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Resumo:

Objetivou-se avaliar o efeito da idade da matriz e da variacdo da temperatura de incubagdo sobre a
qualidade do pinto neonato. O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2
(trés idades x duas temperaturas de incubacdo). Foram incubados 720 ovos, provenientes de
matrizes com diferentes idades (30, 42 ou 64 semanas). A temperatura da maquina de incubar para
0s grupos controle foi mantida constante (37,5 °C) e para os tratamentos com estresse por calor foi
aplicada uma temperatura de 39,0 °C por 6h durante o periodo de 10 a 18 dias de incubacdo. Cinco
pintos por tratamento foram sacrificados para coletas de 6rgdos e realizada a histomorfometria
intestinal, de bago e bursa. Os dados foram submetidos a analise de variancia e foi utilizado o teste
de Tukey (5%). A éarea dos foliculos da bursa foi maior nos pintos oriundos de matrizes mais velhas
quando os ovos foram incubados em temperatura ideal. A temperatura de 39,0 °C estimulou o
desenvolvimento intestinal. A variacdo na temperatura de incubacdo prejudicou a qualidade de
pintos, sobretudo para pintos originados de matrizes jovens. Pintos oriundos de matrizes velhas
apresentaram melhor resposta imune e desenvolvimento intestinal, independentemente da variagdo
da temperatura de incubacao.

Palavras-chave: baco; bursa de Fabricius; frangos; imunidade; mucosa intestinal.

Abstract:
This study was carried out to evaluate the effect of breeder age and hatching temperature variations
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on chick quality. The experiment was a completely randomized design in a 3x2 factorial
arrangement (three breeder ages and two hatching temperatures). We used 720 eggs from three
breeder ages (30, 42, or 64 weeks). The hatching temperature for control group was 37.5 °C during
all the hatching period and for the elevated temperature group, it was 39.0 °C during 6h between 10
and 18 days of incubation. Five chicks per treatment were euthanized by cervical dislocation for
bursal and spleen morphological measurements. The data were analyzed using ANOVA and the
differences among means were compared by Tukey test (5%). Chicks from older flock had larger
follicular area of bursa de Fabricius when hatched under normal temperature. The higher hatching
temperature induced intestinal development because chicks hatched under high temperature had
bigger crypt depth. Changes in hatching machine temperature affected young flock chick quality.
Chicks from older flocks had better immune response.

Keywords: broiler; bursal; hatching; intestine; spleen.
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Introducéo

Na avicultura moderna, a qualidade de pintos de um dia é fundamental e, portanto, incubatérios
comerciais, além de buscar resultados de eclosdo, também tem focado na qualidade dos pintos
neonatos. Além dos aspectos fisicos de qualidade, ha também os aspectos microbioldgico e
imunoldgico. O pinto de qualidade deve ser livre de bactérias e fungos patogénicos, ter boa
imunidade maternal ser capaz de responder imunologicamente aos desafios de campo ap6s a queda
da imunidade passiva, recebida durante o periodo embrionario.

Segundo Tizard®, a resposta imune depende da formacéo de células que atuardo na imunidade
celular ou humoral. Os 6rgdos linfoides priméarios regulam o desenvolvimento dos linfécitos e os
secundarios possuem células que capturam e processam 0s antigenos. Nas aves, a maturacdo das
células B ocorre na bursa de Fabricius e a maturacdo das células T, no timo. O baco é um 6rgdo
linfoide secundéario e apresenta dois tipos de polpas: a vermelha que filtra o sangue e acumula
hemécias e a branca rica em linfécitos.

Alguns pesquisadores avaliaram indiretamente a resposta imune das aves por meio de morfometria
de 6rgdos linfoides. Van der Pol et al.®® estudaram o peso do baco e da bursa de Fabricius de pintos
neonatos de matrizes com diferentes idades e observaram que pintos oriundos de matrizes mais
velhas apresentaram maior peso de bursa de Fabricius.

Por outro lado, o intestino também é importante no desenvolvimento da ave, principalmente na fase
inicial de criagdo. Segundo Gimenez et al.®), na primeira semana ocorre grande desenvolvimento do
aparelho digestério da ave em adaptacdo ao meio extra-ovo e a dieta exdgena, o que se relaciona a
mucosa do intestino delgado, a qual responde pela digestdo e absor¢do dos nutrientes. Portanto, a
mucosa intestinal deve estar integra e em intensa renovacdo, para que haja eficiéncia digestiva na
ave.
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Um dos fatores que podem afetar tanto a imunidade das aves quanto o desenvolvimento intestinal é
a idade da matriz. Estudos comprovam que matrizes mais velhas depositam mais imunoglobulinas e
nutrientes na gema. Com isso, 0s pintos eclodem com maior imunidade maternal® e podem
apresentar maior desenvolvimento corporal, refletido na mucosa intestinal®.

Além da idade da matriz, a temperatura de incubacdo também afeta o desenvolvimento e a
qualidade do pinto. Lourens et al.® verificaram que os pintos eram mais pesados, na fase
embrionaria, quando incubados em temperatura constante em compara¢do com aqueles incubados
com variacdo da temperatura. Alem do peso do pinto neonato, o peso relativo de 6rgdos também
pode ser afetado pela temperatura de incubacéo. Leksrisompong et al.® estudaram o efeito de altas
temperaturas (39,5 °C) na fase final de incubacdo sobre o desenvolvimento do pinto e observaram
gue o aumento da temperatura prejudicou o desenvolvimento do coracdo, intestino delgado, pro-
ventriculo e moela.

A temperatura de incubacdo também afeta o desenvolvimento da mucosa intestinal e
consequentemente, o desenvolvimento da ave. Barri et al.(") estudaram a superficie da membrana
celular de pintos incubados em diferentes temperaturas e observaram que o aumento na temperatura
de incubacdo (39,6 °C) provocou diminuicdo da expressdao de peptideos transportadores de
micronutrientes na membrana plasmatica de pintos.

Este estudo foi realizado para avaliar o efeito da idade da matriz e da variacdo da temperatura de
incubacdo no desenvolvimento intestinal e dos érgaos linfoides de pintos de corte recém-eclodidos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no setor de Avicultura da Escola de Veterindria e Zootecnia e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goiaés,
protocolado sob o n° 032/12.

Foram incubados 720 ovos provenientes de matrizes com trés idades diferentes (30, 42 ou 64
semanas de idade) criadas sob condi¢des semelhantes (nutricionais, de manejo e ambiente). Os ovos
foram coletados em uma mesma granja e transportados no mesmo dia. Foram armazenados por trés
dias, pesados e selecionados de acordo com o peso medio de cada tratamento (idade das matrizes),
com 10% de desvio padrao.

Os ovos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2
(trés idades de matriz x duas temperaturas de incubacdo). Os ovos foram distribuidos em
incubadoras automaticas de estagio Unico (total de seis incubadoras) Premium Ecoldgica®, que
foram mantidas a 37,8 °C e 60% de umidade relativa. A temperatura da incubadora no grupo
controle foi de 37,5 °C constante durante todo o periodo de incubagdo. Para os tratamentos com
elevacdo da temperatura de incubagdo foi aplicada uma elevacdo ciclica de temperatura, sendo
alterada para 39,0 °C por 6h durante o periodo de 10 a 18 dias de incubagdo. Cada incubadora
recebeu 360 ovos, sendo 120 de cada idade de matriz.

O periodo de eclosdo foi acompanhado a partir de 449 horas de incubacdo em intervalos de seis
horas até o total de 504 horas. A qualidade dos pintos foi avaliada em dois periodos (simulando
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duas retiradas da maquina de eclosao), com 485 e 504 horas de incubacao.

Apds o nascimento, cinco pintos por tratamento foram pesados e submetidos a eutanasia
(deslocamento cervical) para coleta de material e confeccdo das Iaminas histolégicas. Para a anélise
histoldgica do intestino delgado foram colhidos segmentos de 1 cm do duodeno, jejuno e ileo, sem a
abertura da borda mesentérica devido as suas dimensGes ndo permitirem tal manuseio. Os
segmentos foram fixados em formol 10% por 24 horas. Posteriormente, foram lavados em alcool
70% e, em seguida, submetidos a desidratacdo por tratamento com alcool em concentragdes
crescentes (70-100%). As amostras foram diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram
preparadas laminas de cada segmento e os cortes, com sete micrémetros de espessura, foram
corados com Hematoxilina e Eosina. O baco e a bursa foram também submetidos ao mesmo
procedimento.

Apdbs o processamento das laminas, foram fotografados quatro campos de cada lamina e foram
realizadas 10 leituras por lamina, totalizando 40 leituras por ave. Foi avaliada a histomorfometria do
trato gastrintestinal (intestino delgado) e a &rea dos foliculos da bursa de Fabricius. A porcentagem
da &rea de polpa branca em relacdo a area de polpa vermelha do baco foi realizada a partir das
medidas das areas, considerando-se toda a area do baco (100%).

Apo6s o procedimento de coloracdo das laminas preparadas, foram fotografados quatro campos em
cada lamina de segmento intestinal e foram realizadas 10 leituras por campo, totalizando 40 leituras
por ave da altura e largura de vilos e profundidade de criptas e das areas do foliculo da Bursa
(Figura- 1A). Também foram feitas medigOes de cinco campos de 4 cm? por fotografia das laminas
do bago (Figura- 1B), considerando-se a area de polpa branca e area de polpa vermelha, por meio
do software Imagel. As fotografias das laminas foram realizadas utilizando-se um microscépio
Otico Leica acoplado a um sistema analisador de imagens Axio Vision® (versdo 3.0). A relagdo
vilo:cripta foi obtida dividindo-se a altura dos vilos pela profundidade das criptas.

B8

Figura 1. Foliculo de bursa utilizado na mensuragdo de drea (A); drea de polpa branca ¢

area de polpa vermelha de bago (B)

As variaveis quantitativas foram analisadas pela ANOVA, com auxilio do programa computacional
SAS® e, quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste Tukey (P<0,05).
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Resultados e Discussao

Houve interacdo (P<0,05) entre os fatores (temperatura de incubacdo e idade das matrizes) sobre a
porcentagem da &rea branca do bacgo e a &rea do foliculo da bursa (Tabela 1) e matrizes mais novas
produziram pintos neonatos com maior porcentagem da area branca quando os ovos foram mantidos
em temperatura ideal de incubacao (Tabela 2).

A polpa branca do bago favorece a resposta imune, pois é rica em linfocitos® e, assim, pdde-se
inferir que pintos oriundos de matrizes jovens apresentavam melhor imunidade quando incubados
em temperatura constante, ja que a oscilacdo para temperatura mais elevada (39 °C) prejudicou o
desenvolvimento desse 6rgdo. Matrizes de idade intermediéria apresentaram pintos com pior
imunidade, independente do estresse por alta temperatura (P<0,05).

Ja os embribes oriundos de matrizes com 42 e 64 semanas de idade foram mais resistentes a
variacOes de temperatura, pois 0 aumento da temperatura para 39 °C ndo foi prejudicial para o
desenvolvimento do baco. Como as matrizes mais velhas produzem ovos maiores, é possivel que
nesses ovos 0 estresse ndo 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. Assim, maquinas com problemas de oscilagdo na temperatura podem
prejudicar principalmente a resposta imune de pintos oriundos de matrizes mais jovens.

Tabela 1. Efeito da idade das matrizes ¢ do aumento da temperatura durante a
incubagdo sobre a porcentagem da polpa branca do bago ¢ da drea dos Foliculos da
Bursa (pm?)

Variaveis estudadas

Polpa branca Area dos Foliculos
do Baco (%) Bursa (um?)
Fatores Valor de P
Idades da matriz <0,0001 0,055
Temperatura'de incubagio 0,007 0.429
Idade*temperatura 0,030 0,016
CV(%) 27,04 5,85

139,0°C por 6h (durante o periodo de 10 a 18 dias de incubagdo)

A area dos foliculos (Tabela 2) foi maior (P<0,05) nas aves oriundas de matrizes mais velhas (64
semanas) em relacdo as mais novas (30 semanas), quando os ovos foram incubados em temperatura
ideal.

Os resultados obtidos neste estudo estio de acordo com os observados por Van der Pol et al.®), que
verificaram que, em temperatura constante de incubagdo, houve aumento do peso da bursa de
Fabricius em pintos oriundos de matrizes mais velhas, embora os autores ndo tenham avaliado area
de foliculo da bursa. Esses resultados também corroboram os observados por Leandro et al.®) que,
em estudo com pintos originados de matrizes com diferentes idades, mas em condicdes ideais de
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temperatura, observaram que matrizes mais velhas originaram pintos com melhor resposta imune.

Os foliculos da bursa sdo massas arredondadas de células do sistema imune, como linfdcitos,
plasmacitos e macrofagos. Na bursa, ocorrem a maturacgéo e a diferenciacdo das células produtoras
de anticorpos, os linfocitos B, e quando o processo de maturacgéo é finalizado, as células B restantes
se deslocam para os 6rgdos linfoides secundarios®”. Como a idade da matriz pode interferir no
desenvolvimento dos érgdos do sistema imune do pinto, pode-se inferir que pintos de matrizes mais
velhas podem apresentar melhor resposta imune do que a de pintos de matrizes jovens. Além disso,
Ulmer-Franco et al.) observaram maior capacidade de transferéncia de imunoglobulinas para
embrido/pintinho em matrizes mais velhas em relagdo as mais novas.

Tabela 2. Desdobramento da intera¢do entre idade da matriz e temperatura de
incubag¢dio na porcentagem de polpa branca de bago e na area do foliculo da Bursa em
pintos oriundos de matrizes de diferentes idades e submetidos a variagdo da temperatura
de incubacdo

Polpa branca do bago (%)

[dade das matrizes (semanas)

Temp.de incubagio (°C) 30 42 64
37.5 68,0 Aa 45,6 Ca 51,5 Ba
39,0’ 53,6 Ab 45,1 Ba 50,1 Aa

Area do Foliculo da Bursa (um?)
Idade das matrizes (semanas)

Temp.de incubagdo (°C) 30 42 64
37,5 598,96 Ba 629,32 ABa 676,19 Aa
39,0 675,47 Aa 581,31 Aa 614,61 Aa

Médias seguidas por letras maisculas (linhas) e mintisculas (colunas) diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05)."39,0°C por 6h (durante o periodo de 10 a 18 dias de incubagdo).

E possivel que embries de matrizes mais velhas sejam mais resistentes a variacdes de temperatura
durante a incubacdo, podendo ser incubados em maquina de estagio multiplo, e os ovos de matrizes
jovens sejam incubados em maquinas de estagio Unico, pois 0s embrides desse tipo de matriz séo
mais sensiveis a variacdes de temperatura no periodo embrionario®. Oznurlu et al.®?, ao estudarem
a influéncia da temperatura de incubacdo (medida na casca do ovo) sobre o sistema imunologico,
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) e concluiram que a temperatura elevada na incubacdo pode resultar
em baixa imunidade nos lotes de frango de corte.

Quanto aos resultados da histomorfometria intestinal (Tabela 3) de pintos oriundos de matriz com
diferentes idades e sob variacdo da temperatura de incubacdo, notou-se efeito da interacdo para
comprimento de vilo (P<0,05) e profundidade de criptas (considerando o P= 0,0582) do duodeno.
Houve interacao (P<0,05) para o comprimento de vilo e profundidade de cripta do ileo.

No desdobramento da interagdo entre os grupos idade de matriz e temperatura de incubacdo, para
altura de vilo (P=0,0011) e profundidade de criptas (P= 0,0582) do duodeno, observou-se que
matrizes mais velhas resultaram em pintos neonatos com maior desenvolvimento intestinal, em

Cienc. anim. bras., Goiania, v.18, 1-11, e-34828, 2017



7 LEANDRO, N.S.M. et al.

condigdes de temperatura ideal de incubacdo (37,5 °C). No entanto, em pintos oriundos de matrizes
jovens houve um maior estimulo do desenvolvimento intestinal quando os embrides foram
submetidos ao aumento da temperatura de incubacgdo (39,0 °C) e esse fato pode ser observado
principalmente a partir do resultado da altura do vilo do duodeno.

Considerando-se a temperatura ideal de incubacéo, resultados semelhantes foram encontrados por
Maiorka et al.* e Agostinho et al.®?, que verificaram que pintos originados de matrizes jovens (30
e 33 semanas), em condi¢Ges normais de incubacdo, apresentavam menor desenvolvimento
intestinal do que matrizes mais velhas (60 e 68 semanas).

Tabela 3. Histomorfometria intestinal de pintos oriundos de matrizes de diferentes
idades ¢ submetidos a diferentes temperaturas de incubagdo

Duodeno Jejuno Ileo

(pum) (pm) (pm)
Idade Vilo Cripta Vilo Cripta Vilo Cripta
(semanas)
30 3024 50,4 208,6c  53.4c 229,7 61,84
42 465,2 75,1 2319  58,0b 268,1 73,43
64 455,7 70,1 262,6a 64,2a 263,5 70,38
Temp.
37.5(°C) 3640 59.0 240,1 56,0b 2384 66,08
39,0' (°C) 453,6 714 235,7 62.4a 262,8 69,67
Grupos Valor de P
Idades <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,010 <0,0001
Temp. <0,0001 0,0042 0,768 0,0004 0,0028 0,0689
Idade*temp 0,0011  0,0582 0.274 0,686 0,002 <0,0001
CV(%) 23,4 26,8 248 26.6 25,51 33,0

M¢édias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
'39,0 °C por 6h durante o periodo de 10 a 18 dias de incubago.

Com relagéo ao efeito do aumento da temperatura durante a incubagdo, os dados encontrados neste
estudo discordam dos obtidos por Leiksrisompong et al.®, que |observaram que o peso do intestino
delgado de pintos neonatos submetidos a altas temperaturas (39,9 °C), durante o periodo final de
incubacdo, foram menores do que os daqueles incubados em temperatura normal (38 °C). A
diferenca de resultados entre o presente estudo e os autores citados pode ser devido a diferenca de
temperaturas empregadas nos experimentos, pois estudos mostraram que variagdes de 1°C podem
modificar o metabolismo embrionario de pintos®®).

VariacOes de temperatura podem afetar a velocidade de desenvolvimento de 6rgdos, podendo ou
néo afetar a eclodibilidade, e podem afetar o crescimento proporcional e/ou 0s processos funcionais
do embrido®. Nesta pesquisa, 0 estimulo ao desenvolvimento de 6rgdos linfoides e intestino
delgado provocado pela oscilacdo da temperatura de incubacéo para 39 °C nao pode ser considerado
como positivo, sendo necessarios mais estudos nesse sentido. Entretanto, Yalcin et al.*> testaram o
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aumento da temperatura de incubagdo para 38,5 °C durante 6 horas/dia, do 102 ao 18° dia de
incubac&o, e verificaram um crescimento acelerado em relagdo ao grupo controle, com maior peso
do pinto neonato. Do mesmo modo, Tzschentke e Halle®®, estudando o desempenho de frangos de
corte submetidos ao curto periodo de estresse térmico durante a fase embrionaria (temperatura de
incubacdo aumentada para 38,4 °C, durante duas horas/dia), verificaram que o aumento da
temperatura durante a incubacéo proporcionou melhor desempenho do frango, tanto para o ganho
de peso como para a conversao alimentar.

Para o comprimento dos vilos (um) e profundidade das criptas do ileo de pintos neonatos, pode-se
observar que houve interacdo (P<0,05) entre idade de matrizes e temperatura de incubacdo. Os
resultados mostraram que, em condi¢cdes adequadas de temperatura, a idade das matrizes
influenciou o comprimento de vilos dos pintos neonatos, sendo que os pintos oriundos de matrizes
de idade intermediaria (42 semanas) apresentaram menor altura de vilos. Em condicdes de
temperatura oscilando para 39 °C, o menor resultado foi observado em matrizes jovens (P<0,05).
N&o houve efeito (P>0,05) da oscilacdo da temperatura da maquina de incubar no desenvolvimento
dos vilos do ileo em pintos oriundos de matrizes de 64 semanas de idade.

Para a profundidade de cripta do ileo, péde-se observar que aves provenientes de matrizes com
idade intermediaria apresentaram melhor desenvolvimento de criptas; entretanto, quando houve
oscilacdo da temperatura de incubacdo, os melhores resultados foram obtidos nas aves oriundas de
matrizes de mais idade (60 semanas).

Para o jejuno (Tabela 3) ndo houve interacdo entre os grupos estudados, sendo que houve efeito da
idade da matriz sobre altura de vilo e profundidade de cripta (p<0,05). Verificou-se maior
desenvolvimento intestinal para pintos oriundos de matrizes mais velhas. O aumento da altura de
vilo e profundidade de cripta de acordo com a idade das matrizes esta em consonancia com 0s
resultados encontrados por Gimenez et al.®®, que verificaram melhor area de digestdo e de absorcéo
intestinal dos embrides e neonatos oriundos de matrizes mais velhas.

O desenvolvimento de todos os tecidos pode ser afetado pelas condigdes de temperatura, durante a
incubacdo™” e, como demonstrado neste estudo, a oscilacdo da temperatura afetou os diferentes
orgdos avaliados e foi dependente da idade da matriz. De acordo com a literatura, outros fatores
também podem afetar a resposta fisioldgica do embrido, como periodo de incubacdo no qual havera
uma oscilagdo da temperatura, da propria temperatura, do tempo de aplicacdo da elevacdo da
temperatura, da linhagem e de qual tecido esta sendo avaliado. Esses efeitos podem ser positivos ou
negativos em relacio ao desempenho e mortalidade durante a fase de criagao®31417-21),
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Tabela 4. Desdobramento da interagdo entre idade de matrizes e temperatura de
incubagiio sobre comprimento de vilos (um) e profundidade de criptas (um) de duodeno
¢ do ileo de pintos neonatos

Duodeno
Altura de vilos (um)
Idade das matrizes (semanas)
Temperatura (°C) 30 42 64
37,5 264,66 Bb 442,76Aa 453,16Aa
39,0 401,25Ba 484,28Aa 458,79Aa
Profundidade de criptas (um)
Temperatura (°C) 30 42 64
37.5 45,53Bb 74,00 Aa 68,13 Aa
39,0' 62,86 Ba 76,17 Aa 72,48 Aba
Ileo
Altura de vilos (um)
Idade das matrizes (semanas)
Temperatura (°C) 30 42 64
37,5 236,18Aa 196,40Bb 251,01Aa
39,0’ 223,52Ba 284,69Aa 271,69Aa
Profundidade de criptas (um)
Temperatura(°C) 30 42 64
37.5 58,07Ba 104,95Aa 63,71Bb
39,0 65,50Ba 66,15Bb 74, 75Aa

Médias seguidas por letras maitsculas (linhas) e mintsculas (colunas) diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05). '39,0 °C por 6h durante o periodo de 10 a 18 dias de incubagdo.

Conclusoes

A variagdo na temperatura da maquina de incubacéo (39 °C) prejudica o desenvolvimento de pintos
neonatos, principalmente aqueles oriundos de matrizes jovens. Pintos oriundos de matrizes de 64
semanas apresentam maior desenvolvimento intestinal e de orgdos linfoide. A oscilagcdo da
temperatura acima do recomendado na incubacdo (39 °C) acelera o desenvolvimento intestinal de
pintos.
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