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Manipulacdo térmica durante a incubacdo e seus efeitos na morfometria da
mucosa intestinal e na resposta imune de codornas japonesas (Coturnix coturnix

japonica) submetidas ao estresse térmico crénico por calor apds eclosédo

RESUMO - A alta temperatura ambiente € uma preocupacdo para 0 setor da
coturnicultura, uma vez que o estresse térmico por calor provoca redugdo no ganho de
peso, danos estruturais na mucosa intestinal, imunossupressdo e aumento da
mortalidade. No entanto, a manipulacdo térmica durante a incubacdo surge como
alternativa para aquisicao da termotolerancia nas codornas japonesas. Assim, objetivou-
se com esse trabalho avaliar os efeitos da manipulacdo térmica durante a incubacao
sobre os parametros de incubacgéo, desempenho, morfometria da mucosa duodenal, bem
como a resposta imune de codornas japonesas desafiadas termicamente apos eclosao.
Foram utilizados quinhentos e quarenta ovos adquiridos de um incubatorio comercial
distribuidos em trés incubadoras comerciais, todas as incubadoras foram mantidas com
temperatura de 37,8°C, umidade 60% e viragem automatica a cada duas horas. A partir
do 6° dia de incubacdo até 0 momento da eclosao as temperaturas foram ajustadas para
37,8°C (padrdo), 38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta). No 15° dia de incubacdo as
incubadoras foram programas para cessar a viragem dos ovos. O nascimento das
codornas foi acompanhado a cada 3 horas, a partir do 16° até 21° dia de incubacéo.
Todos os ovos ndo eclodidos foram abertos e passaram pelo embriodiagnéstico para
determinar o periodo da mortalidade embrionaria. As codornas que eclodiram foram
avaliadas quanto a qualidade fisica pelo escorre de 0 a 100 pontos, além disso, foram
pesadas e distribuidas de forma uniforme, em um delineamento inteiramente
casualizado com trés temperaturas de incubacdo (37,8, 38,5 e 39,5°C) e duas
temperaturas ambiente (estresse e termoneutro). Aos 10, 20, 30 e 40 dias todas as
codornas foram pesadas para determinar o peso vivo e ganho de peso. Quatro codornas
de cada tratamento foram eutanasiadas para coleta do duodeno, bolsa cloacal, figado e
coracdo para determinar o peso absoluto, peso relativo e para avaliar a morfometria da
mucosa duodenal e a area dos foliculos bursais. Foram coletado sangue de quatro
codornas por tratamento aos 30 e 40 dias para realizagdo do hemograma, leucograma e
bioquimica sérica. Os dados foram analisados estatisticamente e as diferencas entre as
médias foram determinadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A temperatura
de incubacdo 39,5°C a partir do 6° dia de incubagdo reduziu o indice de ecloséo e o

peso vivo ao nascer, no entanto, a qualidade fisica das codornas foi semelhante a



temperatura padrdo. Para as outras variaveis estudadas, observou-se efeito significativo
(P<0,05) dos tratamentos sobre o peso vivo, ganho de peso, peso absoluto do figado,
coracdo, bolsa cloacal e na area dos foliculos bursais, onde ocorreu reducdo nesses
parametros quando as codornas foram desafiadas termicamente por calor. Aos 30 e 40
dia foi observado heterofilia, linfopenia e aumento da relacéo heterofilos/linfocitos. Ndo
houve efeito (P>0,05) da temperatura de incubacdo e ambiente sobre os valores do
eritrograma e proteinograma. No entanto, a manipulacdo térmica durante a incubagdo
com temperatura 39,5°C aumentou altura dos vilos, relacdo vilo/cripta, area de absor¢édo
da mucosa duodenal e area dos foliculos bursais das codornas desafiadas termicamente
por calor ap6s eclosdo. Esses resultados sugerem que o estresse térmico por calor em
codornas japonesas, reduz o desempenho e causa imunossupressdo. No entanto, a
manipulacdo térmica durante a incubacdo pode induzir mudangas comportamentais e
fisioldgicas, que possibilitem a aquisicdo da termotolerdncia em codornas japonesas

desafiadas termicamente por calor apds eclos&o.

Palavras-chave: Codornas japonesas, Morfofisiologia, Anatomia, Morfometria,

Termotolerancia



Thermal manipulation during incubation and its effects on morphometry on the
intestinal mucous membrane and on the immune response of Japanese quails
(Coturnix coturnix japonica) subjected to chronical thermical stress by heat after

hatching

ABSTRACT - The high temperature environment is a concern for the coturniculture
sector, since heat stress causes a reduction in weight gain, structural damage to the
intestinal mucosa, immunosuppression and increased mortality. However, the thermal
manipulation during incubation appears as an alternative for thermo tolerance
acquisition in Japanese quail. Thus, the objective of this work was to evaluate the
effects of thermal manipulation during incubation on the parameters of incubation,
performance, duodenal mucosa morphometry, as well as the immune response of
Japanese quails challenged thermally after hatching. Five hundred and forty eggs
purchased from a commercial hatchery distributed in three commercial incubators were
used, all incubators were maintained at 37,8°C, 60% humidity and automatic turning
every two hours. From the 6™ day of incubation until hatching temperatures were
adjusted to 37,8°C (standard), 38,5°C (intermediate) and 39,5°C (high). On the 15" day
of incubation the incubators were programs to stop the eggs turning. The birth of the
quails was monitored every 3 hours, from the 16" to the 21" day of incubation. All
unhatched eggs were opened and underwent embryodiagnosis to determine the period of
embryonic mortality. The hatching quails were evaluated for physical quality from 0 to
100 points, and were weighed and evenly distributed in a completely randomized design
with three incubation temperatures (37,8, 38.5 and 39,5°C) and two ambient
temperatures (stress and thermoneutral). At 10, 20, 30 and 40 days all quails were
weighed to determine live weight and weight gain. Four quails from each treatment
were euthanized to collect the duodenum, cloacal pouch, liver and heart to determine
absolute weight, relative weight, and to evaluate morphometry of the duodenal mucosa
and the area of the bursal follicles. Four quail blood samples were collected per
treatment at 30 and 40 days for hemogram, leukogram and serum biochemistry. The
data were analyzed statistically and the differences between the averages were
determined by the Tukey test at 5% probability. The incubation temperature 39,5°C
from the 6™ day of incubation reduced hatching rate and live birth weight, however, the
physical quality of the quails was similar to the standard temperature. For the other

variables studied, we observed a significant effect (P<0,05) of treatments on live



weight, weight gain, absolute liver weight, heart, cloacal sac and in the area of the
bursal follicles, where reduction occurred in these parameters when the quails were
heat-challenged. At 30 and 40 days heterofilia, lymphopenia and increased heterophil/
lymphocyte ratio were observed. There was no effect (P>0,05) of incubation
temperature and environment on erythrogram and proteinogram values. However,
thermal manipulation during incubation at 39,5°C increased villu height, villu/crypt
ratio, duodenal mucosal absorption area, and area of the bursal follicles of quails heat-
challenged by heat after hatching. These results suggest that heat stress in Japanese
quails reduces performance and causes immunosuppression. However, thermal
manipulation during incubation can induce behavioral and physiological changes that
allow the acquisition of thermotolerance in Japanese heat-challenged quail after
hatching.

Keywords: Japanese Quail, Morphology, Anatomy, Morphometry, Thermotolerance
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a coturnicultura é uma atividade estavel, economicamente rentavel
e com boas perspectivas de crescimento dentro do setor avicola. Além disso, ela gera
muitos empregos e aumenta a renda familiar dos pequenos e médios produtores. Sua
ampla expansdo estd relacionada a fatores como répido crescimento dos animais,
precocidade na producdo e maturidade sexual, alta produtividade, baixo investimento
inicial, retorno financeiro rapido e necessidade de pequenas areas para sua producao
(SILVA et al., 2018).

Fatores como melhoramento genético, nutricdo, manejo sanitario, incubacdo
artificial e o controle da temperatura ambiente, umidade e velocidade do ar s&o
fundamentais para o desenvolvimento do setor (SOUSA et al., 2014). Para codornas, a
temperatura ambiente confortavel varia entre 18 e 30°C com a temperatura étima entre
21 e 27°C, sendo necessario o resfriamento quando a temperatura excede 30°C. Por
isso, 0 aumento da temperatura ambiente € uma preocupacdo na coturnicultura. Quando
a temperatura ambiente excede a zona de conforto, as aves tém dificuldade de dissipar
calor corporal para 0 ambiente, ocorrendo aumento na temperatura interna (BAETA &
SOUZA, 2010).

Para tentar restabelecer a homeotermia, mudangas comportamentais e
fisioldgicas sdo desencadeadas: as aves reduzem o consumo de alimento para reduzir a
producdo de calor metabdlico do processo de digestdo e gastam energia para perder
calor através da evaporagdo. Desta forma, sdo observadas mudancas adversas na taxa de
crescimento, produtividade, qualidade do ovo, utilizacdo da ragéo, qualidade da carne,
caracteristicas da carcaca, fertilidade e eclodibilidade (SANTOS et al., 2017).

Para tentar reverter esse quadro, alguns estudos vém destacando o papel da
manipulacdo térmica durante a incubacdo para maximizar a eficiéncia produtiva e
promover o bem-estar animal, minimizando os efeitos deletérios que as altas
temperaturas acarretam. Desta forma, a manipulacdo da temperatura de incubagéo pode
ser utilizada como uma importante ferramenta para aquisi¢do da termotolerancia em
codornas submetidas a desafio térmico por calor, apds ecloséo.

Para Piestun et al. (2009), para que ave adquira termotolerancia quando
desafiada, a manipulacdo da temperatura de incubacdo deve ser realizada durante o
desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide e eixo hipotalamo-hipéfise-

adrenal. Segundo Al-Zghoul (2018), a manipulacdo térmica durante a incubacédo
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promove reducdo nos niveis plasmaticos de T3 em frangos desafiados; essa reducéo na
taxa metabolica esta relacionada com aquisicdo da termotolerancia. Segundo Alkan et
al. (2013), a manipulacdo da temperatura de incubagéo na fase inicial da embriogénese
promove mudancas epigenéticas que pode contribuir para aliviar 0s problemas
associados ao estresse térmico por calor apos eclosdo em codornas japonesas. As
mudancas fenotipicas promovidas durante o periodo de desenvolvimento embrionario
sdo transmitidas até terceira geracdo em codornas japonesas (Guibert et al. 2011; Zimer
etal. 2017).

Pesquisas tém relatado aquisicdo da termotolerancia através da manipulacéo
térmica durante a incubacdo em algumas aves como frangos de corte e galinhas
poedeiras. No entanto, poucos estudos foram realizados em codornas japonesas para
verificar os efeitos da manipulacdo térmica durante a incubacdo sobre o desempenho,
morfometria da mucosa intestinal e resposta imune dessas aves desafiadas termicamente
apos ecloséo.

O Capitulo I consiste em uma revisdo sobre os efeitos do estresse térmico por
calor sobre diversos parametros morfoldgicos, produtivos e resposta imune, além de
informacBes sobre a manipulacdo térmica durante a incubacdo como ferramenta para
aquisicdo da termotolerancia em codornas japonesas desafiadas termicamente apés
eclosdo. J4, o Capitulo Il descreve como a manipulacdo térmica durante a incubagdo
pode auxiliar a minimizar os efeitos deletérios do calor sobre o0s parametros de
incubacdo, desempenho e a morfometria intestinal. Finalmente, o Capitulo 111 descreve
como a manipulacdo térmica durante a incubacéo pode reverter os efeitos deletérios do
calor sobre peso absoluto e relativo da bolsa cloacal, coracdo e figado, sobre o
eritrograma, leucograma, bioquimica sérica e parametros da morfologia da bolsa

cloacal.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a aquisicdo da termotolerancia através da manipulacdo térmica durante a
incubacdo sobre os parametros de incubagdo, desempenho, morfometria da mucosa
duodenal, bem como a resposta imune de codornas japonesas (Coturnix coturnix

japonica) desafiadas termicamente apds ecloséo.

2.2 Especificos
Avaliar o peso vivo ao nascer, indice de eclosdo, escore da qualidade fisica e
embriodiagnoéstico das codornas japonesas que sofreram manipulagdo térmica durante a

incubacdo;

Avaliar o peso vivo e 0 ganho de peso de codornas japonesas submetidas a manipulagao

térmica durante a incubacao e desafiadas termicamente ap6s a eclosao;

Mensurar 0 peso absoluto e relativo da bolsa cloacal, coracdo, figado e duodeno de
codornas japonesas submetidas a manipulacdo térmica durante a incubacdo e desafiadas

termicamente apos a eclosao;

Determinar altura do vilo, profundidade de cripta, relacédo vilo/cripta é area de absor¢édo
do duodeno de codornas japonesas submetidas a manipulacdo térmica durante a
incubacdo e desafiadas termicamente apos a eclosdo;

Analisar os efeitos da manipulacdo térmica durante a incubacdo em codornas japonesas
desafiadas termicamente ap0s a eclosdo sobre os pardmetros sanguineos (eritrograma,

leucograma e bioguimica serica);

Avaliar, a morfometria da area dos foliculos bursais das codornas japonesas submetidas

a manipulagdo térmica durante a incubacgdo e desafiadas termicamente apds a ecloséo.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1. Produgéo de Codornas Japonesas

A coturnicultura € um segmento da avicultura brasileira que cria, melhora e
fomenta a producdo de codornas. Esta atividade do setor avicola tem evoluido nos
ultimos anos, por ser uma cultura de manejo simplificado (BERTECHINI, 2010) que
exige baixo investimento e tem rapido retorno financeiro (PASTORE et al., 2012). De
acordo com Silva et al. (2018), a coturnicultura representa uma alternativa potencial
para agregacédo de renda ao pequeno produtor, pois o retorno do investimento ocorre no
segundo ano de producdo. A producdo de ovos ou de carne é uma excelente alternativa
para alimentacdo humana, sendo produtos de alta qualidade nutricional, saudavel e
sabor diferenciado (PASTORE et al., 2012).

Segundo Silva et al. (2009a) as codornas possuem as seguintes qualidades:
rapido crescimento, precocidade na producdo e maturidade sexual, alta produtividade,
rusticidade elevada e baixo consumo de alimento, além disso, necessita de pequenas
areas para sua producdo. Todos esses fatores permitem que a coturnicultura seja uma
atividade promissora no pais e que cada vez mais ganha destaque no setor avicola.

As codornas pertencem a ordem dos galinaceos, Familia Fasianidae e Género
Coturnix elas podem ser utilizada para a postura de ovos comerciais ou para
comercializacdo de sua carcaca, e para cada finalidade ha uma espécie que deve ser, de
preferéncia, de boa procedéncia. A espécie utilizada para a postura de ovos comercial é
a codorna japonesa (Coturnix coturnix japonica), a qual é bem difundida no mundo
inteiro devido a sua alta precocidade e grande produtividade (PHILIPPSEN et al.,
2014).

No Brasil, temos a ocorréncia de duas linhagens; a selecionada para producéo de
carne, chamada de codorna Européia ou codorna Italiana, e a selecionada para producgéo
de ovos, chamada de codorna japonesa (MORI et al., 2005). No entanto, a
coturnicultura no Brasil é predominantemente voltada para producdo de ovos; as aves
apresentam alto indice de produtividade, em média, cerca de trezentos ovos por ciclo
produtivo. O peso corporal da linhagem para postura €, em média, 145 (g) com 35dias
de idade e 12 (g) é o peso médio de seus ovos (PINTO et al., 2002). O setor de ovos de
codorna estd em ampla expansdo no mercado brasileiro, uma vez que o tamanho

reduzido do ovo de codorna tem conquistado a simpatia das criancas, adolescentes e
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adultos, alem disso, apresentacdo de ovos em conserva sdo fatores que também
impulsionaram a elevacdo do consumo de ovos de codornas, e consequentemente, sua
producdo (BERTECHINI, 2010).

Segundo De Sousa et al. (2017), a maior parte dos consumidores de ovos de
codornas adquirem o produto pelo seu valor nutricional e em segundo lugar pelo seu
sabor. De acordo com Baptista (2002), o ovo de codorna é um alimento de excelente
qualidade, com alta digestibilidade sendo considerado um alimento completo e de alto
valor bioldgico, rico em aminoacidos essenciais, alto valor protéico e baixo teor de
colesterol, além, dos elevados teores de ferro, manganés, cobre, fosforo, calcio,
vitaminas A, B1, B2, D e E, &cido pantoténico e piridoxina.

De acordo o IBGE (2016), o efetivo nacional de codornas, independente da
finalidade de criacdo (producdo de carne ou ovos), foi de 15,1 milhGes de aves, no
entanto, houve uma queda de 20,4% em relacdo ao ano anterior de acordo com grafico
1.

Gréfico 1. Evolucdo do efetivo de codornas no Brasil no periodo de 2007-2013.

Milhdes de cabecas
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Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecuaria, Pesquisa
da Pecuéria Municipal 2007-2016.

Essa reducgdo esta relacionada com perda do poder aquisitivo da populacéo, que
provocou uma reducdo na demanda de ovos e carnes de codornas, fazendo com que os
produtores diminuissem seus efetivos para reduzir os custos. A reducdo ocorreu em todo
territorio nacional, porém a maior proporc¢do foi observada na regido Sudeste, onde se

encontra 0 maior plantel. Na regido Nordeste observou uma retragdo de 12,2%, com
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maiores perdas observadas nos estados do Ceara e Pernambuco, 0s quais possuem
metade do plantel da regido. No entanto, em 2017 o plantel de codornas retomou seu
crescimento de forma discreta, chegando a alcancar um total de 15,5 milhdes de aves
(IBGE, 2017).

A producdo brasileira de ovos de codorna em 2016 foi de 273,30 milhdes de
duzias, gerando um rendimento de R$ 265,76 milhdes. A produgdo concentra-se na
Regido Sudeste, responsavel por 68,3% da producdo, sendo que Sao Paulo produziu
83,16 milhdes de duzias, 30,4% do total nacional. Nesse periodo, a producdo sofreu
uma queda, segundo os produtores um dos motivos foi a dificuldade de atender a
legislacédo sanitéria, isto levou a saida de muitos dessa atividade. O Nordeste apresentou
uma retracdo de 12,9% na producéo de ovos. Todos os estados da regido, com excecao
da Paraiba e do Piaui, apresentaram producdo inferior a de 2015. Cearad e Pernambuco
foram responsaveis por 64,4% da producdo nordestina, sendo que os estados registraram
quedas de, respectivamente, 20,9% e 7,1% (IBGE, 2016).

4.2. Manipulacdo térmica da temperatura de incubacao

O principal objetivo da incubagdo é produzir pintainhos de um dia com
qualidade, para venda e distribuicdo no setor avicola. No processo de incubacédo, o
controle da temperatura, umidade relativa, viragem, ventilacdo e concentracdo de gases
sdo parametros importantes neste processo (OVIEDO-RONDON & WINELAND,
2012).

Durante a incubacdo, os embriGes passam pelo estagio de diferenciacdo celular,
desenvolvimento dos 6rgédos e dos sistemas fisioldgicos de regulacdo, onde as fases se
interpdem em um processo continuo. No inicio da incubacdo temos o desenvolvimento
de um organismo ectotérmico, que precisa de calor do ambiente, para um organismo
endotérmico, que produz grande quantidade de calor no final da incubacdo (OVIEDO-
RONDON & WINELAND, 2012). Por isso no segundo estagio, especialmente apos o
9° dia de incubacdo, a temperatura ideal torna-se dificil de conseguir devido a produgédo
excessiva de calor dos embrides em desenvolvimento (LOURENS et al., 2007).

O desenvolvimento normal pds-eclosdo somente € possivel quando ocorre a
maturacdo funcional dos 6rgaos e o ajuste dos circuitos fisioldgicos integrados, que se
da nos dias finais da incubacdo (BOERJAN, 2010).



26

A temperatura caracteriza-se como um dos fatores mais importantes para definir
a eclodibilidade de ovos férteis. Pequenas mudancas na temperatura podem causar
grandes impactos no desenvolvimento embrionario, podendo levar o embrido a morte na
primeira semana de incubacdo (PRIMMETT et al.,1988). No entanto, os embrifes sao
mais sensiveis a altas temperaturas no final da incubacao (ONO et al., 1994), o que pode
promover elevados indices de mortalidade na dltima semana de incubacdo (14-21 dias).
Além disso, ela interfere na qualidade dos pintainhos e também na capacidade de
adaptacdo apos a eclosdo (CALIL, 2010). A manipulacdo térmica durante a incubacéo
desencadeia adaptacdo epigenética, assim, as aves adquirem a termotolerancia em
condigdes ambientais quentes (PIESTON et al., 2008; LOYAU et al., 2013; ALKAN et
al., 2013; LOYAU et al., 2016).

A temperatura 6tima de incubacdo para as aves domésticas situa-se entre 37 e
38°C, podendo esta variar de acordo com a umidade que pode variar de 40 a 70% e a
ventilagéo da incubadora (VISSCHEDIIK, 1991). Existe uma correlagdo direta entre a
temperatura de incubacgéo e o tempo de incubacdo do embrido da ave, como se observa
em perus (FRENCH, 1994), patos (APPLEGATE et al., 1998), e frango (DECUYPERE
& MICHELS, 1992), onde temperaturas abaixo de um nivel timo retardam o
desenvolvimento embrionario, e temperaturas acima da mesma aceleram (WILSON,
1991), entretanto, para outras espécies, como codornas, mais pesquisas devem ser
desenvolvidas.

Joseph et al. (2006), observaram que altas temperaturas no inicio da incubacéo
reduziram a eclodibilidade, e altas temperaturas no nascedouro aumentaram o
percentual de pintainhos fracos e deformados.

De acordo com Barral (2002), a temperatura étima de incubacdo para ovos de
codorna é de 37,5 a 38,0°C para todo o periodo de desenvolvimento embrionario.

Pedroso et al. (2006) trabalharam com trés tempos de estocagem (0, 72 e 144
dias), duas temperaturas (36,5 e 37,5°C) e duas umidades relativas (55 e 65%) para
incubacéo de ovos de codornas japonesas e observaram que esses fatores interferem na
eclodibilidade e no desenvolvimento embrionario, sendo o menor indice de ecloséo
relatado quando aumenta o tempo de estocagem e com a temperatura e umidade de
365°C e 55% respectivamente.

Romado et al. (2009), estudaram diferentes temperaturas de incubacdo e
observaram que ovos incubados a 37 e 38°C apresentam melhor indice de incubacéo;

ovos incubados a 40°C eclodem mais cedo, no entanto, estd temperatura aumenta o
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indice mortalidade embrionario no estagio final do desenvolvimento do embrido. Estes
dados corroboram com os encontrados por lonatd et al. (2010) que relataram que a
temperatura de incubagéo para codornas japonesas variou entre 37,5 a 40,0°C de acordo
com a fase de incubacédo, sendo na fase inicial de (0 a 12 dias) 37,7°C, entre 13 a 15
dias temperatura 37°C e, no final da incubacéo, temperatura de 37,1°C e a umidade em
torno 60%.

Alkan et al. (2013) utilizaram 41°C de temperatura no estagio final de incubagéo
de codornas japoneses por trés horas consecutivas, observou que esta temperatura
reflete em menor indice de eclosdo. No entanto, os pintainhos apresentam maior peso ao
nascer, que se mantém até cinco semanas de idade em ambos 0s sexos, 0s autores
atribuem esse fato a adaptacdo epigenética durante incubagdo, tornando essas aves mais
resistentes as variaces das temperaturas ambientais. Foi relatado anteriormente que a
exposicdo de embrides a altas ou baixas temperaturas durante a incubacdo melhoram
sua capacidade de adaptacdo a ambientes quentes ou frios, respectivamente, na fase pds-
incubacdo (TZSCHENTKE & BASTA 2000; YAHAV et al., 2004).

Segundo Pieston et al. (2008), durante a embriogénese, quando 0S eixos
hipotalamo-hipofise-tiredide e hipotdlamo-hipofise-adrenal estdo se desenvolvendo e
amadurecendo, se estes embrides forem submetidos a temperaturas de 39,5°C por 24
horas até eclosdo, refletirh em melhor aclimatagdo desses aves ao estresse térmico
agudo na idade de mercado, quando os frangos sdo mais susceptiveis ao estresse
térmico por calor. De acordo com Badran et al. (2012), altas temperaturas de incubacéo
no final do desenvolvimento embrionario podem induzir mudangas fisiol6gicas que
proporcionam adaptacdo térmica epigenética; essa aquisicdo na termotolerancia € um
mecanismo eficiente para ser empregado em aves que vao lidar com o estresse térmico
pos-eclosao.

Esses dados corroboram os dados de Loyau et al. (2013), que relataram que a
manipulagédo da temperatura de incubagdo do embrido modifica as respostas fisiologicas
dos frangos de corte a longo prazo, sendo uma ferramenta a ser utilizada pela avicultura
para tornar os frangos mais tolerantes ao calor, sem afetar a qualidade da carne. Os
frangos de corte manipulados termicamente durante a incubacdo podem apresentar
menor intensidade metabolica no masculo, resultando em diminuigdo da producgéo de
calor metabdlico, enquanto modificacdes na vascularizagcdo podem aumentar a perda de
calor. Essas mudangas especificas poderiam, em parte, explicar a melhor adaptacéo dos

frangos de corte manipulados termicamente ao calor (LOYAU et al., 2016).
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Segundo Al-Zghoul, (2018) a manipulacdo térmica durante a incubacdo
promove reducdo dos niveis plasmaticos circulantes de T3 em frangos desafiados
termicamente na fase produtiva, essa reducgdo da taxa metabdlica esté relacionada com
aquisicdo da termotolerancia. Berrama et al. (2018) observou que o condicionamento
térmico precoce aos 5 dias de idade em frangos de corte altera os parametros sanguineos
de aves desafiadas termicamente na vida adulta, promovendo o aumento no hematdcrito
e no numero de hemécias circulantes. Os autores sugerem que 0 aumento desses

parametros poderia ser uma resposta adaptativa ao condicionamento térmico precoce.

4.3. Sistema Digestorio

O sistema digestério das aves compreende 0s seguintes componentes: lingua,
esdfago, inglavio (papo), estdmago glandular (pré-ventriculo), estbmago mecéanico
(moela ou ventriculo), intestino delgado (formado por duodeno, jejuno e ileo), intestino
grosso (cecos e colon) e cloaca (figura 1).

Figura 1. Sistema digestdrio de codorna japonesa (Coturnix coturnix japonica) aos 30

dias de idade. Em (1) lingua, (2) esbdfago, (3) inglavio/papo, (4) pro-ventriculo, (5)
moela, (6) figado, (7) vesicula biliar, (8) duodeno, (9) pancreas, (10) jejuno, (11) ileo,
(12) ceco, (13) coélon, (14) cloaca. Fonte: Arquivo pessoal (2017).

Sua principal funcdo é obter as moléculas necessarias para manutencdo e
crescimento e as demais necessidades energéticas do organismo a partir dos alimentos
ingeridos. O sistema digestorio ndo é apenas importante para digestdo e a absor¢do dos

nutrientes; ele consiste em uma barreira protetora entre o conteudo luminal (meio
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externo) e meio interno do organismo, exercendo funcdo de protecdo. O sistema
digestorio das aves difere em vérias particularidades morfofisioldgicas em relagcdo ao
dos mamiferos (ZAHER et al., 2012).

Nas aves a boca tem formato de bico, palato duro (ndo apresenta palato mole),
lingua, glandulas salivares, coana e infundibulo. As aves, ao contrario dos mamiferos,
ndo apresentam distingdo clara entre a faringe e a cavidade oral, sendo esta cavidade
denominada de orofaringe. O palato contém uma fissura longitudinal, a coana, que
comunica a orofaringe com cavidade nasal. O paladar e o olfato sd&o menos
desenvolvidos que nos mamiferos devido ao reduzido nimero de receptores quimicos.
Esta deficiéncia é compensada por células sensoriais, localizadas no palato superior,
chamadas de mecanoreceptores, que respondem ao estimulo do contato com o alimento.
O formato do bico varia conforme a dieta e as estratégias de forrageamento (BUENO,
2006; DENBOW, 2015).

A lingua das aves tem a funcgdo de preensdo, selecdo e degluticdo dos alimentos,
porém, ela € menos movel do que a dos mamiferos. Seu tamanho e forma dependem da
conformacdo do bico. Assim, as das galinhas sdo estreitas e pontiagudas.
Histologicamente, a cavidade oral e lingua sdo caracterizadas por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, no dorso da lingua das galinhas existe uma fila
de papilas filiformes e conicas direcionadas para trds a qual auxiliam no processo de
degluticdo. Na mucosa lingual ha terminacdes nervosas que servem para percepcao tatil.
A lingua esta acima do 0sso hidide, formando um conjunto moével. Os masculos linguais
propriamente ditos, que constituem a base do 6rgao de referéncia, sdo rudimentares,
sendo assim, sua mobilidade € escassa. Na submucosa da cavidade oral, existem
glandulas semelhantes as salivares, pouco desenvolvidas, tendo formato tubular
ramificado simples e secre¢cdo mucosa (DENBOW, 2015; SOUSA et al., 2015).

O es6fago é um orgdo tubular de parede finas e distensivel que transporta o
alimento da orofaringe até o estdmago. Seu comprimento médio é 15,50+1,51cm, sendo
observados dois segmentos: um cervical e outro toracico. Estruturalmente, possui
quatro tanicas, sendo elas (do limen em direcdo a sua parede externa): mucosa,
submucosa, muscular e adventicia. A mucosa é formada por tecido epitelial estratificado
pavimentoso queratinizado, a lamina propria € composta por tecido linfatico difuso e
glandulas mucosas tubulo alveolares ramificadas e a muscular da mucosa formada por
tecido ondulado (formando dobras) de musculo liso orientando em sentido longitudinal
em direcdo ao lumen (ZAHER et al., 2012; SOUSA et al., 2015). O inglavio é um
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diverticulo esofagico que armazena alimento, seu comprimento médio é 4,88+0,99 cm e
didmetro médio de 30,38+5,42 mm. Este difere estruturalmente do eséfago por ndo ser
comum a visualizagao das glandulas mucosas (SOUSA et al., 2015).

O estdmago das aves consiste em dois componentes separados: o estbmago
glandular e o estbmago muscular. O mais anterior é glandular e denominado
proventriculo. E um 6rgdo fusiforme, localizado entre o inglivio e a moela; esta
estrutura € exclusiva das aves, e € onde a digestdo quimica se inicia (ZAHER et al.,
2012). Sua organizacdo estrutural é similar a maioria dos 6rgaos do sistema digestorio.
A sua mucosa consiste de células epiteliais colunares e glandulas mucosas que
produzem muco para o0 umedecimento do alimento. A camada submucosa possui
glandulas digestivas, que secretam pepsina, a qual inicia a quebra das proteinas, e o
acido cloridrico, que eleva a acidez do estdmago para aumentar a acdo das enzimas
digestivas (SOUSA et al., 2015). A tanica muscular é constituida por uma camada de
musculo liso longitudinal internamente e circular externamente. A tunica serosa é
composta por tecido conjuntivo frouxo revestido por uma camada de células
pavimentosas do mesotélio (DAHEKAR et al., 2014).

Além do estbmago glandular, as aves possuem um estdmago muscular ou
mecénico, denominado ventriculo ou moela, o qual esta situado entre o proventriculo e
a primeira porcao do intestino delgado, o duodeno. Estruturalmente esse 6rgdo possui
uma tunica mucosa com presenca de um conteudo queratindide em direcdo ao lumen,
que protege o epitélio adjacente do acido cloridrico e pepsina proveniente do ingluvio.
Geralmente apresenta uma coloracdo esverdeada devido o refluxo da bile pelo duodeno
(DENBOW, 2015). O queratindide é produzido pelas glandulas gastricas contidas na
lamina propria, e preenche os orificios gastricos, que sdo 0s sulcos existentes entre as
glandulas. Estas tém conformacdo retilinea e sdo formadas por células secretoras,
semelhantes as caliciformes do intestino delgado. A tunica muscular é bastante espessa,
a margem lateral € formada pelo tecido conjuntivo denso modelado, sendo que o
musculo se origina deste tecido e se espalha pela tunica muscular; a tunica serosa é mais
fina (SOUSA et al., 2015).

O intestino delgado é uma estrutura tubular e sua principal funcdo é digestéo e
absorcéo dos alimentos. Ele é formado por trés segmentos o duodeno, jejuno e ileo. O
duodeno é primeiro segmento, que apresenta forma de U, sendo dividido em duodeno
descendente, flexura duodenal e duodeno ascendente, este segmento delimita o pancreas
(DENBOW, 2015).
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Microscopicamente, o intestino delgado apresenta a tunica mucosa, lamina
propria, muscular da mucosa, muscular interna, muscular externa e serosa. No entanto, a
muscular da mucosa e a lamina prépria sdo pouco desenvolvidas em aves (DENBOW,
2015). A tunica mucosa é formada por projec6es em forma de vilosidade em direcéo ao
lumen intestinal, formada por um epitélio simples pavimentoso, constituidos de células
absortivas (enterdcitos) e celulas caliciformes e se continua com o epitélio das criptas,
que por sua vez contém algumas células absortivas, células caliciformes, células
enteroendocrinas e células-tronco (SOUSA et al., 2015).

A diferenca de uma porcéo intestinal para a outra € que as vilosidades se tornam
mais delgadas e curtas em direcdo ao ileo. No ileo destaca-se a grande quantidade de
células caliciformes e redugdo na profundidade das criptas. A lamina propria é
composta por tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e fibras musculares
lisas. A lamina prépria e a submucosa do intestino delgado, contém agregados de
nodulos linféides (GALT) que sdo mais numerosas na regido do ileo, sendo conhecido
como placas de Peyer (SOUSA et al., 2015). Tanto o intestino delgado como o0 grosso
apresentam uma extensa inervacdo do sistema nervoso autdbnomo com fibras
colinérgicas e adrenérgicas (DENBOW, 2015).

O ceco e colon fazem parte do intestino grosso, ambos possuem a mesma
estrutura morfoldgica do intestino delgado, no entanto, os vilos sdo mais curtos e
espessos e com maior numero de células caliciformes. A lamina propria e a submucosa
sdo repletas de tecido linfatico nodular e difuso (SOUSA et al., 2015). Nas aves, 0s
cecos sao estruturas bilaterais de fundo cego que surgem na juncdo do ileo, eles
desempenham uma importante funcdo na absorcdo de aminoacidos e na digestdo de
fibras. O ceco das galinhas apresentam trés regides distintas, na juncao ileocecal
encontra-se a base do ceco onde as vilosidades sdo mais desenvolvidas, a porcdo medial
€ 0 corpo do ceco que se caracteriza por pregas longitudinais com vilosidades pequenas
e a parte distal corresponde ao apice.

O cdblon é relativamente curto, cranialmente se comunica com ileo e
caudalmente ao coprodeu na cloaca. Possui vilosidades curtas e planas, com poucas
células caliciformes, sendo muito importante no processo de reabsor¢do de &gua
(SOUSA et al., 2015).

A cloaca € um compartimento onde sdo liberados os residuos dos sistemas
digestorio e urinario, além do sistema reprodutor. Ela possui trés regifes distintas. O

coprodeu € a regido mais proximal, que recebe os residuos do sistema digestorio, este
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ndo possui vilosidades, no entanto, € rico em pregas mucosas. O urodeu é o
compartimento medial da cloaca, que recebe 0s produtos dos ductos genitais e urinarios
e 0 compartimento distal é o proctodeu (DENBOW, 2015).

O péancreas e o figado sdo glandulas anexas do sistema digestério, ambos
possuem funcdo enddcrina e exdcrina. O pancreas, é localizado dentro da alca duodenal,
¢ uma glandula tubuloacinosa composta e 0 suco pancreatico, rico em enzimas
digestivas, é liberado em uma papila na por¢do ascendente do duodeno. O figado possui
dois lobos, o direito e o esquerdo. Em aves, ao contrario dos mamiferos, a bile é
transportada para o duodeno através de dois ductos, o ducto hepatico direito e esquerdo,
0s quais a liberam na papila comum, na porgdo ascendente do duodeno (DENBOW,
2015).

4.3.1. Efeito do estresse térmico por calor sobre a morfometria intestinal

O sistema digestério é responsavel pelos processos de preensdao dos alimentos,
digestdo e absorcdo dos nutrientes e, por isso, sua atividade € importante para o
desempenho das aves. Apds a eclosdo, o sistema digestorio das aves esta
anatomicamente formado, no entanto, é funcionalmente imaturo. Para maturacao
funcional do intestino, € necessario o aumento do niumero de enterdcitos, celulas
caliciformes e células enteroenddcrinas, resultando em aumento da altura e densidade
dos vilos e do comprimento do intestino. Fisiologicamente, deve ocorre aumento na
producdo das enzimas digestivas pancreéaticas e de membrana, proporcionando aumento
na capacidade de digestdo e absorcdo (SCOTTA et al., 2002).

Apbs a eclosdo, um dos fatores relacionados ao desenvolvimento da mucosa
intestinal é a presenca e quantidade do alimento no trato digestério. Qualquer fator que
interfira no consumo do alimento apds a eclosdo pode desencadear danos a mucosa
intestinal. E sabido que, durante o estresse térmico por calor as aves reduzem o
consumo de ragdo, na tentativa de diminuir a producdo do calor endégeno (LIN et al.,
2006), resultando em danos na morfologia e integridade intestinal, comprometendo os
mecanismos de digestdo e absorc¢do e, consequentemente, reduzindo o desempenhos das
aves. Alem disso, o estresse por calor pode causar hipoxia, isquemia e edema no epitélio
intestinal, provocando a ruptura do epitélio e das membranas celulares, esse tipo de
dano no epitélio facilita a translocacdo das bactérias para ldamina propria (ZAREIE et
al., 2006).
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Os efeitos negativos da alta temperatura ambiente foram relatados por Marchini
et al. (2009), alta temperatura ambiente até a quarta semana de idade promoveu reducao
na secrecdo de enzimas digestivas e na altura das vilosidades de frangos de corte. De
acordo com esses autores, a digestibilidade dos alimentos e a integridade da mucosa
intestinal estdo fortemente relacionadas as variacdes da temperatura ambiente. Assim, a
baixa quantidade de alimento presente no trato intestinal durante o estresse térmico
prejudica o estimulo tréfico da mucosa intestinal, além, de diminuir a secrecdo das
enzimas digestivas.

De acordo com Santos et al. (2015), o estresse termico por calor em frangos de
corte por quatro dias consecutivos provoca alteracGes nas vilosidades e nas criptas do
duodeno e do jejuno, incluindo reducgéo na altura dos vilos e na relacdo vilo/cripta, na
area de absorcédo e aumento da profundidade da cripta. Segundo os autores, a hiperplasia
do epitélio da cripta foi induzida para restabelecer a altura da vilosidade, sendo
considerado um mecanismo compensatorio. Outro evento observado para compensar a
diminuicdo do epitélio foi o aumento da largura das vilosidades, no intuito de manter
area de absorcdo e com isso ndo reduzir o ganho de peso. De acordo com Furlan et al.
(2004), quando ocorre aumento na taxa de extrusdo, hd uma reducéo na altura do vilo e
aumento da divisdo e diferenciacdo das células na cripta com consequente aumento na
profundidade da cripta.

Segundo Liu et al. (2016), o estresse térmico por calor de forma ciclica em
galinhas de capoeira provoca reducdo na altura dos vilos e na relacdo vilo/cripta, no
entanto, aumenta a profundidade da cripta. Essas lesbes provocadas no epitélio podem
ocasionar reducdo na area de absorcao, desta forma, os processos de digestdo e absorcao
sdo prejudicados, refletindo ganho de peso diario menor. No entanto, quando as aves
foram suplementadas com resveratrol, aumentou a altura das vilosidades intestinais e
diminuiu os danos provocados na mucosa intestinal. Safdari-Rostamabad et al. (2016)
relatam que o estresse térmico por calor altera o fluxo de sangue e nutrientes para o trato
gastrointestinal, o que causa hipoxia, deplecdo de ATP e acidose intracelular, resultando
em danos na integridade da mucosa intestinal e funcéo intestinal alterada.

De acordo com Wau et al. (2018), alta temperatura ambiente é prejudicial para
integridade da mucosa intestinal de frangos de corte, onde os vilos se tornam mais
curtos e chatos. Para tentar reverter essa situacdo a cripta aumenta sua atividade se

tornando mais profunda, com isso a relagdo vilo/cripta diminui. Segundo os autores alta
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temperatura ambiente reduz o consumo de racdo pelas aves e com isso pouca energia €
disponibilizada para manutencéo e renovacgdo da mucosa intestinal.

Nos trabalhos realizados com codornas japonesas, Sandikci et al. (2004)
observaram reducédo na altura das vilosidades do duodeno, jejuno e no ileo, além disso,
ocorreu significativa reducdo no numero de células caliciformes no ileo. Segundo os
autores, os danos observados na mucosa intestinal estéo relacionados ao baixo consumo
de racdo. De acordo com Mehaisen et al. (2017) o estresse térmico por calor em
codornas japonesas provoca vilos mais curtos e largos, e essas mudancas na morfologia
da mucosa intestinal resultam em baixo desempenho, o qual relaciona-se com o baixo

consumo de ragé&o.

4.4. Sistema Imune

O sistema imune aviario opera sob 0os mesmos principios gerais que o dos
mamiferos, sendo responsaveis pelo reconhecimento e destruicdo dos antigenos. E
composto por sistema linfoide primario que inclui a bolsa cloacal e o timo.

A bolsa cloacal é um orgao linféide presente apenas em aves, localizado
dorsalmente a cloaca. Seu desenvolvimento é iniciado entre 3 e 5 dias de incubacao, e
aos 12 dias apresenta foliculos bursais organizados em cortex e medula. Pés-ecloséo
apresenta crescimento rapido, regredindo antes da maturidade sexual (ISLAM et al.,
2012). Microscopicamente, a bolsa cloacal é revestida internamente por um tecido
epitelial de revestimento simples e colunar, apoiado sobre tecido conjuntivo frouxo,
com pouco colageno e celularidade abundante, infiltrado por linfécitos e alguns
plasmécitos (ETO et al., 2015)

O timo é um orgao bilateral, localizado no mediastino anterior, que se estende
pela regido cervical até a altura da glandula tiredide. No 12° dia de incubacdo é possivel
observar uma rede de fibras reticulas formando um arcabougo para sustentar os
timdcitos, no 14° dia essas células comegam a se organizar para formar o cortex e a
medula (ISLAM et al., 2012). O timo das codornas é revestido por uma céapsula de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, que emite septos mal definidos no parénguima
do 6rgdo. E desta forma, a formacdo em Iébulos € indistinta. Cada l6bulo apresenta uma
regido medular central com a presenca de Corpusculo de Hassall e uma regido cortical
periférica bastante basofilica (SENAPAI et al., 2015).
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Os orgaos linféides sdo povoados por pro-linfocitos que migram da medula
Ossea através da corrente sanguinea até os orgaos linfoides primarios, através de ondas
de povoamento que consistem em periodos de dois dias, durante os quais podem ser
encontrados pro-linfécitos na corrente sanguinea. Ocorrem trés ondas para o
povoamento do timo, aos 6, 12 e 18 dias de incubacdo, e uma Unica onda para o
povoamento da bursa, entre 8 e 14 dias de incubacdo (DAVISON et al., 2008).

Os orgdos linfoides primarios, apdés o povoamento por pro-linfécitos, sdo
responsaveis pela regulacdo, producdo e diferenciacdo dos linfocitos. Os linfocitos
maduros sdo divididos em duas principais populacdes: as células T e as celulas B,
dependendo de qual 6rgdo linféide primario amadurecer. Apds esse processo, 0S
linfocitos migram para os 6rgdos linféides secundarios, os quais podem montar uma
resposta contra aos antigenos (TIZARD, 2014).

O sistema linfoide secundario consiste do baco e GALT (tecido linfoide
associado ao intestino). Diferentemente dos drgdos linféides primérios, estes surgem
tardiamente na vida do embrido, no entanto, persistem por toda vida adulta. O baco é
um o6rgdo arredondado com coloragdo castanho avermelhado que nas aves esta
localizado na cavidade celomatica direita na juncdo entre os proventriculo e a moela.
Ele é recoberto por uma cépsula esplénica que emite numerosas trabéculas. A polpa
branca é composta por rede de células reticulares, e fibras reticulares nas quais 0s
linfocitos de pequeno, médio e grande tamanho e as células plasmaticas ficam
difundidos de forma difusa. Ela apresenta artérias embainhadas e nédulos linfaticos. A
polpa vermelha do baco é formada a partir de seios venosos e corddes anastomosados de
celulas reticulares, macréfagos, linfocitos e células sanguineas (AKTER et al., 2006).

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) compreende todos os nodulos
linféides, placas de Peyer e linfocitos individuais encontrados nas paredes intestinais.
As placas de Peyer se encontram espalhadas por todo intestino e como um agregado
constante localizado antes da juncdo ileocecal. As placas sdo consideradas sitios
indutores, pois possuem componentes exigidos para comegar uma resposta imune:
células T, células B e células M. As células M séo tipicas do epitélio intestinal e atuam
como eficientes células apresentadoras de antigeno, apresentando-os diretamente aos
linfdcitos no interior da placa de Peyer. As placas também consistem em sitios efetores,
onde sdo produzidos anticorpos e sdo montadas respostas mediadas por células
(AKTER et al., 2006; DAVISON et al., 2008).
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O sistema imune atua em duas linhas de defesa, a imunidade inata e a imunidade
adquirida. A primeira é composta por células capazes de combater e eliminar os
antigenos sem requerer uma prévia exposi¢do, enquanto a segunda é composta por
células que montam uma memoria de defesa em longo prazo (DAVISON et al., 2008).

A imunidade inata inclui barreiras fisicas como a pele e as superficies do trato
gastrointestinal, respiratorio e urogenital. Esse sistema é mediado por células como
heterofilos, macréfagos, mastocitos, eosindfilos, células “natural killer” (NK) e
dendriticas, além de substancias como interferons, citocinas, glicoproteinas presentes
nas mucinas e proteinas mediadoras da inflamacéo. Muitos agentes invasores podem ser
controlados eficazmente pelo sistema imune inato (TIZARD, 2014).

Por outro lado, a imunidade adquirida é obtida durante a vida de um individuo.
A resposta imune adquirida contra um microrganismo pode ser induzida pela
transferéncia de anticorpos de outra ave imunizada (imunidade passiva), como na
transferéncia de anticorpos do soro da matriz pesada ou leve para os ovos férteis, ou
pela resposta do hospedeiro ao agente agressor (imunidade ativa).

Nas aves, durante o processo de imunidade adquirida passiva, as
imunoglobulinas (1g) séricas sdo facilmente transferidas do soro da galinha para a gema,
enquanto esta se encontra no ovario. Na fase fluida da gema encontram-se niveis de IgG
semelhantes aos encontrados no soro da galinha. A medida que o ovo desce no oviduto
e a albumina é depositada, IgM e IgA sdo também incorporadas a ela. Durante o
desenvolvimento embrionario, o embrido absorve a IgG da gema, que depois aparece na
circulagdo sanguinea. A IgM e IgA maternas se difundem no liquido amniético e sdo
engolidas pelo embrido, de forma que, quando o pintainho eclode, ele possui IgM e IgA
no intestino. O pintainho recém-eclodido ainda absorve anticorpos do saco vitelino até
24h apos eclosdo (DE CASTRO VARGAS et al., 2009).

Na imunidade adquirida ativa, a resposta imune inata ndo é capaz de eliminar
determinado patdgeno. Durante este tipo de resposta, a exposi¢do das aves aos antigenos
resulta em estimulo das respostas imune humoral e celular (ABBAS & LICHTMAN,
2005). Assim, os macrofagos processam o antigeno e os apresentam as células T
auxiliares. Estas deverdo apresentar as moléculas antigénicas a células que se
diferenciardo em células T citotoxicas ou células B. As primeiras sdo capazes de
destruir o agente invasor. As células B diferenciam-se, por sua vez, em plasmacitos que

produzirdo anticorpos capazes de destruir o agente invasor e formardo células de
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memoria. A memdria imunolégica confere imunidade protetora contra reinfecgdes pelo
mesmo agente (TIZARD, 2014).

4.4.1. Efeito do estresse térmico por calor no sistema imune

O sistema imune atua impedindo a invasdo e destruicdo dos tecidos por
patdgenos, sendo seu funcionamento controlado pelo préprio sistema imune, sistema
neuroendocrino e pelo sistema nervoso autdbnomo. Esses sistemas trabalham em
associacdo para modular a ativacdo e controlar a resposta do sistema imune ao agente
agressor. Estudos realizados em codornas (Coturnix coturnix) e frangos (Gallus gallus)
sugerem que os fendtipos imune-neuroenddcrinos encontrados nestas aves Sao
semelhantes aos dos mamiferos, estes se mantém preservados ao longo da reproducéo
seletiva no setor avicola (NAZAR et al., 2015; NAZAR et al., 2017).

Em situacdo de estresse por calor, ocorrem alteracbes neuroenddcrinas na
tentativa de restabelecer a homeotermia. O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal inicia a
resposta por meio do horménio de liberador de corticotropina (CRH), hormdénio
adrenocorticotrépico (ACTH) e os hormdnios glicocorticéides. O CRH é produzido no
hipotalamo e representa o estimulo obrigatério para sensibilizar a hipofise a secretar
ACTH, que por sua vez estimula a adrenal a liberar os glicocorticéides (DHABHAR,
2009).

A ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal em situacdes de estresse
continuo provoca, portanto, aumentos nos niveis circulantes de glicocorticoides,
resultando em maior catabolismo protéico, hiperglicemia, depressao, imunossupressao e
aumento da susceptibilidade a infecces (MATTERI et al., 2000; DHABHAR, 2009;
RAUW, 2012).

Os niveis elevados de corticosterona na corrente sanguinea acarretam lise de
linfécitos imaturos da bolsa cloacal e do timo, ocasionando hipotrofia dos referidos
orgéos e involugdo precoce do tecido linféide (REVIDATTI et al., 2002). Esta deplecéo
ndo so interfere na producdo de imunoglobulinas como também reduz os niveis de
anticorpos circulantes, tornando o animal mais vulneravel aos desafios sanitarios
(CALEFI et al., 2017).

O processo de deplecédo linfocitaria € mediado por intensificacdo da apoptose,
principalmente na bolsa cloacal, por isso que este 6rgao é frequentemente adotado para

avaliar a resposta em casos de estresse (REVIDATTI et al.,, 2002). Segundo
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Ebrahimzadeh et al. (2012), o estresse por calor em frangos pode aumentar os niveis de
citocinas pro-inflamatorias e resultar na ativagéo do eixo hipotdlamo- hipofise-adrenal.
O consequente aumento dos niveis de corticosterona na corrente sanguinea intensifica o
processo de apoptose das células de defesa. Esses dados corroboram dados Quinteiro-
Filho et al. (2017) que relataram o estresse por calor aumentou 0s niveis de
corticosterona plasmatico, diminuiu os niveis de IgA e a expressdo do RNAm da IL-6 e
IL-12 no baco. Partes desses fatos podem ser explicados pela ativacdo exacerbada do
eixo hipotalamo- hipofise-adrenal, que leva ao comprometimento do funcionamento do
sistema imune em aves de capoeira desafiadas com Salmonella Enteritidis.

No entanto, as altera¢cBes neuroenddcrinas que ocorrem nas aves em situacdo de
estresse por calor, promovem alteracfes no sistema imune que ainda ndo sdao bem
compreendidas, pois em algumas situacbes em vez de imunossupressao, pode ocorrer
imunoestimulacdo (SILVA et al., 2009a). Varios fatores podem ser responsaveis pelos
possiveis efeitos que o sistema imune sofrera quando submetido ao estresse, como a
duracdo (aguda versus cronica) do estresse, mudangas na distribuicdo de leucdcitos
dentro do corpo e nos compartimentos em que ocorre a resposta imune, a concentragao
(fisiolégica versus farmacoldgica), e a natureza (enddgena versus sintética) da
exposicdo ao glicocorticoide. E necessaria uma maior elucidagio das interagdes entre os
fatores acima mencionados e outros fatores nervosos, enddcrinos e genéticos na
mediacdo dos efeitos do estresse na funcdo imune (DHABHAR, 2009).

Oznurlu et al. (2010), estudaram a influéncia da temperatura de incubacdo
(medida na casca do ovo) sobre o sistema imunol6gico e ressaltaram que o
desenvolvimento da bursa e timo foi reduzido pelas temperaturas elevadas (37,8°C,
38,8°C, 40,1°C e 40,6°C), concluindo que a temperatura elevada na incubacdo pode
resultar em baixa imunidade nos lotes de frango de corte. No entanto, de acordo com
Leandro et al. (2017), os embriGes oriundos de matrizes de 42 e 64 semanas de idade
sdo mais resistentes a variaces de temperatura pois 0 aumento da temperatura para
39°C ndo foi prejudicial para o desenvolvimento do baco e bolsa cloacal. Como as
matrizes mais velhas produzem ovos maiores, € possivel que nesses ovos o estresse nao
tenha sido suficiente para provocar danos, ou pode ndo ter havido aquecimento
suficiente no interior dos ovos, ja que a temperatura controlada foi a da incubadora e
ndo a temperatura dos ovos.

Borges et al. (2004) encontraram, em aves criadas em ambientes com

temperaturas elevadas, atrofia de todos os drgdos linfoides (timo, baco e bolsa cloacal),
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sugerindo que possa haver reducdo do numero de linfdcitos circulantes. Estes resultados
sdo consistentes com a idéia de que 0s estressores e a corticosterona tém efeito negativo
sobre os orgaos linfoides, levando a atrofia e regressdo desses orgdos. Os autores
sugerem que a diminui¢do do peso dos orgéos linfoides é um bom indicativo de estresse
pelas aves.

Silva et al. (2009b) observaram interacdo entre idade e temperatura sobre os
niveis de anticorpos de 1 a 20 dias de idade em frangos. Os autores sugeriram que
baixas temperaturas sdo mais deletérias para a imunidade humoral do que altas
temperaturas, provavelmente devido a susceptibilidade que as aves tém ao frio nessa
fase. Estudos realizados por Miranda et al. (2010) relatam que ndo ha efeito da
temperatura sobre a producédo de titulos de anticorpos vacinais anti-Newcastle dosados
por ELISA e HI nas idades de 10, 21 e 42 dias. Esses dados corroboram Porto et al.
(2015), que observaram que estresse cronico por calor ndo interfere na producdo dos
niveis de anticorpos séricos anti-Newcastle em pintainhos na fase inicial e pré-inicial.

Em estudos realizados por Kamel et al. (2017), em frangos de corte submetidos
ao estresse crénico por calor no periodo de 21 a 42 dias de idade observou aumento dos
niveis plasmaticos da corticosterona e da relacdo heteréfilo/linfécito e diminuicdo nos
niveis de 1gG e IgM plasmatica em relacdo ao grupo controle. Em partes esses
resultados sdo consequéncia do aumento da fosforilagdo do e EF2 a qual suprime a
sintese protéica em leucocitos.

Amaral Rosa et al. (2011) observaram que estresse por calor promove heterofilia
e linfopenia, nas aves as mesmas ndo apresentavam sinais clinicos de inflamacao.

De acordo com El-Daly et al. (2014) a exposicéo altas temperaturas durante a
incubacdo de ovos de codornas japonesas pode ser recomendada para manter a
homeostase fisioldgica das aves durante o estresse térmico por calor durante a fase de
producdo. Além disso, para intensificar aclimatacdo das aves e fortalecer o sistema
imune é recomendada a suplementacdo de vitamina C na dieta.

Araujo et al. (2017) citam outros fatores relacionados a qualidade imunoldgica
de pintainhos de codornas, como a idade da matriz, periodo de armazenamento e
temperatura de armazenamento. Ovos de progenitoras acima de 24 semanas, devem ser
armazenados a 14°C e ndo devem ultrapassar o periodo de 6 dias de armazenamento
pois isto reflete em menor area de foliculos bursais prejudicando a qualidade

imunoldgica da progénie.
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humidity and automatic turning every two hours. From the 6" day of incubation until
hatching the temperatures were adjusted to 37,8°C (standard), 38,5°C (intermediate) and
39,5°C (high). On the 15" day of incubation the incubators were programmed to stop
lthe egg turning. The birth of the quail was followed every 3 hours. All unhatched eggs
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C) and two ambient temperatures (stress and thermoneutral). On days 10, 20, 30 and 40
all quails were weighed to determine live weight (g) and weight gain (g). Four quails
from each treatment were euthanized and necropsied for duodenum collection,
determination of absolute weight(g) and relative weight(%) and morphometric
evaluation (height of villus, depth of crypt, relation villus/crypt ratio and absorption
area). The data were analyzed statistically and the differences between the averages
were determined by the Tukey test at 5% probability. High incubation temperature
39,5°C provided lower hatching rate and live birth weight, however, from the 10th day
of age increased live weight and weight gain. In addition, the villus height, villus/crypt
ratio and area of duodenal mucosa absorption in situations of chronic stress after
hatching were positively influenced (P <0,05). These results indicate that thermal
manipulation during incubation can induce physiological changes, which act as
epigenetic thermal adaptation. The results open new perspectives on how to improve the
performance and intestinal morphometry of Japanese quails submitted to high ambient

temperatures.

INDEX TERMS: absorption area, stress, histology, incubation, temperature

Resumo. — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da manipulagéo da temperatura
de incubacéo sobre os parametros de incubacdo, desempenho e morfometria da mucosa
duodenal de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) submetidas ao estresse
térmico cronico por calor apds eclosdo. Quinhentos e quarenta ovos adquiridos de um
incubatério comercial foram distribuidos em trés incubadoras, com a temperatura de
37,8°C e umidade 60% e viragem automatica a cada duas horas. A partir do 6° dia de
incubacdo até o0 momento da eclosdo as temperaturas foram ajustadas 37,8°C (padréo),
38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta). No 15° dia de incubagéo as incubadoras foram
programadas para cessar a viragem dos ovos. O nascimento das codornas foi
acompanhado a cada 3 horas. Todos os ovos ndo eclodidos foram abertos para
determinar o periodo da mortalidade embrionaria. As codornas que eclodiram foram
avaliadas quanto a qualidade pelo escore de 0 a 100 pontos, pesadas e distribuidas de
forma uniforme, um delineamento inteiramente casualizado com trés temperaturas de
incubacdo (37,8, 38,5 e 39,5°C) e duas temperaturas de ambiente (estresse e
termoneutro). Nos dias 10, 20, 30 e 40 todas as codornas foram pesadas para determinar

0 peso vivo (g) e ganho de peso (g). Quatro codornas de cada tratamento foram
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eutanasiadas e necropsiadas para coleta do duodeno, determinacgéo do peso absoluto (g)
e peso relativo (%) e avaliagdo da morfométrica (altura de vilo, profundidade de cripta,
relagdo vilo/cripta e &rea de absorcdo). Os dados foram analisados estatisticamente e as
diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Alta temperatura de incubacdo 39,5°C proporcionou menor taxa de
ecloséo e peso vivo ao nascer, no entanto, a partir do 10° dia de idade aumentou 0 peso
vivo e ganho de peso. Além, de influéncia de forma positiva (P<0,05) a altura de vilo,
relacdo vilo/cripta e area de absorcdo da mucosa duodenal em situacGes de estresse
crénico apos eclosdo. Esses resultados indicam que a manipulacdo térmica durante a
incubacdo pode induzir mudancas fisioldgicas, que atuam como adaptacdo térmica
epigenética. Os resultados abrem novas perspectivas de como melhorar o desempenho e
morfometria intestinal de codornas japonesas submetidas a altas temperaturas

ambientes.

TERMOS DE INDEXACAO: area de absorcdo, estresse, histologia, incubacio,

temperatura.

INTRODUCAO

A coturnicultura estd em ampla expansdo, sendo uma atividade de baixo
investimento e retorno financeiro rapido. Caracteristicas das codornas japonesas
(Coturnix coturnix japonica) incluem: rapido crescimento, alta produtividade, baixo
consumo de racdo, maturidade sexual precoce e um longo periodo de producdo, por
apresentar estas caracteristicas Unicas a coturnicultura estd ganhando destaque no setor
avicola (Silva et al. 2018). Fatores como melhoramento genético, nutricdo, manejo
sanitario, incubacédo artificial e o controle da temperatura ambiente sdo fundamentais
para o desenvolvimento do setor. Dentre esses fatores a temperatura ambiente do local
de criacdo € considerada como o principal fator de estresse, e consequentemente
responsavel pelo sucesso ou fracasso de uma empresa avicola (Sousa et al. 2014).

As aves sdo mais susceptiveis a variacao térmica do que os mamiferos, devido as
caracteristicas anatomofisiologicas como presenca de penas, auséncia de glandulas
sudoriparas e elevada producdo de calor metabdlico, o seu sistema termorregulador é
mais propicio a reter calor do que dissipa-lo (Furlan et al. 2012).

O estresse térmico por calor ocorre quando a quantidade de calor produzido

pelas aves ultrapassa a capacidade de dissipacdo (Alagawany et al. 2017). Nesta
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situacdo ocorrem mudangas fisiologicas e comportamentais nas codornas, as quais
afetam severamente o consumo de racdo e provocam mudangas estruturais no epitélio
intestinal, diminuindo a digestibilidade e absor¢do dos nutrientes, a qual interfere no
ganho de peso e na taxa de crescimento, aléem disso, sdo observadas alteracdo no pH
sanguineo, balanco eletrolitico e imunossupressdo devido aos altos niveis de cortisol
circulante, elevando a taxa de mortalidade (El-Kholy et al. 2017, Santos et al. 2017).

As temperaturas de conforto térmico para codornas sdo diferentes das
observadas para outras aves, por isso as codornas sdo mais tolerantes ao estresse por
calor em comparacao as galinhas, este fato deve-se a maior relacdo superficie/volume,
proporcionando as codornas maior capacidade de dissipar o calor produzido. A zona de
conforto térmico para codornas a partir da quarta semana apés a eclosdo varia de 25 a
26°C, apresentando estresse severo quando a temperatura chega aos 33°C (Sousa et al.
2014, Santos et al. 2017).

A temperatura de incubacdo influencia todo o processo de desenvolvimento,
crescimento e metabolismo do embrido (Reyna et al. 2017) e seu desempenho apds
eclosdo (Burggren & Elmonoufy, 2017). A manipulacdo térmica durante a incubacéo é
sugerida como uma alternativa para melhorar as respostas fisiologicas das aves em
situacOes de estresse, principalmente estresse por calor, ao longo da sua vida. Este
evento promove mudancas ndo génicas durante fases especificas do desenvolvimento
embrionario, a qual permite adaptacao das aves a altas temperaturas ambientais (Piestun
et al. 2011). No entanto, estudos sobre a manipulacdo térmica e aquisicdo de
termotolerancia em codornas japonesas Sao escassos.

De acordo com Loyau et al. (2016) embrides submetidos a altas e baixas
temperaturas durante a incubacdo melhoram sua capacidade de se adaptar a ambientes
quentes e frios, respectivamente, ao longo da vida. Segundo Piestun et al. (2009) para se
obter o efeito duradouro da termotolerancia apds eclosdo a manipulacdo térmica durante
incubacdo deve ser realizada no periodo do desenvolvimento dos eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide e eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal. A aquisi¢do da termotolerancia em
situacbes de estresse térmico por calor em frangos é promovida pelos hormonios
tireoidianos (T3 e T4) e pelas proteinas de choque térmico, que reduzem o metabolismo
basal das células e aumentam a estabilidade dos tecidos respectivamente (Al-Zghoul,
2018).

Considerando que a manipulacdo térmica durante a incubacdo é capaz de

influenciar de forma benéfica os pardmetros de desempenho, desenvolvimento do
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sistema digestorio e desencadear a termotolerancia em aves ao longo da vida produtiva,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da manipulacdo da temperatura de
incubagdo sobre os parametros de incubagdo, desempenho e morfometria da mucosa
duodenal de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) submetidas ao estresse

térmico por calor apos ecloséo.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA) sob no. 37/2016. O
ensaio de incubacdo foi realizado no laboratério multidisciplinar do departamento de
Biociéncia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Foram utilizados
540 ovos de codornas japonesas adquiridos de um incubatério comercial (Granja
Fujikura/Suzano-SP), sendo considerados incubaveis os ovos de casca limpa, integra e
pigmentada, forma eliptica e sendo descartados aqueles pontiagudos, com presenca de
mofo e quebrados.

A incubacao foi realizada em uma sala com temperatura e umidade controlada.
Foram distribuidos 180 ovos de forma aleatéria em cada incubadora (Brood
Chocadeira®), que tiveram a temperatura ajustada para 37,8°C e umidade relativa para
60%. No 6° dia de incubacdo até 0 momento da eclosdo estabeleceu-se a manipulacéo
térmica (MT) por 24h, sendo as temperaturas das incubadoras ajustadas para 37,8°C
(padréo), 38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta) e umidade de 65%, viragem automatica
a cada duas horas nos trés tratamentos. No 15° dia de incubacdo as incubadoras foram
programadas para cessar a viragem dos ovos. O nascimento das codornas foi
acompanhado a cada 3 horas, a partir do 16° dia de incubacéo (384 horas) até 21° dia de
incubacdo (505 horas). Todos os ovos ndo eclodidos foram abertos e passaram pelo
embriodiagnostico para determinar o periodo da mortalidade embrionaria. Foram
consideradas trés fases de morte embrionaria. A fase | compreendeu o periodo de zero a
sete dias de desenvolvimento, a fase Il, o periodo de oito a onze dias, e a fase Ill, o
periodo de doze a dezoito dias. Os ovos foram quebrados para a visualizacdo da
consisténcia, forma fisica e estado de desenvolvimento do embrido das codornas de
acordo com Ainsworth et al. (2010).

Apos eclosdo as codornas foram pesadas e avaliadas quando as qualidades
fisicas de acordo com escore de 0 a 100 pontos, segundo a metodologia de Tona et al.

(2003). Foram distribuidas de forma uniforme, em gaiolas de madeira e arame
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galvanizado com 50cm de comprimento e 120cm de largura, o piso forrado com 3cm de
cama de maravalha, no galpdo aviério no setor de avicultura da UFERSA. Formando
um delineamento inteiramente casualizado com trés temperaturas de incubacgéo (37,8,
38,5 e 39,5°C) e duas temperaturas ambientes (estresse e termoneutro). Para submeter
as codornas japonesas a uma situacdo de estresse térmico crénico por calor, a
temperatura permaneceu constante do 1° ao 40° dias de idade em 40°C e umidade
+60%. Para manter essa temperatura foram utilizadas quatro lampadas de secagem
infravermelha e as gaiolas foram isoladas externamente com lona plasticas, sendo
realizadas oito saidas para renovacao do ar. Temperatura e umidade relativa do ar foram
monitoradas usando-se termohigrometros na altura do dorso das codornas japonesas.
Para manter ambiente de conforto térmico foram estabelecidas as seguintes
temperaturas de 35°C- 23°C ao longo dos 40 dias, havendo uma reducédo de 3°C a cada
semana (El-Tarabany 2016, Bayrakdar et al. 2017). Portanto, havia seis tratamentos: T1
(37,8°Clestresse), T2 (38,5°C/estresse), T3 (39,5°Clestresse), T4 (37,8°C/termoneutro),
T5 (38,5°C/termoneutro) e T6 (39,5°C/termoneutro).

As aves receberam agua e racdo ad libitum. Ragbes foram formuladas com
farelo de milho e soja, seguindo as recomendacdes nutricionais da idade (Rostagno et al.
2011). O manejo foi realizado diariamente as 08:00h, 14:00h e 20:00h. No 10° dia,
todas as aves foram vacinadas (vacina viva atenuada) contra a doenca de Newcastle por
via ocular na dose de 0,06ml de acordo com o fabricante (New Vacin, La Sota, Fort
Dodge).

Aos 10, 20, 30 e 40 dias todas as codornas foram pesadas para determinar o peso
vivo(g) e ganho de peso(g). Quatro codornas de cada tratamento foram eutanasiadas
com anestesia geral dissociativa, com associacdo de cloridrato de cetamina, cloridrato
de xilazina e sulfato de atropina. Apds a inducdo foi realizado o deslocamento cervical
com posterior necropsia para coleta do duodeno, do que foi pesado para determinar o
peso absoluto(g) e peso relativo(%) pela formula (peso absoluto/peso do animal)x100.

Para avaliagdo moformétrica do duodeno, foram utilizados quatro animais por
tratamento, sendo coletados fragmentos de aproximadamente 2cm da por¢do média do
duodeno. As amostras foram lavadas com agua destilada e fixadas em formol a 10% por
24 horas. As amostras teciduais foram desidratadas em série crescente de alcoois (70,
80, 90 e 100%) diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Apds microtomia semi-
seriada com espessura de 5Sum, as amostras histologicas foram coradas com

hematoxilina e eosina. As laminas foram seladas com laminulas utilizando-se Balsamo
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do Canada e observadas a microscopia de luz. Foram realizadas fotografias de campos
contendo vilos orientados verticalmente. As analises das imagens foram realizadas
através do programa Axio Vision.

A altura de vilo e profundidade de cripta foram medidas apds a conversao de
pixels em micrdmetros e a relacdo vilo: cripta foi calculada. A altura de vilo foi medida
a partir da regido basal do vilo, coincidente com a porgdo superior das criptas ao seu
apice. As criptas foram medidas da sua base até a regido de transicdo cripta: vilosidade.
Area de absorcéo foi determinada de acordo com metodologia proposta por (Kisielinski
et al. 2002). Foram realizadas 20 mensuracdes por ave e 80 em cada tratamento e 480
em cada idade, para cada variavel estudada.

Os dados de peso vivo neonato(g), indice de eclodibilidade(%),
embriodiagnostico, qualidade das codornas, peso vivo, peso absoluto e relativo e analise
morfométrica foram submetidos a analise de variancia no programa estatistico SAS
(Statistical Analysis System) versdo 2001. Médias significativas foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de ganho de peso foram submetidos a

analise descritiva utilizando-se o programa Microsoft Excel.

RESULTADOS

Para 0 peso vivo neonato (g) houve diferenca estatistica entre as temperaturas de
incubacdo (P<0,05), sendo o maior peso observado na temperatura padrdo de 37,8°C
(Quadro 1). No entanto, o maior indice de eclosdo foi observado na temperatura
intermediaria 38,5°C, isto ndo refletiu em melhor qualidade de escore corporal. O
menor indice de eclosdo, que refletiu em maior porcentagem de mortalidade
embrionario, foi observado na temperatura alta de 39,5°C, e o periodo intermediario
entre 8° ao 11° dia de incubacéo apresentou maior indice de mortalidade (17,78%).

N&o houve interacdo (P>0,05) para os fatores temperatura de incubacéo e
temperatura ambiente para peso vivo nas diferentes idades estudadas (Quadro 2). As
codornas que sofreram manipulacéo térmica durante a incubacdo com a temperatura de
39,5°C apresentaram maior peso vivo (P<0,05) em comparagédo as demais temperaturas
de incubacdo, independente da temperatura ambiente. A temperatura de 38,5°C
apresentou 0 menor peso vivo em todas as idades. Quando avaliamos o fator
temperatura ambiente, as codornas mantidas em situacdo de termoneutralidade
apresentaram (P<0,05) maior peso vivo do que as codornas submetidas ao estresse

crénico por calor.
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O ganho de peso corporal foi maior aos 10 dias de idade nas codornas
submetidas ao estresse cronico por calor, no entanto, nas demais idades a alta
temperatura ambiente promoveu efeito negativo no ganho de peso. Considerando a
temperatura de incubacdo aos 10, 20 e 30 dias 0 maior ganho de peso pos-eclosdo foi
observado nas codornas provenientes da temperatura de incubagdo 39,5°C, mas este
efeito ndo foi notado aos 40 dias, quando o maior ganho de peso adveio da temperatura
38,5°C (Figura 1).

Os resultados para o peso absoluto do duodeno de codornas japonesas
encontram-se no (Quadro 3). Houve interacdo (P<0,05) entre os fatores temperatura de
incubacgdo e ambiente aos 20 dias de idade. As aves incubadas a 37,8°C e criadas em
situacdo de estresse cronico por calor apresentaram maior peso absoluto do duodeno.
N&o houve diferenca entre as temperaturas de incubacdo, quando as aves foram criadas
em situacdo de termoneutralidade. Aos 30 dias de idade o maior peso absoluto do
duodeno foi observado em codornas criadas em situacéo de termoneutralidade. Aos 10 e
40 dias de idade ndo houve (P>0,05) interacdo entre os fatores estudados. Para 0 peso
relativo do duodeno (Quadro 4), aos 10 dias de idade o maior peso foi observado nas
codornas submetidas ao estresse crénico por calor. Ndo foi observado diferencas entre
os fatores estudados nas demais idades.

Para os fatores temperatura de incubacdo e temperatura ambiente houve
interacdo significativa (P<0,05) para altura das vilosidades duodenais em todas as
idades (Quadro 5). O estresse térmico por calor apos eclosdo promoveu efeito positivo
(P<0,05) na integridade da mucosa, aumentando a altura das vilosidades em todas as
idades estudadas. A manipulacdo térmica da temperatura de incubacdo 39,5°C
promoveu efeito positivo (P<0,05) aos 10 e 30 dias de idade em compara¢do as demais
temperaturas, refletindo positivamente na altura das vilosidades duodenais das codornas
submetidas ao estresse cronico por calor apds a eclosdo em todas as idades avaliadas.
No entanto, quando as aves foram criadas em temperaturas de termoneutralidade, a
manipulacdo térmica durante a incubacgdo 39,5°C ndo apresentou efeito positivo aos 20
e 40 dias de idade. As codornas incubadas com a temperatura padréo (37,8°C) mantém
a integridade da mucosa duodenal em situacdo de estresse térmico por calor apos
ecloséo aos 20, 30 e 40 dias de idade. Quando criadas em situacao de termoneutralidade
apresentam (P<0,05) maiores vilosidades aos 20 e 40 dias em comparacdo as demais

temperaturas. As codornas incubadas com temperatura 38,5°C apresentaram as menores
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alturas de vilosidades duodenais em todas as idades avaliadas e nas duas temperaturas
ambiente (P<0,05).

Houve interacdo significativa (P<0,05) entre os fatores temperatura de incubacéo
e temperatura de ambiente para profundidade de cripta duodenal aos 20, 30 e 40 dias
(Quadro 6). Aos 10 dias a temperatura de incubacdo padrdo 37,8°C apresentou maior
profundidade de cripta em relagdo as demais temperaturas. Aos 20 e 30 dias as codornas
incubadas a 38,5°C apresentaram maiores profundidades de criptas, quando criadas em
situacdo de estresse térmico cronico por calor e em situacdo de termoneutralidade. No
entanto, aos 40 dias este efeito ndo foi observado, onde as profundidades de cripta
foram maiores (P<0,05) nas codornas incubadas com as temperaturas 37,8°C e 39,5°C.

Para relacdo vilo/cripta houve interacdo significativa (P<0,05) entre os fatores
temperatura de incubacdo e temperatura ambiente aos 10, 30 e 40 dias, mas ndo houve
interacdo (P>0,05) entre os fatores aos 20 dias (Quadro 7). Para o fator temperatura de
incubacgdo as melhores médias foram observadas nas codornas oriundas da temperatura
de incubagdo 39,5°C aos 10 e 30 dias. No entanto, aos 20 dias a melhor relagéo
vilo/cripta (P<0,05) foi observada nas codornas provenientes da temperatura de
incubacdo padrdo 37,8°C. No fator temperatura ambiente, as codornas submetidas ao
estresse crénico calor apresentaram maiores (P<0,05) médias aos 10, 30 e 40 dias de
idade em comparacdo as codornas mantidas em situacdo de termoneutralidade. Estes
fatos contribuiram para que a melhor (P<0,05) relacdo vilo/cripta, fosse observada nas
codornas que passaram por manipulacdo térmica durante a incubacdo com temperatura
39,5°C e apds eclosao foram mantidas em situacdo de estresse térmico por calor, aos 10,
30 e 40 dias.

Em todas as idades avaliadas houve interacdo significativa (P<0,05) entre os
fatores temperatura de incubacdo e temperatura ambiente, onde as codornas
provenientes da temperatura 39,5°C apresentaram maior (P<0,05) area de absor¢cdo em
situacdo de estresse cronico por calor apos eclosdo, em todas as idades. Na temperatura
ambiente termoneutra, as codornas oriundas da manipulacdo térmica, apresentaram
maior area de absorcdo aos 10 e 30 dias, efeito ndo observado nas demais idades. Para
temperatura de incubagdo as maiores areas de absorcdo (P<0,05) foram observadas na
temperatura 39,5°C aos 30 dias (Quadro 8). No entanto, aos 10 e 40 dias as maiores
médias foram observadas nas codornas proveniente da temperatura padrdo 37,8°C e da
manipulagéo térmica 39,5°C. O mesmo ndo € observado aos 20 dias, quando menor area

de absorcdo (P<0,05) ocorreu na temperatura 39,5°C, comparada as demais
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temperaturas. Para o fator temperatura ambiente, o estresse cronico por calor apresentou
maior &rea de absorcdo aos 10 e 40 dias de idade, porém aos 20 e 30 dias ndo ha
diferenca (P<0,05) entre as temperaturas ambientes

DISCUSSAO

No presente estudo, o maior indice de eclosdo foi observado nos ovos que
passaram pela manipulacdo térmica com temperatura 38,5°C (87,22%) seguida da
temperatura padrdo 37,8°C (81,11%) e temperatura alta 39,5°C (70,55%). Desta forma,
0 maior percentual de mortalidade embrionaria foi observado na temperatura alta,
principalmente na fase intermediéria (8 e 11 dias de incubagdo). Resultados semelhantes
foram observados por Burggren et al. (2017) em que a fase mais critica para o
desenvolvimento embrionario é a fase intermediadria. Romao et al. (2009), estudando
diferentes temperaturas incubacdo para codornas japonesas, observaram que 0sS
embrides sdo resistentes a alta temperatura de incubacgdo (até 40°C) na fase inicial da
embriogénese, contudo o mesmo ndo foi observado nos estagios finais da incubacéo,
quando as temperaturas de 39 e 41°C aumentaram a mortalidade embrionaria.

A qualidade geral do pitinho pode ser utilizada para identificar possiveis
problemas durante a incubacdo. Segundo Flores et al. (2017) a manipulacdo térmica
durante a incubagdo ndo interfere na qualidade de frangos de corte ap6s eclosdo. Estes
das corroboram Nyuiadzi et al. (2017), que trabalharam com trés temperaturas de
incubacdo com valores menores que o recomendado e ndo observaram diferenca na
qualidade das codornas. No presente estudo, as temperaturas de incubagdo 37,8°C e
39,5°C apresentaram melhor escore de pontuacdo (95,48+5,16a e 93,08+3,30ab
respectivamente), no entanto, reduziu o peso vivo neonato. Segundo Abuoghaba (2016),
0 aumento da temperatura de incubacdo em frangos de corte diminui 0 peso vivo ao
nascer este resultado, reflete em menor peso vivo ao longo da vida da ave, visto que
aumento da temperatura promove mudancas morfologicas no sistema digestorio que
interferem no desenvolvimento da ave. Resultados diferentes aos observados neste
estudo foram observados por Romao et al. (2009) onde o melhor peso vivo ao nascer
foi observado nas codornas provenientes das temperaturas entre 38 a 40°C.

Como esperado, no presente estudo, observou-se que o estresse térmico por calor
apos eclosdo diminui significativamente o peso vivo e 0 ganho de peso de codornas
japonesas. Aves mantidas sob altas temperaturas ambientais reduzem o consumo de

racdo para minimizar o incremento calorico resultante do processo da digestdo. Além
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disso, as aves precisam de uma quantidade consideravel de energia para dissipar o calor
e manter a homeotermia. Portanto, ha diminuicdo da energia disponivel para processos
fisioldgicos, como o desenvolvimento de tecidos de crescimento rapido, como musculos
e 0ssos. O resultado deste processo é a diminuicdo do peso vivo e do ganho de peso,
conforme relatado aqui e por outros autores (Abdellhady et al. 2017, EI-Kholy et al.
2017, Erizir et al. 2018, EI-Kholy et al. 2018).

Sousa et al. (2014) avaliando os limites de conforto térmico para codornas de
corte, verificou que a maioria das codornas mantidas nos tratamentos de conforto,
tiveram maior consumo voluntario de racdo na fase final de criacdo. Diante desta
premissa, podemos afirmar que, quanto maior for a temperatura ambiental, menor sera a
ingestdo voluntéria de alimentos, pois o incremento calérico proveniente da racdo, em
altas temperaturas, ndo é satisfatorio, e a ave precisa eliminar este excesso de calor. No
presente estudo, aos 10 dias de idade, o ganho de peso foi maior na situacdo de estresse
térmico por calor, ap6s os 20 dias o ganho de peso declinou em comparagéo as codornas
mantidas em situacdes de termoneutralidade. Apds a eclosao, o sistema termorregulador
das aves esta anatomicamente formado, no entanto, ndo é completamente funcional,
havendo a necessidade de aquecimento. De acordo com Santos et al. (2017) codornas
japonesas submetidas a altas temperaturas ambientes reduzem significativamente o
comportamento de comer e aumentam o comportamento de beber agua, se tornam mais
agitadas e comecam a abrir mais as asas para aumentar a dissipacdo do calor corporal
para 0 meio ambiente. Umas das formas encontradas pelas codornas para ajustar a
termorregulacdo em situacdes de estresse pelo calor s&o alteragdes no comportamento.

Caracteristicas anatomofisiolégicas como a presenca de penas, auséncia de
glandulas sudoriparas e alta taxa metabdlica favorecem para que as aves apresentem
capacidade limitada para lidar com altas temperaturas ambientais, o que as vezes leva a
reducdo do consumo, perda de peso, baixa produtividade e aumento da taxa de
mortalidade e subsequentes perdas econdmicas (Furlan et al. 2012). A manipulacdo
térmica durante a incubacdo surge como uma estratégia para amenizar este problema e
melhorar a capacidade adaptativa das aves a situacdes de estresse por calor (Piestun et
al. 2011). No presente estudo, as codornas que passaram pelo processo de manipulagéo
térmica durante a incubagdo, com temperatura 39,5°C apresentaram maior peso Vivo e
ganho de peso apos eclosdo, resultados semelhantes a estes foram observados em
codornas (Alkan et al. 2013) e em frangos por (Piestun et al. 2011, Al-Zghoul et al.
2013, Zaboli et al. 2017). De acordo com Al-Zghoul (2018), a manipulacdo térmica
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durante a incubacéo altera a dinamica da expressao de proteinas de choque térmico e
fatores de choque térmico, que estdo envolvidas na termotolerancia das aves quando
submetidas a situages ambientais de estresse por calor.

O intestino delgado atua como importante 6rgao para os processos de digestdo e
absorcéo dos alimentos, sendo um dos 6rgdos mais suscetiveis aos possiveis danos do
estresse termico. Assim, os dados de peso absoluto e relativo do duodeno, as variaveis
morfolégicas como altura de vilo, profundidade de cripta, relacdo vilo/cripta e area de
absorcdo podem ser utilizadas como parametro para determinar o bem estar das aves,
sua capacidade de crescimento, producdo e termotolerancia frente a desafios ambientais.

Em relacdo ao peso dos 6rgdos, so foi observada diferenca para o peso absoluto
entre as temperaturas termoneutra e de estresse aos 30 dias, onde o estresse reduziu o
peso absoluto do duodeno. Segundo Lopes et al. (2015) as aves mantidas em
temperaturas ambientes alta reduzem o tamanho das visceras para tentar compensar a
carga de calor que vai ser dissipada para o ambiente. Resultados semelhantes foram
observados por Xiaofang et al. (2018) onde o peso do duodeno e do ileo de frangos
submetidos aos estresse por calor por 7 dias diminui de forma significativa. Estes
resultados podem estar associados ao baixo consumo de alimento, baixa digestibilidade
e gasto enérgico mais alto na tentativa de perder calor para manter a homeostasia
durante o estresse térmico por calor. Com relacdo ao peso relativo aos 10 dias de idade,
0 estresse térmico aumentou o peso do duodeno. Estes dados corroboram Bonfim et al.
(2016) que relataram que codornas criadas em temperatura ambiente com 32°C até 42
dias de idade ndo afetou o peso relativo do intestino delgado em comparagdo as
codornas do tratamento climatizado. Segundo esses autores, as codornas sdo mais
eficientes em dissipar calor metabolico para ambiente do que os frangos de corte. No
entanto, Lopes et al. (2015), trabalhando com frangos de corte, observaram que 0 peso
relativo do intestino foi maior nas aves submetidas ao estresse térmico, os autores
atribuem a este fato a suplementacdo da dieta com zinco e Vitamina E. No entanto,
Xiaofang et al (2018), sugerem que o estresse pelo calor pode reduzir o peso dos 6rgaos
digestivos, o qual contribuiu para as vilosidades intestinais mais curtas, mesmo que 0
comprimento do intestino tenha sido significativamente maior.

No entanto, no presente estudo os dados de morfometria do duodeno
demonstram que o estresse térmico por calor aumentou a altura das vilosidades em
todas as idades estudadas. Resultados semelhantes foram observados por Bayrakdar et

al. (2017) em codornas japonesas submetidas a temperatura de 33°C por 6 horas por dia,
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no periodo do 7-42 dias de idade. Porém, o efeito benéfico do estresse térmico por calor
na morfometria duodenal ndo refletiu de forma benéfica nos parametros de peso vivo e
ganho de peso. Este fato pode ser explicado pelo alto gasto enérgico necessario para
manter o processo de renovacdo celular (proliferacdo, diferenciacdo e extrusao) celular
que ocorre na mucosa intestinal. Cerca de 20% da energia provenientes dos processos
de digestdo e absorcdo sdo utilizadas para manutencdo da mucosa intestinal, sendo
desviada do crescimento da ave (McBride & Kelly 1990), portanto, quanto mais
extensas forem as reparacdes da mucosa intestinal, menor a disponibilidade de energia
liquida para crescimento da ave.

Wu et al. (2018) relatam que o baixo consumo de racdo em alta temperatura
ambiente promove efeitos deletérios a mucosa intestinal, uma vez que, a presenca de
alimento na mucosa intestinal atua como efeito tréfico para seu desenvolvimento, além
disso, o estresse térmico promove mudancas na superficie epitelial, a qual, permitem a
ligacdo de patdgenos no epitélio resultando na redugdo da altura do vilo e aumento na
profundidade das criptas, prejudicando a integridade do tecido epitelial do intestino
(Burkholder et al. 2008). Segundo Xiaofang et al (2018) para manter a estrutura e
funcdo do sistema digestorio se faz necessario que o processo de renovacao celular seja
rapido, para isso, é necessario a presenca do antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA), entretanto o estresse térmico por calor reduz de forma consideravel a
expressao desta coezima, tanto ao longo do vilo como na regido da cripta.

A altura da vilosidade e a profundidade da cripta sdo consideradas bons
indicadores do desenvolvimento do intestino, em aves criadas em situagOes de
termoneutralidade. Na regido da cripta intestinal € observada a presenca de células
basais responsaveis pelo processo de renovacgdo celular do vilo, assim quando maior a
profundidade da cripta maior altura do vilo. De acordo com Barri et al. (2011) apds
eclosdo ocorre uma intensa hiperplasia na regido da cripta entre o 4° e 14° dia
permitindo o desenvolvimento do epitélio intestinal, os enterdcitos levam cerca de 4
dias para migrarem até a ponta das vilosidades. No presente estudo a melhor relagéo
vilo/cripta foi observada aos 10, 30 e 40 dias de idade nas codornas submetidas ao
estresse térmico por calor. Resultados semelhantes foram observados por Fernandes et
al. (2017) em frangos submetidos a oscilagéo térmica.

Resultados diferentes aos observados no presente estudo foram relatos por
Sandikci et al. (2004), Mehaisen et al. (2017) em codornas japonesas submetidas ao

estresse térmico por calor. Segundo esses autores a exposi¢do de codornas a altas
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temperaturas ambientes provoca alteragdes estruturais no epitélio intestinal afetando os
processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes. Corroborando esses dados Porto et al.
(2015), Fernandes et al. (2017), Wu et al. (2018) observaram que o0 aumento da
temperatura ambiente reduz os parametros de morfometria intestinal em frangos de
corte. De acordo com Porto et al. (2015) durante o estresse térmico por calor ocorre uma
reducdo na energia disponivel para o trato gastrointestinal, que retarda o
desenvolvimento da mucosa intestinal, resultando em vilosidades mais curtas, maior
profundidade das criptas e menor relacdo vilo/cripta.

O aquecimento climatico que vem ocorrendo ao longo dos anos € uma
preocupacdo para o setor da coturnicultura, uma vez, que estresse térmico por calor
promove varias alteragbes no comportamento e n6s mecanismos fisiologicas das
codornas, culminando com baixo desempenho dessas aves e perdas econdmicas para 0
setor (Nyoni & Archer 2018). Desta forma, é essencial encontrar meios para minimizar
os efeitos negativos do estresse térmico por calor. A manipulacdo térmica durante a
incubacdo pode induzir mudancas fisiol6gicas que atuam como adaptacdo térmica
epigenética, melhorando a termotolerancia das aves ao longo da vida (Piestun et al.
2009). No presente estudo, a manipulacdo térmica durante a incubagcdo com temperatura
de 39,5°C apresentou as maiores médias para altura de vilo, relacéo vilo/cripta e area de
absorcéo, quando as codornas foram submetidas ao estresse cronico por calor em todas
as idades avaliadas. Esses dados corroboram De Barros Morreira Filho et al. (2015) que
observaram efeito positivo sobre a morfometria intestinal em frangos inoculados com
Salmonella Enteritidis submetidos a alta temperatura de incubacdo. De acordo com
Barri et al. (2011) a manipulacdo térmica durante a incubagéo apresenta-se como fator
positivo para aumento das vilosidades intestinais que pode ser observada a partir do
sexto dia pos ecloséo.

Para Piestun et al. (2009) aquisicdo da termotolerancia em situacdes de estresse
térmico por calor em aves ocorre quando a manipulacdo térmica é realizada durante o
desenvolvimento embrionario dos eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide e eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal. Segundo Al-Zghoul (2018) a manipulagéo térmica com temperatura de
39,5°C promove reducdo dos niveis plasmaticos circulantes de T3 em frangos
submetidos ao estresse cronico por calor aos 35 dias de idade, essa reducdo da taxa
metabolica estd relacionada com aquisicdo da termotoleréncia. Para Al-Zghoul et al.
(2013) a manipulacéo térmica durante a incubagéo favorece o condicionamento térmico

em aves ao longo da sua vida por aumentar expressao de proteinas de choque térmico
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Hsp70, quando as aves sdo submetidas a desafios termicos. Desta forma, a manipulacao
térmica durante incubacdo apresenta-se como uma alternativa para lidar com efeitos

deletérios situacdes de estresse térmico apds eclosao.

CONCLUSOES
A manipulacao térmica durante a incubagdo com temperatura de 39,5°C reduz o
indice de eclosdo e peso vivo ao nascer, mas ndo interfere na qualidade fisica das
codornas. Além disso, melhora a integridade da mucosa duodenal das codornas
submetidas ao estresse térmico por calor apds eclosao. Esta melhoria pode ser explicada
pelas mudancas epigenéticas que desencadearam a termotolerancia das codornas a apds

eclosdo.
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Quadro 1. Peso vivo neonato, eclodibilidade, escore de qualidade fisica e
mortalidade das codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) submetidas a

manipulagédo térmica durante a incubagéo

Variaveis Temperatura de incubacéo (°C) Valor de
37,8 38,5 39,5 P

Peso vivo neonato (g) 9,83+0,80a 8,02+0,84b 7,76+0,91b 0,0496
Eclodibilidade (%) 81,11b 87,22a 70,55¢ <.0001
Qualidade fisica 95,48+45,16a 91,90£3,20b  93,08+3,30ab <.0001
Méaximo-Minimo 100 - 88 100 - 63 100 - 66

Mortalidade (%) 18,89b 12,78c 29,45a <.0001
Precoce 7,22a 3,88¢ 10,0b <.0001
Intermediaria 6,12¢c 7,23b 17,78a <.0001
Tardia 5,55a 1,67b 1,67c <.0001

Letras iguais na linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey 5%
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Quadro 2. Peso vivo (g) das codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com

10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacédo térmica durante e apds

ecloséo
10dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 35,94 67,08 103,38 130,74
38,5/estresse 31,30 61,22 99,76 129,14
39,5/estresse 36,18 68,38 106,80 133,06
37,8/termoneutro 30,63 70,42 121,03 143,43
38,5/termoneutro 29,24 66,00 117,00 148,09
39,5/termoneutro 35,44 75,61 126,73 158,41
TI Padrdo (37,8°C) 33,28b 68,75b 112,20b 137,08b
Intermediéria (38,5°C) 30,27¢c 63,61c 108,38c 138,61b
Alta (39,5°C) 358la 7199a 116,76a 145/41a
TA Estresse 3424B 6563B 102,76 B 130,58B
Termoneutra 3544 A T7561A 126,73 A 15841 A
Probabilidade TI <.0001 <.0001 0,0005 0,05
TA 0,0014 <.0001 <.0001 <.0001
TIXTA NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubagdo) indicam que as médias na

mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

TI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.
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Quadro 3. Peso absoluto(g) do duodeno de codornas japonesas (Coturnix coturnix

japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacdo térmica

durante e apds ecloséo

10dias 20dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,67 1,20 aA 1,39 1,86
38,5/estresse 0,66 0,72 cA 1,29 1,37
39,5/estresse 0,71 0,94 bA 1,10 1,51
37,8/termoneutro 0,69 0,88 aA 1,48 1,44
38,5/termoneutro 0,64 0,94 aA 1,35 1,49
39,5/termoneutro 0,59 0,97 aA 1,54 1,31
TI Padrdo (37,8°C) 0,68 1,04 a 1,43 1,65
Intermediaria (38,5°C) 0,65 0,83 b 1,32 1,43
Alta (39,5°C) 0,65 0,95a 1,32 1,41
TA Estresse 0,68 0,95 1,26 B 1,58
Termoneutra 0,64 0,93 1,45 A 1,41
Probabilidade TI NS 0,02 NS NS
TA NS NS 0,04 NS
TIXTA NS 0,02 NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubagdo) indicam que as médias na

mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.
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Quadro 4. Peso relativo (%) do duodeno de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacdo térmica
durante e apds ecloséo

10dias 20dias 30dias 40 dias

Tratamentos 37,8/estresse 2,09 2,00 1,44 1,32
38,5/estresse 2,10 1,34 1,25 1,14
39,5/estresse 2,21 1,33 1,05 1,21
37,8/termoneutro 2,15 1,36 1,26 1,05
38,5/termoneutro 1,87 1,49 1,30 1,19
39,5/termoneutro 1,85 1,30 1,18 1,08
TI Padrao (37,8°C) 2,12 1,68 1,35 1,18
Intermediaria (38,5°C) 1,98 1,41 1,27 1,16
Alta (39,5°C) 2,03 1,31 1,11 1,14
TA Estresse 2,13 A 1,55 1,24 1,22
Termoneutra 1,95B 1,38 1,24 1,10
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA 0,02 NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubagdo) indicam que as médias na
mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre
as temperaturas.
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Quadro 5. Altura do vilo (um) do duodeno das codornas japonesas (Coturnix

coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacéo

térmica durante e apds ecloséo

10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 687,57 bA 711,09aA 722,25aA 778,57 aA
38,5/estresse 746,69 bA 628,34 bA 656,31 bA 738,02 bA
39,5/estresse 826,22 aA 700,18 aA 730,31aA 793,07 aA
37,8/termoneutro 704,40aB 675,57aB 690,88aB 720,05 aB
38,5/termoneutro 587,75bB 638,20aB 648,90 bB 634,45 cB
39,5/termoneutro 677,96 aB 567,64 bB 666,98 aB 645,38 hB
TI Padrdo (37,8°C) 695,98 b 693,33 a 706,56 a 749,31 a
Intermediaria (38,5°C)  667,22b 633,20 b 652,60 b 686,23 ¢
Alta (39,5°C) 752,09 a 633,91b 698,64 a 719,22 b
TA Estresse 75349 A 67987A 70295A 769,88 A
Termoneutra 656,96 B 627,13B 668,92B 666,62 B
Probabilidade TI <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
TA <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
TIXTA <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na
mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.
Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.
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Quadro 6. Profundidade de cripta (um) do duodeno das codornas japonesas

(Coturnix coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a

manipulagdo térmica durante e apds eclosao

10dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 47,65 40,36 bA 46,48aA 39,98 aA
38,5/estresse 4552 4558aA 40,46aA 37,61 bA
39,5/estresse 4598 43,70bA 3594 bA 37,64 bA
37,8/termoneutro 46,53 4190bA 38,40bB 40,35aA
38,5/termoneutro 46,41 45,20aA 40,25aB 36,04 bA
39,5/termoneutro 4480 38,52bA 40,94aB 38,76 aA
TI Padrdo (37,8°C) 47,09a 41,13b 42,44 a 40,16 a
Intermediaria (38,5°C) 4596b 4539a 40,35a 36,82 b
Alta (39,5°C) 4539b 41,11b 38,44 b 38,2a
TA Estresse 46,38 43,21 40,96 A 38,41
Termoneutra 46,91 41,87 39,86 B 38,38
Probabilidade TI 0,02 <.0001 <.0001 <.0001
TA NS NS 0,0004 NS
TIXTA NS <.0001 <.0001 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubagdo) indicam que as médias na

mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

TI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.



77

Quadro 7. Relacdo vilo/cripta (um/um) do duodeno das codornas japonesas

(Coturnix coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a

manipulagdo térmica durante e apds eclosao

10 dias 20dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 1462 bA 17,86 15,66 bA 19,51 bA
38,5/estresse 16,59 bA 1486 16,40bA 19,72aA
39,5/estresse 18,25aA 16,11 20,44aA 21,14aA
37,8/termoneutro 1539aB 17,62 18,09aB 17,93 aB
38,5/termoneutro 13,09bB 14,41 16,17bB 17,69 aB
39,5/termoneutro 15,35aB 14,95 16,40bB 16,71 bB
TI Padrdo (37,8°C) 1500b 17,74a 16,87b 18,72
Intermediaria (38,5°C) 1484b 1463b 16,28 18,70
Alta (39,5°C) 16,80a 1553b 18/42a 18,92
TA Estresse 16,48 A 16,27 1750 A 20,12 A
Termoneutra 14,61 B 15,66 16,88 B 17,44 B
Probabilidade TI <.0001 <.0001 <.0001 NS
TA <.0001 NS <.0001 <.0001
TIXTA <.0001 NS <.0001 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na

mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.
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Quadro 8. Area de absor¢do do duodeno das codornas japonesas (Coturnix

coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacéo

térmica durante e apds ecloséo

10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 14,64 bA 15,82aA 15,84bA 18,41 aA
38,5/estresse 14,69 bA 13,39 bA 1557bA 17,68 bA
39,5/estresse 15,82aA 14,64aA 18,98aA 18,70 aA
37,8/termoneutro 13,79aB 14,66aA 17,50aA 16,69 aB
38,5/termoneutro 11,84bB 14,88aA 15,86 bA 15,51bB
39,5/termoneutro 13,67aB  13,50bA 16,96 aA 15,16 bB
TI Padrdo (37,8°C) 14,21 a 14,97 a 16,67 b 17,55 a
Intermediéria (38,5°C) 13,26 b 14,13a  15,71b  16,59b
Alta (39,5°C) 14,74 a 13,98 b 1797a 16,93 ab
TA Estresse 15,05 A 14,37 16,79 18,26 A
Termoneutra 13,01 B 14,34 16,77 15,78 B
Probabilidade TI <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
TA <.0001 NS NS <.0001
TIXTA <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubagdo) indicam que as médias na

mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre

as temperaturas.
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Figura 1. Ganho de peso (g) das codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica)
com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacéo térmica durante e apds

a eclosdo
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7. Capitulo 111

Efeito da manipulacéo térmica durante a incubacao sobre os parametros
hematoldgicos, bioquimica sérica e caracteristicas morfoldgicas da bolsa cloacal de

codornas japonesas submetidas ao estresse cronico por calor

O presente trabalho foi enviado a revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia
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Efeito da manipulacdo térmica durante a incubacdo sobre o0s parametros
hematoldgicos, bioquimica sérica e morfometria da bolsa cloacal de codornas
japonesas submetidas ao estresse cronico por calor

Effect of thermal manipulation during incubation on the hematological parameters,
serum biochemistry and morphometry of cloacal bag of Japanese quails submitted to
chronic heat stress

M.L. Porto'*, J.D.F. Neto?

! Discente do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido ~-UFERSA - Mossor6-RN
2 Docente da Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA - Mossor6-RN

Resumo — Objetivou-se avaliar os efeitos da manipulacdo da temperatura de incubacéo
sobre a resposta imune de codornas desafiadas termicamente apos eclosdo. Para isso,
foram utilizados 540 ovos distribuidos em trés incubadoras, com temperatura de 37,8°C
e umidade 60%. A partir do 6° dia de incubacdo até eclosdo as temperaturas foram
ajustadas 37,8°C (padrdo), 38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta). Apos eclosdo as
codornas foram pesadas e distribuidas, em delineamento inteiramente casualizado com
trés temperaturas de incubacédo (37,8, 38,5 e 39,5°C) e duas temperaturas de ambiente
(estresse e termoneutro). Aos 10, 20, 30 e 40 dias quatro codornas por tratamento foram
eutanasiadas para coleta da bolsa cloacal, figado e coracdo para determinar o peso
absoluto (g), peso relativo (%) e area dos foliculos bursais. Sangue foi colhido para
realizacdo do hemograma, leucograma e bioguimica sérica. Os dados foram analisados e
as diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey a 5%. O estresse
térmico por calor, a partir dos 20 dias, promove reducdo no peso absoluto do figado,
coragéo, bolsa cloacal e na area dos foliculos bursais. Além disso, heterofilia, linfopenia
e aumento da relagdo heterdfilo/linfécito. Em conclusdo, o estresse térmico por calor

apos 10 dias de idade pode causar imunossupressao.

Palavras chave: aclimatagéo, codornas japonesas, estresse, imunidade, leucograma
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Abstract- The objective of this study was to evaluate the effects of manipulation of the
incubation temperature on the immune response of quails challenged thermally after
hatching. For this, 540 eggs were distributed in three incubators, with temperature of
37.8°C and humidity 60%. From the 6™ day of incubation to hatching the temperatures
were adjusted to 37.8°C (standard), 38.5°C (intermediate) and 39.5°C (high). After
hatching the quails were weighed and distributed in a completely randomized design
with three incubation temperatures (37.8, 38.5 and 39.5°C) and two ambient
temperatures (stress and thermoneutral). At 10, 20, 30 and 40 days four quail per
treatment were euthanized to collect the cloacal burse, liver and heart to determine the
absolute weight (g), relative weight (%) and area of the bursal follicles. Blood was
sample for hemogram, leukogram and serum biochemistry. The data were analyzed and
the differences between the means were determined by the Tukey test at 5%. Heat stress
from 20 days onwards promotes a reduction in the absolute weight of the liver, heart,
cloacal sac and in the area of the follicles. In addition, heterofilia, lymphopenia and
increased heterophile/lymphocyte ratio. In conclusion, heat stress after 10 days of age

can cause immunosuppression.
Keywords: acclimatization, japanese quail, stress, immunity, leukogram

INTRODUCAO

O desenvolvimento da coturnicultura em climas tropicais e subtropicais como o
do Brasil, com radiagéo solar intensa, elevada temperatura e umidade relativa do ar, boa
parte do ano, geram condi¢fes de desconforto térmico quase permanente as codornas,
dificultando seu desempenho produtivo e constituindo um dos principais problemas que
afetam a sua criacdo. O estresse térmico por calor promove alteracGes fisiologicas e
comportamentais como reducdo no consumo de racdo, aumento da ingestdo de agua,
taquicardia, taquipneia, alteracfes hematoldgicas e imunossupressdo (El-Kholy et al.,
2017). Além disso, as codornas se tornam mais agitadas e comegcaram a abrir mais as
asas para aumentar a dissipacdo do calor corporal para 0 meio ambiente. Essas
alteracbes provocadas pelo estresse térmico reduzem o ganho de peso, aumentam a
conversdo alimentar, reduzem o nimero e qualidade dos ovos e qualidade da carcaca,
bem como aumenta a taxa de mortalidade, resultando em grandes prejuizos econémicos

0 para setor avicola (Kamel et al., 2017).
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Em resposta a condicdo de estresse térmico, multiplas mudancas na fisiologia
neuroenddcrinas nas aves ocorrem para manter seu estado de homeostase. Varias
pesquisas relatam ativacdo continua do eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HPA),
promovendo 0 aumento dos niveis circulantes de corticosterona, resultando em maior
catabolismo protéico, hiperglicemia, imunossupressdo e aumento da susceptibilidade a
infeccdes (Ebrahimzadeh et al., 2012; Mehaisen et al., 2017).

O aumento dos niveis circulantes de corticosterona na corrente sanguinea
durante o estresse térmico por calor intensifica o0 processo de apoptose dos linfocitos na
bolsa cloacal, ocasionando reducdo nos niveis circulantes de anticorpos, hipotrofia e
involugdo do tecido linfoide (Calefi et al., 2017). Assim como, resulta em imunidade
sistémica irregular e desequilibrio na expressdo de moléculas inflamatorias (Mehaisen et
al., 2017), alteracdo nos valores de leucocitos circulantes desencadeando heterofilia e
linfopenia (Rosa et al., 2011), aumento dos niveis de glicose circulante, proteinas totais
e globulinas (Nazar et al., 2018a). Outro relato sugere que o0 estresse térmico por calor
mantido por mais de trés dias consecutivos compromete de forma drastica a resposta
imune, afetando negativamente a salde e o bem-estar de codornas japonesas (Nazar et
al., 2018b).

Estudos recentes revelam que a manipulagdo térmica durante a incubagdo (MT),
nos periodos de desenvolvimento dos eixos hipotdlamo-hipofise-tiredide e hipotalamo-
hipéfise-adrenal do embrido, promove mudancas epigenéticas e metabdlicas, as quais
permitem adaptacdo das aves a altas temperaturas ambientais (Piestun et al., 2009;
Alkan et al., 2013). Essas mudancas ocorrem nas vias regulatorias do estresse,
diminuindo a taxa metabdlica, aumentando a expressdo de genes pré-angiogénicos no
musculo potencializando a resposta vasomotora e consequentemente, a perda de calor, e
aumentando a expressdo de genes anti-apoptoticos, preservando a integridade das
células durante um desafio térmico apds eclosdo (Loyau et al., 2016). Segundo Zimmer
et al. (2017) os ovos de codornas que receberam injecdo de corticosterona durante a
incubacgéo originaram codornas e suas proles com mecanismos de feedback negativo no
eixo HPA mais eficientes, ou seja as aves quando sdo desafiadas com situagdes
estressantes ao longa da sua vida, apresentam 50% a menos de niveis circulantes de
corticosterona em comparagdo as codornas e suas proles que nao foram estressadas
durante a incubacdo. Os autores atribuem este fato ao aumento da expressdo de

receptores para corticosterona no hipotalamo e na hipéfise durante o desenvolvimento
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embrionario. Isso pode permitir que as maes preparem melhor seus filhos para enfrentar
situacOes estressantes em seu ambiente futuro.

Considerando que a alta temperatura ambiente é prejudicial para o sistema
imune e que a manipulacdo térmica durante a incubacao é capaz de influenciar de forma
benéfica os mecanismos regulatérios do estresse, desencadeando a termotolerancia em
aves, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da manipulacdo térmica durante a
incubacéo sobre os parametros hematoldgicos, bioquimica sérica e morfologia da bolsa

cloacal de codornas japonesas desafiadas termicamente apos a eclosao.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA) sob no. 37/2016. O
ensaio de incubacdo foi realizado no laboratério multidisciplinar do departamento de
Biociéncia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Foram utilizados
540 ovos de codornas japonesas adquiridos de um incubatorio comercial (Granja
Fujikura/Suzano-SP), sendo considerados incubaveis os ovos de casca limpa, integra e
pigmentada, forma eliptica e sendo descartados aqueles pontiagudos, com presenca de
mofo e quebrados.

A incubagéo foi realizada em uma sala com temperatura e umidade controlada.
Foram distribuidos 180 ovos de forma aleatéria em cada incubadora (Brood
Chocadeira®). Cuja temperatura foi ajustada para 37,8°C e umidade relativa de 60%. No
6° dia de incubacdo até o momento da eclosdo, foi realizada a manipulacdo térmica
(MT) por 24h, sendo as temperaturas das incubadoras ajustadas para 37,8°C (padréo),
38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta) e umidade de 65%. A viragem automatica
ocorreu a cada duas horas nos trés tratamentos.

Ap0s ecloséo as codornas foram pesadas e distribuidas de forma uniforme, em
gaiolas de madeira e arame galvanizado com o piso forrado com 3cm de cama de
maravalha, no galpdo aviario no setor de avicultura da UFERSA. A distribuicdo das
aves seguiu um delineamento inteiramente casualizado com trés temperaturas de
incubacéo (37,8, 38,5 e 39,5°C) e duas temperaturas ambientes (estresse e termoneutro).
Para submeter as codornas japonesas a uma situacdo de estresse térmico cronico por
calor, a temperatura permaneceu constante do 1° ao 40° dia de idade em 40°C e
umidade +60%. Para manter essa temperatura foram utilizadas quatro lampadas de

secagem infravermelha. O controle da temperatura e umidade relativa do ar foi
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realizado por termohigrdmetros instalados na altura do dorso das codornas japonesas.
Para proporcionar um ambiente de conforto térmico foram estabelecidas as seguintes
temperaturas de 35°C- 23°C ao longo dos 40 dias, havendo uma reducdo de 3°C a cada
semana (El-Tarabany 2016). Havia no total seis tratamentos: T1 (37,8°C/estresse), T2
(38,5°Clestresse), T3 (39,5°Clestresse), T4  (37,8°Cltermoneutro), T5
(38,5°C/termoneutro) e T6 (39,5°C/termoneutro).

As aves receberam agua e ragdo ad libitum. As racbes foram formuladas com
farelo de milho e soja, seguindo as recomendacdes nutricionais da idade (Rostagno et
al., 2011). O manejo foi realizado diariamente as 08:00h, 14:00h e 20:00h. No 10° dia,
todas as aves foram vacinadas (vacina viva atenuada) contra a doenga de Newcastle por
via ocular na dose de 0,06ml de acordo com o fabricante (New Vacin, La Sota, Fort
Dodge).

Aos 10, 20, 30 e 40 dias, quatro codornas de cada tratamento foram eutanasiadas
com anestesia geral dissociativa, com associagdo de cloridrato de cetamina, cloridrato
de xilazina e sulfato de atropina. Apds a inducdo, foi realizado o deslocamento cervical
com posterior necropsia para coleta da bolsa cloacal, figado e coracdo. Determinou-se o
peso absoluto (g) e peso relativo (%) dos orgdos pela férmula: (peso absoluto/peso do
animal)x100.

Para avaliacdo moformetrica da bolsa cloacal, foram utilizados quatro codornas
por tratamento, sendo coletados fragmentos de aproximadamente 4cm. As amostras
foram processadas por técnicas histoldgicas rotineiras e coradas em HE. As laminas
foram observadas & microscopia de luz e as andlises das imagens foram realizadas no
programa Axio Vision. Foram medidas 20 areas de foliculos bursais em cada bolsa
cloacal, totalizando 80 leituras por tratamento e 480 leituras por idade.

Aos 30 e 40 dias de idade foi coletado sangue com e sem anticoagulante de
quatro codornas por tratamento, para realizacdo do hemograma, leucograma e
bioquimica sérica. O hemograma foi realizado pela técnica manual, a contagens dos
eritrocitos foi realizada em Camara de Neubauer, com dilui¢do prévia do sangue (1:100)
na solucdo de Natt e Herrick. O hematodcrito foi determinado pela técnica do
microhematdcrito. O volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram determinados por meio das formulas: VCM =
hematocrito x 10/valor das hemacias e CHCM = hemoglobina x 100/hematdcrito. Para

contagem e diferenciagdo dos leucocitos, foram realizados esfregacos sanguineos
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corados por pandtico rapido. A relacdo heterofilo:linfocito foi obtida dividindo-se o
namero de heterofilos pelo nimero de linfocitos.

Na bioguimica sérica foram analisadas a proteina total (PT) e albumina (ALB)
através dos kits comerciais Proteinas Totais e Albumina (kit VIDA biotecnologia), pelo
método do refratdbmetro (Rosa et al., 2011). A concentracdo sérica de globulinas foi
obtida pela diferenca entre a proteina total e aloumina e foi entdo calculada a relagéo
albumina:globulina.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia no programa estatistico SAS
(Statistical Analysis System) versao 2001. Médias significativas foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

O estresse térmico por calor reduziu (P<0,05) o peso absoluto da bolsa cloacal
das codornas japonesas aos 20, 30 e 40 dias de idade e o0 peso relativo aos 30 e 40 dias.
Aos 20 dias houve interacdo (P<0,05) entre a temperatura de incubacgdo e temperatura
ambiente, de tal forma que as codornas provenientes da manipulacdo térmica por calor
durante a incubacdo com temperatura de 38,5°C apresentaram maior peso relativo em
situacOes de estresse térmico por calor (Tab. 1).

Além disso, 0 estresse térmico por calor reduziu o peso absoluto do figado aos
20 e 30 dias, no entanto, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre as
temperaturas de incubacdo e temperaturas ambiente para o peso relativo do figado (Tab.
2).
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Tabela 1. Peso absoluto (g) e relativo (%) da bolsa cloacal de codornas japonesas

(Coturnix coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a

manipulacdo térmica durante e apds a eclosdo. Cada valor representa a média de 4

observacdes.
Peso absoluto (g) 10dias 20dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,05 0,05 0,13 0,15
38,5/estresse 0,05 0,09 0,13 0,13
39,5/estresse 0,04 0,09 0,08 0,13
37,8/termoneutro 0,05 0,14 0,26 0,14
38,5/termoneutro 0,04 0,10 0,18 0,17
39,5/termoneutro 0,05 1,24 0,23 0,17
TI Padréo (37,8°C) 0,05 0,09 0,19 0,14
Intermediaria (38,5°C) 0,04 0,09 0,15 0,15
Alta (39,5°C) 0,04 0,66 0,15 0,16
TA Estresse 0,04 0,07B 0,11B 0,13B
Termoneutra 0,04 0,49 A 022A 0,17A
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS 0.02 <.0001 0.04
TIXTA NS NS NS NS
Peso relativo (%) 10dias 20dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,15 0,09 bB 0,13 0,11
38,5/estresse 0,16 0,17 aA 0,12 0,11
39,5/estresse 0,12 0,11 bB 0,09 0,11
37,8/termoneutro 0,14 0,18 aA 0,22 0,11
38,5/termoneutro 0,26 0,09 bB 0,17 0,14
39,5/termoneutro 0,16 0,16 aA 0,18 0,17
TI Padrao (37,8°C) 0,14 0,13 0,17 0,11
Intermediaria (38,5°C) 0,16 0,13 0,14 0,12
Alta (39,5°C) 0,14 0,13 0,13 0,14
TA Estresse 0,14 0,12 0,11B 0,11 B
Termoneutra 0,18 0,14 0,19 A 0,14 A
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS NS <.0001 0.04
TIXTA NS <.0001 NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na mesma coluna séo
diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.
TI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre as temperaturas.
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Tabela 2. Peso absoluto (g) e relativo (%) do figado de codornas japonesas (Coturnix
coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacéo térmica
durante e apos eclosdo. Cada valor representa a média de 4 observagoes.

Peso absoluto (g) 10dias 20dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 1,11 1,56 2,00 2,72
38,5/estresse 0,93 1,31 1,92 2,09
39,5/estresse 1,11 1,41 1,73 2,53
37,8/termoneutro 1,10 1,64 2,22 2,57
38,5/termoneutro 1,04 1,62 2,39 2,86
39,5/termoneutro 1,09 1,72 2,85 2,26
TI Padréo (37,8°C) 1,10 1,60 2,11 2,64
Intermediaria (38,5°C) 0,98 1,46 2,15 2,47
Alta (39,5°C) 1,10 1,56 2,29 2,39
TA Estresse 1,05 142B 188B 2,44
Termoneutra 1,07 1,66 A 248A 2,56
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS 0.02 <.0001 NS
TIXTA NS NS NS NS
Peso relativo (%) 10dias 20dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 3,42 2,53 2,02 1,92
38,5/estresse 2,90 2,38 1,84 1,73
39,5/estresse 3,46 1,97 1,65 2,03
37,8/termoneutro 3,43 2,21 1,89 1,90
38,5/termoneutro 3,13 2,57 2,32 2,32
39,5/termoneutro 3,44 2,33 2,15 1,87
TI Padréo (37,8°C) 3,42 2,37 1,95 191
Intermediaria (38,5°C) 3,01 2,47 2,08 2,02
Alta (39,5°C) 3,45 2,15 1,90 1,95
TA Estresse 3,26 2,29 1,83 1,89
Termoneutra 3,33 2,37 2,12 2,03
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na mesma coluna séo
diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS néo significativo.
TI= Temperatura de incubacéo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interagdo entre as temperaturas.

Para os fatores temperatura de incubacdo e temperatura ambiente houve
interacdo (P<0,05) para o peso absoluto do coracdo aos 20 e 30 dias de idade (Tab. 3)
onde a manipulacao térmica durante a incubagdo com a temperatura 39,5°C apresentou
a maior média (<0,05) em situacéo de estresse térmico por calor aos 20 dias, no entanto,
esse efeito ndo foi observado aos 30 dias, a qual apresentou a menor media, assim como
as codornas provenientes da temperatura de incubagéo 37,8°C. Para o peso relativo do
coragdo aos 30 dias a manipulacdo térmica durante a incubagdo com temperatura 38,5°C

apresentou maior (P<0,05) media em comparacdo as demais temperaturas. Aos 30 e 40
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dias de idade, as maiores médias para o peso relativo do coragdo foram observadas em

situacOes de termoneutralidade.

Tabela 3. Peso absoluto (g) e relativo (%) do coracdo de codornas japonesas (Coturnix

coturnix japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas a manipulacao térmica

durante e apos eclosdo. Cada valor representa a média de 4 observagoes.

Peso absoluto (g) 10 dias 20 dias 30dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,31 0,63abA 1,06 bB 1,38
38,5/estresse 0,32 0,54bB 1,25bA 1,40
39,5/estresse 0,42 0,70aA 1,07bB 1,29
37,8/termoneutro 0,34 0,74aA 1,36aA 1,72
38,5/termoneutro 0,38 0,72 aA 1,39 aA 1,51
39,5/termoneutro 0,34 0,76 aA 151aA 1,50
TI Padréo (37,8°C) 0,32 0,68 1,21 1,55
Intermediaria (38,5°C) 0,35 0,63 1,32 1,45
Alta (39,5°C) 0,38 0,73 1,29 1,39
TA Estresse 0,35 0,62B 1,12B 1,35B
Termoneutra 0,35 0,74 A 142A 157A
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS 0.02 <.0001 0.02
TIXTA NS 0.04 0.03 NS
Peso relativo (%) 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,95 1,06 1,06 0,97
38,5/estresse 1,00 0,98 1,20 1,16
39,5/estresse 1,17 0,96 1,02 1,03
37,8/termoneutro 1,04 1,00 1,15 1,27
38,5/termoneutro 1,10 1,51 1,33 1,21
39,5/termoneutro 1,08 1,01 1,16 1,24
TI Padréo (37,8°C) 0,99 1,03 1,10 b 1,12
Intermediéaria (38,5°C) 1,05 1,24 1,26 a 1,18
Alta (39,5°C) 1,12 0,98 1,09b 1,13
TA Estresse 1,04 1,00 1,09B 1,05B
Termoneutra 1,07 1,17 121A 124 A
Probabilidade TI NS NS 0.03 NS
TA NS NS 0.03 0.02
TIXTA NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na mesma coluna sdo
diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS néo significativo.
TI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre as temperaturas

Os resultados do leucograma aos 30 dias de codornas japonesas encontram-se na
(Tab. 4). Nao houve diferenca (P>0,05) entre a temperatura de incubacéo e temperatura
ambiente para os leucdcitos, eosinofilos e mondcitos. Para os baséfilos observou
interacdo entre a temperatura de incubacdo e temperatura ambiente e a maior média

(P<0,05) foi observada nas codornas oriundas da manipulacdo térmica durante a
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incubacdo com temperatura 38,5°C e criadas em temperaturas ambiente termoneutra. Os
heterdfilos também apresentaram interacdo entre os fatores estudados, onde as maiores
médias foram observadas nas codornas provenientes da manipulacéo térmica durante a
incubacdo com temperatura 39,5°C e criadas em altas temperaturas ambientes e nas
codornas criadas em situacdo de termoneutralidade, mas provenientes da temperatura de
37,8°C.

Considerando a temperatura de incubagdo verifica-se que ocorreu reducdo no
numero de linfocitos nas codornas provenientes da temperatura 39,5°C. Por outro lado,
a reducdo foi observada nas codornas criadas em alta temperatura ambiente. Como
esperado, estes eventos resultaram na menor média (31,75%) de linfdcitos, observada na
interacdo entre os fatores de temperatura de incubacdo e temperatura ambiente. Para
relacdo heterdéfilo/linfécito houve interacdo (P<0,05) entre os fatores, sendo que a maior
média foi observada nas codornas provenientes da temperatura de incubacdo 39,5°C e
criadas sobre estresse térmico por calor.

Aos 40 dias de idade para o fator temperatura ambiente as maiores médias em
situacdo de estresse térmico por calor foram observadas nos leucdcitos, heteréfilos,
eosinofilos e na relacdo heterdfilo/linfécitos e a menor média foi observado para os
linfocitos. Para o fator temperatura de incubacdo as maiores médias foram observadas
nos leucdcitos na temperatura de incubacdo 37,8°C, mondcitos nas temperaturas 38,5 e
39,5°C e para relacdo heterdfilo/linfocito com temperatura 38,5°C. Houve interacédo
(P<0,05) entre os fatores temperatura de incubacdo e temperatura ambiente para as
seguintes varidveis: leucocitos, heterdfilos, linfocitos e relacéo heterdfilo/linfocito, onde
as maiores médias foram observadas nos leucocitos e linfécitos nas codornas oriundas
da temperatura de incubacéo 37,8°C e criadas em situacdo de estresse térmico por calor,
ja para as variaveis heterdfilo e relacdo heteréfilo/linfécito as maiores médias foram
observadas na temperatura de incubacdo 38,5°C e criadas em situacdo de estresse

térmico por calor (Tab. 5).
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Tabela 4. Leucdcitos (Leu), Heterdfilos (H), Linfocitos (L), Eosinofilos (E), Mondcitos (M), Basdéfilos (B) e relagcdo Heterdfilo/Linfocitos (H/L)

de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 30 dias de idade submetidas a manipulacdo térmica durante e apds eclosdo. Cada valor

representa a média de 4 observacdes.

Leucograma 30 dias Leu (uL™) H (%) L (%) E(%) M (%) B (%) H/L
Tratamentos 37,8/estresse 2.575,0 26,25bB 63,25aA 3,00 6,50 1,25 bB 0,45 bB
38,5/estresse 2.875,0 32,00aB 52,25aB 2,75 7,00 1,00 bB 0,57 bB
39,5/estresse 3.1125 42,75aA 31,75bB 4,50 3,75 1,25 bB 1,35 aA
37,8/termoneutro 2.687,5 37,25aA 54, 75bA 2,75 4,25 1,25 bB 0,68 bB
38,5/termoneutro 3.262,5 27,00bB 62,75aA 3,25 5,75 1,75 aA 0,44 bB
39,5/termoneutro 2.706,2 22,00bB 61,00aA 2,25 8,00 0,75 bB 0,34 bB
TI Padrao (37,8°C) 2.631,2 31,75 59,00 a 2,87 5,37 1,25 0,56 b
Intermediaria (38,5°C)  3.068,7 29,5 575a 3,00 6,37 1,37 0,50 b
Alta (39,5°C) 2.909,3 32,37 46,37 b 3,37 5,87 1,00 0,84 a
TA Estresse 2.854,1 33,66 49,08 B 3,41 5,75 1,16 0,79 A
Termoneutra 2.858,4 28,75 59,5 A 2,25 6,00 1,25 0,48B
Probabilidade TI NS NS 0.002 NS NS NS 0.015
TA NS NS 0.010 NS NS NS 0.005
TIXTA NS 0.019 0.003 NS NS 0.04 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacao) indicam que as médias na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS n&o significativo.

TlI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interagdo entre as temperaturas.

Em Leu (leucdcitos), H (heteréfilo), L (linfécito), E (eosinéfilo), M (mondcito), B (baséfilo) e H/L (relacdo heterofilo/linfécito)



Tabela 5. Médias dos Leucdcitos (Leu), Heterdfilos (H), Linfdcitos (L), Eosinodfilos (E), Mondcitos (M), Basofilos (B) e relagéo
Heterofilo/Linfécitos (H/L) de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 40 dias de idade submetidas & manipulacdo térmica durante

e apos eclosdo. Cada valor representa a média de 4 observacdes.

Leucograma 40 dias Leu(uL™ H(%) L(%) E(%) M(%) B(%) H/L
Tratamentos 37,8/estresse 3.0750aA 36,00bB 59,00aA 3,25 1,50 0,75 0,61 bB
38,5/estresse 2.000,0bB  60,00aA 30,00bB 3,50 575 0,75 2,09 aA
39,5/estresse 2.075,0bB  36,25bB 4350bB 3,75 6,25 1,00 0,93bB
37,8/termoneutro 1.775,0bB 44,25bB 45, 75bA 3,00 5,00 0,50 1,00 bB
38,5/termoneutro 1.975,0bB 28,00bB 63,75aA 1,75 6,75 1,00 0,46 bB
39,5/termoneutro 2.000,0bB 33,75bB 51,50abA 2,00 4,25 1,00 0,70 bB
TI Padrao (37,8°C) 2.425,0a 40,12 52,37 3,12 3,25b 062 080D
Intermediaria (38,5°C)  1.987,5b 42,5 46,87 2,62 6,25a 0,87 1,27 a
Alta (39,5°C) 2.0375b 35,00 47,50 2,87 525a 1,00 081lb
TA Estresse 2.383,3 A 4408 A 44,16B 35A 45 0,83 121 A
Termoneutra 1.916,6 B 35,33B 53,66 A 2,25B 5,33 0,83 0,72B
Probabilidade TI 0.037 NS NS NS 0.041 NS 0.010
TA 0.003 0.010 0.010 0.022 NS NS 0.001
TIXTA 0.002 <.0001 <.0001 NS NS NS <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na mesma coluna séo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

TlI= Temperatura de incubacio; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interagdo entre as temperaturas.
Em Leu (leucocitos), H (heterofilo), L (linfocito), E (eosinéfilo), M (mondcito), B (basdfilo) e H/L (relagdo heterdfilo/linfécito)
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N&o foram observadas (P>0,05) diferencas entre os fatores temperatura de
incubacdo, temperatura ambiente e interagdo entre os fatores no eritrograma e

proteinograma de codornas japonesas aos 30 e 40 dias de idade (Tab. 6 e 7).

Tabela 6. Eritrograma de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 30 e 40
dias de idade submetidas a manipulacdo térmica durante e apds eclosdo. Cada valor
representa a média de 4 observacdes.

Eritrograma 30 dias Ht (%) He (x10°) Hb (g/dL) VCM (fL) CHCM (%)
Tratamentos 37,8/estresse 40,50 3,23 13,14 125,75 32,00
38,5/estresse 40,00 3,15 12,98 122,75 31,50
39,5/estresse 39,75 3,35 12,81 125,50 31,25
37,8/termoneutro 40,75 3,15 13,02 128,50 31,50
38,5/termoneutro 36,00 2,85 11,61 130,25 31,50
39,5/termoneutro 39,00 2,95 12,84 127,50 31,25
TI Padrao (37,8°C) 40,62 3,19 13,08 127,12 31,75
Intermediéria (38,5°C) 38,00 3,00 12,29 126,50 31,50
Alta (39,5°C) 39,37 3,15 12,82 126,50 31,25
TA Estresse 40,08 3,24 12,97 124,66 31,58
Termoneutra 38,58 2,98 12,49 128,75 31,41
Probabilidade TI NS NS NS NS NS
TA NS NS NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS NS
Eritrograma 40 dias Ht (%) He (x10° Hb(g/dL) VCM (fL) CHCM (%)
Tratamentos 37,8/estresse 43,00 3,23 13,14 133,00 32,00
38,5/estresse 40,00 3,00 12,98 133,50 31,75
39,5/estresse 42,25 3,23 12,81 133,00 32,00
37,8/termoneutro 43,50 3,11 13,02 129,50 31,25
38,5/termoneutro 42,00 3,40 11,61 127,50 31,25
39,5/termoneutro 43,00 3,42 12,84 132,00 32,00
TI Padrdo (37,8°C) 43,25 3,17 13,08 131,25 31,62
Intermediéria (38,5°C) 41,00 3,20 12,29 130,05 31,50
Alta (39,5°C) 42,62 3,32 12,82 132,50 32,00
TA Estresse 41,75 3,15 12,97 133,16 31,91
Termoneutra 42,83 3,31 12,49 129,66 31,50
Probabilidade TI NS NS NS NS NS
TA NS NS NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacdo) indicam que as médias na mesma coluna sdo diferentes
pelo teste de Tukey (P<0,05), NS néo significativo.

TI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interagdo entre as temperaturas.

Em Ht (hematdcrito), He (hemacia), Hb (hemoglobina), VCM (volume corpuscular médio) e CHCM (concentragdo da
hemoglobina corpuscular média).
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Tabela 7. Proteinograma de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 30 e
40 dias de idade submetidas & manipulacao térmica durante e ap6s eclosdo. Cada valor
representa a média de 4 observacdes.

Proteinograma 30 dias PT (g/dl)  Albumina (g/dl) Globulina (g/dl)  A/G
Tratamentos 37,8/estresse 4,80 1,23 3,57 0,34
38,5/estresse 4,85 1,25 3,60 0,34
39,5/estresse 4,53 1,13 3,40 0,33
37,8/termoneutro 4,00 1,03 2,97 0,34
38,5/termoneutro 4,95 1,48 3,47 0,42
39,5/termoneutro 5,25 1,33 3,92 0,33
TI Padrao (37,8°C) 4,40 1,13 3,27 0,34
Intermediéria (38,5°C) 4,90 1,36 3,54 0,38
Alta (39,5°C) 4,89 1,23 3,66 0,33
TA Estresse 4,72 1,20 3,52 0,34
Termoneutra 4,73 1,28 3,45 0,37
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS
Proteinograma 40 dias PT (g/dl)  Albumina (g/dl) Globulina (g/dl) A/G
Tratamentos 37,8/estresse 5,05 1,25 3,80 0,32
38,5/estresse 3,80 0,98 2,82 0,34
39,5/estresse 4,30 1,23 3,07 0,40
37,8/termoneutro 4,10 1,13 2,97 0,38
38,5/termoneutro 4,20 1,03 3,17 0,32
39,5/termoneutro 4,20 1,08 3,12 0,34
TI Padrdo (37,8°C) 4,57 1,19 3,38 0,35
Intermediéria (38,5°C) 4,00 1,00 2,99 0,33
Alta (39,5°C) 4,25 1,15 3,09 0,37
TA Estresse 4,38 1,15 3,23 0,35
Termoneutra 4,16 1,08 3,08 0,35
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS NS NS NS
TIXTA NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacao) indicam que as médias na mesma coluna sdo diferentes
pelo teste de Tukey (P<0,05), NS ndo significativo.

Tl= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre as temperaturas. Em PT
(proteinas totais).

Area dos foliculos bursais de codornas japonesas encontram-se no (Tab. 8). Para
o fator temperatura ambiente aos 20, 30 e 40 dias de idade as maiores médias (P<0,05)
foram observadas nas codornas criadas em situacdo de termoneutralidade. Para o fator
temperatura de incubacdo as maiores médias foram encontradas nas temperaturas 37,8 e
39,5°C. Houve interacdo (P<0,05) entre a temperatura de incubacdo e temperatura
ambiente, onde o pior resultado foi observado nas codornas provenientes da temperatura

de incubagdo 38,5° criadas em situacdo de estresse térmico por calor.
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Tabela 8. Area dos foliculos bursais (um?) de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade submetidas & manipulacéo térmica durante
e apos eclosdo. Cada valor representa a média de 4 observacdes.

Avrea dos foliculos bursais (um?) 10 20 30 40
Tratamentos 37,8/estresse 45763,99 50234,21 bB 37085,91bB  40968,46 bB
38,5/estresse 41652,02 47617,48cB  34662,52cB  38708,36 cB
39,5/estresse 40602,58 51145,72bB  37386,59 bB  40905,89 bB
37,8/termoneutro 45999,38 63099,59 aA  48815,32aA  41920,46 aA
38,5/termoneutro 42692,36 62005,94 aA  41539,23bB  37842,70cB
39,5/termoneutro 45042,58 63208,15aA 52774,05aA  42520,39 aA
TI Padrao (37,8°C) 45878,68 56666,90 a 42950,61 a 41444,46 a
Intermediéria (38,5°C) 42172,19 54811,71 b 38100,87 b 38275,53 b
Alta (39,5°C) 42822,58 57176,93 a 45080,32 a 41713,14 a
TA Estresse 42672,86 49665,80 B 36378,34 B 40194,23 B
Termoneutra 44576,10 62771,11 A 47709,53 A 40761,18 A
Probabilidade TI NS <.0001 <.0001 <.0001
TA NS <.0001 <.0001 0.016
TIXTA NS 0.012 0.003 <.0001

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacéo) indicam que as médias na mesma coluna sdo diferentes
pelo teste de Tukey (P<0,05), NS néo significativo.
TlI= Temperatura de incubacdo; TA= Temperatura ambiente e TIXTA= Interacdo entre as temperaturas

DISCUSSAO

E sabido que o estresse térmico por calor é prejudicial para codornas. Em
situacdo de estresse por calor, ocorrem alteragdes neuroendocrinas na tentativa do
animal restabelecer a homeotermia. O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal inicia a resposta
por meio do hormonio liberador de corticotropina (CRH), que estimula a liberagdo do
horménio adrenocorticotropico (ACTH) pela adenohipofise. Este se liga aos seus
receptores na regido cortical da glandula adrenal, estimulando a secrecdo dos
glicocorticéides. O aumento da secrecdo da corticosterona assim como de outros
mediadores como as catecolaminas e citocinas, € necessaria para auxiliar as codornas a
superar a situacdo de estresse (Calefi et al., 2017). No entanto, durante o estresse
térmico por calor crénico o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal é estimulado de forma
continua mantendo os niveis de corticosterona sempre altos, desta forma, intensificam-
se 0 catabolismo protéico, hiperglicemia, mobilizacdo do tecido adiposo e deposicdo na
cavidade celémica, imunossupressdo e aumento da susceptibilidade a infecgdes
(Mehaisen et al., 2017).

No presente estudo o estresse térmico por calor reduziu o peso da bolsa cloacal e
area dos foliculos bursais a partir do 20 dias de idade, sendo indicativo de deplecédo
linfocitaria. Estes resultados sugerem que agentes estressores e niveis elevados de

corticosterona tém efeito negativo sobre os 6rgdos linfoides, promovendo atrofia e
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regressdo dos mesmos. Esses resultados corroboram Safdari-Rostamabad et al. (2016)
no qual o aumento de 1°C acima da zona de conforto térmico entre o periodo de 29 aos
42 dias de idade em frangos de corte reduziu o peso da bolsa cloacal, timo e a producao
de anticorpos. Akbar & Qureshi (2012), estudando o efeito da estacdo do ano sobre
morfometria da bolsa cloacal de codornas japonesas com 140 semanas de idade,
observaram que durante o verdo ocorre reducgéo significativa no peso, comprimento,
espessura, largura e éarea dos foliculos bursais. Resultados semelhantes foram
observados por Ali et al. (2015) ao estudar o efeito das estagdes do ano sobre o
parametros morfométricos da galinha-d’angola. Segundo Borges et al. (2004) aves
criadas em ambientes com altas temperaturas causam atrofia do timo, bago e bolsa
cloacal e com isso ocorre uma reducdo no numero de linfdcitos circulantes. Desta forma
a reducdo do peso dos orgaos linféides € um bom indicativo para identificar estresse
térmico em aves.

Resultados diferentes aos observados no presente estudo foram relatados por
Rouhalamini et al. (2014), em que o estresse térmico por calor em codornas japonesas
ndo reduziu o peso da bolsa cloacal, timo e bago. Os autores atribuem este fato a
suplementacdo na dieta com zinco e cromo, a qual pode reverter os efeitos negativos do
estresse térmico por calor ao sistema imune. Este fato deve-se a reducdo dos radicais
livres liberados pelo aumento dos niveis circulantes de corticosterona em situagdo de
estresse.

Para tentar reverter os efeitos deletérios da alta temperatura ambiente na bolsa
cloacal é necessario conhecer o desenvolvimento e morfologia do referido 6rgdo. A
bolsa cloacal é um o6rgdo linféide presente apenas em aves, responsavel pela
proliferacdo e maturacdo dos linfocitos B e consequentemente na producdo de
anticorpos, apresenta grande importancia na imunidade humoral e memoria imunolégica
das codornas. No 7° dia no embrido de codorna, a bolsa cloacal & uma cavidade aberta
revestida por tecido epitelial que se comunica com cavidade amnioética, ja no 9° dia é
possivel observar a presenca de varios vasos sanguineos e a presenca de células de
origem hemopoiéticas no mesénquima bursal, e no 11° dia as células se organizam em
corddes e ja é possivel observar a presenca de linfocitos B. No entanto, no momento da
eclosdo, a regido cortical ainda ndo esta definida. A bolsa cloacal em codornas jovens é
um orgéo cilindrico localizado dorsalmente a cloaca, com 6 a 8 mm de comprimento e 3
a 4 mm de espessura, formado por seis a oito invaginagoes repletas de foliculos bursais;

o0 limen ¢é revestido por epitélio simples cubico a colunar. Cada foliculo apresenta um
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cortex repleto de pequenos linfocitos compactados e células reticulares, sendo separado
da medula por uma membrana basal, no entanto, esta ndo é continua como observada
em galinhas. A regido medular é rica em células estreladas que formam uma rede que é
vagamente preenchida por linfocitos pequenos, médios e grandes. Cada foliculo bursal é
separado por tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos (Nag et al., 2004).

Foi relatado que expor os embrides a altas temperaturas durante a incubacao
melhora sua capacidade de se adaptar a ambientes quentes ap6s ecloso. E sugerido que
a manipulacdo térmica durante a incubacdo deve coincidir com o desenvolvimento do
eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide e eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, desta forma as
aves conseguem alterar a producdo do calor metabdlico e controlar a resposta em
situacdo de estresse apds eclosdo (Piestun et al., 2009).

A manipulacdo térmica durante a incubacdo ndo influenciou o peso da bolsa
cloacal, no entanto, a partir dos 20 dias de idade, as codornas provenientes da
temperatura de incubacdo padrdo 37,8°C e da manipulagdo térmica com temperatura
39,5°C apresentaram as maiores médias para area dos foliculos bursais, tanto nas
codornas criadas em temperatura ambiente alta e termoneutra. Estes resultados podem
caracterizar adaptacdo térmica epigenética, nas codornas submetidas altas temperatura
apos eclosdo. Resultados semelhantes foram observados por Leandro et al. (2017) em
que a manipulacdo da temperatura de incubacdo com 39,5°C por 6 horas no periodo de
10 a 18 dias de incubacao, refletiu em um aumento da area dos foliculos bursais ap6s
eclosdo em frangos de corte, independente da idade da matriz. De acordo com Loyau et
al. (2016) a manipulagdo térmica durante a incubagdo com temperatura de 39,5°C por
12 horas, aumenta a expressao de genes anti-apoptéticos preservando a integridade das
células durante um desafio térmico apds eclosdo em frangos de corte. Segundo Zimer et
al. (2017) o aumento dos niveis circulantes de corticosterona no embrido de codornas
japonesas, promove alteracbes comportamentais e fisioldgicas, tornando-as mais habil
em responder aos desafios térmicos durante sua vida e essas adaptacfes sdo transmitidas
para seus descendentes até a terceira geragdo. Para estes autores essas adaptacOes estdo
relacionadas ao aumento da expressao de receptores para corticosterona no hipotamo e
na hipdfise, e desta forma em situagdes de estresse, o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
é regulado de forma mais eficiente, diminuindo os danos provocados pela corticosterona
no sistema imune.

Resultados diferentes foram observados por Oznurlu et al. (2010) que relataram

0 aumento da temperatura de incubacdo para 38,5°C por 24 horas do 10° dia de
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incubacdo até eclosdo em frangos de corte retardou o desenvolvimento do timo e da
bolsa cloacal durante a incubagéo e apds eclosdo em comparacdo as aves incubadas na
temperatura padrdo. No presente estudo a area dos foliculos bursais das codornas
provenientes da temperatura de incubacéo 38,5°C foram reduzidas, apos a ecloséo tanto
nas codornas submetidas ao estresse térmico como nas mantidas em situacdo de
termoneutralidade. Abuoghaba (2016) observou que a temperatura de incubacdo de
40°C reduziu o peso da bolsa cloacal apds eclosédo e aos 42 dias de idade em frangos de
corte. As diferencas encontradas nos resultados do presente estudo com a literatura
podem estar associadas ao periodo de incubacdo, intensidade da exposicdo ao calor e
espécie de ave estudada.

A partir dos resultados obtidos, o estresse térmico por calor aos 20 e 30 dias
reduz o peso absoluto do figado. E possivel que a reducio do figado seja um mecanismo
de controle da temperatura interna, uma vez, que este 6rgao possui alta taxa metabolica
e consequente alta producdo de calor. Além, da menor deposicdo de glicogénio.
Segundo Mohamed et al. (2015) o estresse térmico por calor em codornas provoca
necrose dos hepatOcitos e esteatose hepatica, isto € um reflexo da acdo da
corticosterona, o que intensifica a lipolise do tecido adiposo subcutaneo e estimula
lipogénese nos Orgdos da cavidade abdominal sobrecarregando o figado, no entanto,
para diminuir os efeitos deletérios no figado foi feita suplementacdo de extrato de alho
na dieta.

De acordo com Berrama et al. (2018), as proteinas plasmaticas do sangue
desempenham um papel importante na homeostase, por isso, 0s parametros bioquimicos
sdo frequentemente utilizados para avaliar a tolerancia ao calor em aves. No entanto, no
presente estudo nao foram observadas diferencgas nas concentracdes das proteinas totais,
albumina, globulinas e relacdo albumina/globulina aos 30 e 40 dias de idade. Resultados
semelhantes foram observados por El-Kholy et al. (2017) em que o aumento da
temperatura ndo alterou os valores da bioguimica sérica em codornas japonesas, no
entanto, diferente dos resultados observados no presente o peso do figado ndo foi
alterado. Este resultado é consistente com observado por Berrama et al. (2018) em
frangos de corte, na qual a concentracdo de proteinas plasmaticas totais ndo se alterou
no sangue em aves criadas sob temperaturas quentes no verdo, independe se aves
passaram ou ndo pelo condicionamento térmico aos 5 dias de idade.

Segundo Safdari-Rostamabad et al. (2016), o estresse térmico por calor em

frangos de corte reduziu o peso do figado e a concentracdo de proteinas totais. Os
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autores atribuem esse fato a reducdo no consumo de proteina e digestibilidade em
condigdes de estresse térmico. Nazar et al. (2018a) observou reducdo nas proteinas
totais e globulinas em codornas submetidas ao estresse térmico por calor por 9 dias, por
um periodo de 2 horas ao dia. No entanto, ndo observou diferenca para albumina.
Segundo os autores, além de transportar horménios, proteinas e lipidios, outra funcéo
desempenhada pela albumina é funcdo antioxidante, sendo extremamente importante em
situacdes de estresse, onde ocorre 0 aumento dos radicais livres. Outro estudo realizado
por Nazar et al. (2018b) submeteu codornas japonesas ao estresse térmico por calor
durante 9 dias, aumentando a temperatura de 24°C para 34°C durante as horas mais
quentes do dia, seguido de um periodo de recuperacdo de 12 dias. Os autores nao
observaram diferenca na concentracdo de proteinas totais e globulinas no periodo de
estresse e no periodo de recuperacgao.

Para o fator temperatura de incubacéo, ndo foi observada diferenca no peso do
figado e nos pardmetros bioquimicos. Resultados diferentes foram encontrados por
Abuoghaba (2016) onde o aumento da temperatura de incubacdo para 40°C por trés
horas entre 6° ao 8° dia de incubacédo de frangos reduziu o peso do figado. No entanto,
Sgavioli et al. (2015) observou que frangos derivados da temperatura de incubacao
39,0°C apresentam maior peso absoluto e relativo de figado em comparagdo aqueles
incubados em temperatura padrdo. Segundo os autores o maior desenvolvimento
hepatico parece ser e resposta adaptativa relacionada com o aumento da taxa do
metabolismo embrionério induzida pela temperatura de incubacdo quente.

Em situacdo de estresse ocorrem alteracbes no leucograma das aves, onde 0s
principais parametros afetados sdo aumento no numero de heterdfilos, reducéo dos
linfdcitos, a qual resulta no aumento da relacdo heterdfilo/linfocito. De acordo com
Davis et al. (2008), a relacdo heterofilo:linfocito (H/L) € considerada o indicador mais
sensivel de estresse em aves do que os niveis plasmaticos de glicocorticdide. No
presente estudo foram observados linfopenia e aumento da relagdo heterdfilo/linfdcito
aos 30 dias e heterofilia, linfopenia e aumento da relagdo heterdfilo/linfécito aos 40 dias
de idade. Além disso, também foi relatado aumento no numero de leucécitos, o que
provavelmente ndo estava relacionado a doenca clinica. Uma das respostas fisioldgicas
do estresse térmico € o aumento dos niveis circulante da corticosterona, a qual promove
redistribuicdo dos linfécitos do sangue para os orgdos linféides, produzindo
consequentemente a linfopenia. Gross & Siegel (1993) sugerem uma escala do nivel de

estresse em aves de acordo com os valores da relagdo heterdfilo/linfocito, nessa
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classificacdo, o valor 0,2 indicaria grau leve de estresse, 0,5 estresse moderado e 0,8
estresse alto. No presente estudo em situagdo de termoneutra a relagdo H/L foi de 0,48 e
0,72 e em situacdo de estresse térmico por calor de 0,79 e 1,21 aos 30 e 40 dias
respectivamente. De acordo com a classificacdo de Gross & Siegel (1993) as codornas
mesmo em situacdo de termoneutralidade ainda apresentam uma situacao de estresse
moderado.

Corroborando o presente estudo Chand et al. (2014) encontrou diminui¢do dos
leucdcitos totais, linfocitos e mondcitos em frangos submetidos aos estresse térmico
ciclico por calor, no entanto, o efeito imunossupressor foi revertido quando as aves
foram suplementadas com acido ascorbico. Rosa et al. (2011) avaliaram o efeito do
aumento da temperatura em ciclo consecutivos de producdo de ovos em codornas
japonesas e encontraram o valor de 2,4 da relacdo H/L em temperatura de 25,5°C, sendo
considerado como estresse térmico severo. Nazar et al. (2018b) observaram que estresse
térmico por calor em codornas japonesas aumentou de forma linear a relacdo H/L até o
9° dia em situacdo de estresse e que apds as codornas retornarem para a situacao de
termoneutralidade foi necessario o periodo de 9° dias para que a relacdo H/L retornasse
para os valores normais. Segundo Nazar et al. (2018a), a suplementacdo com timol na
dieta de codornas japonesas submetidas aos estresse térmico por calor influencia de
forma positiva na relagdo H/L, cujos valores sdo semelhantes aos observados nas
codornas em situacdo de termoneutralidade. Os autores sugerem que essa melhora na
relacdo H/L em situacdo de estresse é devido acdo antioxidante e imunoestimulante do
timol.

A manipulacdo térmica durante a incubagdo com temperatura 39,5°C
desencadeou linfopenia e aumento da relacdo heterofilo/linfécito aos 30 dias apds
eclosdo. Ja a temperatura de 38,5°C promoveu diminui¢do dos leucocitos, aumento dos
monocitos e da relagdo heterofilo/linfocitos aos 40 dias apos eclosdo. Segundo Oznurlu
et al. (2010) a relagcdo H/L durante o desenvolvimento embrionario é maior do que apés
ecloséo independente da temperatura 37,8°C (padréo) e 38,8°C (alta) de incubacdo. No
entanto, apds eclosdo, a relagdo H/L é maior nos frangos provenientes da manipulacéo
térmica com temperatura de 38,5°C. O aumento da temperatura de incubacéo durante
um periodo prolongado pode causar problemas imunologicos e deixar as aves mais
susceptiveis a acdo de patdgenos apos eclosdo. Abuoghaba (2016) relatou porcentagens
de heterdfilos e a relacdo H/L maiores, enquanto as porcentagens de linfocitos foram

menores nos pintos produzidos a partir de ovos expostos a alta temperatura durante o
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periodo de incubacdo. No entanto, a contagem total de leucdcitos, eosinofilos,
mondcitos e basofilos ndo foram afetadas pela temperatura de incubacdo. Segundo Al-
Rukibat et al. (2016), a manipulagdo térmica durante a incubagdo com as temperaturas
de 38,5 e 40,4°C, ndo foram capazes de aumentar a capacidade de termotolerancia de
frangos submetidos ao desafio térmico por calor aos 42 dias, onde a relacdo H/L foi
maior nos frangos oriundos da manipulagdo em comparagéo ao controle.

VariagOes na temperatura ambiente podem resultar em alteragdes no sistema
cardiocirculatorio. Segundo Yahav et al. (1997), quando a temperatura ambiente esta
baixa, a demanda de oxigénio pelo organismo aumenta, para aumentar a producdo de
calor metabdlico. Desta forma, a pressdo parcial do oxigénio baixa estimula a
eritropoiese, promovendo aumento dos valores hematoldgicos. No entanto, quando
ocorre 0 aumento da temperatura ambiente, desencadeia a perde de calor evaporativo,
através do aumento da frequéncia respiratOria, para iSSO € necessario que ocorra
expansdo do volume sanguineo, essa alteracdo na volemia resulta em reducdo no
hematocrito e nas hemécias.

Os dados do hematdcrito, hemacias, hemoglobina, VCM e CHCM do presente
estudo ndo foram influenciados pela temperatura de incubacdo e pela temperatura
ambiente. Resultados semelhantes foram observados Al-Rukibat et al. (2016), de tal
forma que o valor do hematocrito ndo foi alterado pela manipulacdo térmica durante a
incubacdo, quando os frangos foram desafiados termicamente ao 42 dias de idade em
comparacdo ao controle. Esses resultados diferem dos observados por Abuoghaba
(2016) que relatou que o aumento da temperatura de incubacdo reduziu a concentracao
do hematocrito e quantidade de heméacias em frangos de corte. Berrama et al. (2018)
observaram que o condicionamento térmico precoce aos 5 dias de idade em frangos de
corte altera os parametros sanguineos de aves desafiadas termicamente na vida adulta
promovendo aumento no hematdcrito, nUmero de hemécias circulantes e leve aumento
na concentracdo de hemoglobina. Os autores sugerem que 0 aumento desses parametros
poderia ser uma resposta adaptativa ao condicionamento térmico precoce, 0 que
possibilita uma eventual reducdo da depresséo na eritropoiese causada pelo estresse
térmico.

No estudo realizado por Rosa et al. (2011) as codornas japonesas submetidas ao
estresse por calor reduziram o valor do hematocrito, no entanto, o estresse ndo alterou
os valores das hemdcias. Ja Mohamed et al. (2015) encontrou valores reduzidos de

hemécias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo
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da hemoglobina corpuscular média (CHCM) em codornas japonesas, submetidas ao
estresse por calor. El-Kholy et al. (2017) observaram reducdo nos valores do
hematdcrito e da hemoglobina em codornas submetidas a temperatura ambiente de
33°C. Segundo os autores a reducéo desses parametros ocorre pela alteracdo na volemia
na tentativa de manter a homeotermia.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam reducdo no peso absoluto do
coragdo a partir dos 20 dias de idade e peso relativo a partir dos 30 dias, nas codornas
submetidas ao estresse térmico por calor. A manipulacdo térmica durante a incubacgéo
com temperatura 39,5°C reduziu o peso do coracdo aos 30 dias. Resultados semelhantes
foram observados Sgavioli et al. (2015) em que a temperatura de 39,0°C reduziu o peso
do coracdo. Segundo os autores a hipoplasia do coracdo pode causar déficit cardiaco e
comprometer o desenvolvimento do pintinho, resultando no surgimento de ascite
durante o periodo de crescimento. Resultados diferente foram relatados por Safdari-
Rostamabad et al. (2016), pois a alta temperatura ambiente aumentou o peso do coragao
de frangos de corte, no entanto, quando as aves foram suplementadas com selénio

reduziu o peso, eles atribuem este fato ao efeito cardioprotetor do selénio.

CONCLUSOES
O estresse térmico por calor em codornas japonesas causa deplecdo de linfécitos,
no qual, reduz o peso e area dos foliculos bursais a partir dos 20 dias de idade, além de

desencadear heterofilia, linfopenia e reducéo do figado e coracao.
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