células glandulares do proventriculo
iniciam a secrecao.

lustragdo 10. Estagios embrionarios 38-39

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Os estdgios 40-44 sdo baseados principalmente no comprimento do bico e no

comprimento do terceiro dedo.

Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estégio 40.
(14 dias de incubagao)

Comprimento do bico da borda anterior da narina até a
ponta do bico = 4,0 mm. Comprimento do terceiro dedo
do pé =12,7 £ 0,5 mm.

Comeca a maturacdo do pancreas exdcrino; a sintese de
estriol comeca na fémea; atividade elétrica esporéadica no
cérebro.

Estagio 41.
(15 dias de incubacéo)

Comprimento do bico do angulo anterior da narina até a
ponta do bico superior = 4,5 mm. Comprimento do
terceiro dedo do pé = 14,9 £ 0,8 mm. O estdmago comeca
a contrair; atividade elétrica nos lobos dpticos.

llustracdo 11. Estagios embrionarios 40-41

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio embrionario

Modificacgdes estruturais

Estagio 42.
(16 dias de incubacao)

Comprimento do bico do &ngulo anterior da narina até a
ponta do bico superior = 4,8 mm. Comprimento do
terceiro dedo = 16,7 = 0,8 mm. Embrido ¢ capaz de realizar
movimentos respiratorios; primeira atividade elétrica no
cerebelo.

Estégio 43.
(17 dias de incubagéo)

Comprimento do bico do &ngulo anterior da narina até a
ponta do bico superior = 5,0 mm. Comprimento do
terceiro dedo = 18,6 + 0,8 mm. Movimentos coordenados
e estereotipados comegam.

llustragdo 12. Estagios embrionarios 42-43

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)
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Estagio 44.
(18 dias de incubacao)

Comprimento do bico do &ngulo anterior da narina até a
ponta do bico superior = 5,7 mm. Comprimento do
terceiro dedo = 20,4 + 0,8 mm. O bico fica dobrado sob a
asa direita; a sensibilidade maxima ao som aumenta para
800 Hz. O duodeno comegca a maturacdo; comeca a
secrecdo  de  calcitonina;  primeiras  respostas
comportamentais a luz.

Estagio 45.
(19-20 dias de incubacao)

O saco vitelino € meio fechado no corpo. Absorcdo de
fluido alantéide completada; o musculo de eclosdo
amadurece; estoques de glicogénio hepatico mobilizados;
reflexos posturais totalmente desenvolvidos; comeca a
retirada do saco vitelino. No dia 20 o embrido comeca a
respirar e vocalizar; amembrana interna é perfurado; canal
arterial fechado; forames interatriais fechados; ectoderma
corioalantbico  degenera; circulagdo  corioalantdica
reduzida; absor¢do do saco vitelino é concluida.

llustracdo 13. Estagios embrionarios 44-45

Fonte: Hamburger e Hamilton (1951)




