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Técnica de manipulacgdo térmica pré-natal: efeitos sobre as caracteristicas

morfofisioldgicas e o desenvolvimento 6sseo de embribes e pintos de corte

RESUMO

Foram avaliados os efeitos da técnica de manipulacdo térmica pré-natal, com
controle da temperatura de casca do ovo, sobre o rendimento da incubag&o (perda de peso
do ovo, fertilidade, eclodibilidade, mortalidade e refugagem), a qualidade de pinto (peso,
comprimento, peso do corpo sem gema, peso de gema residual, peso relativo de 6rgaos e
escore de umbigo); duracdo da incubacdo, morfologia embrionaria, parametros da casca
(peso, espessura, Ca, P, Mn e Mg), da gema (Ca, P, Mn e Mg), temperatura retal,
parametros sanguineos (Ca, P, GH, Ts, T4, PTH, calcitonina, vitamina Ds, fosfatase
alcalina, glicose, &cido Urico, lactato, glicogénio hepéatico e hemogasometria) e analises
osseas (Ca, P, Mn, Mg, morfometria, biofisica e mecanica) de pintos de um dia. Um total
de 2.408 ovos de matrizes pesadas da linhagem Cobb 500%, com idade de 52 semanas,
foram distribuidos em quatro incubadoras de estagio Unico, com capacidade para 602
ovos. Cada incubadora foi regulada para manter a temperatura da casca do ovo (TCO) em
37,8°C durante o periodo de incubagdo. Entre o 8° ¢ 18,5° dia de incubagdo, durante 6
horas por dia, uma maquina foi regulada para a TCO de 36,7°C (MT-L), uma maquina foi
regulada para a TCO de 38,9°C (MT-H) e outra maquina foi regulada para a TCO de
39,4°C (MT-VH) diariamente. A maquina controle nao sofreu alteragdo da programacao
inicial. A manipulacdo térmica com temperatura de casca de 36,7°C resultou em uma
piora significativa na maioria das variaveis associadas ao rendimento de incubagéo,
prolongou o tempo de incubac¢do, aumentou a temperatura retal, piorou os parametros de
qualidade de pinto, pesos relativos de 6rgédos (coracdo, figado, intestino, pulmdes, baco,
pancreas e bursa), prejudicou a desmineralizacdo da casca e gema, 0s horménios
calciotropicos e consequentemente o desenvolvimento dsseo embrides e pintos de um dia
e, sendo assim, ndo é recomendada. Ao contrario, a manipulagdo térmica com controle de
temperatura da casca, utilizando 38,9°C ou 39,4°C, promoveu menor temperatura retal,
maior mobilizacdo e utilizacdo de minerais a partir dos componentes do ovo e
consequentemente, melhor desenvolvimento dos 0ssos, sem prejudicar o rendimento de
incubacdo e a qualidade dos pintos de um dia. Esta técnica demonstrou ser uma
ferramenta viavel e favoravel, sendo importante mensurar a continuidade dos efeitos
benéficos durante a criagdo das aves.

Palavras-chave: Fémur, Frangos de corte, Hormonios, Mineralizacao déssea, Tibia
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Intermittent thermal manipulation technique: effects on morphophysiological
characteristics and bone development of broiler embryos and chicks

ABSTRACT

The effects of the pre-natal thermal manipulation technique, with eggshell temperature
control, were evaluated on incubation performance (egg weight loss, fertility,
hatchability, mortality, and culling), chick quality (weight, length, yolk-free body weight,
residual yolk weight, relative organ weights and navel score), incubation duration,
embryonic morphology, shell parameters (weight, thickness, Ca, P, Mn, and Mg), yolk
composition (Ca, P, Mn, and Mg), cloacal temperature, blood parameters (Ca, P, GH, Ts,
T4, PTH, calcitonin, vitamin D3, alkaline phosphatase, glucose, uric acid, lactate, liver
glycogen, and blood gas analysis), and bone analysis (Ca, P, Mn, Mg, morphometry,
biophysics, and mechanics) in one-day-old chicks. A total of 2,408 eggs from 52-week-
old Cobb 500® heavy breeders were distributed into four single-stage incubators, each
with a capacity of 602 eggs. The incubators were set to maintain the eggshell temperature
(EST) at 37.8°C during the incubation period. Between the 8th and 18.5th days of
incubation, for 6 hours per day, one incubator was adjusted to an EST of 36.7°C (MT-L),
another to 38.9°C (MT-H), and a third to 39.4°C (MT-VH). The control incubator
remained under the initial settings. Thermal manipulation at an EST of 36.7°C worsened
most incubation performance variables, prolonged the incubation time, increased cloacal
temperature, worsened chick quality parameters, relative organ weights (heart, liver,
intestines, lungs, spleen, pancreas, and bursa), impaired the demineralization of the
eggshell and yolk, disrupted calciotropic hormones, and consequently hindered bone
development in embryos and one-day-old chicks. Therefore, this treatment is not
recommended. Conversely, thermal manipulation with eggshell temperature control at
38.9°C or 39.4°C resulted in lower cloacal temperature, greater mobilization and
utilization of minerals from the egg components, and consequently better bone
development, without impairing incubation performance or chick quality. This technique
proved to be a viable and beneficial tool, and further evaluation of the long-term positive
effects during bird rearing is recommended.

Keywords: Femur, Broiler chickens, Hormones, Bone mineralization, Tibia
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o rapido desenvolvimento das caracteristicas produtivas das
aves nao foi acompanhado por uma evolucdo proporcional dos sistemas viscerais,
tornando-as mais vulneraveis as variagdes ambientais. Em climas tropicais, 0 estresse por
calor é um dos principais fatores que afetam a salde das aves, causando aumento da
mortalidade, reducéo do consumo de racdo e queda no ganho de peso. Assim, a busca por
estratégias que minimizem os efeitos do estresse térmico tornou-se uma prioridade.

Nesse contexto, a manipulacdo térmica intermitente durante a incubagéo tem sido
uma estratégia promissora para melhorar a termotolerancia das aves (Piestun et al., 2008).
Essa técnica consiste em submeter os embrides a variagdes controladas de temperatura,
favorecendo a adaptacdo ao estresse térmico. Estudos indicam que o periodo ideal para
essa manipulacdo corresponde ao intervalo em que ocorrem importantes mudancgas no
desenvolvimento dos eixos hormonais hipotalamo-hipdfise-tiredide e hipotalamo-
hipdfise-adrenal, entre 0 4° e 0 19° dia de incubacdo (Thommes, 1985 ; Yahav et al.,
2004). Durante essa fase, o embrido passa por intensas adaptacbes fisioldgicas e
metabolicas (Moraes et al., 2004; Yahav et al., 2004).

Entre as mudancas criticas nessa etapa, destaca-se o desenvolvimento Gsseo, que
é particularmente sensivel as variacGes térmicas. O periodo do tratamento térmico
coincide com o pico de utilizacdo dos minerais da gema e da casca, essenciais para a
formacdo esquelética (Yair; Uni, 2011; Torres; Korver, 2018). O controle adequado da
temperatura de incubacdo € crucial, ndo apenas para garantir uma eclodibilidade
garantida, mas também para promover uma deposicdo adequada de minerais como calcio
e fosforo nos 0ssos (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2013).

Embora a literatura indique os beneficios da técnica, seus efeitos no
desenvolvimento 0sseo e hormonal das aves ainda sao pouco explorados. Aspectos como
a influéncia da temperatura nos hormonios calciotropicos e na mobilizacdo de minerais
da casca e da gema para 0s 0ss0s permanecem incertos (Morita et al., 2020). Este estudo
visa preencher essas lacunas, avaliando o impacto de diferentes condicdes de
manipulagéo térmica, com o controle da temperatura da casca, entre os dias 8 e 18 de
incubacéo sobre o rendimento de incubagéo, morfofisiologia e 0 desenvolvimento 6sseo

de embrides de frangos de corte.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TEMPERATURA CORPORAL DAS AVES

A temperatura corporal das aves estd relacionada a producdo de calor e aos
mecanismos de controle e manutencdo da temperatura interna do organismo
(termorregulacdo), os quais sdo essenciais para manter a homeostase (estabilidade
fisioldgica) sistémica desses animais (Furlan; Macari, 2002).

O desenvolvimento embrionario das aves ¢ um periodo critico para a formagao do
sistema termorregulatorio, pois define a capacidade futura do pintinho para regular sua
temperatura corporal e responder adequadamente as variacdes ambientais. Uma
compreensdo aprofundada desse processo € essencial para o manejo adequado durante a

incubacgdo e para garantir o bem-estar e a saude das aves ao longo de seu ciclo de vida.

2.2 SISTEMA TERMORREGULADOR EM AVES

O sistema termorregulatorio € considerado um dos mais importantes e criticos
sistemas para a homeostase do organismo das aves. Por serem animais homeotérmicos,
as aves sdo capazes de gerar calor metabolico e manter sua temperatura corporal em torno
de valores constantes. Essa aptiddo termorreguratoria, proporciona equilibrio ao meio
interno para o ideal funcionamento dos sistemas que compdem o organismo na maioria
das condi¢des ambientais (Furlan; Macari, 2002; Nichelmann; Tzschentke, 2002; 2003,
Tzschentke, 2007).

O complexo termorregulatdrio das aves ¢ formado pela integragdo dos sistemas
receptor, controlador, efetor e sistema passivo do organismo. O seu desenvolvimento
ocorre com a formagdo do sistema nervoso central e periférico, que sdo responsaveis por
induzir a ativacdo dos mecanismos controladores da temperatura corporal, através da
percepcao dos estimulos externos ao organismo pelas unidades funcionais receptoras
(Furlan; Macari, 2002) (Figura 1). O sistema receptor ¢ constituido por neur6nios

responsivos que percebe os estimulos externos, € a sua integragdo com o sistema nervoso
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induz a ativacdo de mecanismos controladores da temperatura corporal. Os sistemas
efetores participam induzindo as respostas para a manuten¢do da homeotermia. Assim, a
termorregulacdo ¢ realizada por estruturas do sistema nervoso central, que controlam as
interacdes hormonais em seu organismo, € por sua vez irdo controlar o metabolismo e

producdo de calor corporal desses animais (Baarendse ef al., 2007).

Figura 1 — Interag¢do entre ambiente e comportamento do frango de corte.
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2.2.1 Ontogenia da termorregulacéo das aves

O desenvolvimento pré-natal de mecanismos termorreguladores em aves ¢
benéfico para a rapida maturacao da regulacao da temperatura corporal em fase inicial de
pos-eclosdo, o que ¢ importante para o ideal funcionamento do organismo durante a vida
(Tzschentke, 2007). Segundo Nichelmann e Tzschentke (2002), esse desenvolvimento
ocorre nas aves em trés fases, caracterizadas por diferentes eficiéncias de respostas
termorregulatdrias: fase pré-natal, fase pos-natal e fase de homeotermia completa.

A fase pré-natal refere-se a todo o periodo de incubacgdo, periodo em que ainda
existe uma baixa eficiéncia das reacdes endotérmicas e o embrido encontra-se com
limitada capacidade de estabilizar sua temperatura corporal quando exposto a exposi¢ao
térmica. Ao inicio da incubacdo, o embrido de ave é altamente sensivel as variacdes de
temperatura no ambiente externo ao ovo (Decuypere; Michels, 1992). Os primeiros sinais
de diferenciacdo celular que contribuem para o desenvolvimento do sistema nervoso e
dos 6rgdos sensoriais que sdo essenciais para a percepcao e resposta as mudancas de
temperatura no ambiente externo (Janke et al., 2002; Nichelmann; Tzschentke, 2003).
Conforme o desenvolvimento prossegue, as estruturas anatdmicas especificas, como a
medula espinhal, os nervos periféricos e o0s centros cerebrais relacionados a
termorregulacdo, comecam a se formar, permitindo que o embrido progressivamente
adquira a capacidade de regular seu calor corporal (Nichelmann; Tzschentke, 2002, 2003;
Tzschentke, 2007; Baarendse et al., 2007).

Nichelmann e Tzschentke (2002) demonstram que as reacdes endotérmicas
durante o periodo pré-natal exercem influéncia sobre a eficiéncia da termorregulacéo em
longo prazo. Essas reagdes podem interferir positivamente na adaptacdo as condicoes
ambientais esperadas e podem estar envolvidas em mecanismos de adaptagédo
epigenéticas. Durante este periodo, as reagdes comportamentais que influenciam a
regulacao térmica, tais como a capacidade inata de preferéncia de temperatura ambiente
é essencial para a manutencdo da homeotermia porque 0s mecanismos autbnomos de
regulacdo da temperatura ndo estéo totalmente desenvolvidos.

Mudangcas na taxa de producao de calor em aves podem ocorrer até mesmo antes
da ecloséo, de acordo com a temperatura de incubacéo utilizada (Meijerhof; Van Beek,
1993; Loh et al., 2004; Lourens et al., 2007; Decuypere et al., 2013). Em resposta, 0
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embrido desenvolve uma série de adaptacgdes fisioldgicas para otimizar sua capacidade de
termorregulacdo (Nichelmann; Tzschentke, 2002; Tzschentke; Plagemann, 2006;
Tzschentke, 2007). Isso também inclui o desenvolvimento de estruturas como 0 saco
vitelino, responsavel pela troca de gases e nutrientes com o ambiente (Lin et al., 2017),
podendo interferir na formacdo do tecido adiposo, que atua como isolante térmico
(Hammond et al., 2007).

A fase pos-natal se inicia no momento pds-eclosdo e termina aproximadamente
no 10° dia de vida. Nesse momento o pintinho ira apresentar uma maior capacidade de
manter sua temperatura corporal, quando exposto as oscilacdes de temperatura ambientais
frias. Segundo Tzschentke (2007), a termorregulacdo em animais homeotérmicos em fase
de desenvolvimento poés-natal, tem como objetivo promover a manutencdo de uma
temperatura corporal estavel sob a maioria das condi¢Ges. Para que isso se aconteca, 0
sistema regulador da temperatura integra as atividades de todos os sistemas do corpo em
reacOes adequadas e coordenadas.

A terceira fase € a da homeotermia completa, comecando aproximadamente no
10° dia de vida. Este periodo é caracterizado por uma temperatura corporal mais ou menos
constante, que é em grande parte independente da temperatura ambiente, como resultado
da ativagdo de elementos de controle termorreguladores. Portanto, o sistema de
termorregulacéo torna-se eficiente em sua totalidade (Nichelmann; Tzschentke, 2002).

Sendo assim, a fase de desenvolvimento embrionario € muito sensivel e de grande

importancia para a adaptabilidade do organismo durante a vida adulta.

2.2.2 Mecanismos fisiologicos da termorregulacio

Pode-se dizer que o controle da temperatura das aves ocorre a partir de duas
varidveis: uma associada as respostas promovidas pelo aumento da temperatura e outra
pela reducdo da temperatura. Segundo Furlan e Macari (2002), é assumida a existéncia
de duas populagdes de neurdnios no hipotalamo (responsivos ao calor e ao frio). Os
neurdnios responsivos ao calor sdo ativados por meio do aumento da temperatura
corporal, induzindo o animal a ter respostas de perda de calor; por outro lado, 0s neurénios

responsivos ao frio induzem uma regulacédo. Essas células nervosas promovem mudangas
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nos sistemas circulatorio, respiratério e o metabolismo em geral, possuindo a capacidade
de integrar suas atividades, participando de reacfes adequadas e coordenadas, resultando
no controle da temperatura corporal das aves (Nichelmann et al., 2001).

Dentre 0s meios que atuam na regulacdo da temperatura corporal, o metabolismo
energético é o mais importante para a ocorréncia dessa fungdo. O sistema nervoso central
controla as respostas hormonais, por meio dos eixos Hipotdlamo — Pituitria — Tiroide e
0 eixo Hipotadlamo — Pituitaria — Adrenal. Esses eixos regulam hormoénios que estdo
relacionados ao controle do metabolismo das aves, como as catecolaminas,
corticosteroides e hormonios tireoidianos. Os hormonios citados aparecem muito cedo na
circulacdo sanguinea e no liquido alantdico durante o desenvolvimento embrionario
promovendo estimulo a producdo de calor do sistema organico (Oviedo-Rondon;
Murakami, 1998; Debonne et al., 2008). Neurbnios aferentes levam ao cérebro
informagBes de natureza elétrica dos receptores, tanto externos quanto internos,
espalhados pelo corpo, onde as informagdes sdo processadas (Furlan; Macari, 2002).
Portanto, o hipotalamo é a estrutura cerebral mais importante no processamento das
informacdes sensoriais e execucdo de respostas motoras, comportamentais, autondmicas
e hormonais (Tzschentke; Basta, 2002).

Darras et al. (2000) relataram que 0s hormonios tireoidianos regulam a taxa de
metabolismo basal e séo essenciais para a manutencéo da temperatura corporal constante
em animais homeotérmicos. O horménio liberador de tireotrofina (TRH) estimula a
pituitaria (hipofise) a sintetizar e liberar o hormonio tireoestimulante (TSH), que por sua
vez estimula a glandula tiroide a produzir Tz e T4 (Debonne et al., 2008). O horménio T3
é o principal fator que estimula a termogénese por ser o principal agente controlador do
metabolismo basal. A concentragdo circulante de T3 é reduzida em altas temperaturas,
enquanto que em baixas temperaturas, a concentracdo aumenta (Yahav; Hurwitz, 1996;
Yalcin et al., 2009). Além disso, em resposta ao estresse, o hipotdlamo produz o hormonio
liberador de corticotrofina (CRH). O CRH € o regulador de estimulagdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), produzido na hipéfise anterior. O ACTH estimula o cértex
adrenal, que por sua vez ira aumentar os niveis de corticosterona na corrente sanguinea.
O aumento da corticosterona exerce feedback negativo sobre o hipotalamo, bem como
sobre a hipofise, agindo entdo indiretamente sobre sua propria liberacao (Carsia; Harvey,
2000) (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismos de regulacdo do eixo-HPT e HPA do frango.
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liberador da corticotrofina, ACTH: horménio adrenocorticotréfico, CRH-R: receptor hormonal da liberagéo
de corticotrofina, (+) = efeito estimulante e (-) = efeito inibitério. Fonte: Adaptado de Debonne et al. (2008).

O aumento da atividade dos neurdnios hipotalamicos sensiveis ao calor induz um
aumento na atividade de mecanismos de perda de calor, seguida por uma diminui¢do na
temperatura do corpo das aves (Simon ef al., 1986). A estimulagdo de neurdnios sensiveis
ao frio resulta no efeito oposto. Essas reacdes endotérmicas podem ser observadas muito
cedo durante o desenvolvimento embriondrio, como relatadas por Lourens et al. (2006),
que demonstraram em embrides de galinha. A partir do 8° dia de incubagdo, os embrides
de galinha reagiram com um aumento de curto prazo (<16 minutos) na producao de calor
apos uma diminui¢do de 0,3 °C na temperatura da incubadora. Além disso, uma redugao
de curto prazo na produgdo de calor foi encontrada apds o aumento de 0,3°C na

temperatura das maquinas.
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2.2.3 Flutuacdes de temperatura e desenvolvimento embrionario

A sensibilidade dos embrides de frangos de corte as flutuacGes de temperatura
durante o periodo de incubagdo € um aspecto crucial a ser considerado na produgédo
avicola. Visto que o desenvolvimento embrionério é altamente dependente de um
ambiente térmico estavel para garantir a expressao adequada dos genes e a progressao
correta dos processos bioldgicos, essa sensibilidade térmica reflete a importancia de criar
condigdes ideais durante o processo de incubacdo para garantir o desenvolvimento
saudavel e o sucesso da ecloséo.

Como citado no topico anterior, durante a incubacdo, os embrides de aves estdo
em um estagio extremamente delicado de desenvolvimento, onde sdo altamente sensiveis
a qualquer alteragdo ambiental (Nichelmann; Tzschentke, 2002; Tzschentke; Plagemann,
2006; Lourens et al., 2006; Tzschentke, 2007; Van Der Pol et al., 2014).

As mudancas bruscas de temperatura podem afetar negativamente o
desenvolvimento embriondrio de aves (Barott, 1937). Pesquisas anteriores ja
demonstraram que uma ligeira mudanga na temperatura de incubagdo atua como um
estresse no embrido, levando a problemas como baixo desenvolvimento corporal,
alteracdo na producdo de calor do embrido, nos indices da incubacdo, ma formacéo e
qualidade do pinto (Yalcgin et al., 2003; Lourens et al., 2007), desenvolvimento
inadequado de 6rgdos (Shim; Pesti, 2011; Van Den Brand et al., 2021), o crescimento do
esqueleto (Van Den Brand et al., 2019), alteragdo na eficiéncia de utilizacdo dos
componentes da gema (Oviedo-Rondon et al., 2008; Dayan et al., 2020) e nos hormonios
da tireoide (Willemsen et al., 2010; AL-Rukibat et al., 2017), entre outros.

No entanto, trabalhos que abordaram manipulacfes térmicas durante a incubacao
demonstraram que tais consequéncias dependem do grau e tempo de exposi¢do a
temperatura nao ideal.

Uma variacdo brusca na temperatura de incubagdo atua como um estresse no
embrido em desenvolvimento. Todavia, uma variacdo térmica cuidadosa pode néo
promover impactos significativos ao desenvolvimento embrionario ou atém mesmo
ajudar a desenvolver tolerancia ao estresse térmico durante o periodo de criacéo,
preparando as aves para resistir a condig¢oes estressantes (Nichelmann; Tzschentke, 2003;
Tzschentke; Plagemann, 2006; Tzschentke, 2007; Piestum et al., 2011; Willemsen et al.,
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2011; Al-zghoul et al., 2013; Tzschentze; Tatge, 2013; Morita et al., 2016; Vinoth et al.,
2018; Al-zghoul et al., 2019; Goel et al., 2022). Por exemplo, ovos incubados a 39,5°C,
entre 0 7° e 16° dia de incubacdo, e expostos continuamente ao calor por 24 horas
apresentaram menor taxa de eclosao (50,6%) quando comparados aos 0V0S expostos ao
calor por apenas 12 horas diarias (79,4%) durante 0 mesmo periodo (Piestun et al., 2008).

Embrides expostos a temperaturas variaveis podem desenvolver mecanismos
termorreguladores eficientes, o que os torna mais tolerantes a elevacdes das temperaturas
ambientais ao longo da vida (Igbal et al., 1990; Nichelmann; Tzschentke, 2002, 2003;
Tzschentke; Plagemann, 2006; Tzschentke, 2007; Piestun et al., 2008, 2013; Tzschentze;
Tatge, 2013; Morita et al., 2016; Vinoth et al., 2018; Al-zghoul et al., 2019; Goel et al.,
2022). Esse processo sido estudado ha décadas e é descrito como adaptacdo epigenética
promovida pela técnica de manipulacao térmica durante a embriogénese e serad abordado
a sequir.

A sensibilidade dos embrifes de frangos de corte as flutuacdes de temperatura
durante o periodo de incubacdo destaca a importancia de garantir condi¢bes ambientais
ideais ao longo desse processo. I1sso envolve o controle preciso da temperatura e umidade
na incubadora, bem como a monitorizagdo constante para evitar variagdes indesejadas.
Investir em tecnologias e praticas de manejo que promovam um ambiente de incubacéao
adequado € essencial para maximizar o potencial de desenvolvimento das aves e garantir

a sustentabilidade e eficiéncia da producéo avicola.

2.3 MANIPULACAO TERMICA NA INCUBACAO ARTIFICIAL DE OVOS

A manipulagao térmica na incubagao artificial de ovos € uma técnica utilizada para
influenciar o desenvolvimento dos embrides visando avangco do desempenho dos
pintinhos apos a eclosdo. Essa pratica envolve a aplica¢do controlada de variagdes de
temperatura em momentos especificos do periodo de incubagdo (criticos do
desenvolvimento embrionario), com o objetivo de induzir respostas fisiologicas benéficas
nos embrides.

A temperatura experimentada durante momentos criticos na embriogénese esta

intimamente relacionada com o mecanismo neural de termossensibilidade, e com o
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critério de expressdo dos genes, denominada de programacgao epigenética (Janke et al.,
2002; Moraes et al., 2003; Tzschentke; Plagemann, 2006; Al-zghoul et al., 2013, 2019;
XU et al., 2023). Entretanto, aumentar ou diminuir a temperatura de incubagdo por
periodos prolongados ou inadequados, pode causar diminui¢do da eclodibilidade, méa
qualidade dos pintinhos recém-nascidos e até morte embriondria (Tzschentke, 2007).
Assim, a intensidade e a duragdo da manipulagdo sdo fundamentais durante o treinamento
térmico. Esses periodos sdao cuidadosamente escolhidos com base no estagio de
desenvolvimento do embrido e nos objetivos especificos da manipulacdo térmica.

Estudos demonstram variac@es nos resultados da manipulacdo térmica. Igbal et al.
(1990) encontraram um aumento na resisténcia ao estresse térmico agudo durante a
criacdo, a partir da elevacdo na temperatura de incubacdo entre os dias 11 e 20.
Nichelmann; Tzschentke (1999) observaram que a exposicdo de embrides de pato
(Cairina moschata) a temperaturas mais baixas (34,5 °C) durante a ultima semana de
incubacdo (do 28° ao 35° dia) resultou em patos que produziam mais calor corporal
durante a primeira semana de vida. Os autores relataram que a temperatura de incubacéo
menor que a habitual, durante a Gltima semana de desenvolvimento embrionario, pode
induzir ajuste termorregulador e aumentar o potencial de tolerancia ao frio, corroborando
com a pesquisa de Nichelmann et al., que em 1994, constataram que uma reducgéo da
temperatura ambiente durante os ultimos sete dias de incubagdo aumentou a resisténcia
de patos ao frio apds a eclosdo. Essas observacdes também foram demonstradas em
estudos posteriores.

Em 1960, Romanoff ja haviam afirmado que o desenvolvimento dos eixos do
sistema nervoso central compreende o intervalo do dia 4,5 até 19,5 do desenvolvimento
embrionario. Em 2011, Willemsen et al. alertaram que a manipulagdo térmica durante a
embriogénese de frangos de corte pode influenciar o desenvolvimento embrionério, o
processo de incubacao e a cria¢do; no entanto, esta influéncia depende, em grande parte,
do periodo e frequéncia, duracdo e amplitude da temperatura utilizada durante a técnica.
Assim, o periodo critico para a pratica da manipulagdo térmica intermitente durante a
embriogénese deve ser determinado de acordo com o desenvolvimento dos eixos neurais
que participam da funcédo termorreguladora (Loyau et al., 2014).

Sobre o periodo da pratica da manipulagdo térmica, alguns autores aplicaram

tratamentos de temperatura de incubacdo antes do 10° dia, sendo uma fase anterior ao
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estabelecimento do eixo hipotadlamo-hipofise-tireoide/adrenal (Yalgin; Siegel, 2003;
Collin et al., 2007, Piestun et al., 2008; Al-zghoul et al., 2015), enquanto outros
escolheram periodo que compreendem o 13° dia em diante de incubacdo (Janke et al.,
2002; Moraes et al., 2003, 2004, Yahav et al., 2004; Collin et al., 2005; Collin et al., 2007
Tzschentke; Halle, 2009), fase durante a qual a producdo de horménios tireoidianos
aumenta significativamente.

Resultados variaram: na categoria de trabalhos que foi utilizada manipulagéo a
partir dos 10 dias, Piestum et al. (2008) observaram que a MT do 7° ao 16° dia
embrionario, momento em que 0s eixos tireoidiano e adrenal se desenvolvem e
amadurecem, teve um efeito duradouro e melhorou a termotoleréncia de frangos de corte.
Em seguida, em 2011, Piestum et al. encontraram melhorias na conversdo alimentar e
crescimento muscular em frangos submetidos a altas temperaturas no mesmo periodo de
incubagdo. Al-Zghoul et al. (2015) reportaram aumento na termotolerancia com
manipulacfes térmicas entre o0 12° e 18° dia. Em trabalhos foi utilizada manipulacéo a
partir dos 12° ou 13° dia de incubacdo, Moraes et al. (2003) sugeriram que essa
manipulacdo térmica intermitente entre 0 13° e 0 17° dia de incubacdo pode melhorar a
capacidade de termorregulacdo na fase de producdo. Os autores detectaram uma
diminuicdo dos niveis de T3 plasmaticos em frangos do tratamento MT apds um desafio
térmico. Yahav et al. (2004b) conseguiram resultados semelhantes aplicando
manipulacdo térmica entre o 16° e o 18° dia de incubacdo. Os autores relataram uma
reducdo da temperatura corporal e nas concentracdes plasmatica de T3 e corticosterona
em pintinhos de 3 dias de idade manipulados termicamente durante diferentes fases da
embriogénese e expostos a diversas temperaturas de incubacao.

Em 2005, Collin et al. demonstraram que pintos que foram tratados com diferentes
protocolos de MT entre 0 16° e 18° dia de incubagdo mantiveram a temperatura corporal
significativamente menor que os pintos do controle durante o desafio térmico.
Posteriormente, em 2007 Collin et al. ndo encontraram melhorias na termotoleréncia a
longo prazo, no entanto o tratamento tardio favoreceu o crescimento muscular do peito
sem afetar o pH final e a perda por gotejamento da carne do peito. Esta pesquisa
corroborou com Tzschentke e Plagemann (2006), que concluiram que a manipulagéo
térmica é mais eficiente nos Gltimos dias antes da eclosdo. Al-Zghoul et al. (2015)
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também reportaram aumento na termotolerancia com manipulacées térmicas entre o 12°
e 18° dia.

Também houveram trabalhos que investigaram MT em diferentes momentos.
Collin et al. (2007) conduziram um estudo avaliando o efeito de diferentes periodos de
exposi¢do a temperatura elevada (39,5°C por 3 horas diarias) durante a incubag&o (8° ao
10° e 16° a0 18° dia) sobre a eclodibilidade, crescimento e termotolerancia de frangos de
corte. Apesar de submeter os embrides a diferentes tratamentos térmicos, os resultados
ndo indicaram um aumento na capacidade dos animais em lidar com ambientes quentes
aos 42 dias de idade.

Al-Sardary e Mohammad (2016) trabalharam com diferentes periodos de MT. Os
pesquisadores investigaram o efeito de um aumento de 1°C na temperatura acima do
padrdo de incubacao durante um periodo de quatro h/d em diferentes estagios durante a
incubagdo de ovos Ross 308® (1-5 d, 8-12 d, 14-18 d e 19-21 d) e um grupo controle
com condi¢cdes padrdo em incubadora. Todos os grupos submetidos a manipulacéo
térmica melhoraram a eclodibilidade e o desempenho dos frangos de corte. Este estudo
encontrou melhoras em diferentes momentos do periodo de incubacéo, o que nao sugere
um Unico momento em que a manipulacdo térmica deva ser realizada.

Em resumo, a manipulacdo térmica na embriogénese pode influenciar a
termotolerancia e o desempenho das aves. Parece que 0 momento do desenvolvimento
dos eixos hipotalamo-hipdfise-tireoide e hipotalamo-hipofise-adrenal se mostra
interessante para aplicacao de tratamentos térmicos, mas a eficacia depende do periodo e
das condicGes especificas de aplicacdo. Varios outros trabalhos que serdo abordados a
seguir relataram respostas com melhorias ou auséncia de prejuizos aos parametros de

incubacdo, caracteristicas de qualidade e parametros fisiologicos de pintos de corte.

2.3.1 Influéncia da manipulacio térmica sobre os parametros de incubacgao

Estudos utilizando a técnica de manipulagdo térmica pré-natal, como uma
estratégia de aquisicdo de termotolerancia para a fase pos-natal, também demonstram os

efeitos da técnica sobre os paramentos zootécnicos de incubagao.
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Leandro ef al. (2000) avaliaram o efeito de periodos de estresse térmico (40,0°C)
durante a incubagdo sobre a eclodibilidade e qualidade dos pintos nascidos. Ovos de
matrizes com 42 semanas de idade foram distribuidos em trés incubadoras, reguladas para
manter uma temperatura de 37,8°C e umidade relativa de 60%, do dia 1 ao 16 de
incubagdo. No 16° dia de incubagdo, foi aplicada uma variagdo de temperatura 40,0°C
(quente) ou 32,0°C (frio) durante cinco horas em duas méquinas. A terceira incubadora
permaneceu com a temperatura de 37,8°C (controle). Os autores concluiram que a
alteracdo da temperatura padrao de incubagao, com resfriamento ou aquecimento por 5
horas diarias no 16° dia em diante, ndo foi suficiente para prejudicar a eclodibilidade.

Yildirim e Yetisir (2004) incubaram ovos de matrizes Ross 308® com 52 semanas
de idade a uma temperatura de 37,6°C (+0.5°C) e umidade de 58%, do dia 1 ao 17 de
incubagdo, onde, ao 17° dia, os ovos foram distribuidos em tratamentos com temperatura
baixa (36,1°C), controle (37,2°C), alta (38,3°C) e muito alta (39,9°C). Os autores
observaram que melhores indices de eclodibilidade foram obtidos quando utilizadas
temperaturas de incubacgao entre 37,2°C a 38,3°C nos ultimos dias de incubag¢ao (80,7 e
82,3% para 37,2°C e 38,3°C vs. 64,4 e 75,8% para 36,1°C e 39,9°C). O grupo de
temperatura baixa apresentou uma taxa de mortalidade significativamente maior que os
demais tratamentos (8,0% para 36,1°C vs. 2,3%, 3,3% e 4,2% para controle, 38,3°C e
39,9°C) respectivamente. No mesmo ano, Yahav et al. (2004) publicaram um estudo que
também avaliaram os efeitos da manipulagdo térmica durante diferentes periodos do
desenvolvimento embrionario sobre a eclodibilidade pintos Ross®. Embrides do grupo
controle foram incubados a 37,8°C, enquanto os embrides da manipulagdo térmica foram
tratados durante 3 horas a 39,5°C (1) ou 41,0°C (2), durante os dias 8 a 10 de incubagado
ou durante os dias 16 a 18. Os pesquisadores observaram maior eclodibilidade
significativa de embrides foram termicamente manipulados entre os dias 16 a 18 de
incubagdo (manipulagdo tardia). Os autores sugeriram que a utilizagdo de tratamento
térmico com temperaturas de 39,5°C sdao benéficas para os resultados de incubagao.

Trabalhando com aves da linhagem Ross®, Collin et al. (2005) testaram o efeito
do tempo de exposi¢do a manipulagdo térmica durante a embriogénese de frangos de corte
sobre os resultados de incubagdo, peso corporal e temperatura cloacal do pintinho recém-
eclodido. Os embrides do grupo controle foram incubados a 37,8°C durante toda

incubacdo, enquanto que os embrides do tratamento de manipulagdo térmica foram
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incubados a 37,8°C e tratados a 38,9°C por 3h/dia (D1), 6h/dia (D2), 12h/dia (D3) ou
24h/dia (D4) entre o 16° ¢ 18° dia de incubagdo. Os pesquisadores relataram que as
diferentes formas de manipulagdo térmica testadas durante a embriogénese ndo foram
suficientes para prejudicar os indices de eclosdo e peso do pintinho. Essa conclusdo
também foi observada por Yalgin et al. (2008). Esses autores trabalharam com
aclimatagdo ao calor durante a incubagdo, utilizando altas temperaturas de 39,6°C por 6
horas diarias, do 10° dia ao 18°dia e nao encontraram diferenca na taxa de eclosao.

Posteriormente, para avaliar os efeitos da manipulagdo térmica durante fases da
embriogénese sobre a taxa de eclosdo ¢ mortalidade embrionaria, Collin et al. (2007)
utilizaram tratamentos de temperatura de incubagao de 39,5°C, por 3 horas dirias durante
fase inicial (FI: do 8° ao 10° dia), fase final (FF: do 16° ao 18° dia) ou em ambas as fases
(FI + FF). Os pesquisadores encontraram taxas de eclodibilidade de ovos férteis mais
elevadas no tratamento com manipulagdo térmica na fase inicial (FI), e a segunda maior
taxa de eclosdo em ovos do tratamento FF (96,3% e 92,0% respectivamente). O
tratamento FI + FF resultou em um decréscimo significativo na eclodibilidade dos ovos
(75,5%). Neste caso foi pontuado que a exposi¢ao repetida pode ter sido muito drastica
para o desenvolvimento e sobrevivéncia do embrido do tratamento FI + FF.

Flores et al. (2017) investigaram o efeito da estimulacdo térmica em embrides da
linhagem Cobb® (em idades de 33 a 53 semanas) durante a ultima semana de incubagio
(do dia 14 ao dia 18). Os pesquisadores aplicaram variagdes de temperatura MT ao calor
1,39°C (14° a 18° de incubagdo, 3 horas diarias), MT ao calor 1,0°C (16° a 18° de
incubagdo, 3h/dia) e estimulos temperatura de 36 °C (14° a 18° de incubagdo, 3 horas
diarias). Os resultados demonstraram que as variagdes de temperatura aplicadas nao
comprometeram a viabilidade embriondria, a taxa de eclosdo ou a qualidade dos pintinhos
recém-nascidos. Além disso, os parametros produtivos, como peso do pinto e consumo
de gema, ndo foram significativamente afetados. Os autores concluiram que a
manipulagdo térmica pode ser uma estratégia promissora para otimizar o processo de
incubacao.

Silva (2019) aplicaram manipulacao térmica de 38,9°C por 6 horas diarias nos dias
8 a 18 de incubacio de ovos de linhagem Cobb® e As taxas eclosdo de ovos férteis, ovos

bicados e mortalidade embrionéria demonstram que os pintos tratados termicamente nao
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foram afetados pelas oscilagdes na temperatura na casca do ovo em todas as fases da
incubacao.

Amjadian e Shahir (2020) dividiram ovos férteis aleatoriamente entre 2 grupos:
um grupo controle (37,8 °C e 56% UR) e um grupo submetido a MT (39,5°C e 65% UR).
Os ovos do grupo MT foram expostos a uma temperatura de 39,5°C por 3 horas didrias
entre o 11° e o 16° dia de incubagdo. Amostras dos pintos foram retiradas no dia 0 pos-
eclosdo. Os resultados indicaram que a MT nao influenciou significativamente a
eclodibilidade e mortalidade embrionéria.

Assim, os resultados encontrados nesses estudos podem ser influenciados pela
linhagem utilizada, pois cada uma possui caracteristicas proprias. Observa¢ao também
feitas em outros estudos com diferentes protocolos de manipulagdo térmica (Loyal ef al.,
2013; Flores et al., 2016; Al sardary; Mohammad, 2016; Zaboli ef al., 2017), podendo-se
perceber que a técnica, quando feita de maneira controlada, ndo traz impactos
significativamente negativos aos parametros zootécnicos da incubacao.

O mesmo foi observado em trabalhos com manipulagdo térmica durante a
embriogénese de codornas. Alkan ef al. (2013) observaram que a técnica de manipulagdo
térmica ndo apresentou impactos na eclodibilidade de ovos tratados com MT de 41°C (3
horas diarias) nos dias 6 a 8 de incubacdo ou nos dias 12 ao 14 de incubagdo. Esses
resultados

concordam com o estudo de El-Shater et al. (2021) que também ndo observaram
diferencas na eclodibilidade em grupos embrides tratados termicamente a 41°C (3 horas
diarias) na primeira metade (MT nos dias 6 a 8) e na segunda metade (MT nos dias 12 a
14) da embriogénese, ou o grupo de embriogénese precoce e tardia em ambas as janelas

de tempo.

2.3.2 Influéncia da manipulacio térmica sobre pintos recém-eclodidos

As condicdes de temperatura durante a incubagdo podem afetar o
desenvolvimento de todos os tecidos (Decuypere; Michels, 1992). Alteragdes na
temperatura de incubagdo podem afetar diretamente as taxas metabdlicas dos embrides,

influenciando o crescimento, a absor¢ao do saco vitelino, a formacao de tecidos epitelial,
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conjuntivo (adiposo, cartilaginoso, 6sseo e sanguineo), muscular (liso, esquelético e
cardiaco), nervoso, consequentemente alterando a qualidade do pintinho (Yalgin; Siegel,
2003; Black; Burggren, 2004; Lourens et al., 2007; Oviedo-Rondon et al., 2008a;
Willemsen et al. 2010; Dayan et al., 2020).

A qualidade geral dos pintinhos pode ser um indicativo de possiveis problemas
durante a incubagao, fator importante a ser abordado em pesquisas com manipulagdes
embrionarias. Estes fatores indicam um potencial para manipular o desenvolvimento
embrionario e pré-condicionar o metabolismo das aves as condigdes ambientais pos-
eclosdo por meio de alteragdes térmicas na fase pré-natal (Aksit et al., 2010; Tzschentke;
Rumpf, 2011).

Incubando ovos de um lote comercial de matrizes de corte com 42 semanas de
idade, Yal¢in e Sieguel (2003) observaram que pintinhos nascidos a partir de ovos tratados
com temperatura de 39,6°C durante 6 horas diariamente (dia 10 a 18 de incubagdo)
apresentaram peso corporal e peso relativo do coragao estatisticamente semelhante ao dos
pintos do tratamento controle. Da mesma maneira, Yahav et al. (2004), utilizando
tratamento térmico de 39,9°C (3h por dia, entre os dias 8 e 10 ou 16 e 18 de incubagdo) e
Collin et al. (2005) utilizando temperatura de 38,9°C (3h/dia, 6h/dia, 12h/dia ou 24h/dia,
nos dias 16 a 18 de incubagdo), também observaram que a manipulagdo térmica nao
afetou o peso do pinto recém-eclodido.

Yalcin et al. (2008a) incubaram ovos de matrizes Ross 308® de trés diferentes
idades (32, 42 e 65 semanas) onde, em uma incubadora (controle) foi mantida a
temperatura de 37,5°C durante toda incubagdo e em outra incubadora os ovos foram
aclimatados a 38,5°C (MT) por 6 horas diarias do 10° ao 18° dia de incubagdo. Os
pesquisadores observaram menor peso relativo de figado e coracdo no momento da
eclosdo para o grupo MT em comparagdo com o grupo controle, sem alteracdes no
crescimento proporcional desses orgdos independentemente da idade da matriz. No
entanto, durante os ultimos 4 dias de aclimatagdo (no dia 14 a 18 de incubacdo) o
crescimento do embrido acelerou, indicando crescimento compensatério. Do 14° ao 18°
dia de incubacdo, os pesos do figado e dos pulmdes aumentaram mais rapidamente do
que o peso do embrido, resultando em um aumento significativo da porcentagem desses
orgaos, sugerindo um crescimento proporcional diferencial. Foram registrados pintos

mais pesados na eclosdo para o grupo MT em comparagdo ao grupo controle,
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demonstrando que os pintinhos de grupo MT ganharam mais peso desde o final da
aclimatacdo até o momento da eclosdo. Assim, os autores concluiram que os embrides
podem tolerar a temperatura mais alta sem reduzir o seu peso e qualidade geral do futuro
pintinho. Esta observacao estd de acordo o trabalho anterior (Yalgin; Siegel, 2003),
sugerindo que a manipulagdo térmica iniciada aos 10 dias de incubag@o nao prejudica o
desenvolvimento do embrido. Silva et al. (2019) trabalharam com tratamentos térmicos
controlando a casca do ovo entre o 8° ¢ 18° dia de incubagao (38,9°C por 6 horas diarias)
e constataram que o MT nao afetou o peso dos 6rgdos ou a qualidade dos pintos recém-
eclodidos. Essas pesquisas indicam que a manipulacao térmica durante a incubagdo pode
ser uma estratégia eficaz para melhorar o desempenho dos frangos de corte.

Com relagdo ao crescimento do musculo esquelético, a atividade proliferativa das
fibras musculares se intensifica em um estadgio mais avancado do desenvolvimento
embrionario, especificamente entre os dias 15 e 19, atingindo seu pico no dia 17 de
incubacdo (Halevy et al., 2006; Piestun et al., 2009). Durante esse periodo, ocorre a
ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (Wise; Frye, 1975; Epple et al., 1997). Isso
sugere que essa fase pode ser interessante para a aplicacdo de tratamentos térmicos, tanto
para aumentar a tolerancia térmica quanto para promover o crescimento muscular pos-
eclosdo. No entanto, como a incubacdo de ovos em grande escala deve ser mantida sob
controle rigoroso de temperatura e umidade, apenas ajustes minimos na temperatura ou
na duracdo dos tratamentos térmicos (MT) podem ser feitos para evitar respostas de
estresse significativas (Epple et al., 1997; Yahav et al., 2004; Renaudeau ef al., 2012).

Diferentes intervalos e duragdes dos tratamentos térmicos (MT) parecem causar
impactos variados na termotolerancia a longo prazo e no crescimento do musculo peitoral.
Entre os diversos regimes de temperatura e duragdo de MTs aplicados do 16° ao 18° dia
de incubagdo, o aumento da temperatura para 39°C por 3 horas didrias se mostrou ideal
tanto para a aquisicao de termotolerancia quanto para o desempenho (Yahav et al., 2004;
Tzschentke; Halle, 2009) e crescimento do musculo peitoral (Halevy et al., 2006). Esse
aumento no crescimento do musculo peitoral durante a embriogénese, induzido por MTs
intermitentes entre o 8° e 16° dia de incubagao, foi posteriormente refletido em uma maior
hipertrofia das miofibras (Piestun et al., 2011) e no crescimento do musculo peitoral

(Piestun ef al., 2013; Loyau et al., 2014) até 35 dias ap6s o nascimento.
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Esse protocolo foi reavaliado para outros periodos embrionarios. Por exemplo,
MTs aplicadas entre o 8° e 10° de incubacdo por 3 horas didrias ndo produziram efeito na
inducdo de termotolerancia (Collin et al., 2007), enquanto MTs intermitentes por 12 horas
diarias entre o 8° e 16° apresentaram um efeito duradouro na termorregulacao, observavel
até 70 dias ap6s o nascimento (Piestun et al., 2013). Esses resultados corroboram que os
estudos de Piestun et al. (2009), que aplicaram MT continua a 39,5°C (24h) em contraste
com MT intermitente a 39,5°C por 12 horas diérias, entre o 8° e 16° de incubagao,
demonstrando que o MT intermitente aumenta o peso corporal relativo dos embrides.

Contudo, houve uma diminui¢do na temperatura corporal e nos niveis de
hormdnios tireoidianos em todos os embrides, sugerindo que a temperatura durante a
embriogénese pode afetar a capacidade dos pintinhos de regular a temperatura corporal
apos a eclosdo. O fendmeno de um efeito de longo prazo do MT embrionario no
crescimento muscular foi explicado por Piestun et al. (2015). Os pesquisadores afirmaram
que a resposta imediata aos MTs foi 0 aumento no nimero de mioblastos, uma tendéncia
que continuou apos a eclosdo, sugerindo uma expansdo do reservatorio de células
progenitoras musculares durante a segunda e terceira onda de miogénese. Esses relatos
sintetizam que os MTs aplicados durante os periodos de embriogénese, que coincidem
com o desenvolvimento dos eixos tireoidiano e adrenal, bem como com as ondas
miogénicas, resultam em alteracdes epigenéticas subjacentes, que promovem mudangas
na expressao de genes especificos, culminando em efeitos duradouros na termotolerancia
€ no crescimento muscular.

Outra descoberta interessante € que a temperatura de incubagdo pode afetar as
caracteristicas da pele e das penas de embrides de frango de corte (Morita ef al., 2016).
Esses autores investigaram a influéncia da temperatura durante a incubacdo nas
caracteristicas morfométricas e no desenvolvimento vascular da pele, caracteristicas das
penas, relagdes com os niveis hormonais e a temperatura mais adequada para pintos de
corte durante a recria. Ovos de matrizes de corte foram expostos a temperaturas de
incubadora de 36°C (baixa), 37,5°C (controle) ou 39°C (alta), do 13° ao ultimo dia de
incubac¢do (21 d). A umidade relativa do ar foi mantida em 60% durante a incubacao.

Concentragdes mais baixas dos hormonios T3 e GH e baixa vascularizagdo na pele
do pescogo, costas e coxa foram encontradas para o grupo de tratamento de 36°C. O grupo

incubado sob alta temperatura (39°C) apresentou pele mais fina, vascularizagio
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aumentada e menos sinais de estresse térmico em comparagdo aos outros dois
tratamentos.

Aplicando tratamento térmico de 39,5°C por 3 horas diarias entre o 11° e o 16° dia de
incubagdo, Amjadian e Shahir (2020) observaram que o comprimento dos pintinhos foi
consideravelmente menor no grupo MT, quando comparados ao grupo de incubagdo
controle. Apesar desse achado, os autores relataram que a qualidade geral dos pintinhos
nao foi afetada pela MT, e nao houve diferengas significativas no desempenho de
crescimento pos-eclosdo entre os dois grupos.

Trabalhando com codornas japonesas, El-Shater ef al. (2021) visaram elucidar os
efeitos a longo prazo das manipulagdes térmicas intermitentes durante duas janelas de
tempo, precoce/tardia, na embriogénese em codornas (Coturnix japonica) sobre o
desenvolvimento embrionario, eclodibilidade, histogénese muscular e desempenho de
crescimento poés-eclosdo. Foram definidos quatro grupos de tratamentos. No grupo
controle, os ovos foram incubados a uma temperatura de 37,7°C e 55% UR. Nos outros
trés grupos, os ovos foram submetidos a uma temperatura de 41°C por 3 horas diarias.

Um grupo recebeu esse tratamento nos dias 6 a 8 da embriogénese (grupo de
embriogénese precoce - EE), outro grupo nos dias 12 a 14 (grupo de embriogénese tardia
- LE), e o terceiro grupo em ambas as fases (grupo de embriogénese precoce e tardia -
EL). Os resultados revelaram que os embrides dos grupos EL e EE tinham pesos
significativamente menores em comparacao com os grupos LE e controle. Apds a eclosdo,
os pintos foram criados em condigdes ideais de manejo (trés repeti¢cdes por tratamento) e
foram realizadas analises histologicas e quantitativas das fibras musculares. Foi
demonstrado se que o tratamento térmico causou um aumento significativo no musculo
do peito das codornas no grupo de embriogénese precoce (EE). Assim, os autores
concluiram que a manipulagdo térmica intermitente por 3 a 6 horas, com temperaturas
entre 39°C e 40°C, durante os primeiros dias da embriogénese (6° ao 8° dia) pode pareceu
aumentar a massa muscular e o rendimento do musculo peitoral em codornas japonesas.

Diante do exposto, pode-se observar que um perfil de temperatura de incubagao
que inclua varia¢des de temperatura de curto prazo ¢ altamente relevante para a meta de

melhorar o desempenho das aves e pode ser o futuro da incubagdo comercial.
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2.3.3 Influéncia da manipulacio térmica sobre a fisiologia embrionaria

Como citado anteriormente, oscilagcdes na temperatura do ambiente promovem
mudangas fisiologicas nos frangos de corte, tanto em fase embriondria, quanto em sua
vida pos-natal. A tentativa de manter ou dissipar o calor corporal incluem mudangas na
taxa de respiragdo, nos ions plasmaticos e metabolitos sanguineos, sendo que estas
alteragdes podem resultar em efeitos sobre os indices zootécnicos (Moraes ef al., 2004;
MORAN, 2007). A manipulagdo térmica durante a embriogénese também pode ter
consequéncias sobre a composi¢do corporal e metabolismo embrionario.

Lu et al. (2007) afirmaram que altos niveis de glicose plasmatica durante a
bicagem interna e a eclosdo podem indicar que a glicose estd sendo utilizada como uma
fonte de energia, durante este periodo critico, para que o embrido sobreviva. Os
pesquisadores encontraram médias de glicose plasmatica de pintos incubados a 37,8°C
entre 218.18 +3.22 para fémeas e 227.09 £ 5.50 mg/dL para machos. Yalgin et al. (2008a)
observaram pintinhos nascidos de ovos tratados com manipulacdo térmica a 38,5°C por
6 horas diarias do dia 10 a 18 de incubagdo ¢ obtiveram menores médias dos niveis de
glicose sanguinea na eclosdo, quando comparados a pintos controle (177mg/dL x
199mg/dL). Os autores explicaram que este fato foi ocasionado pelo aumento da taxa
metabodlica dos embrides tratados termicamente, refletido pelo aumento da concentragao
do hormoénio T3 circulante no sangue desses animais.

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

No entanto, manipulando os embrides termicamente para o frio (34,6°C) e calor
(40,6°C) continuamente entre os dias 16 a 18 de incubagao, Willemsen et al. (2010) ndo
observaram diferenga significativa entre as médias de glicogénio no figado dos pintinhos.
Em 2011, trabalhando com manipulagdo térmica intermitente, os mesmos autores também
nao encontraram diferenca significativa para os valores de glicogénio hepatico na eclosao
dos pintos termicamente tratados com calor (40,6°C por 4h/dia, do 16° ao 18° dia de

incubac¢do) quando comparado aos pintos do grupo controle (Willemsen et al., 2011).
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Moraes et al. (2004) relataram que o aquecimento de ovos a 39,0°C do dia 13 ao
17 de incubagao, durante 2 horas didrias ndo afetou as concentra¢des plasmaticas de acido
urico. Entretanto, Yalgin ef al. (2008a) observaram que pintos oriundos de ovos
aclimatados a 39,6°C por 6 horas diarias entre o 10° e 18° dia de incubacao, tiveram
menores niveis plasmaticos de glicose e acido Urico em comparagdo com o grupo
controle.

Avaliando os efeitos da técnica de manipulacao térmica pré-natal com controle da
temperatura de casca do ovo sobre o rendimento de incubagdo e caracteristicas
morfofisiologicas de pintos de corte, Silva (2018) aplicaram MT de 38,9°C por 6 horas
diarias, dia nos dias 8 a 18 de incubagio de ovos de linhagem Cobb®. O autor observou
que pintos oriundos do grupo MT apresentaram menores niveis de glicemia e glicogénio
hepatico e maiores niveis de lactato no plasma, além de diminui¢ao no indice hematocrito,
quando comparados aos pintos do grupo controle. Em contrapartida, a MT nao promoveu
alteracdes em pardmetros hemogasométricos avaliados (como: pH, pCO2, pO2, Na*, K",
iCa, HCOs3", TCO2, SOz e hemoglobina), assim demonstrando que a MT, quando feita de
maneira altamente controlada, altera o metabolismo energético dos embrides, mas nao é
suficiente para afetar o equilibrio acidobasico dos pintos de corte. Assim, a técnica pode
ser aplicada sem causar prejuizo no desempenho zootécnico de incubagao.

E preconizado que a modifica¢io das temperaturas padrio de incubagio, por meio
de “desafios térmicos”, pode ser uma forma de aumentar sua capacidade de lidar com
estresses térmicos apos a eclosdo, bem como apresentar melhores taxas de crescimento,
melhoria da eficiéncia alimentar e resisténcia a doengas. Todavia, pouco se sabe sobre sua
influéncia no desenvolvimento do sistema locomotor dos frangos de corte. Compreender
a fisiologia das estruturas extraembriondrias que sustentam o desenvolvimento 0sseo
embriondrio ¢ fundamental para otimizar a aplicagdo da técnica de manipulagao térmica

na incubacao artificial.
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2.3.4 Temperatura x desenvolvimento 6sseo

Entre os fatores determinantes durante o processo de incubacao, a temperatura se
destaca como uma varidvel essencial, com impacto direto sobre o metabolismo do
embrido e, consequentemente, sobre a formacdo e o crescimento 6sseo (Sgavioli ef al.,
2016; Morita et al., 2020; Azevedo, 2022). O desenvolvimento do sistema esquelético,
que inclui processos complexos como a diferenciagdo dos condrocitos, mineralizagao
Ossea e a formagao da placa de crescimento, ¢ sensivel as variacdes térmicas (Yalgin et
al., 2007).

A literatura cientifica documenta amplamente os efeitos da temperatura de
incubagdo sobre diferentes aspectos do desenvolvimento embrionario, mas o impacto
especifico sobre a ossificacdo e a morfologia 6ssea gerou resultados contrastantes. Os
efeitos variam conforme o protocolo experimental utilizado.

Temperaturas superiores ao valor ideal de 37,8°C tém sido associadas a distirbios
no crescimento 0sseo, na mineralizacdo e na simetria esquelética. O aumento da
temperatura pode induzir assimetria Ossea, afetar a diferenciagdo dos condrocitos e
reduzir a atividade da fosfatase alcalina, comprometendo assim a formacdo e o
crescimento dos ossos (Yal¢in; Siegel, 2003; Oviedo-Rondon et al., 2008a; Yalgin et al.,
2007; Oznurlu et al., 2016, Azevedo, 2022).

No estudo de Yal¢in et al. (2007), a manipulagdo térmica (39°C) foi empregada
entre 10 e 18 dias e reduziu peso da tibia dos embrides. Os autores concluiram que a
atividade na placa de crescimento e o desenvolvimento da tibia tem estagios criticos
diferentes. A diferenciacdo dos condrocitos ¢ mais afetada pela temperatura no inicio da
incubac¢do, enquanto o crescimento da tibia sofreu mais danos com o aumento ao final do
periodo experimental.

Oviedo-Rondon et al. (2008a) também apontaram assimetria relativa aos 0ssos
em resposta ao aumento da temperatura de incubagdo. Os pesquisadores encontraram
diferencas nos ossos das pernas quando a temperatura foi aumentada para 38 e 39°C nos
ultimos quatro dias de incubacao. Esse periodo ¢ critico, pois corresponde a uma fase de
estabilidade no metabolismo, afetando o desenvolvimento do embrido, especialmente no
que diz respeito ao esqueleto. Na continuag¢do desse estudo, Oviedo-Rondoén et al.,

(2008b) destacaram que diferenciagdo dos condrécitos foi prejudicada, comprometendo
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o desenvolvimento da tibia e do fémur, além de causar assimetria entre os membros
inferiores. Além disso, o aumento da temperatura para 39°C na ultima semana de
incubagdo resultou em reducao no peso relativo ao fémur de pintinhos recém-eclodidos.
No entanto, o peso da tibia s6 foi afetado quando os embrides foram expostos a uma
combinagdo de temperatura elevada na ultima semana e baixa (36,7°C) na primeira.

Em relagdo ao teor de cinzas nos 0ssos apos a eclosdo, Van Der Pol ef al. (2014)
ndo identificaram alteragdes ao modificar a temperatura para 39,4°C. Os autores
afirmaram que esse resultado pode ser explicado pelo periodo em que a variagdo de
temperatura foi aplicada, com a fase inicial sendo uma etapa de preparagdo para o
desenvolvimento 6sseo posterior. Como a alta temperatura foi mantida durante toda a
incubacdo, a mineralizag¢do inicial pode ter sido afetada, mas corrigida ao longo do
desenvolvimento embriondrio. No entanto, as caracteristicas morfologicas dos ossos
foram alteradas: houve diminui¢do no peso e comprimento dos ossos longos das pernas e
aumento da largura da tibia, possivelmente relacionado a uma curvatura maior, o que
poderia resultar em problemas futuros nas pernas.

Diversos estudos indicam que o estresse por calor aumenta a producdo de
proteinas de choque térmico (Hammond et al., 2007; Yalgin et al., 2007; Oznurlu et al.,
2016). Essas proteinas, conhecidas como acompanhantes, desempenham um papel
essencial na manuten¢do do dobramento, transporte € manipulacao das proteinas durante
o estresse térmico, ajudando a restaurar a homeostase (Mackei ef al., 2021). A presenca
dessas proteinas foi identificada em diferentes areas de placa de crescimento, indicando
que elas desempenham fun¢des variadas durante as diferentes especificacoes de
diferenciagdo dos condrécitos. Essas proteinas podem interferir nas interacdes de
diferenciagdes celulares, o que pode explicar grande parte dos efeitos relacionados a alta
temperatura sobre o desenvolvimento 6sseo (Hammond et al., 2007; Yal¢in et al., 2007;
Groves; Muir, 2016)

Em uma pesquisa mais recente, Azevedo et al. (2022) avaliaram os efeitos de
variagdes na temperatura da casca durante a fase intermediaria (entre os dias 8 e 18,5 de
incubagdo) da embriogénese sobre o rendimento de incubagdo, qualidade dos pintos,
utilizacao de minerais e desenvolvimento 6sseo de embrides e pintos. Foram incubados
ovos de matrizes Cobb 500® em quatro diferentes temperaturas de casca: controle

(37,8°C), baixa (36,7°C), alta (38,9°C) e muito alta (39,4°C). A temperatura de incubacao
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influenciou negativamente a maioria das varidveis, com as temperaturas muito alta e baixa
piorando o rendimento de incubagdo, a qualidade dos pintos, a utilizacdo de minerais e o
desenvolvimento 0sseo. A temperatura da casca do ovo muito alta foi a que causou os
piores resultados, incluindo a mobilizacdo de minerais do ovo e alteragdes nos hormonios
calciotropicos, resultando em desenvolvimento dsseo comprometido. Os autores
concluiram que variagdes de temperatura da casca, tanto acima quanto abaixo da
recomendada, prejudicam o rendimento de incubagao e a qualidade dos pintos.

Por outro lado, pesquisas indicam que temperaturas elevadas durante a incubagao
podem favorecer o desenvolvimento 6sseo dos embrides. Em um experimento que
utilizou temperaturas baixas (35 e 36°C) e altas (39 e 40°C) até o 10° dia de incubagao,
Brookes e May (1972) verificaram que cada aumento de 1°C induziu um crescimento
linear de 20% na quantidade de célcio nos 0ssos e na fragdo ossificada. Em contrapartida,
o desenvolvimento embrionario € o comprimento total dos ossos, incluindo a cartilagem,
tiveram variaram apenas 12%. O descompasso observado demonstrou que o
desenvolvimento o6sseo foi mais sensivel as mudangas de temperatura do que o
crescimento geral do embrido. Esse efeito foi atribuido a maior dilatagdo dos vasos
sanguineos, que teria promovido um aumento no fluxo de sangue para os 0ssos.

Redugdes da temperatura de incubacdo também causaram efeitos distintos no
desenvolvimento 6sseo. Temperaturas mais baixas no inicio da incuba¢do podem atrasar
a diferenciagdo dos condrocitos, resultando em ossos menos desenvolvidos € com
simetria comprometida (Yalgin et al., 2007; Oviedo-Rondon et al., 2009). No entanto,
temperaturas reduzidas podem aumentar o teor de cinzas dsseas na eclosdo, sugerindo
uma melhora na mineralizagdo 6ssea (Groves; Muir, 2014; Muir; Groves, 2017). Porém,
a eficiéncia desse efeito depende do grau de redugdo da temperatura, da fase especifica
do desenvolvimento embriondrio em que ¢ aplicada, e da linhagem das aves (Muir;
Groves, 2019). Apesar desses possiveis beneficios, ha evidéncias de que a reducdo da
temperatura pode prolongar o periodo de incubagdo e, em certas linhagens, diminuir a
taxa de eclodibilidade, prejudicando o desenvolvimento geral do embrido (Oviedo-
Rondoén et al., 2009; Muir; Groves, 2017).

A melhoria na mineralizagdo 60ssea durante a eclosdo, em resposta a reducao da
temperatura inicial, também foi observada por Groves ¢ Muir (2014) e Muir e Groves

(2017). No primeiro estudo, que consistiu em uma meta-analise, os autores revisaram
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pesquisas com variagdes de temperatura entre 35,5°C e 39,1°C nos primeiros 15 dias de
incubagdo. Eles constataram um aumento na concentragao de cinzas nos ossos quando a
temperatura era reduzida, embora nao tenham especificado se todas as reducgdes de
temperatura avaliadas aqui

No estudo de Muir ¢ Groves (2017), a incubacao foi iniciada com 37,2°C, sendo
gradualmente aumentada até atingir 37,8°C aos 13 dias. Os pesquisadores relataram que
a reducao na temperatura provocou um atraso na eclosdo. Como consequéncia, 0s
pintinhos que passaram por esse tratamento ficaram menos tempo no nascedouro, onde a
temperatura ndo era adequada e nao havia alimento disponivel, o que favoreceu a
deposicao de minerais nos

Utilizando temperatura da casca de 36,7°C durante a fase intermedidria (entre os
dias 8 e 18,5 de incubagao), Azevedo et al. (2022) também demonstrou que a baixa
temperatura prejudicou a mobilizacdo e utilizacdo de minerais a partir dos componentes
do ovo, os hormonios calciotropicos e consequentemente o desenvolvimento 6sseo
durante a incubagao.

Embora a literatura tenha explorado amplamente os efeitos da variacdo da
temperatura de incubacdo sobre o desenvolvimento 6sseo de embrides de aves, nenhum
estudo at¢ o momento avaliou a viabilidade da técnica de manipulagdo térmica
intermitente. Essa técnica, empregada para aumentar a termotolerancia dos pintos durante
a fase de producdo, ainda precisa ser melhor investigada quanto aos potenciais impactos
no desenvolvimento 6sseo. Para entender melhor como tais intervengdes térmicas podem
influenciar o desenvolvimento 6sseo, € fundamental explorar os mecanismos da formagao
do sistema dsseo das aves. A seguir, serdo abordados os processos envolvidos na formagao
e maturagdo dos ossos em aves, proporcionando uma base essencial para avaliar como
manipulacdes térmicas podem afetar o crescimento e a robustez 6ssea. Ao analisar os
aspectos sobre a formagdo do sistema 6sseo com as técnicas de manipulagdo térmica,
poderemos obter uma visdao mais clara dos impactos dessas praticas na satde e

desempenho dos pintos durante a produgdo.
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3.4 FORMAGCAO DO SISTEMA OSSEO DAS AVES

O sistema locomotor das aves € composto pelo esqueleto, musculos, tenddes e
articulagdes, que juntos proporcionam suporte, movimento e estabilidade ao animal. Sua
formagao ¢ caracterizada por um processo complexo e altamente coordenado que ocorre
durante o desenvolvimento embriondrio.

O osso ¢ um tecido multifuncional, constituido por uma populacido heterogénea
de células, em diferentes estagios de diferenciagdo celular. Esta em equilibrio dinamico,
sofrendo processo continuo de mobilizagao e deposi¢cao mineral durante a vida do animal,
sendo metabolicamente muito ativo. A osteogénese ¢ um processo dindmico que envolve
a absor¢ao e deposi¢do dos minerais presentes nos compartimentos do ovo. Esse
desenvolvimento é consequéncia, em sua maior parte, da atividade de dois tipos celulares
principais, caracteristicos do tecido 6sseo: os osteoblastos e os osteoclastos. Um terceiro
tipo celular, os osteocitos, derivados dos osteoblastos, sdo metabolicamente menos ativos,
e sua fungdo menos conhecida. Sua formagdo se inicia durante o desenvolvimento
embrionario e seu desenvolvimento segue por boa parte da vida pds-eclosdo do frango
(Rath et al., 2000). O conteudo de albumen, incluindo os minerais, € integrado a gema e
ao liquido amnidtico (Romnoff, 1967), permitindo que o embrido consuma os minerais
desses compartimentos (Uni et al., 2012). Um dos fatores mais importantes para o
desenvolvimento 6sseo ¢ a disponibilidade de Ca e P, que sdao depositados na forma de
hidroxiapatita, e conferem rigidez ao tecido d0sseo e tragos de Mg, Zn, Se, Cu, Mn, Fe, Na
e K, essenciais a atividade componentes estruturais ou cataliticos na formacao de tecidos.

O objetivo desta revisdo ¢ descrever o processo do desenvolvimento dsseo do
embrido de galinha, abordando os aspectos minerais da estrutura Ossea, sua absorcao e
utilizacdo para a osteogénese, bem como a dinamica de regulacdo hormonal para o
crescimento € manutencdo da homeostase animal, mediante os processos de formacgao e

de mobilizagcdo de minerais no esqueleto.
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3.4.1 Desenvolvimento ésseo do embrido de galinha

A formacao ossea das aves se assemelha aos outros animais vertebrados, onde os
componentes celulares provém de linhagens de células mesenquimais do osso (célula
osteoprogenitora). Nos estagios iniciais de desenvolvimento, as células mesenquimais
osteogénicas se multiplicam, diferenciam e migram para as regides apropriadas a
formacgao do esqueleto (Pechak et al., 1986a; Roach, 1997), por dois modos de formagao
ossea, chamados de ossificagdo endocondral e ossificagdo intramembranosa. Todo o
esqueleto apendicular (membros e pelve) e grande parte do esqueleto axial, incluindo as
costelas, escapulas e base do cranio sao formados por ossificagdo endocondral (Pechak et
al., 1986a, 1986b; Roach; Shearer, 1989; Roach, 1997; Yang et al., 2014; Torres; Korver,
2018; Blumer, 2021). Nessa via osteogénica, o mesénquima se transforma em um
intermediario cartilaginoso com a forma do futuro elemento esquelético que sera
gradualmente mineralizado e vascularizado, sendo substituido por tecido dsseo. O
esqueleto axial € um produto de células do mesoderma paraxial (somitos) e do mesoderma
da placa lateral (OLSEN et al., 2000; Yang et al., 2014; Spieker et al., 2020; Blumer,
2021). Os ossos formados dessa maneira sao conhecidos como 0ssos cartilaginosos.

Por outro lado, na ossificacdo intramembranosa, os 0ssos se desenvolvem
diretamente a partir de condensagdes de células mesenquimais. Esse € o caso dos o0ssos
chatos do cranio, as claviculas e o manguito 6sseo pericondral (Hamburger; Hamilton,
1951). O cranio se desenvolve a partir de centros de crescimento baseada na diferenciagdo
direta de dois tipos celulares em osteoblastos, também chamado de ossificagdo direta
(Spieker et al., 2020). O desenvolvimento das primeiras estruturas do futuro esqueleto
embrionario comega no terceiro e quarto dia de incubacao com a formagao dos brotos dos
membros posteriores e superiores (Hamburger; Hamilton, 1951; Barbosa, 2011). O broto
do membro de um embrido consiste em uma massa completamente avascular de células
mesénquimas indiferenciadas levemente condensadas na regido proximal em torno de um
nucleo pré-condrogénico e recobertas externamente pelo epitélio colunar da epiderme.
Essa massa de células empilhadas produzem as células progenitoras osteogé€nicas que se
diferenciam em osteoblastos. Concomitantemente, nucleo pré-condrogénico ira se

diferenciar em uma haste formando um “molde” de cartilagem, como etapa preliminar do
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processo de desenvolvimento dsseo (Caplan ; Pechak, 1987; Pechak, et al., 1986a, 1986b;
Olsen et al., 2000; Eames; Helms, 2004).

No dia 6 de desenvolvimento, os osteoblastos produzem a matriz organica do 0sso
(ostedide), rica em colageno tipo I, que se mineralizam pela deposi¢ao de mineral 6sseo,
principalmente hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) (Torres; Korver, 2018), que confere
resisténcia ao futuro tecido 6sseo. Essa produgdo de matriz organica ocorre na diafise
média, como um colar circunferencial continuo ao redor e fora da haste da cartilagem
estabelecendo o limite fisico entre o ostedide e o nucleo da cartilagem (Anderson;
Reynolds 1973; Pechak et al., 1986a, 1986b; Caplan, 1987, 1988). A medida que os
osteoblastos se diferenciam em condrdcitos, as células comecam a produzir uma matriz
extracelular, rica em coldgeno tipo II (Col-II), agrecano (Spieker, et al., 2020) e
hialuronano (Blumer, 2021). Caplan (1988) relataram que o oste6ide também atua como
uma barreira para nutrientes e outras moléculas derivadas de vasos que estdo se
difundindo para as células do nucleo da cartilagem. Assim, este acesso restrito pode
resultar no inicio da hipertrofia dos condrocitos centrais.

Ao 7° dia de incubagdo ocorre a expansao proximal e distal progressiva da camada
de ostedide a partir da regido médio-diafisaria e inicio de sua mineralizagdo. Uma
remodelagdo da matriz estd associada a diferenciagdo de condrocitos colunares
proliferativos em condrécitos pré-hipertroficos e hipertroficos. Assim, a matriz de
cartilagem hialina - incluindo Col-II - ¢ trocada pelo coldgeno marcador de cartilagem
hipertrofica tipo-X (ColX) (Caplan, 1988; Spieker, 2020), que age diretamente na
calcifica¢do ou mineralizagdo da matriz extracelular adjacente (Blumer, 2021). Esta zona
também ¢ caracterizada por seu alto nivel de atividade de fosfatase alcalina, que esta
associada a deposicao da primeira camada d6ssea. Os condrdcitos na zona hipertrofica
distal (a zona de calcifica¢do proviséria) também sintetizam colageno tipo I, em comum
com os osteoblastos (Dibner, 2007).

Segundo Pechak et al (1986a), no ambiente desprovido de nutrientes, os
condrocitos se tornam hipertroficos e, eventualmente, morrem. Nesse sentido, a falta de
viabilidade dos condroécitos resulta diretamente na interrup¢ao da sintese de substancias
antiangiogénicas (Eisenstein et al., 1973). Posteriormente, a medida que estas substancias
antiangiogénicas se dissipam, ocorre uma invasao vascular no colar mineralizado (Pechak

et al., 1986a, 1986b; Caplan, 1988). Essa rede vascular tem o papel de facilitar o
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transporte dos constituintes necessarios para a formacao mineral 6ssea para o novo local
de deposicao 6ssea (Kerschnitzki, 2016) como células osteoprogenitoras (osteoblastos
iniciais), condroclastos e células hematopoiéticas (Proff; Romer, 2009; Blumer, 2021).
Nessa fase, os capilares que estdo posicionados fora da regido central do osso recém-
formado invadem a camada osteoprogenitora para formar uma teia no topo da primeira
camada mineralizada.

O processo de invasdao envolve a remog¢dao de uma por¢ao do primeiro anel
mineralizado e a subsequente dissolu¢cdo da matriz cartilaginosa subjacente (Pechak et
al., 1986a, 1986b; Caplan, 1988). Entre capilares individuais e perpendiculares a esta
primeira camada dssea, uma série de hastes ostedides ¢ fabricada e depois mineralizada.
Isto € seguido pela deposi¢cao de uma segunda camada de osso paralela a primeira camada,
de modo que os capilares individuais estdo agora completamente cercados formando
lacunas, também chamadas trabéculas Osseas (Caplan, 1988). Apds a invasdo da
cartilagem pela vasculatura e elementos perivasculares, por volta do 9° dia de incubagio,
a cartilagem hipertrofica ¢ rapidamente substituida por células da medula. O elemento
Osseo continua a se expandir de maneira proximal e distal, bem como radialmente ao
redor do modelo de cartilagem. Ao mesmo tempo, nos locais de fixacdo, a membrana
celular dos condroclastos ¢ altamente dobrada cria um meio acido (pH ~ 4.,5) para
desmineralizar e reabsorver a matriz da cartilagem (Pechak et al., 1986a, 1986b; Caplan,
1988; Proff; Romer, 2009; Blumer, 2021).

Ao longo do tempo, o modelo do esqueleto do membro se expandird para o
tamanho total, a medida que os vasos sanguineos fornecem célcio e fosforo para a
proxima mineralizacdo da regido do nucleo da cartilagem. O crescimento longitudinal,
ocorre através da expansao das epifises proximais e distais e da didfise. O crescimento da
diafise média ¢ visto no 15° dia de incubagdo. Novo osso ¢ depositado no peridsteo, em
direcdo radial, a medida que o osso aumenta de circunferéncia. Nesse estagio, hd um
grande nimero de trabéculas minerais e cada uma ¢ separada por canais (cortical 0ssea
altamente porosa). A medida que o embrido cresce, a expansio do didmetro médio da
diafise ocorre através da sintese e deposi¢@o de osso trabecular no osso periosteal seguido
pela reabsor¢dao do endosteo por osteoclastos em sua superficie interna (Caplan, 1988;
Roach, 1997; Kerschnitzki ef al., 2016a, 2016b; Torres; Korver, 2018). Como resultado,

ha a formacao sequencial continua de mais 12 camadas de osso trabecular (Caplan, 1988),
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e 0s ossos crescem rapidamente durante a incubag¢do, com a tibia aumentando seu
comprimento em cerca de 2,3 vezes entre 15 dias de incubagdo e eclosdo (Torres; Korver,
2018). Assim, o desenvolvimento do esqueleto embrionario ocorre ao longo de toda a
incubagdo, atingindo as maiores taxas de crescimento na ultima semana, resultando na
expansao da cavidade medular entre o 19° de incubacgdo e o 7° dia ap6s a eclosdo (Yair et
al., 2012). Apos a eclosdo, os ossos ainda crescerdo, passardo por constante remodelagio

interna e eventualmente serdo reparados em casos de fraturas (Dibner et al., 2007).

3.4.2 Os minerais do ovo e sua utilizacdo para o desenvolvimento 6sseo

embrionario

Durante o desenvolvimento, o pintinho depende dos nutrientes que serdo
mobilizados a partir dos trés principais compartimentos do ovo: gema, albiumen e casca
(Romnoff, 1960; Romnoff; Romnoff, 1967; Freeman; Vince, 1974; Uni et al., 2012;
Bellairs; Osmond, 2014).

Esses nutrientes sdo dinamicamente mobilizados em diferentes estagios de
crescimento par atender as necessidades embriondrias de lipidios, aminoécidos,
carboidratos e minerais durante seu desenvolvimento (Halgrain et al., 2022). Durante a
incubagdo, o conteudo de albimen, incluindo os minerais, € integrado a gema e ao liquido
amniotico (Romnoff, 1967), permitindo que o embrido consuma os minerais desses
compartimentos (Uni et al., 2012).

A gema ¢ a principal fonte mineral para o embrido, fornecendo a maior parte do
fosforo (P), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn) e ferro (Fe), enquanto o albumen ¢ a
principal fonte de so6dio (Na) e potassio (K). Por sua vez, a casca do ovo ¢ a principal
fonte de calcio (Ca) e magnésio (Mg) (Richards; Packard, 1996; Richards, 1997; Yair;
Uni, 2011; Uni et al., 2012; Hopcroft et al., 2019; Halgrain et al., 2022). Embora a casca
funcione como um importante reservatorio mineral, a maior parte das cinzas minerais
presentes nela ndo estd disponivel para o embrido (Yair; Uni, 2011; Uni et al., 2012).
Durante o desenvolvimento embrionario, o embrido extrai grandes quantidades de célcio,
uma pequena por¢ao de magnésio, e apenas tragos de ferro, manganés e fosforo (Yair et

al., 2015).
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3.4.3 Calcificacao e mineralizacio 6ssea

O processo de mineralizagao do esqueleto consiste na deposi¢do de minerais no
osso em formacgao. Segundo Tuan e Ono (1986) durante o desenvolvimento, o embrido
mobiliza grande quantidade de célcio da casca e da gema para atender as necessidades
metabolicas de crescimento esquelético, atividades neuromusculares e outras fungdes
fisiologicas. A absorcdo de calcio se inicia na primeira metade da incubagdo,
especialmente ao 7° dia de incubagdo, quando a gema se configura como principal fonte
de célcio para o crescimento embrionario. Os embrides absorvem os minerais diretamente
da gema através da membrana do saco vitelinico (MSV) e seu sistema vascular
circundante (Romnoff, 1960; Richards; Packard, 1996; Yair; Uni, 2011; Halgrain ef al.,
2022). No entanto, como ha uma relativa falta de calcificagcdo 0ssea nesta fase, ocorrem
alteragdes minimas no contetido de calcio do embrido e a que serd observada a partir do
11° dia de incubagao (Johnston; Comar, 1955; Yair; Uni, 2011; Torres; Korver, 2018).

Yair e Uni (2011) observaram que o teor total de calcio da gema diminui ao 1° dia
de incubacao de 30 mg para 20 mg no o 11° dia de desenvolvimento, atingindo um plato
até a eclosdo. Apos o completo desenvolvimento da membrana corio-alantoide (MCA),
na segunda semana de incubagao, o célcio passa a ser primordialmente absorvido da casca
sendo incorporado tanto na gema quanto nos tecidos embriondrios (Johnston; Comar,
1955; Romnoff, 1960; Freeman; Vince, 1974; Tuan; Ono, 1986; Tuan, 1986; Gabrielli,
2004; Torres; Korver, 2018). A membrana MCA faz contato com as membranas da casca
entre o dia 9 ao 12 de incubagdo (Bell; Freeman, 1971; Kubota ef al., 1981; Makanya et
al., 2016), entretanto, a liberagdo de célcio da casca e o transporte através do MCA
comecgam alguns dias depois, quando a cavidade das vilosidades e as células de cobertura
dos capilares coridnicos sdo totalmente diferenciadas (Narbaitz; Tolnai, 1978; Tuan,
1979, 1980; Tuan; Ono, 1986; Torres; Korver, 2018). Assim, durante a segunda metade
da incubagdo, a casca do ovo torna-se a principal fonte de célcio para apoiar a
mineralizagao esquelética do embrido (Johnston; Comar, 1955; Kubota et al., 1981; Chien
et al., 2009; Yair; Uni, 2011; Torres; Korver, 2018).

O calcio da casca do ovo ¢ liberado pelas células das vilosidades corioalantoicas,
que expressam a enzima anidrase carbonica. A troca de CO2 em conjunto com a enzima

anidrase carbdnica criam a acidificagdo local necessaria para a dissolugdo da calcita
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mineral da casca, tornando assim os ions de célcio e fosforo disponiveis a circulagdo
através da MCA. Com a absor¢do conjunta dos minerais da casca através da interface
corioalantoide-casca, o esqueleto do embrido inicialmente constituido de cartilagem
comega a ser mineralizado com o avango da incubagao (Tuan; Ono, 1986; Gabrielli et al.,
2001; Szeleszczuk et al., 2016; Torres; Korver, 2018; Halgrain et al., 2022).

O de calcio através da membrana corio-alantdide aumenta cerca de 20 vezes desde
o 12° dia até um pico no 19° dia de incubagdo. Assim, o teor de calcio 6sseo aumenta
acentuadamente a partir do 14° dia embrionario e comega a estabilizar no 19° dia (Kubota
et al., 1981). A medida que o comprimento e a largura do osso aumentam, o conteudo de
cinzas Osseas aumenta acentuadamente, ocasionando a maturacdo do tecido 6sseo do
embrido (Johnston; Comar, 1955; Chen et al., 2008; Yair et al., 2012).

Durante o periodo de alongamento 6sseo, que ocorre entre os dias 12 e 19 de
incubagdo, o embrido mobiliza cerca de 90% dos minerais como P, Cu, Zn, Fe ¢ Mn
armazenados na gema entre os dias 11 e 17. Como resultado, o embrido eclode com
quantidades minimas desses minerais na gema residual, que sdo absorvidos nos primeiros
dias de vida para sustentar o desenvolvimento dsseo continuo (Yair; Uni, 2011; Yair et
al., 2015; Torres; Korver, 2018). Nesse mesmo periodo, cerca de 80% do calcio que
compde o esqueleto embriondrio ¢ obtido através da reabsorcdo da casca do ovo
(Johnston; Comar, 1955; Everaert; Decuypere, 2013).

Durante a ltima semana de incubacdo, o teor de céalcio no plasma embrionario
aumenta a ponto de provocar a redugdo do peso e o enfraquecimento da casca, facilitando
o processo de ruptura para a eclosdo (Everaert et al., 2008; Barbosa, 2011; Everaert;

Decuypere, 2013; Halgrain et al., 2022).

3.4.4 Controle hormonal do metabolismo 0sseo durante do desenvolvimento

O desenvolvimento 06sseo ¢ um processo altamente complexo e regulado, em que
multiplos hormoénios desempenham papéis cruciais na coordenacdo das atividades
celulares e moleculares envolvidas. Os principais hormonios envolvidos no metabolismo

do tecido 6sseo sdo o GH (e indiretamente o fator IGF-I), insulina, os hormdnios sexuais
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(estrogénio e testosterona), hormdnios tireoidianos (T3 e T4), calcitonina, glicocorticoides

(especialmente o cortisol), PTH e vitamina D3 (que atua como hormonio).

a) Horménio do crescimento (GH)

O GH ¢ fundamental para o crescimento 0sseo, principalmente na fase de
crescimento longitudinal dos o0ssos. Seu principal mecanismo de acdo no metabolismo
0sseo consiste em estimular a produgao do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo I (IGF-I) no figado e nos condrocitos da placa de crescimento. O IGF-I atua
estimulando a proliferagdo de condrocitos e osteoblastos, induzindo o crescimento
longitudinal do osso. O GH também aumenta sintese das proteinas necessarias para
formagdo da matriz dssea e aumenta o turnover de calcio estimulando a condrogénese,
desempenhando um papel critico como moduladores da maturagio do tecido (Hunziker
et al., 1994; Robson et al., 2002; Kiihn et al., 2005; Giiz et al., 2020).

Os niveis plasmaticos do IGFs aumentam significativamente entre o 10 e 14° dia
de incubagdo, posteriormente diminuem lentamente até a eclosdao, aumentando
novamente na vida pds eclosao (Lu et al., 2007; De Goef et al., 2008; Oliveira et al.,
2008; Givisiez et al., 2020). Os receptores do hormoénio do crescimento (GHRs)
codificados por transcritos embrionarios estdo presentes durante estdgios embrionarios
muito iniciais, entre o 2 e 4° dia de incubagdo. Esses receptores sdo totalmente capazes
de se ligar ao GH extra hipofisdrio que estd abundantemente presente durante a

embriogénese inicial, e atua como um fator de crescimento local (Harvey et al., 2000).

b) Horménios tireoide triiodotironina (T3) e a tiroxina (Ty)

Esses hormonios possuem grande importancia na regulacdo do metabolismo
embrionario. Estdo envolvidos em varios processos fisioldgicos, incluindo regulagdo da
producdo de calor, mobilizagdo das reservas de glicogénio, crescimento muscular do
embrido e estimulo para eclosao (Christensen et al., 2003; Decuypere; Bruggeman, 2005;
Oliveira et al., 2008; Shokraneh et al., 2020).

No tecido 6sseo das aves, as tireotrofinas sdo conhecidas como potentes
reguladores da maturacdo esquelética na placa de crescimento e maturacdo Ossea
longitudinal (Shao ef al., 2006). O aumento da tiroxina no meio extracelular estimula a

liberacao do GH (IGF-I), a sintese de mRNA e proteina de coldgeno tipo X, a atividade
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da fosfatase alcalina e a hipertrofia celular, consequentemente estimulando a
diferenciagdo do condrécitos da placa de crescimento e a invasdo dos vasos sanguineos
para a formagdo da placa de crescimento e do osso trabecular da metafise (Burch; Van
Wyk, 1987; Ohlsson et al., 1992; Ballock; Reddi, 1994; Shao et al., 2007). Um excesso
desses hormonios em embrides pode causar o aparecimento prematuro de centros de
ossificacdo; em jovens ocorre o fechamento das epifises e; em adultos, o aumento do
metabolismo das células osseas (principalmente reabsor¢ao) (Van Der Eerden et al.,
2003).

Os efeitos da temperatura sobre os hormdnios da tireoide sdo bastante relatados
na literatura (Oviedo-Ronddon; Murakami, 1998; Yal¢in ef al., 2012). Willemsen et al.
(2010) utilizaram temperatura baixa (34,6°C) e alta (40,6°C) de forma continua do dia 16
ao 18,5 e observaram redugdo na concentragdo de T3 plasmatica até o 18° dia, quando
entdo os teores aumentaram até a eclosdo. Os autores ponderaram que esse resultado esta
relacionado ao menor crescimento do embrido, atraso na eclosio e aumento na
mortalidade que também ocorreram.

Outros autores encontraram aumento nos niveis de T3 e T4 em alta temperatura.
Shokraneh et al. (2020) elevaram a temperatura da casca para 38,9°C do dia 18 a 21, o
que causou maior liberagdo de T3 e T4 ao final da incubacdo. Al-zhgoul et al. (2013)
submeteram os ovos a uma temperatura de 38,8°C por 6h durante os dias 10 a 18 e
perceberam aumento no T3 e T4 nos pintos aos 3 dias. Os autores justificaram que os
hormdnios da tireoide sdo indicativos da resposta ao estresse térmico, € seu aumento tem
a funcao de manter a homeostase e suprir a elevada demanda energética que ocorre na
alta temperatura.

Yalgin et al. (2012) reduziram a temperatura em 1° C do 10° ao 18° dia, durante
6 horas diarias. A temperatura baixa causou redu¢do nos niveis de T3 a eclosdo, e esses
autores ndo encontraram relacao entre a concentracao desse hormodnio e o peso corporal.
As diferengas nos resultados se devem ao fato de que cada trabalho utilizou temperaturas,
duracdo e periodo de manipulacio diversos (Shokraneh et al., 2020).

Por outro lado, quando os embrides sdo submetidos a manipulagdo térmica
moderada durante a incubacao, pode haver melhoria na resposta ao estresse pos eclosao,
gracas as modificagdes epigenéticas do eixo hipofise-tireoide (Decuypere; Bruggeman,

2005; Yalgin et al., 2009).
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¢) Calcitonina e paratormonio (PTH)

A calcitonina e paratormonio regulam a homeostase do calcio e fosforo,
garantindo adequados niveis plasmaticos para a mineralizagdo dssea. Em aves, o 6rgao
responsavel pela producdo ¢ a glandula ultimobranquial, que ¢ incorporada pela tireoide
durante o desenvolvimento embrionario (Isler, 1973) e sua secre¢do comega somente no
fim da incubacgdo, aos 18 dias (Bellairs; Osmond, 2005). A calcitonina age na regulagao
do calcio extracelular, reduzindo os niveis plasmaticos de calcio, elevando sua deposi¢ao
no tecido 6sseo em paralelo a reducdo da absor¢do do mineral pelo intestino e aumento
de sua excregdo pelos rins (Malgaroli et al., 1989; Proszdowiec-Weglarz; Angel, 2013;
Pizauro Junior et al., 2017).

Por outro lado, o PTH ¢ um hormoénio produzido nas glandulas paratireoides e sua
concentragdo no sangue ¢ menor (Proszdowiec-Weglarz; Angel, 2013). A secre¢do de
paratormonio se inicia aos 10 dias de incubacdo (Bellairs; Osmond, 2005). O PTH
também estimula a expressdo de genes importantes para a degradacdo da matriz, a
producao de fatores de crescimento e a estimulagado e recrutamento dos osteoclastos. Seus
efeitos biologicos conhecidos se fazem através de um receptor de membrana acoplado a
proteina G (Parsons; Potts Junior, 1972; Luengo et al., 1991; Gracitelli ef al., 2002; Moe,
2008; Pizauro Junior et al., 2017).

d) Vitamina D3

A vitamina D € constituida por um grupo de moléculas semelhantes aos esteroides
que atuam como hormodnio no metabolismo do calcio sendo secretadas a partir da agdo
do PTH. Seus representantes que participam do metabolismo do calcio sdo o
colecalciferol (vitamina D3) e o ergosterol (vitamina D»), sendo que em aves, atividade
bioldgica da D3 ¢ 30 a 40 vezes mais potente que a D> (Chen et al., 2020). Sua forma
ativa regula induz a diferenciacdo das células osteogénicas, bem como regula o
metabolismo e a homeostase do calcio, por estimulacdo da absor¢do pelo intestino, e
aumenta os niveis de célcio no sangue (Giuliani; Boland, 1984; Chen ef al., 2021). Esses
processos sdo regulados principalmente pelo PTH, mas a 1,25-(OH);D; parece ser
necessaria para que ocorram corretamente. No processo de regulagdo da homeostase do
calcio pelo PTH a vitamina D3 atua como fator de transcricdo e expressao de

transportadores de célcio, além de causar diretamente o aumento da sua absor¢do via
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receptor. Também estimula aumento da reabsorcao 0ssea e reducdo na excre¢ao renal de
calcio (Wideman et al., 2015; Adhikari et al., 2020; Chen et al., 2020).

A Vitamina D, na forma de 25-(OH)>Ds ¢ depositada na gema pela matriz, para
ser usada pelo embrido em desenvolvimento (Vieira, 2007; Fatemi et al., 2020).
Teoricamente os rins s6 produziriam 1,25-(OH)2D3 aos 9 dias de incubacdo (Bishop;
Norman, 1975). No entanto, Chen ef al. (2021) demonstraram que quando fornecida in
ovo no 3° dia de incubacao, a vitamina D3 ativa teve efeito sobre o desenvolvimento
embrionario, indicando que o embrido aos 3 dias foi capaz de converter 25-(OH)>D3 em

1,25-(OH)2D;3 antes mesmo da formagao completa dos rins.

e) Insulina, Horménios sexuais e cortisol

Hormoénios como insulina, hormoénios sexuais (estrogénio e testosterona) e
cortisol também desempenham um papel significativo na regulagao do desenvolvimento
0sseo. A insulina promove a sintese de proteinas e o crescimento celular, contribuindo
para o desenvolvimento 6sseo (Thrailkill ef al., 2005). Os hormdnios sexuais estimulam
a atividade dos osteoblastos e sdo cruciais na regulacdo da remodelag¢do dssea (Chen et
al., 2002; Karperien et al., 2005), enquanto o cortisol, embora essencial em pequenas
quantidades, pode inibir a formagdo dssea e aumentar a reabsor¢do Ossea quando em
niveis elevados (Robson et al., 2002; Willemsen et al., 2010).

Os sinais que desencadeiam mudangas no metabolismo e a liberagdo de hormonios
durante o desenvolvimento oOsseo ainda sdao pouco compreendidos. Obter mais
informagdes sobre a dindmica da regulacdo hormonal do desenvolvimento 6sseo pode
abrir inumeras possibilidades para pesquisas que utilizem tecnologias para manipular
condic¢des fisioldgicas embrionarias, como a manipulacdo técnica pré-natal, apoiando um
desenvolvimento 6sseo adequado e aumentando a sobrevivéncia e o vigor na vida pos-

eclosdo.
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3 MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados estdo de acordo com as diretrizes da
Universidade Federal da Bahia e do Comité de Etica do Uso de Animais — CEUA, sob
protocolo n°. 22/17.

3.1 Local

O estudo ocorreu no Nucleo Brasileiro de Pesquisas em Incubacéo Artificial de
Ovos (NUPIA), integrado a Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal da Bahia (EMEVZ-UFBA), situado em Salvador, Bahia.

3.2 Unidades experimentais

Um total de 2.408 ovos de matrizes pesadas da linhagem Cobb 500® com idade de
52 semanas, adquiridos de um matrizeiro comercial foram utilizados no experimento. Os
ovos pertenciam a segunda coleta do dia. Posteriormente a coleta, os ovos foram
desinfectados pelo método de fumigacdo com paraformaldeido na concentracdo de
10g/m>, em seguida foram transportados para o incubatério em veiculo climatizado, com
temperatura programada para 20°C (abaixo do ponto zero fisiologico).

Apds a chegada ao incubatorio, os ovos foram selecionados e os considerados
como ndo incubdveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados) foram
descartados. A seguir, os ovos considerados incubaveis, pesando em média 66 a 68,5 g,
foram colocados em bandejas de incubagdo com capacidade para 86 ovos cada. Foram
selecionadas e identificadas aleatoriamente 28 bandejas, sendo 7 bandejas para cada um
dos 4 tratamentos. Os ovos permaneceram na sala de armazenamento por trés dias, com

médias de temperatura e umidade relativa do ar (UR) de 20,5°C e 79,5% respectivamente.
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3.3 Tratamentos

Os tratamentos foram definidos pela realizagdo de manipulagdo térmica em
diferentes temperaturas, por 6 horas, entre os dias 8 e 18,5 de incubagdo, ou pela
incubagao controle:

e Tratamento C: Controle (temperatura de 37,8° durante toda a incubagdo — Control)

e Tratamento MT-L: Manipulacéo térmica a 36,7°C (temperatura baixa - LOW)

e Tratamento MT-H: Manipulacdo térmica a 38,9°C (temperatura alta - HIGH)

e Tratamento MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C (temperatura muito alta— VERY
HIGH)

3.4 Pré-aquecimento e incubacdo dos ovos

Apds o armazenamento, o pré-aquecimento dos ovos foi realizado durante 10
horas. A sala de pré-aquecimento foi mantida a uma temperatura média de 28°C e UR
média de 55%. Ap0s pré-aguecimento, os ovos foram transferidos do incubatdrio para o
NUPIA. Imediatamente antes da entrada dos ovos na incubadora, cada bandeja com 86
ovos foi pesada conforme o tratamento.

A incubagdo foi realizada em quatro maquinas modelo Premium Ecolégica®
IP600 de estagio unico, com capacidade para 602 ovos e controle digital de temperatura,
umidade e viragem. Os ovos foram virados a cada hora em um angulo de 45°, ¢ a umidade
relativa dentro das incubadoras foi mantida entre 45% e 60%.

No inicio da incubagdo, as quatro maquinas incubadoras foram reguladas para
manter a temperatura da casca do ovo constante em 37,8°C (C) e o teor de UR de 55%.
Entre o 8° e 18,5° dia de incubagdo, durante 6 horas por dia, uma méquina foi regulada
para a temperatura da casca do ovo (TCO) de 36,7°C (MT-L), uma maquina foi regulada
para a TCO de 38,9°C (MT-H) e outra maquina foi regulada para a TCO de 39,4°C (MT-
VH) diariamente. A maquina controle ndo sofreu altera¢do da programagao inicial.

Para monitorar a temperatura da casca, foram adicionados sete sensores de
temperatura por maquina (TI-33Ri plus), um em cada bandeja. Esses sensores foram

fixados na regido equatorial das cascas de ovos usando fita adesiva (Scotch® Tough Duct
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Tape - 3M). A temperatura da casca foi registrada trés vezes ao dia através do programa
(SITRAD® versao 4.13) e, quando necessario, ajustes nas maquinas de incubagdo foram
realizados para manter as temperaturas da casca desejadas em cada tratamento. A
ovoscopia foi realizada diariamente entre o 8° e 0 18,5° dia de incubagao para confirmagao
da viabilidade dos embrides em ovos que continham os sensores.

Ao 18,5° dia de incubagdo, os ovos foram transferidos para bandejas de
nascimento e todas as maquinas foram reguladas para manter a temperatura da maquina

em 37,8°C até o nascimento.

3.5 Nascimento dos pintos

Assim que os ovos foram colocados nas incubadoras, foi definido o momento
inicial da incubacdo como hora zero. O momento em que 0s pintos comecgaram a eclodir
até o nascimento dos Gltimos pintos em cada bandeja foi registrado. Os pintos dos
tratamentos C, MT-H e MT-VH comecaram a eclodir a partir de 480 horas, e a incubacgéo
foi finalizada as 516 horas. No tratamento MT-L, os pintos comecaram a eclodir as 492
horas, e a incubac&o foi finalizada as 528 horas.

Apos o nascimento, os pintos foram contados e alocados em caixas devidamente
identificadas de acordo com os tratamentos e 0s horarios de retirada. Em cada retirada, o
numero total de pintos mortos foi registrado, juntamente com a ocorréncia de
anormalidades, como pintos com canela vermelha, ponta do bico vermelha, cranio ou
cavidade abdominal abertos, desidratacdo, edemas ou deficiéncias fisicas.

Uma amostra representativa foi determinada conforme o inicio do nascimento de

cada tratamento, conforme a tabela a seguir:

Tabela 1 — Numero de pintos retirados ao longo do nascimento.

Pintos retirados do nascedouro ToFaI de
Tratamento pintos
480H 492H 504H 516H 528H
MT-L - 3 3 4 4 14
Controle-C 3 3 4 4 - 14
MT-H 3 3 4 4 - 14
MT-VH 3 3 4 4 - 14

Todos os pintos retirados foram analisados 12 horas apds a coleta.
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3.6 Andlises de rendimento de incubagéo

3.6.1 Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubagéo

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

férmula;

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

Peso dos ovos no inicio da incubacédo

3.6.2 Mortalidade embrionaria e fertilidade

Aos 18,5 dias de incubacao e ao final do periodo de nascimento, o nimero de ovos
inférteis de cada maquina foi registrado. Os ovos ndo eclodidos de cada tratamento foram
examinados e classificados de acordo com o embriodiagnostico realizado por Barbosa et
al. (2013).

A caracterizacdo dos ovos nédo eclodidos foi a seguinte:

- Ovos inférteis;

- Ovos com embrides mortos no inicio da incubacéo (0 a 7 dias);*

- Ovos com embrides mortos entre 0 8° e 18,5° dia de incubacéo;*

- Ovos com embrides que morreram entre o 19° e 21° dia de incubacao;*

- Ovos bicados com embrides vivos ou mortos;*

*Incluindo mau posicionamento e anormalidades morfoldgicas e

conformacionais.

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

inférteis.
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3.6.3 Taxa de eclosdo total em relacdo ao niumero de ovos férteis

Os ovos inférteis foram identificados no 18,5° dia de incubagdo (momento da
transferéncia para a bandeja) e ao final do processo de eclosdo. A taxa de ecloséo total
em relagdo ao niimero de ovos férteis foi determinada dividindo o numero total de pintos

nascidos pelo niimero de ovos férteis, e 0 resultado foi multiplicado por 100.

3.7 Analises em cascas

3.7.1 Peso e espessura de casca

As avaliacOes em cascas foram realizadas em 14 amostras por tratamento nos ovos
incubaveis, nos dias 0 (antes da incubacao), 8° 18,5° dias de incubacdo e no momento
da eclosdo. Para este procedimento, os ovos foram quebrados, o albimen foi separado da
gema e as cascas foram lavadas em agua corrente para remover residuos de albumen e
membranas. Em seguida, foram secas a temperatura ambiente por 24 horas e pesadas
individualmente em uma balanca analitica digital (precisdo de 0,001g) da marca Mater®,
modelo AY200.

A espessura da casca dos ovos foi medida em duplicata utilizando um micrémetro
digital (Digimess®) com resolucdo de 0,001mm (faixa de medicdo de 0 a 25mm). Foram
retirados fragmentos das regides apical, equatorial e basal para a medicéo, a partir dos
quais se calculou a espessura média por ovo (mm). Apos a afericdo da espessura, as cascas

resultantes foram armazenadas a 4°C até a realizacdo das analises de minerais.

3.7.2 Minerais da casca

As andlises dos minerais nas cascas, incluindo calcio (mg), fésforo (mg),
manganés (1g) e magnésio (mg), foram conduzidas em duplicata seguindo a metodologia
de Yair e Uni (2011). As cascas foram trituradas e incineradas em mufla (Solidsteel®) a

600°C por 10 horas. Em seguida, entre 100 e 150mg das cinzas de cada amostra foram
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digeridas utilizando uma mistura de 2mL de H202 a 30% e 4mL de HNOz a 70% em tubos
plasticos de 50ml, mantidos em banho-maria a 95°C por 6 horas. As amostras digeridas
foram analisadas por espectrofotometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) (Varian®, Mulgrave, Australia), utilizando solucBes padrdo
(Certipur Merck®, Darmstadt, Alemanha). Os resultados foram apresentados como a
média do peso absoluto de cada mineral na casca, multiplicando-se a concentragdo de

cada mineral na amostra pelo peso total da casca.

3.8 Analises de minerais da gema e saco vitelino residual

Foram realizadas avaliacBes em 14 amostras por tratamento, na gema dos ovos
incubaveis, no saco vitelino residual aos 8, 18,5 dias de incubacdo e no momento da
eclosdo.

Ap0s a quebra dos ovos ou a eutanasia dos embrides/pintos recém-eclodidos, a
separacdo das gemas/sacos vitelinos foi conduzida manualmente e os residuos de
albumen aderidos foram removidos utilizando papel absorvente. Em seguida, as
gemas/sacos vitelinos foram homogeneizadas, pesadas individualmente em uma balanca
analitica digital de alta precisdo (0,001g) (modelo AY200 da Mater®) e armazenadas a -
20°C para analises posteriores de minerais.

O conteudo de gemas/sacos vitelinos de cada amostra foi separado da membrana
vitelinica e aproximadamente 100 a 150g foram utilizados para as determinacdes de
minerais: calcio (mg), fésforo (mg), manganés (ug) e magnésio (mg). As analises foram
realizadas em duplicata conforme a metodologia de Yair e Uni (2011), conforme descrito
para as analises das cascas.

Os resultados foram expressos como a média do peso absoluto do mineral na
gema/saco vitelino residual, calculada multiplicando-se a concentracdo de cada mineral

na amostra pelo peso total da gema/saco vitelino residual.
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3.9 Analises em embrides e pintos

3.9.1 Peso do corpo sem o saco vitelino (YFBM)

Aos 8 e 18,5 dias de incubacdo, dois ovos por bandeja e por tratamento foram
retirados da maquina para registrar o peso dos embrifes sem o saco vitelino (YFBM -
yolk-free body mass) individualmente em uma balanca analitica com precisdo de 0,001g.
Durante os nascimentos, 14 pintinhos recém-eclodidos por tratamento foram selecionados

aleatoriamente para esta medicao, conforme definido no item 3.5.

3.9.2 Peso dos pintos no momento da eclosao

Foram selecionados aleatoriamente 14 pintos de cada tratamento, pesados
individualmente em balanca eletronica, com sensibilidade de 0,0001kg (Master®AY220)

para obtencao do peso médio.

3.9.3 Temperatura retal

Apds a pesagem, a temperatura retal foi mensurada utilizando um termémetro
digital (Medeqco Geratherm®) com precisdo de + 0,1°C. O instrumento foi inserido na
cloaca, aproximadamente 3 cm. A temperatura retal € usada para estimar a temperatura

corporal em aves (Lin et al., 2005).

3.9.4 Comprimento do pinto (cm)

Os pintos selecionados para andlise de peso tiveram seu comprimento medido com
um paquimetro digital (Digimess®) com resolucdo de 0,001mm, da ponta do bico até o
dedo do membro inferior direito, seguindo o método descrito por Hill (2001), excluindo

a unha.
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3.9.5 Escore de umbigo

Ap0ls a mensuracdo do comprimento, os pintinhos foram classificados quanto a
cicatrizacdo do umbigo, onde receberam escores de acordo com Tona et al. (2003):

Escore 1- umbigo fechado e &rea do umbigo limpa;

Escore 2- botéo negro até 2 mm no umbigo ou presenca de fio negro;

Escore 3- botdo negro maior que 2 mm ou umbigo aberto.

3.9.6 Parametros sanguineos

3.9.6.1 Hemogasometria

A avaliacdo dos niveis sanguineos de potencial hidrogeni6nico (pH), bicarbonato
(HCO3"), pressao parcial de gas carbonico (pCO3z), pressdo parcial de oxigénio (pOy),
célcio ionizado (iCa), sodio (Na*), potassio (K*), hematdcrito (Hct) e hemoglobina (Hb)
dos pintos, foi realizada utilizando o analisador clinico portatil i-STAT® e cartuchos
modelo Cartridge CG8+ (Abott Laboratories, EUA). Nos mesmos pintos utilizados nas
andlises anteriores, foi coletado sangue por meio da veia jugular utilizando seringas
heparinizadas (ImL e agulha 30G). Imediatamente apds a coleta, cerca de 100 L de
sangue de cada amostra foi inserido no cartucho, que automaticamente fez a leitura dos

parametros mencionados.

3.9.6.2 Glicose, Lactato, Acido Urico

No momento da andlise de hemogasometria, amostras de sangue foram coletadas
em tubos tipo Vaccutaner® contendo heparina. Em seguida, as amostras de sangue foram
centrifugadas durante 10 minutos a velocidade de 3000 rpm. As aliquotas de plasma
foram transferidas por meio de micropipetas para novos tubos ependorff devidamente
identificados de acordo com as repeti¢des e tratamentos. Os tubos foram conservados a

uma temperatura de -20°C até ser iniciado o processamento das amostras.
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As determinagdes de glicose!, lactato? e acido urico® foram realizadas em
espectrofotdmetro modelo GT 7220 da marca Global Tecnology®, utilizando-se kits

comerciais em comprimento de onda apropriados.

! Glicose K082. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico colorimétrico.
2 Lactato K084. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: UV enzimatico.

3 Acido urico K139. Bioclin®. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico colorimétrico.

3.9.6.3 Hormonios: GH, T3, T4, calcitonina e vitamina D3

Respeitando o esquema de coleta por horario de nascimento, novas amostras de 14
pintos por tratamento foram aleatoriamente coletadas. Os pintos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e amostras foram coletadas por meio da veia jugular e
acondicionadas em tubos tipo Vaccutaner®. Em seguida, as amostras de sangue foram
centrifugadas durante 15 minutos a velocidade de 4500 rpm para obtencdo do soro. As
aliquotas de soro foram transferidas por meio de micropipetas para novos tubos ependorff
devidamente identificados de acordo com os tratamentos e foram conservadas a -20°C
até ser iniciado o processamento das amostras.

As determinacdes de horménio do crescimento (GH)?, triiodotironina (Ts)?, tiroxina
(T4)® (Morita et al., 2016), 1,25-dihidroxivitamina (Ds)*, paratorménio (PTH)®> (GUZ et
al., 2019) e calcitonina® (Azevedo et al., 2023) foram determinadas por ELISA utilizando
kits comerciais. Todas as concentracfes foram determinadas em contador de radiacao

gama (Gamma-C12, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA).

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

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

3Total Thyroxine (Total T4) AccuBind® ELISA Kit (Product Code: 225-300, Monobind, Lake Forest,
CA).

41,25-dihydroxyvitamin D3 ELISA Kit (Elabscience®, Houston, Texas, United States).

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

6 Kit chicken calcitonin (CT) ELISA Kit (Catalog N°. MBS739139, MyBioSource®, San Diego, CA,
USA).
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3.9.6.4 Calcio, Fosforo e Fosfatase Alcalina

As determinac@es de calcio?, fosforo? e fosfatase alcalina® foram feitas no soro por
meio de um analisador bioquimico automatico (BioSystems®) utilizando-se Kkits
comerciais (Labtest Diagndstica®. Lagoa Santa, MG, BR) (Azevedo et al., 2023).

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

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

3.9.7 Peso dos 6rgéos e dos pintos recém-eclodidos

Os pintos amostrados anteriormente tiveram seus 6rgdos (coragdo, pulmao,
figado, estomago (proventriculo + moela), intestinos, bursa, bago, pancreas e saco
vitelino) coletados para serem pesados individualmente (balanca analitica de 0,0001g,
Master® AY220). A abertura da cavidade abdominal se iniciou pelo orificio umbilical,
com exposicao de todos os 0rgaos. Os valores dos 6rgdos foram expressos em relagdo ao

peso do corpo sem o saco vitelino (YFBM — yolk free body mass).

3.9.8 Glicogénio Hepatico

A quantificacdo do glicogénio hepético foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Bidinotto et al. (1998). Cada amostra de figado, obtida de pintinhos
identificados de acordo com cada tratamento (entre 100 e 110 ml) foi obtida. Em seguida,
a amostra foi transferida para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 1,0 ml de KOH
6,0N. A mistura foi incubada por 5 minutos em banho-maria a 100°C para garantir a
dissolugdo completa dos tecidos. Apds a dissolugdo, 125 ul do extrato foi transferido para
um novo tubo identificado, ao qual foram adicionados 1,5 ml de etanol e 50 pl de K2SO4
10%, seguidos de agitagdo. A amostra foi entdo centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos.
O sobrenadante foi descartado por inverséo, e o precipitado re-suspendido em 2 ml de
agua destilada. Ap6s a mistura, 100 pl da amostra foi transferido para um novo tubo, onde

foram adicionados 250 pl de fenol e 1 ml de HoSO4 para interromper a reagdo. A leitura
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foi realizada em um espectrofotdmetro modelo GT 7220 da marca Global Technology® a
480 nm. O contetdo de glicogénio foi expresso em moles de glicose-glicosil/mg de tecido

total.

3.10 Analises 6sseas

3.10.1 Peso, comprimento e largura dos 0ssos

Aos 18,5 dias de incubacdo e durante o nascimento, foram retirados a tibia e o fémur
da perna esquerda de cada uma das 14 amostras selecionadas aleatoriamente para cada
tratamento.

Os ossos foram limpos de todos os tecidos moles e cartilagens e pesados em uma
balanca analitica digital com precisdo de 0,001g. Para obter o peso relativo dos 0ssos, 0
peso da tibia ou do fémur foi dividido pelo YFBM (mg/g). ApoGs a pesagem, 0S 0SS0S
foram mensurados externamente duas vezes usando um paquimetro digital (Digimess®
resolucdo 300 mm, 0-0,001 mm). O comprimento da tibia foi determinado da extremidade
proximal na eminéncia intercondilar até a extremidade da epifise distal. Para o
comprimento do fémur, foi mensurado da borda proximal do trocanter até a borda distal
do condilo. Para a largura dos 0ssos, foi considerado o diametro médio-lateral. Apos esses
procedimentos, 0s 0ssos foram envolvidos em gaze embebida em soro e armazenados em

sacos pléasticos a -20°C para andlises posteriores.

3.10.2 Teste biomecanico

O teste biomecanico foi realizado nos ossos para analisar a forca necessaria para a
fratura, utilizando o método descrito por Shim et al. (2012).

Antes da realizacdo do teste de resisténcia, as tibias e fémures esquerdos foram
descongelados a temperatura ambiente, permanecendo em seus respectivos sacos
plasticos. No momento da analise, cada amostra 0ssea foi removida do saco e mantida
Umida por meio de gaze embebida em agua destilada, a fim de preservar suas propriedades
mecanicas. Para garantir a reprodutibilidade dos resultados e evitar varia¢Ges adicionais,
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cada osso foi cuidadosamente colocado no equipamento de teste, de modo que a forca de
flexdo fosse aplicada no ponto médio da face anteroposterior.

A analise foi quantificada por meio de um ensaio de flexdo em trés pontos, realizado
em uma maquina universal de ensaios EMIC® DL 3000, controlada pelo software Blue
Hill®. As amostras dsseas foram apoiadas em dois pontos distantes 5 mm um do outro.
Uma sonda de base redonda, acoplada a uma célula de carga de 5 kg, aplicou uma forga
de compressdo na regido central da face anteroposterior do 0sso, a velocidade de 1
mm/min. A resisténcia a fratura foi definida como a carga maxima suportada pela amostra

antes da ocorréncia da fratura.

3.10.3 Anadlises de cinzas e minerais dos 0ssos

Subsequente aos ensaios mecanicos, segmentos de aproximadamente 15% do
comprimento da diafise média de cada tibia e fémur foram coletados para a quantificacdo
de cinzas. A determinacdo do contetdo mineral foi realizada conforme protocolo descrito
por Yair et al. (2012).

Para a andlise de cinzas, as amostras dsseas foram imersas em acetona por 12 horas,
a fim de remover completamente os lipidios. Em seguida, foram secas em estufa a 105°C
por 6 horas para eliminar a umidade. Os 0ssos secos foram entdo pesados em balanca
analitica e transferidos para cadinhos de ceramica, onde foram submetidos a calcinagédo
em mufla a 600°C por 10 horas. Ap6s a calcinagdo, as cinzas residuais foram pesadas,
permitindo a determinacéo do percentual de minerais inorganicos em cada amostra.

Cerca de 100 a 150 miligramas de cada amostra de cinzas de tibia foram submetidas
a analise por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) utilizando um equipamento Varian (Varian®, Mulgrave, Australia). Para
quantificar os elementos calcio, fosforo, manganés e magnésio, solucbes padrdo
certificadas da Merck (Certipur Merck®, Darmstadt, Alemanha) foram empregadas como
referéncia.

Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem em relacdo ao peso (mg)

total das cinzas, permitindo uma comparacao direta entre as amostras.
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3.10.4 Calcificacdo Gssea

14 tibias e fémures diretos de cada tratamento foram utilizados para a anéalise de
calcificacdo dssea, tanto aos 18,5 dias de incubacao quanto ao nascimento.

Os ossos foram submetidos a coloragéo diferencial com Alcian Blue e Alizarin Red
(Kelly; Bryden, 1983; Blom; Lilja, 2004), permitindo a visualizacdo do tecido
cartilaginoso (néo calcificado) e dsseo (calcificado), respectivamente. Imagens digitais
dos ossos foram capturadas com uma camera digital Nikon 5100, montada em uma
estacdo de fotos. Os ossos foram posicionados em orientagcdo semelhante ao longo de uma
régua marcada em milimetros (barra de escala), e fotos foram tiradas da face
anteroposterior de cada 0sso. As imagens obtidas de cada osso foram analisadas no
software ImageJ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD; disponivel online em:

http://rsb.info.NIH.Gov/nih-image/), onde o percentual de area calcificada em relagdo a

area total do osso foi determinado. A barra de escala impressa nas imagens digitais foi

utilizada para calibrar o programa.

3.11 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. O

modelo geral usado para todos os dados foi

Yi=p + Manipulag¢do Térmica + &;

Onde Yi = a variavel dependente, 1 é a média geral, Manipulagdo Térmica = MT
(i = baixa, controle, alta ou muito alta), e € = 0 erro.

A analise estatistica foi feita usando o pacote de software SAS® 9.2 (Instituto SAS
Inc., Cary, NC). Todos os dados foram analisados através da ANOVA de 1 fator e entéo
o teste de Tukey foi usado para determinar as diferengas entre as medias, adotando-se o
nivel de significancia de 5%.

Cada tratamento foi composto por 7 bandejas, totalizando 602 ovos. Cada bandeja
foi considerada uma unidade experimental para analise. Para as avaliacfes de casca,

gema, embrido e pinto, foram selecionadas aleatoriamente 14 amostras por tratamento,
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sendo o ovo (ou embrido/pinto) a unidade experimental. As anélises estatisticas foram
precedidas da verificacdo das premissas do modelo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento de incubagéo e qualidade dos pintos

Os dados relativos ao rendimento da incubacédo e a mortalidade embrionéria estdo
dispostos na Tabela 2. Entre os parametros zootécnicos avaliados durante a incubacgéo
(Tabela 2), apenas a perda de peso dos ovos, a mortalidade intermediéria e a taxa de pintos
refugos apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). A perda de
peso dos ovos durante a incubacdo variou significativamente, com o grupo MT-L
exibindo a menor perda (11,74%), enquanto o grupo MT-VH apresentou a maior
(12,94%). A perda de peso dos ovos é influenciada por fatores como a pressdo de vapor
d’agua e a condutancia da casca (Meijerhof; Van Beek, 1993). Para melhores resultados
de eclosdo, recomenda-se que essa perda fique entre 11% e 13% do peso inicial dos ovos
entre o inicio da incubacdo e a transferéncia para os nascedouros (Decuypere et al., 2003).
As variagdes nos nossos resultados podem estar relacionadas a evaporagdo de agua, que
foi influenciada pela manipulacdo térmica. No entanto, as flutuacbes diarias de
temperatura na casca dos ovos ndo foram suficientes para desviar a perda de peso da faixa
ideal durante o periodo de incubacao.

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) no indice de fertilidade, o que
demonstra a homogeneidade das unidades experimentais. Todos os ovos foram coletados
de um mesmo lote de matrizes, com pesos médios entre 66 e 68,5 g, padronizados e
distribuidos aleatoriamente entre os tratamentos.

Com relacéo a eclodibilidade, embora o grupo MT-H tenha apresentado a maior
taxa (88,13%) e o grupo MT-L a menor (81,96%), essas variacbes ndo foram
estatisticamente significativas (P>0,05). Para a mortalidade embrionaria por fase de
incubacgéo, houve diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05), somente na
mortalidade intermediaria, que foi maior no grupo MT-L (2,56%) em comparacdo aos

demais.
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Tabela 2 — Rendimento da incubacdo e mortalidade embrionéria de pintos submetidos a incubacdo em TCO controle (C), ou a incubagdo com
manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.

Mortalidade (%)

Temperatura Perda de Fertilidade  Eclodibilidade! _ Refugos
peso (%) (%) (%) Inicial Intermediaria Final Bicados F_mal * Total (%)
bicados
MT-L 11,74 94,82 81,96 510 2 56 8,14 224 1038 18,04 1,842
C 12,152 94,27 87,75 5,08 0,73P 523 1,21 6,44 12,25 0,88°
MT-H 12,682 94,58 88,13 4,89 0,92P 5,05 1,02 6,06 11,87 0,69°
MT-VH 12,942 94,73 86,62 4,07 0,99° 7,73 0,59 8,32 13,38 0,08°
SEM 0,157 0,327 1,311 0,307 0,212 0,833 0,232 0,930 1,311 0,109
P-valor 0,0225 0,9466 0,3300 0,6176 0,0025 0,4343 0,0668 0,3471 0,3300 <0,0001

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

Taxa de eclodibilidade sobre o total de ovos férteis.

C= controle (37,8°C - sem manipulagéo térmica); MT-L= Manipulagéo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipulacéo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulac&o térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=28.
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A manipulacao térmica durante a incubagdo € uma técnica utilizada para induzir
termotolerancia em aves, com efeitos varidveis sobre os parametros zootécnicos, como
eclodibilidade e mortalidade embrionaria.

Nossos resultados corroboram a literatura, mostrando que a manipulacao térmica
controlada ndo afeta as caracteristicas zootécnicas da incubagdo, corroborando com
estudos da literatura. Leandro et al. (2000) observaram que variagOes de temperatura no
16° dia (40°C ou 32°C por 5 horas diarias) ndo afetaram a eclodibilidade ou a mortalidade
embrionaria. De forma semelhante, Yildirim e Yetisir (2004) constataram que
temperaturas moderadas (37,2°C a 38,3°C) nos ultimos dias de incubacdo melhoraram os
indices de eclosdo, enquanto temperaturas extremas (36,1°C ou 39, 9°C) aumentou a
mortalidade. Yahav et al. (2004) e Collin et al. (2005) também confirmaram que
manipulacdes térmicas controladas em diferentes fases da embriogénese ndo
prejudicaram os resultados de incubagdo. Estudos de Flores et al. (2017) e Silva (2019)
indicaram que estimulos térmicos na Ultima semana de incubagcdo ndo comprometem as
previsdes embrionarias ou a taxa de eclosdo. Amjadian e Shahir (2020) descobriram que
a exposicdo a 39,5°C por 3 horas diarias, entre 0 11° e 0 16° dia de incubacdo, ndo
influenciou significativamente esses parametros.

A manipulacdo térmica da casca a 36,7°C (MT-L) foi a condicéo que apresentou
maior mortalidade, na fase intermedidria (p<0,05). Embora os outros tratamentos
térmicos tenham mostrado variacdes, as diferencas ndo foram significativas entre si
(P>0,05). Esses resultados sdo relevantes para a escolha de condic¢des de incubacdo que
minimizem a mortalidade durante o processo. No nosso estudo, 0 aumento da mortalidade
relacionado no grupo MT-L parece estar diretamente relacionado ao protocolo de
manipulacdo térmica, visto que as diferencas na mortalidade surgiram assim que 0s
tratamentos foram aplicados.

A auséncia de diferenca significativa na mortalidade total sugere que os embrides
que sobreviveram conseguiram se adaptar as alteracfes térmicas, ja que o tratamento foi
intermitente. No entanto, essa adaptacao parece ter exigido um custo metabolico, refletido
na maior percentagem de pintos refugos no grupo MT-L. Yildirim e Yetisir (2004)
afirmaram que baixas temperaturas de incubacdo aumentam a mortalidade embrionaria,
0 que apoia parcialmente nossos achados. No estudo deles, ovos de matrizes Ross 308®
incubados a 36,1°C apresentaram maior mortalidade embrionéria (8,0%) em comparacgao
a temperaturas mais altas. Temperaturas abaixo do ideal podem reduzir a atividade
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metabdlica dos embrides e comprometer o sucesso da incubagdo, como apontado pelos
autores. A diferenca entre os resultados pode ser explicada pela natureza constante do
tratamento térmico no estudo deles, enquanto nosso protocolo envolve manipulacéo
intermitente.

Como os embrides de aves que dependem de uma fonte externa de calor para
manter as fun¢bes metabdlicas normais, as varia¢fes de temperatura durante a incubagéo
podem influenciar as taxas de desenvolvimento embrionario (Barott, 1937; Joseph et al.,
2006). No grupo MT-L, as temperaturas mais baixas do que o recomendado
provavelmente reduziram a taxa metabolica dos embrides, prolongando o tempo de
incubacdo e aumentando a exaustdo das reservas energéticas, resultando em pintos de
menor qualidade (Decuypere; Bruggeman, 2007; Muir; Bosques, 2019). Assim, 0s
resultados de refugo complementam os de mortalidade, revelando que os embrides que
sobreviveram tiveram um desenvolvimento mais lento e apresentaram maiores desafios

para alcancar a adaptacdo as condi¢des térmicas.

Figura 3 — Duracdo da incubacéo (h) de pintos submetidos a incubacdo em TCO controle
(C), ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H)
e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacao térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=28.
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As temperaturas retais médias dos pintos recém-eclodidos também apresentaram
variacOes significativas entre os tratamentos (Figura 4). Os pintos submetidos a
manipulacdo com TCO alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) exibiram temperaturas retais
significativamente mais baixas (37,74°C e 37,36°C, respectivamente) em comparacao

com os grupos controle e MT-L (38,27°C e 38,66°C, respectivamente).

Figura 4 — Temperatura retal (°C) de pintos submetidos a incubacdo em TCO controle
(C), ou a incubacdo com manipulacgdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H)
e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulacdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacao térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

ElevacGes na temperatura retal podem indicar estresse térmico, o que pode afetar
negativamente o crescimento e desempenho das aves (Yalcin; Siegel, 2003; Morita et al.,
2016). Por outro lado, temperaturas retais mais baixas sugerem um melhor controle da

temperatura corporal. Quando embriGes sdo submetidos a manipulacfes térmicas
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controladas durante o periodo de incubagdo, ocorre uma adaptacdo no sistema
termorregulador, permitindo que esses embrides desenvolvam uma capacidade
aprimorada de equilibrar a producdo e dissipacdo de calor (Nichelmann et al., 1994;
Yahav, 2009). Por exemplo, a incubacgéo a temperaturas ligeiramente mais altas ou mais
baixas em certos periodos criticos pode sensibilizar o sistema nervoso central e o sistema
enddcrino das aves, resultando em um ajuste na sua capacidade de regular a temperatura
corporal de maneira mais eficiente ao longo da vida (Nichelmann; Tzschentke, 1999).

No caso dos embriGes submetidos a manipulagdo térmica, como observado nos
grupos MT-H e MT-VH, a habilidade de manter uma temperatura corporal interna mais
baixa mostra que esses animais desenvolveram uma resposta adaptativa. Isso reflete um
aumento na eficiéncia dos mecanismos de troca de calor entre o corpo e 0 ambiente, como
uma maior capacidade de vasodilatacdo periférica ou uma modulacdo na taxa metabdlica,
reduzindo a producao de calor excessivo em ambientes quentes (Tzschentke; Halle, 2009;
Yahav; Mcmurtry, 2001).

Assim como em nossos resultados com pintos de corte, Nichelmann e Tzschentke
(1999) relataram que manipulacdes térmicas em embrides de pato (Cairina Moschata) a
34,5°C, entre 0 28° e 35° dia de incubacdo, induziram maior producdo de calor pds-
eclosdo. Eles observaram que a incubacdo a temperaturas mais baixas durante a Gltima
semana de desenvolvimento embrionario pode aumentar o potencial de tolerancia ao frio,
corroborando com os achados de Nichelmann et al. (1994), que demonstraram maior
resisténcia ao frio em patos submetidos a temperaturas reduzidas nos altimos 7 dias de
incubacéo.

A Tabela 3 apresenta os dados sobre o0 peso do ovo antes da incubagéo, peso dos
pintos, peso relativo dos érgdos e o escore de umbigo de pintos de um dia, para ambos 0s

tratamentos térmicos aplicados durante a incubagéo.
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Tabela 3 — Peso do ovo antes da incubagdo, pesos dos pintos, peso relativo de 6rgdos e escore de umbigo no momento da eclosdo de pintos submetidos
a incubagdo em TCO controle (C), ou a incubag¢do com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° a0 18,5°

dia.
Qualidade
Pesodo  Pintode 1 dia (9) Peso de 6rgaos relativo ao YFBM (%) de
H 3
Temperatura ovo (g) umbigo
Peso YFBM Coragdo Figado Estdmago! Intestino? Pulmbes Bago  Pancreas Bursa
MT-L 67,21 46,34  38,87° 0,66° 2,30P 5,85 3,48° 0,84° 0,020¢ 0,13° 0,07¢ 2,367
C 67,21 48,68  43,15*  0,75% 2,782 6,01 3,032 0,082 0,040¢ 0,152 0,09° 1,642
MT-H 67,24 48,10 43,122 0,772 2,828 6,07 3,907 0,952 0,0502 0,152 0,102 1,57°
MT-VH 67,23 47,89°  43,03% 0,71 2,792 5,99 3,907 0,952 0,045°  0,14% 0,09° 2,002
SEM 0,100 0,142 0,305 0,009 0,038 0,054 0,048 0,010 0,002 0,002 0,002 0,104
P-valor 0,9994 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  0,5505 0,0008 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  0,0238

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

LPré-ventriculo + moela.

Z Intestino delgado + intestino grosso.
C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacéo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; YFBM = Yolk Free Body Mass; SEM: erro padrdo da média.
% Condic&o de umbigo, onde: 1= boa, 2= moderada, 3= ruim.

n=56.
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N&o houve diferenca significativa (P>0,05) no peso dos ovos entre 0s grupos
experimentais, indicando condi¢cbes homogéneas no inicio dos testes. O grupo controle
apresentou o maior peso corporal dos pintos (48,68 g), em comparacdo aos grupos MT-
VH e MT-L (47,89 g e 46,34 g, respectivamente).

O peso do pinto recém-eclodido esta intimamente relacionado ao peso do ovo,
mas ndo reflete necessariamente o desenvolvimento corporal. O peso inclui tanto o pinto
quanto o saco vitelino residual. Se uma quantidade substancial de saco vitelino permanece
ao final da incubacdo, isso indica que menos energia foi utilizada durante o
desenvolvimento embrionario (Ipek et al., 2014). Para avaliar melhor a qualidade do
pinto, o peso do corpo sem o saco vitelino (YFBM - Yolk Free Body Mass) é um
parametro mais preciso, pois reflete o quanto do contetido do ovo foi convertido em massa
corporal (Meijerhof, 2009). Ao analisar o YFBM, observamos que apenas o grupo MT-L
foi afetado negativamente (P<0,05).

A manipulacdo térmica também teve efeito significativo (P<0,05) no peso relativo
de diversos 6rgédos, conforme apresentado na Tabela 3. Destacamos que o tratamento
térmico com TCO mais baixa (MT-L) resultou em uma redugéo significativa (P<0,05) no
peso relativo de 6rgaos como figado, intestino, pulmdes, baco e bursa, em comparagédo
aos outros grupos. Esses resultados, aliado aos resultados de mortalidade intermediéria e
refugos, estdo de acordo com a literatura, que indica que alteragcbes na temperatura de
incubacdo podem afetar o desenvolvimento embrionario (Lourens et al., 2007; Molenaar
et al., 2010; Maatjens et al., 2014a; Van Den Brand et al., 2021). Ndo foram encontradas
diferengas significativas (P>0,05) no peso relativo do estmago entre os tratamentos.

Por outro lado, os pesos relativos do coragéo e pancreas nos grupos MT-H e MT-
VH foram semelhantes aos do grupo controle (P>0,05). Isso sugere que esses 0rgaos nao
foram afetados pelas manipulagdes térmicas, corroborando com estudos anteriores que
indicam que temperaturas elevadas podem impactar negativamente a proliferacédo celular
no coragdo, mas que a intensidade e a duracdo do calor desempenham um papel crucial
na intensidade desses efeitos (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2010; Maatjens et al.,
2014a; Van Den Brand et al., 2021).

O peso relativo do baco variou significativamente (P<0,05) entre os tratamentos,
com o grupo MT-H apresentando o maior peso (0,050 g), sequido por MT-VH (0,045 g),
Controle (0,040 g) e MT-L (0,020 g). Ja o peso relativo da bursa foi maior no grupo MT-
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H (0,10 g), seguido pelos grupos controle e MT-VH, que n&o diferiram entre si (0,09 g),
enquanto o menor peso foi observado no grupo MT-L (0,07 g). A literatura sugere que a
reducdo no desenvolvimento da bursa pode comprometer a resposta imunologica das aves
pos-eclosdo (Oznurlu et al., 2010). Existe uma relacéo entre temperaturas mais elevadas
e 0 aumento no peso dos 6rgaos bago e bursa, 0 que pode estar relacionado a resposta
imunolégica do embrido, visto que tem papel na producdo e maturacao de células imunes
(YYalgin; Siegel, 2003).

A técnica de manipulacdo térmica, utilizando o controle da temperatura da casca
do ovo, pode ter influenciado esses resultados. Estudos indicam que variagcdes na
temperatura da casca podem impactar significativamente o desenvolvimento
embrionario, causando superaquecimento quando o controle de temperatura é feito
exclusivamente pela incubadora (Lourens et al., 2011). O controle preciso da temperatura
da casca € ideal para evitar os efeitos negativos do superaquecimento embrionario.

Fatores como estagio de desenvolvimento, duracdo e intensidade do tratamento
térmico, além do método de controle de temperatura, sdo determinantes cruciais que
explicam as diferencas observadas na literatura (Lin et al., 2017). Yalcin e Sieguel (2003)
relataram que pintinhos incubados a 39,6°C durante 6 horas dirias (entre os dias 10 e 18
de incubacéo) apresentaram peso corporal e peso relativo do coracdo semelhantes ao
controle. Yahav et al. (2004), ao utilizar 39,9°C por 3 horas diarias, observaram
resultados semelhantes. Em estudo anterior, também observamos que a manipulagédo da
TCO a 38,9°C (por 6 horas diarias) entre os dias 8 e 18 de incubacdo nédo prejudicou o
desenvolvimento dos érgdos (Silva et al., 2019). Isso indica que a aclimatacdo térmica ao
calor, quando feita de maneira controlada, € uma estratégia vidvel sem prejudicar a
qualidade dos pintinhos.

A qualidade do umbigo, foi influenciada pelos diferentes tratamentos térmicos. A
qualidade do umbigo em pintinhos recém-eclodidos € um indicador do desenvolvimento
embrionario e pode influenciar diretamente sua salde e desempenho pos-eclosédo
(Decuypere; Bruggeman, 2007). Um umbigo limpo e cicatrizado € esperado em pintos
bem desenvolvidos, sinalizando o fechamento adequado do corddo umbilical durante os
estagios finais da incubacdo, fundamental para evitar infec¢Ges (Tona et al., 2003; Yalgin
et al., 2007).
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Nossos resultados apontam que a manipulacdo térmica pode influenciar a
cicatrizacdo do umbigo dos pintinhos recém-eclodidos, com a manipulacdo em
temperatura de 38,9°C (MT-H) sendo a mais benéfica. No entanto, nenhum protocolo
térmico comprometeu a cicatrizacdo do umbigo, ja que todos os grupos tratados foram
semelhantes ao controle.

O YFBM (Figura 5) e o comprimento do pinto (Figura 6) foram influenciados de
maneira semelhante pelos tratamentos de manipulacdo térmica durante a incubacéo.
Tanto aos 18,5 dias quanto no momento da eclosdo, o tratamento MT-L resultou em uma
reducdo significativa no YFBM e no comprimento do pinto em comparagao ao controle
(p<0,05). Por outro lado, os tratamentos MT-H e MT-VH néo apresentaram impacto
significativo nessas variaveis, com meédias estatisticamente semelhantes ao grupo
controle (p>0,05), o que reforca nesse estudo que a manipulacdo térmica intermitente em

temperatura alta ndo influenciou o rendimento de incubag&o.

Figura 5 — Peso do pinto sem gema (YFBM, g) ao longo da incuba¢do em TCO controle
(C), ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H)
e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulacdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=>56.



75

Figura 6 — Comprimento do pinto (cm) ao longo da incubagéo em TCO controle (C), ou
a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito
alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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abMeédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56

O desenvolvimento de todos os tecidos pode ser influenciado pelas condigdes de
temperatura durante a incubacdo (Barott, 1937; Joseph et al., 2006). O YFBM ¢é uma
métrica essencial para entender esses efeitos, pois reflete o crescimento e
desenvolvimento do embrido ao longo da incubacdo. Em condicdes ideais, 0os embrides
utilizam a gema de forma eficiente como fonte de nutrientes, convertendo-a em massa
corporal (Lourens et al., 2007; Molenaar et al., 2011; Yalgin et al., 2012).

Tzschentke e Halle (2009) observaram que pintos com maior YFBM tendem a ter
melhores taxas de crescimento e eficiéncia alimentar. A Figura 7 ilustra o peso da gema
ao longo da incubacdo para ovos submetidos a diferentes tratamentos. Observamos que 0
peso da gema e do saco vitelinico residual diminuiu ao longo da incubagéo, com

influéncia dos tratamentos a partir do 18,5° dia. O tratamento MT-L apresentou um peso
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de gema significativamente maior (p<0,05) em comparagdo aos outros tratamentos nos
dias 18,5 e ao nascimento. Ja os tratamentos MT-H e MT-VH apresentaram pesos
significativamente menores (p<0,05) em relagdo ao controle ¢ MT-L nesses mesmos

periodos.

Figura 7 — Peso da gema (g) ao longo da incubagdo em TCO controle (C), ou a incubacgéo
com manipulacdo téermica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-
VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubagio (d)

ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C=controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=>56.

Estudos como o de Yahav et al. (2004) indicam que exposi¢des curtas a
temperaturas elevadas (39-39,5°C, 3 a 6 horas diarias entre os dias 10 e 18 de incubacéo)
podem aumentar a termotolerancia e melhorar a eficiéncia alimentar sem reduzir o
YFBM. lIsso indica que manipulacBes térmicas controladas podem beneficiar o

desenvolvimento muscular sem prejudicar o crescimento geral. Por outro lado,
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temperaturas muito elevadas ou exposi¢des prolongadas podem reduzir o YFBM.
Amjadian e Shahir (2020), ao investigarem a manipulacdo térmica (39,5°C por 3 horas
diarias entre os dias 11 e 16 de incubacdo), ndo encontraram efeitos negativos no YFBM
ou na qualidade geral dos pintos, sugerindo que esse tipo de intervencdo pode melhorar o
desempenho térmico sem prejudicar o desenvolvimento. Piestun et al. (2009)
demonstraram que temperaturas levemente elevadas entre os dias 15 e 19 de incubacéo
(periodo critico para a proliferacdo de fibras musculares) podem otimizar o crescimento
muscular e aumentar o YFBM. Em contraste, manipulaces térmicas com temperaturas
muito altas ou prolongadas podem reduzir o YFBM.

Yalgin et al. (2008a) observaram que uma temperatura de incubagdo elevada
(40,0°C por 6 horas diarias, do dia 10 ao 18 de incubacdo) ndo afetou 0 YFBM, mas 0s
pintos desse tratamento apresentaram maior peso significativo do saco vitelinico residual
e menor peso do figado (P<0,05) em comparagdo ao grupo controle. Esses resultados
podem refletir diferengas fisioldgicas na mobilizacdo da gema. De maneira similar,
Willemsen et al. (2011) ndo encontraram diferencas significativas (P>0,05) no YFBM ou
no peso da gema residual entre pintos nascidos de tratamentos com manipulacdo térmica
em temperaturas baixas (34,6°C) ou altas (40,6°C), por 4 horas dirias entre os dias 16 e
18 de incubagéo, em comparagédo ao grupo controle.

Em um estudo anterior (Silva et al., 2019), em que foi aplicada manipulacédo
térmica da TCO a 38,9°C por 6 horas diarias, entre os dias 8 e 18 de incuba¢do, também
ndo foram observados impactos negativos nos parametros de rendimento de incubagéo ou
na qualidade dos pintinhos recém-eclodidos. Esses achados sdo importantes, pois
mostram que a manipulagéo térmica, quando realizada de forma controlada, é uma técnica
segura e potencialmente benéfica durante a incubacéo.

Em contraste, temperaturas mais baixas, como as utilizadas no tratamento MT-L,
podem reduzir a taxa metabdlica dos embrides, prolongando a incubacdo e aumentando
0 risco de esgotamento das reservas energéticas, resultando em pintos de qualidade
inferior (Decuypere; Bruggeman, 2007; Muir; Groves, 2019). Yalcin e Siegel (2003)
também observaram que o resfriamento dos ovos durante a incubacéo (36,9°C por 6 horas
diarias) afetou negativamente o desenvolvimento dos embrides. Esse efeito é evidenciado
pela maior duracdo da incubacdo no grupo MT-L (Figura 3), que retardou o

desenvolvimento embrionario, levando a uma menor YFBM, maior quantidade de gema
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residual ao nascimento e impactos negativos em 6rgdos como coracdo, figado, intestino,
baco e bursa. Esses resultados podem ser atribuidos a menor atividade metabdlica dos

embrides, causada pela reducao de temperatura durante os tratamentos.

4.2 Parametros de casca e gema
42,1 Minerais da casca

Os resultados relacionados a casca do ovo estdo ilustrados nas Figuras 8 a 13.

Figura 8 — Peso da casca do ovo (g) ao longo da incubacdo em TCO controle (C), ou a
incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito
alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab©Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulagao térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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A perda de peso da casca durante a incubagéo variou entre os tratamentos, com
perdas de 18,62% no grupo MT-L, 30,35% no controle, 39,58% no MT-H e 39,68% no
MT-VH. A manipulagao da TCO influenciou significativamente (p<0,05) o peso da casca
a partir do 18,5° dia até a eclosdo. Nesses periodos, 0 grupo MT-L manteve pesos de casca
significativamente maiores (p<0,05), com valores de 5,12 g e 5,07 g, em comparagao com
0s outros tratamentos. Por outro lado, os grupos MT-H e MT-VH, embora semelhantes
entre si (p>0,05), mostraram uma reducdo mais acentuada no peso da casca em
comparagdo com 0s grupos MT-L e controle, indicando maior utilizacdo da casca ao
longo do processo de incubacéo.

A Figura 9 mostra as variagdes na espessura da casca do ovo ao longo da

incubacdo para os diferentes tratamentos térmicos.

Figura 9 — Espessura da casca do ovo (mm) ao longo da incubacéo em TCO controle (C),
ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e
muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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P-valor 0,9203 0,9720 <0,0001 <0,0001

Momento da incubacao (d)

ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulacdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.



80

As reducles percentuais na espessura da casca também variaram: 13,84% no
grupo MT-L, 18,67% no controle, 27,59% no MT-H e 28,06% no MT-VH. A
manipulagdo térmica impactou significativamente (p<0,05) a espessura da casca entre 0s
tratamentos a partir do 18,5° dia até a ecloséo. Nos dias 18,5 e na ecloséo, o grupo MT-L
apresentou uma espessura de casca significativamente maior (p<0,05), com valores de
0,395 mm e 0,386 mm, em comparagdo com 0s outros tratamentos. Os grupos MT-H e
MT-VH, embora semelhantes entre si (p>0,05), exibiram uma reducdo na espessura da
casca em comparagdo aos grupos MT-L e controle (p<0,05). Isso mostra que as
temperaturas mais altas (MT-H e MT-VH) resultam em aumento na mobilizacdo de
minerais e consequentemente, reducao expressiva na espessura.

Seguindo o mesmo padrdo, o teor de célcio da casca também diminuiu ao longo
da incubacédo (Figura 10).

Figura 10 — Teor de calcio da casca do ovo (mg) ao longo da incubag¢do em TCO controle
(C), ou a incubacdo com manipulagdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-
H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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SEM 21,519 18,649 20,675 19,013
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Momento da incubacio (d)

abMédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacéo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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A manipulagdo térmica afetou significativamente (p<0,05) o teor de célcio a partir
do 18,5° dia até a eclosdao. Nos dias 18,5 e na eclosdo, o grupo MT-L apresentou teores
de calcio significativamente maiores (p<0,05), com valores de 1787,52 mg e 1736,76 mg,
respectivamente, em comparagdo aos outros tratamentos. Os grupos MT-H e MT-VH
foram semelhantes entre si (p>0,05) e apresentaram uma reducdo significativamente
maior (p<0,05) no teor de cdlcio da casca. Isso indica que temperaturas mais altas
intensificaram a mobilizacdo de célcio da casca, enquanto temperaturas mais baixas
preservaram melhor seu contetdo.

A reducédo nos teores de fésforo (com perdas de 14,30% no MT-L, 15,22% no
controle, 14,52% no MT-H e 14,79% no MT-VH) e manganés (com perdas de 42,65%
no MT-L, 44,02% no controle, 41,50% no MT-H e 44,32% no MT-VH) ao longo da
incubacdo foi observada nas Figuras 11 e 12. No entanto, nenhum dos tratamentos de
manipulagdo da TCO teve um efeito significativo sobre a mobilizagdo desses minerais
(p>0,05).

Figura 11 — Teor de fésforo da casca do ovo (mg) ao longo da incubacdo em TCO controle
(C), ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-
H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubacgio (d)

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulagao térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulag&o térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacao térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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Figura 12 — Teor de manganés da casca do ovo (pg) ao longo da incubagdo em TCO
controle (C), ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa (MT-L),
alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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SEM 0,022 0,018 0,014 0,010
P-valor 0,9964 0,9977 0,9984 0,9351

Momento da incubacio (d)

C=controle (37,8°C - sem manipulagéo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

Aos 18,5 dias de incubacéo, o teor de magnesio no grupo MT-L foi semelhante ao

controle (p>0,05), com valores de 19,18 mg e 17,60 mg, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 — Teor de magnésio da casca do ovo (mg) ao longo da incubacdo em TCO
controle (C), ou a incubacdo com manipulagdo térmica em baixa (MT-L),
alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubacio (d)

abMeédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulag&o térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

Esses resultados demonstram que a manipulagdo da TCO durante a incubagéo
influenciou significativamente o peso, a espessura e o teor mineral da casca,
especialmente em relacdo ao célcio, fosforo e magnesio. A calcificacdo do esqueleto
embrionario depende dos minerais da casca, que sdo gradualmente solubilizados e
transportados para o embrido por meio de estruturas extraembrionarias, como 0 saco
vitelinico e a membrana corioalantdide (MCA) (Simkiss, 1961; Allcroft, 1964; Everaert;
Decuypere, 2013; Halgrain et al., 2022).
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A mobilizacdo do célcio da casca comega por volta do sétimo ou oitavo dia de
incubacdo, através da maturagdo da membrana cério-alantdide (MCA), e continua até a
ecloséo, no 21° dia. A MCA desempenha papel na transferéncia de calcio da casca para o
embrido, facilitando a absorcdo eficiente dos minerais necessarios para o0
desenvolvimento esquelético (Tuan, 1987; Uni et al., 2012). Assim, o célcio da casca é
transportado de forma ativa e unidirecional pelas células ectodérmicas da MCA (Terepka
et al., 1976; Tuan; Ono, 1986; Uni et al., 2012). Proteinas e enzimas, como as proteinas
de ligacio ao célcio (CaBP), ATPase ativada por Ca?* e anidrase carbonica,
desempenham papéis essenciais nesse processo (Gay et al., 1981; Tuan et al., 1986b).

Observamos que a perda de peso da casca esta associada a transferéncia de célcio
para 0s 0ssos do embrido. Contudo, as manipulacGes térmicas influenciaram
significativamente essa perda. O grupo MT-L apresentou a menor perda de peso
(18,62%), enquanto os grupos MT-H e MT-VH exibiram perdas superiores a 39%. Esse
padrdao também foi observado na espessura da casca, onde o grupo MT-L manteve a
espessura significativamente maior.

Os resultados também indicam que a manipulacédo térmica interferiu no teor de
calcio da casca, com 0s grupos submetidos a temperaturas mais altas mostrando as
maiores mobilizagGes. A casca do ovo € a principal fonte de célcio para a mineralizagdo
6ssea do embrido (Yair; Uni, 2011; Oliveira et al., 2015; Torres; Korver, 2018; Halgrain
et al., 2022). Embora a reducéo de fosforo e manganés tenha sido observada ao longo da
incubacdo, esses minerais sao mobilizados principalmente da gema, e ndo da casca, o que
explica a auséncia de efeito significativo da manipulacdo térmica sobre eles (Yair et al.,
2015).

No estudo de Azevedo (2022), aumentos na temperatura da casca para 38,9°C e
39,4°C, aplicados entre o 8° e 18,5° dia de incubacgéo, afetaram significativamente a
mobilizacdo de minerais da casca. Observou-se uma menor reducdo no peso e na
espessura da casca, além de uma diminui¢cdo na mobilizacdo de célcio e magnésio,
enquanto a temperatura ndo teve efeito significativo sobre os teores de fésforo e
manganés. A autora sugeriu que as temperaturas elevadas reduziram a eficiéncia dos
mecanismos envolvidos na utilizagdo desses minerais. Esse impacto pode estar
relacionado ao comprometimento da funcdo da membrana coério-alantdide (MCA),

responsavel pelo transporte de calcio e magnésio da casca para o embrido. Além disso, as
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altas temperaturas possivelmente interferiram na circulagcdo de vitamina D3, essencial
para a regulacdo da expressdo de transportadores de calcio e para a sua adequada
utilizacdo pelo embrido. N&o obstante, vale destacar que os tratamentos de Azevedo
(2022) foram realizados com temperaturas constantes ao longo do periodo testado.

A MCA ¢ essencial para o transporte de minerais durante o desenvolvimento
embrionario (Halgrain et al., 2022), e é possivel que as varia¢Oes térmicas tenham afetado
sua funcdo. O sistema vascular da MCA, relacionado ao crescimento 6sseo, pode ter sido
influenciado pela temperatura, como sugerido por estudos que mostraram que a elevacao
térmica inicial pode aumentar a vascularizacdo da MCA e da membrana serosa vitelinica
(MSV) (Lin et al., 2017). A temperatura constante, como a aplicada de Azevedo (2022),
mostrou uma possivel sobrecarga no mecanismo de transporte de calcio e magnésio ao
longo de todo o periodo de incubacdo. O padrdo intermitente de 6 horas diarias pode ter
influenciado a funcdo MCA de forma diferente da temperatura constante, aumentando a
capacidade do embrido de utilizar os nutrientes da casca sem comprometer sua
integridade.

Estudos, como o de Lin et al. (2017), demonstraram que a elevacao da temperatura
no inicio da incubagdo (38,1°C até o 5° dia) pode aumentar a vascularizacdo da MCA e
da Membrana Serosa Vitelinica (MSV). Embora a temperatura utilizada nesse estudo
tenha sido ligeiramente superior ao padrdo e aplicada no inicio da incubacdo, os
resultados indicam que a temperatura tem um impacto significativo sobre esses anexos
embrionarios. Adicionalmente, Barri et al. (2011) identificaram uma reducdo na
expressdo de mRNA de transportadores de nutrientes na primeira semana pds-eclosao,
apos incubar ovos a 39,6°C a partir do 13° dia. Considerando que a MSV também
expressa transportadores de nutrientes e enzimas digestivas (Yair; Uni, 2011; Yadgary et
al., 2014), é possivel que a elevacdo da temperatura afete a expressdo genética dessas
membranas, comprometendo sua capacidade de utilizar os nutrientes da casca e da gema.
No entanto, essa hipdtese ainda carece de maior investigacdo, uma vez que nem todos 0s

genes envolvidos foram identificados (Gabrielli; Accili, 2010).
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4.2.2 Minerais da gema

As Figuras 14 a 17 apresentam os resultados dos minerais na gema do ovo ao
longo da incubacdo, evidenciando padrdes distintos de alteracdo entre os tratamentos.

O célcio mostrou variag@es significativas (p<0,05) entre os grupos, com MT-L
apresentando os menores teores nos dias 18,5 e na ecloséo , enquanto os grupos MT-H e
MT-VH apresentaram 0s maiores teores em comparacao ao controle e MT-L (Figura 14).
Esse padréo indica que o célcio foi mais mobilizado da casca para a gema nos tratamentos
de altas temperaturas (MT-H e MT-VH), refletindo maior eficiéncia no transporte de Ca

da casca para 0 embrido.

Figura 14 — Teor de célcio da gema (mg) ao longo da incubacdo em TCO controle (C),
ou a incubacdo com manipulacao térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e
muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubacio (d)

ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacao térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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A andlise do teor de fosforo revelou variagdes significativas (p<0,05) entre os
tratamentos térmicos e o grupo controle (Figura 15). Observamos uma maior mobilizacao
nos tratamentos de manipulacdo da TCO alta e muito alta (MT-H e MT-VH) mostrando
as maiores reducdes do fosforo na gema, evidenciando maior absorcéo desse mineral pelo
embrido. Ja o grupo MT-L teve a menor reducdo de fosforo, sugerindo que temperaturas
mais baixas podem retardar a mobilizagéo de P.

Figura 15 — Teor de fosforo da gema (mg) ao longo da incubagcdo em TCO controle (C),
ou a incubacdo com manipulacao térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e
muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubacao (d)

ab Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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O manganés (Mn) seguiu um padrdo semelhante fosforo, com MT-H e MT-VH
resultando em maiores redugdes de Mn na gema, enquanto MT-L manteve 0s teores mais
elevados até a ecloséo.

Figura 16 — Teor de manganés da gema (pg) ao longo da incubagéo em TCO controle
(C), ou a incubacao com manipulacéo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-
H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab©Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C=controle (37,8°C - sem manipulagéo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulagao térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56

No caso do magnésio (Figura 17), os resultados mostraram uma redugéo ao longo
da incubacdo em todos os grupos, mas sem diferencas significativas entre os tratamentos.
Isso indica que a manipulacdo da TCO teve um impacto menor na mobilizagdo deste
mineral. O magnésio, diferentemente de célcio, fésforo e manganés, € mobilizado
principalmente a partir casca posteriormente ficando disponivel para o embrido
(Richards; Steele, 1987).
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Figura 17 — Teor de magnésio da gema (mg) ao longo da incubacdo em TCO controle
(C), ou a incubacao com manipulacéo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-
H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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Momento da incubacio (d)

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

Esses resultados se alinham parcialmente com a literatura. Enquanto Oliveira et
al. (2015) e Halgrain et al. (2022) descrevem o aumento do célcio na gema apds o inicio
da mobilizacdo da casca via membrana cério-alantéide, nossos achados indicam que
temperaturas mais altas intermitentes intensificam essa mobilizagdo. Por outro lado, a
maior eficiéncia na mobilizacdo de fésforo e manganés em temperaturas mais altas
também é consistente com estudos que mostram uma maior demanda metabdlica sob
essas condigdes (Yair et al., 2015; Li et al., 2014).

A manipulacdo térmica durante a incubacdo exerce influéncia significativa sobre
0 teor de minerais na gema e, consequentemente, sobre o desenvolvimento embrionario

dos pintos. Durante a incubacédo, o embrido depende dos minerais da gema para seu
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crescimento, sendo que calcio, fésforo, manganés e magnésio sdo cruciais para o
desenvolvimento 6sseo e outras funces fisioldgicas (Richards, 1997; Tona et al., 2004;
Uni et al., 2005; Yair; Uni, 2011).

Os resultados indicam que o célcio na gema segue um padrdo bifasico: uma
reducdo inicial até o 8° dia de incubacéo, seguida de aumento a partir dai, especialmente
no controle e nos tratamentos de altas temperaturas (MT-H e MT-VH). Assim, no inicio,
o embrido utiliza o calcio da gema, enquanto o célcio da casca € mobilizado
posteriormente, apds o desenvolvimento da membrana cério-alantdide (MCA). Nos
tratamentos de altas temperaturas, 0 aumento do calcio na gema ao final da incubacéo
demonstra aumento na eficiéncia da extracdo de célcio da casca e deposi¢cdo na gema, 0
que eleva sua disponibilidade para a mineralizacdo 6ssea (Oliveira et al., 2015; Hopcroft
et al., 2019; Halgrain et al., 2022).

O fosforo e 0 manganés, minerais fornecidos quase exclusivamente pela gema
(Yair; Uni, 2011; Yair et al., 2015), diminuiram significativamente ao longo da incubacéo
em todos os tratamentos. A reducdo no controle esta de acordo com a mobilizacao desses
minerais para 0 embrido. Contudo, as altas temperaturas (MT-H e MT-VH) aceleraram
essa mobilizacdo, sugerindo maior demanda ou alteracbes no metabolismo mineral sob
temperaturas elevadas (Li et al., 2014; Yair et al., 2015).

Por outro lado, 0 magnésio também diminuiu, mas ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, mostrando que a manipulacdo térmica teve um
impacto menor na mobilizacdo deste mineral em comparacdo aos outros analisados. O
magnésio presente na casca do ovo, embora em menores quantidades quando comparado
ao célcio, é mobilizado para o embrido durante a incubacgdo. 1sso ocorre principalmente a
partir do 8° dia de incubacédo, quando a membrana cérioalantdide amadurece e comeca a
absorver os minerais da casca (Richards; Steele, 1987).

As variagdes observadas em diferentes estudos reforcam o impacto da temperatura
de incubacéo sobre a eficiéncia de uso dos nutrientes da gema pelo embrido, o que, por
sua vez, influencia diretamente o crescimento e desenvolvimento dos pintos (Moraes et
al., 2004; Vieira; Moran, 1998; Uni; Ferket, 2004; Oviedo-Ronddn et al., 2008; Yalgin et
al., 2012; Azevedo, 2022).

Em nosso estudo, a utilizacdo dos nutrientes da gema esta estreitamente

relacionada a taxa metabodlica do embrido e & composicdo da gema residual na eclosdo
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(Nangsuay et al., 2013). A maior mobiliza¢do de minerais da gema observada nos grupos
submetidos a temperaturas elevadas (MT-H e MT-VH), e em menor grau no grupo de
temperatura baixa (MT-L), pode ser explicada pelos mesmos mecanismos que
influenciaram os valores de YFBM (Figura 5) e a quantidade de gema residual (Figura
7). Os grupos MT-H e MT-VH demonstraram eficiéncia na converséo dos nutrientes da
gema em YFBM, com pintos apresentando menores valores de gema residual na ecloséo,
em comparagao com o grupo MT-L

Azevedo (2022) observou que, sob temperaturas de incubacéo elevadas (TCO
acima de 38,9°C, entre 0 8° e 0 18,5° dia de incubacédo), houve uma menor extracéo de
calcio da casca, resultando em menores niveis de célcio na gema, o que contrasta com 0s
resultados deste estudo. Além disso, Azevedo relatou uma maior retencdo de fésforo e
manganés na gema residual, indicando menor absorcao desses minerais pelo embrido. No
entanto, em nossos resultados, as temperaturas mais altas favoreceram a mobilizacéo de
fésforo e manganés para o embrido.

Essas diferencas podem ser atribuidas as variagdes na taxa metabolica do embrido
e na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes da gema, que sdo diretamente influenciadas
pelo tempo e tipo de tratamento térmico aplicado. Enquanto Azevedo utilizou um regime
de TCO constante, neste estudo foi aplicada uma manipulacdo térmica intermitente, o que

pode ter contribuido para uma maior eficiéncia na mobilizacdo de minerais.

4.3 Parametros sanguineos

4.3.1 Calcio e fosforo

As Figuras 18 a 21 mostram os resultados das anélises sanguineas realizadas em
embribes e pintos. A concentracdo de minerais no sangue (Figura 18) foi

significativamente alterada pelos tratamentos térmicos.
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Figura 18 — Teores sanguineos de célcio e fésforo (mmol/L) de pintos de um dia
submetidos & incubacdo em TCO controle (C), ou a incubacdo com
manipulagdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH)
TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

Tanto os niveis de calcio quanto de foésforo foram menores (p<0,05) nos pintos de
um dia que passaram pela manipulagdo da TCO com temperatura baixa (MT-L). Em
contraste, os niveis de calcio e fosforo foram significativamente maiores (p<0,05) nos
grupos submetidos as temperaturas elevadas (MT-H e MT-VH).

O tratamento MT-L apresentou uma reducdo de 9,4% no teor de calcio em
comparacdo ao controle, enquanto os tratamentos MT-H e MT-VH resultaram em
aumentos de 10,26% e 9,83%, respectivamente. Quanto ao fosforo, o tratamento MT-L

apresentou uma queda de 20,75% em relagdo ao controle, enquanto os tratamentos MT-



93

H e MT-VH resultaram em aumentos de 11,32% e 12,58%, respectivamente, em
comparagdo ao grupo controle.

Esses resultados indicam que a manipulacdo térmica durante a incubacao exerce
um impacto significativo sobre os niveis de célcio e fosforo no sangue dos pintos de um
dia. Isso pode estar associado ao efeito da temperatura na mobilizagcdo de minerais da
casca do ovo, onde a manipulagéo intermitente com temperaturas mais altas aumentaram
a atividade metabdlica do embrido, facilitando a transferéncia de calcio e fosforo para o
mesmo, resultando em maior teor desses minerais no sangue. Enquanto que o tratamento
MT-L manteve o conteudo de calcio e na gema e diminuiu 0 YFBM.

No caso do tratamento MT-L, a menor mobilizacdo de célcio e fosforo pode ser
explicada da mesma forma pela reducdo da taxa metabdlica dos embriGes, levando a uma
menor demanda por esses minerais, 0 que resulta em teores mais baixos no sangue. Essa
hipotese € apoiada por estudos que relaram que a diminuigdo da temperatura durante a
incubagdo pode retardar o desenvolvimento embrionario e a mobilizacdo de minerais
essenciais (Muir; Groves, 2019; Yahav et al., 2004).

Em contraste, utilizando manipulacdo da TCO constante, Azevedo (2022)
observaram uma reacdo em cadeia, onde em TCO alta e muito alta (38,9° e 39,4°C, entre
0 8° e 18,5° dia de incuba¢do) a mobilizacdo de célcio da casca foi menor, fazendo com
que menor quantidade chegasse a gema e, consequentemente, teores mais baixos
chegaram ao sangue.

Esses achados estdo em consonancia com a literatura, que destaca a importancia
desses minerais na mineralizacdo 6ssea e na formacgdo do esqueleto durante a incubagédo
(Uni; Ferket, 2004; Oliveira et al., 2015).

4.3.2 Hormonios

Os protocolos de manipulacdo da TCO, aplicados entre os dias 8 e 18 de
incubacdo, impactaram significativamente todos os horménios sanguineos avaliados em

pintos de um dia (Figura 19).
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Figura 19 — Teores sanguineos de GH, Ts, T4, PTH calcitonina e vitamina Dz (ng/mL) de pintos de um dia submetidos a incuba¢do em TCO
controle (C), ou a incubacdo com manipulagéo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao

18,5° dia.
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abMédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipula¢do térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulagdo térmica a
39,4°C. TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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Em relagdo ao hormonio de crescimento (GH), o grupo controle apresentou um
nivel de 1,70 ng/mL. O tratamento MT-L resultou em uma redugao significativa (p<0,05),
atingindo 1,43 ng/mL, representando uma queda de 15,88% em comparacao aos demais
tratamentos. Em contrapartida, os tratamentos MT-H e MT-VH apresentaram niveis
significativamente superior de GH, com valores de 1,91 ng/mL e 1,94 ng/mL,
respectivamente, que foram semelhantes entre si (p>0,05).

Para o hormonio T3, o tratamento MT-L também resultou em uma reducéo
significativa (p<0,05), com uma queda de 19,76% em relacdo aos outros tratamentos. Em
contraste, os tratamentos MT-H e MT-VH exibiram aumentos significativos (p<0,05),
alcancando valores de 3,91 ng/mL e 3,96 ng/mL, respectivamente, sendo ambos
semelhantes entre si (p>0,05).

Os niveis de T4 foram influenciados apenas pelos tratamentos térmicos com calor
(MT-H e MT-VH), que apresentaram valores significativamente maiores (p<0,05) em
comparagao ao controle e ao MT-L, que foram semelhantes entre si (p>0,05).

O paratorménio (PTH) apresentou uma redugdo significativa (p<0,05) nos
tratamentos MT-H e MT-VH. Em contraste, o tratamento MT-L resultou em um aumento
significativo (p<0,05) de 18,38% nos niveis de PTH em rela¢cdo aos demais tratamentos.

A calcitonina teve aumentos significativos (p<0,05) nos tratamentos MT-H e MT-
VH, enquanto que o tratamento MT-L, ndo mostrou diferenca significativa (p>0,05) em
relacdo ao controle.

Por fim, os niveis de vitamina D3z no grupo MT-L foram significativamente
menores (p<0,05) que no controle. J& 0s tratamentos MT-H e MT-VH apresentaram
aumentos significativos (p<0,05), sendo semelhantes entre si (p>0,05).

A manipulacdo térmica durante a incubacdo impactou diretamente os niveis
hormonais dos pintos de um dia. A reducdo observada no tratamento MT-L pode estar
associada a diminui¢do da atividade metabolica, resultado de uma temperatura mais
baixa, 0 que esta de acordo com a literatura que propdem que a temperatura influencia a
secrecdo de GH e o crescimento das aves (Yahav; Hurwitz, 1996; Tzschentke;
Plagemann, 2006). Em contrapartida, 0s aumentos nos niveis de GH nos tratamentos MT-
H e MT-VH indicam que temperaturas mais elevadas estimulam a producdo de GH,
promovendo um ambiente metabolico mais ativo, essencial para o crescimento e

desenvolvimento embrionario. Esse horménio, ao ser estimulado pelo T3, também induz
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a sintese de IGF-I, crucial para a proliferacdo de condrocitos e osteoblastos, reforcando
seu papel no crescimento dsseo (Robson et al., 2002; Willemsen et al., 2011).

O Tgs, fundamental para a termogénese e 0 metabolismo basal, apresentou niveis
reduzidos no tratamento MT-L, refletindo uma menor demanda metabolica em
temperaturas mais baixas (Nichelmann; Tzschentke, 2003; Yahav et al., 2004). Esses
horménios sdo essenciais para o desenvolvimento 6sseo, particularmente na hipertrofia
de condracitos e na formacéo da placa de crescimento (Hunziker et al., 1994; Gz et al.,
2020). Os aumentos de T3 e T4 nos tratamentos MT-H e MT-VH estéo alinhados com
estudos que demonstram que temperaturas mais altas durante a incubagédo aceleram o
metabolismo embrionério, aumentando a demanda por horménios tireoidianos (Molenaar
et al., 2010; Yalcin et al., 2008a).

No entanto, ha divergéncias na literatura sobre os niveis de Tz plasméatico em
embrides aclimatados ao calor. Enquanto Moraes et al. (2004) ndo observaram mudancas
nos niveis de T3 ap6s a aclimatacdo ao calor, Yahav et al. (2004a) relataram niveis mais
baixos de Tz em ovos incubados a 38,5°C por 3 horas diarias. No presente estudo, 0s
niveis elevados de Tz nos tratamentos MT-H e MT-VH indicam uma menor captagdo
celular desse hormdnio, resultando em maiores concentracdes plasmaticas, possivelmente
devido a inibicdo da expressao da enzima desiodase tipo 3 (D3), que regula os niveis de
T3 no plasma (Darras et al., 2000).

Em contraste, Yalcin et al. (2008) ndo observaram diferencas significativas nos
niveis de T4 em pintos submetidos a manipulacao térmica, sugerindo que a converséo de
T4 em T3 pode ter ocorrido mais rapidamente nos embrides aclimatados ao calor, o que
explicaria a auséncia de diferengas entre os tratamentos. Estudos adicionais, como o de
Yalcin et al. (2012), indicam que temperaturas mais baixas resultam em redugdes nos
hormdnios tireoidianos, o que é atribuido a diminuic¢éo proporcional da taxa metabodlica.

A resposta dos niveis de PTH e calcitonina as variagfes térmicas foi inversa. O
aumento do PTH no tratamento MT-L esta relacionado & menor mobilizacéo de calcio,
causada pela menor atividade metabolica em baixas temperaturas (Moe, 2008; Chen et
al., 2021). Nos tratamentos MT-H e MT-VH, a redugdo do PTH e o aumento da
calcitonina indicam uma maior eficiéncia no uso do célcio, reduzindo a necessidade de

regulacdo hormonal (Furlan; Macari, 2002; Decuypere; Michels, 1992).
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A vitamina D3, fundamental para a regulacdo do célcio e fosforo, apresentou
reducdo significativa no tratamento MT-L, possivelmente devido a menor absor¢édo de
calcio em condicbes de baixa temperatura (Muir; Groves, 2019). J& os aumentos
observados nos tratamentos MT-H e MT-VH mostram que temperaturas mais elevadas
favorecem a conversdo da vitamina D3 para sua forma ativa, otimizando a absorcéo de
calcio e promovendo o desenvolvimento 6sseo (Uni; Ferket, 2004).

Esses achados indicam que a manipulacdo térmica durante a incubacdo afeta
significativamente os niveis hormonais, influenciando o desenvolvimento embrionario e
a capacidade dos pintos de lidar com o estresse térmico e com 0 ambiente apds a eclosao.
A literatura reforca o potencial da manipulacdo térmica como uma ferramenta eficaz para
otimizar o desenvolvimento fisioldgico e o desempenho dos frangos de corte, desde que
aplicada de maneira controlada (Tzschentke; Halle, 2009; Piestun et al., 2009; Azevedo
etal., 2022)

4.3.3 Fosfatase Alcalina

Os resultados da Figura 20 indicam que a manipulacdo térmica durante a
incubacdo teve um impacto significativo nos niveis de fosfatase alcalina (FA) no sangue
dos pintos ao nascimento.

O grupo submetido a manipulacdo térmica em baixa temperatura (MT-L)
apresentou niveis de FA significativamente menores (2435,57 U/L) (p<0,05) em
comparagao aos outros tratamentos. Por outro lado, os tratamentos com temperaturas
mais elevadas (MT-H e MT-VH) resultaram em aumentos significativos (p<0,05) nos
niveis de FA em relagdo ao controle e ao MT-L, sendo esses dois tratamentos

estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05).
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Figura 20 — Teor sanguineo de fosfatase alcalina (U/L) de pintos de um dia submetidos a
incubacdo em TCO controle (C), ou a incubacdo com manipulacdo térmica em baixa
(MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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abMedias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.

A FA é uma enzima fundamental no metabolismo dsseo, desempenhando um

papel crucial na mineralizagdo, facilitando a deposicdo de célcio e fésforo nos 0ssos

(Pizauro Junior et al., 2002; Moraes et al., 2004). Nos pintos expostos a manipulacao

térmica em baixa temperatura (MT-L), observou-se uma reducéo significativa nos niveis

de FA, o que pode estar associado a uma menor atividade osteogénica e & mobilizacdo de

minerais, resultando em uma mineralizacao 6ssea menos eficiente. A reducao de 16,19%

em relagdo ao controle evidencia que ambientes térmicos mais frios retardam o

desenvolvimento esquelético e a deposicdo de célcio e fosforo nos ossos (Tzschentke;

Plagemann, 2006; Yahav et al., 2004), como sera visto a seguir.

Em contraste, os tratamentos com manipulagdes em temperaturas elevadas (MT-

H e MT-VH) apresentaram aumentos expressivos nos niveis de FA, com elevacgdes de
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31,59% e 31,05%, respectivamente, em comparacdo ao controle. Esses resultados
apontam que a manipulacdo térmica com calor estimulou uma maior atividade
osteogénica, acelerando a mineralizacdo 0Ossea e 0 desenvolvimento do sistema
esquelético dos pintos. O aumento da FA nesses tratamentos esta de acordo com estudos
que indicam que temperaturas mais altas durante a incubagdo aumentam a taxa metabdlica
embrionédria e, consequentemente, a demanda por minerais como calcio e fosforo,
essenciais para o crescimento 6sseo (Molenaar et al., 2010; Oliveira et al., 2015).

A FA também é um biomarcador da diferenciacdo de células osteoblasticas e do
processo de mineralizagdo 6ssea (Vasconcelos et al., 2011). Portanto, os niveis elevados
de FA nos tratamentos térmicos de alta temperatura (MT-H e MT-VH) podem refletir
uma maior proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas, acarretando um
ambiente mais favoravel ao desenvolvimento 6sseo. Isso pode beneficiar a resisténcia
Ossea dos pintos nos primeiros dias de vida, como observado em estudos que relacionam
0 aumento da temperatura de incubacdo com a aceleracdao da maturacao esquelética (Tona
et al., 2003).

No estudo de Azevedo (2022), somente a temperatura constante de 39,4°C (entre
0 8°e 0 18° dia de incubacgéo) resultou em um aumento na atividade da fosfatase alcalina
(FA) no sangue de pintos recém-eclodidos, enquanto as temperaturas de 38,9°C e 36,7°C
ndo diferiram significativamente do controle. Porém, esse aumento da FA ndo se traduziu
em uma melhora na mineralizacdo 6ssea. A autora sugeriu que, em temperaturas muito
elevadas (39,4°C), algum fator ainda néo esclarecido pode ter impedido a acdo adequada
da enzima. O aumento da atividade de FA no sangue pode ser um indicativo de possivel
dano hepatico, permitindo a liberacdo da enzima no sangue (Basuony et al., 2020),
embora Azevedo ndo tenha encontrado evidéncias de danos significativos ao figado.
Medir a atividade da FA diretamente no 0sso ou na placa de crescimento (Yalgin et al.,
2007; Oznurlu et al., 2016) seria uma abordagem pertinente, mas essa analise nédo foi
realizada no estudo.

Em nosso estudo, o0 aumento da atividade de FA em pintos de um dia tratados com
manipulacdes térmicas de calor (MT-H e MT-VH) estd de acordo com a maior
mineralizacdo da tibia e fémur observados nas Tabelas 5 e 6. Neste caso, a elevagéo da
FA reflete uma maior atividade osteogénica, acompanhada por melhor mineralizacéo

0ssea.
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4.3.4 Glicose, lactato, acido urico e glicogénio hepatico

A Figura 21 apresenta os niveis sanguineos de glicose (mg/dL), lactato (mmol/L),
acido arico (mg/dL) e glicogénio hepéatico (mg/g) em pintos de um dia, submetidos a

diferentes protocolos de manipulacdo térmica entre o 8° e 0 18,5° dia de incubacéo.

Figura 21 — Teores sanguineos de glicose (mg/dL), lactato (mmol/L), &cido Urico (mg/dL)
e glicogénio hepatico (mg/g) de pintos de um dia incubados em TCO
controle (37,8°C), ou incubag¢do com manipulacao térmica baixa (36,7°C),
alta (38,9°C) e muito alta (39,4°C) TCO, do 8° ao 18,5° dia.
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ab Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. N=56
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O grupo controle apresentou um nivel de glicose de 208,36 mg/dL, enquanto o
grupo MT-L exibiu o menor nivel, com 179,00 mg/dL, uma reducdo de 14,09% em
relagdo ao controle, sendo significativamente inferior aos demais grupos (p<0,05). O
grupo MT-H teve niveis de glicose semelhantes ao controle (p>0,05), enquanto 0 MT-
VH apresentou um aumento de 6,99% em relacdo ao controle, com niveis
significativamente superior ao grupo MT-L e ao controle (p<0,05).

Os niveis de lactato sanguineo também variaram entre os tratamentos. O grupo
MT-L exibiu o maior nivel, com 2,17 mmol/L, um aumento de 58,39% em relacdo ao
controle (p<0,05). O grupo MT-H teve o segundo maior nivel, com 1,67 mmol/L,
representando um aumento de 21,90% (p<0,05). O grupo MT-VH apresentou um
aumento de 15,33% em relagdao ao controle, com 1,58 mmol/L (p<0,05), enquanto o
menor nivel foi observado no grupo controle, com 1,37 mmol/L.

Esses resultados contrastam com os achados de Silva et al. (2019), que
observaram maiores concentracdes de lactato e menores concentrages de glicose em
pintos submetidos a manipulacdo térmica com TCO a 38,9°C, sugerindo que a elevacao
da taxa metabdlica induzida pela temperatura elevada leva a uma maior mobilizacdo de
glicose para energia imediata. Anos antes, Yalgin et al. (2008a) observaram menores
niveis de glicose em pintos submetidos a manipulacdo térmica a 38,5°C por 6 horas
diérias entre o 10° e 18,5° dia de incubacdo. Eles explicaram que o0 aumento da taxa
metabolica refletiu em maiores concentragdes do horménio T3 no sangue desses animais.

A concentracdo de &cido Urico foi significativamente maior no tratamento MT-L,
com 4,38 mg/dL, representando um aumento de 87,98% em relagdo ao controle. Os
tratamentos MT-H, MT-VH e o controle ndo diferiram entre si (p>0,05), com valores de
2,18 mg/dL, 2,11 mg/dL e 2,33 mg/dL, respectivamente.

O glicogénio hepatico também foi impactado pelos tratamentos térmicos. O grupo
controle apresentou o nivel mais alto, com 12,31 mg/g, enquanto o grupo MT-L teve o
menor nivel, com 5,27 mg/g, uma reducdo de 57,19% em relagdo ao controle (p<0,05).
Os grupos MT-H e MT-VH apresentaram niveis de 9,00 mg/g e 8,71 mg/g,
respectivamente, correspondendo a redugdes de 26,89% e 29,24% em relagdo ao controle.
Embora os dois grupos tenham sido estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05), ambos

foram significativamente superiores ao grupo MT-L (p<0,05).
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A reducdo nos niveis de Tz e T4 no grupo MT-L (Figura 19) pode ter reduzido a
taxa de oxidacdo de oxigénio, aumentando a glicolise anaerdbica. Oliveira et al. (2013)
destacam que a intensificacao da glicélise anaerobica durante a eclosdo gera um acumulo
de lactato, que persiste até que o embrido tenha oxigénio suficiente para retomar o
metabolismo aerabico.

O comportamento metabolico em relacdo a glicose também sustenta essa hipotese.
O grupo MT-L apresentou o menor nivel de glicose plasmatica, sugerindo que a baixa
temperatura restringiu a oxidacao de glicose, forcando os embrides a recorrer a glicélise
anaerobica para suprir as necessidades energéticas (Moran, 2007).

Nos grupos submetidos a temperaturas mais elevadas (MT-H e MT-VH), os niveis
de glicogénio hepatico foram menores que os do controle, mas significativamente maiores
que os do grupo MT-L. Isso esta de acordo com Maatjens et al. (2014b), que concluiram
que altas temperaturas da casca aumentam a utilizacdo de glicose para obtencdo de
energia imediata, desviando parte da glicose que seria destinada a sintese de glicogénio.
Molenaar et al. (2010) e Silva et al. (2018) também relataram que a exposicdo a altas
temperaturas acelera a oxidacdo de glicose, levando a um menor acumulo de glicogénio
hepatico.

Esses achados reforcam a importancia de uma manipulagdo térmica adequada
durante a incubacéo para otimizar o metabolismo energético dos pintos. Enquanto a baixa
temperatura (MT-L) promove o metabolismo anaeroébico e o catabolismo proteico devido
a limitacdo de oxigénio, as temperaturas mais elevadas (MT-H e MT-VH) favorecem a
utilizacdo eficiente da glicose e a preservacdo do glicogénio hepatico, resultando em
pintos com maior estabilidade energética durante a eclosdo.

4.3.5 Hemogasometria

Os resultados da Tabela 4 mostram que as diferentes manipulacGes térmicas
durante a incubacéo tiveram um impacto significativo nos parametros hemogasométricos

dos pintos de um dia.
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Tabela 4 - Pardmetros hemogasométricos de pintos de um dia submetidos a incubagdo em TCO controle (C), ou a incubagcdo com manipulagéo

térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8° ao 18,5° dia.

Temperatura pH pCO: pO: Na* K* iCa HCOz SO Hct Hb

MT-L 7,36° 42,24 28,93 131,79 4,39 1,18° 23,77° 37,64 16,93 5,43°
C 7,17° 45,39 24,71 137,64 4,04 1,362 20,91° 45,93 17,86 6,07
MT-H 7,21° 46,81 26,21 137,572 4,09 1,36° 21,66% 47,93 18,79 6,19%
MT-VH 7,23 46,96 26,14 137,79 4,16 1,362 21,98% 48,07 18,57 6,297
SEM 0,014 0,770 0,732 0,505 0,063 0,014 0,313 1,862 0,304 0,107
P-valor <0,0001 0,1049 0,2301  <0,0001 002142  <0,0001  0,0073 0,1526 0,1240  0,0162

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas estatisticas p<0,05.
pH= potencial hidrogeni6nico; pCO, = pressdo parcial de CO,; pO, = pressdo parcial de O;; Na*= sddio ionizado; K*= potassio ionizado; iCa= célcio ionizado; HCO3=
bicarbonato; SO, = saturagdo de oxigénio; Hct = hematocrito; Hb = hemoglobina.
C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacéo térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média.

n=56.
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Observamos diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos nos
parametros pH, Na*, iCa, HCO3 e hemoglobina (Hb). Em contrapartida, os valores
médios de pCOz, pO., K*, SO, e hematdcrito (Hct) ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos.

O pH foi significativamente maior (p<0,05) no grupo MT-L (7,36), enquanto os
grupos controle, MT-H e MT-VH mostraram valores semelhantes entre si (p>0,05), com
pH de 7,17, 7,21 e 7,23, respectivamente. Os niveis de sédio ionizado (Na*) e calcio
ionizado (iCa) foram significativamente menores no grupo MT-L em comparagdo aos
demais tratamentos, que mantiveram valores semelhantes entre si.

O bicarbonato (HCOz3") apresentou valores significativamente maiores no grupo
MT-L (23,77 mEg/L) em comparacdo ao controle (20,91 mEg/L). Ja os grupos MT-H e
MT-VH nao diferiram entre si (p>0,05), e também foram semelhantes (p>0,05) ao
controle e ao MT-L.

A concentragdo de hemoglobina (Hb) foi estatisticamente semelhante entre o
grupo MT-L (5,43 g/dL) e o controle (6,07 g/dL) (p>0,05). No entanto, os grupos MT-H
e MT-VH apresentaram valores mais elevados de hemoglobina (6,19 g/dL e 6,29 g/dL,
respectivamente), que, embora mais altos, foram estatisticamente semelhantes ao controle
(p>0,05).

A hemogasometria reflete diretamente o estado fisioldgico das aves e impacta o
equilibrio acido-base do sangue, essencial para a manutencdo das funcdes celulares
(Yalcin et al., 2008a; Lake et al., 2020). Pequenas variacdes no pH sanguineo podem
desencadear mudancas drasticas nos processos organicos vitais, influenciando o
metabolismo embrionario e a salde dos pintos ao nascimento (Yalgin et al., 2008g;
Molenaar et al., 2010).

No grupo MT-L, o aumento do pH demonstra uma possivel alcalose metabdlica
ou respiratoria, provavelmente resultante de uma menor producdo de CO2, ja que a
atividade metabdlica dos embrides expostos a temperaturas mais baixas tende a ser
reduzida (Furlan; Macari, 2002). A manutencao de um pH adequado é fundamental, uma
vez que o desequilibrio &cido-base pode comprometer a conformacdo das proteinas e a
atividade enzimatica (Burggren; Bautista, 2019). A variacdo de pH entre 7,17 e 7,36
observada nos diferentes tratamentos esta dentro das faixas fisiol0gicas esperadas para

aves (Furlan; Macari, 2002; Barbosa et al., 2014), refletindo a capacidade do organismo
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de tamponar essas alteracbes por meio dos sistemas de bicarbonato e hemoglobina
(Everaert et al., 2008).

O calcio ionizado (iCa) no sangue, que representa a concentracéo de ions de calcio
livres no plasma, € uma forma fundamental desse mineral para véarias funcgdes fisiologicas.
Nas aves, 0 célcio no sangue circula em trés formas: ligado a proteinas, complexado com
acidos organicos como o acido latico e piravico, ou em sua forma livre, ionizada. Este
mineral é vital para a mineralizacdo dssea e para o controle de varias funcdes celulares,
como contracdo muscular, transmissdo nervosa, atividades hormonais e coagulacéo
sanguinea (Furlan; Macari, 2002).

Alteracdes no pH sanguineo afetam diretamente a disponibilidade de célcio
ionizado. Um pH mais baixo (acidose) aumenta o célcio difusivel ao liberar o calcio
ligado a proteinas, enquanto um pH mais elevado (alcalose) reduz a quantidade de calcio
disponivel. Além disso, a presenca de lactato no sangue pode comprometer os niveis de
calcio ionizado, uma vez que o lactato pode se complexar com o célcio, tornando-o
indisponivel para funcdes essenciais no organismo (Furlan ; Macari, 2002).

Em nosso estudo, foi observada uma reducdo no iCa no grupo MT-L,
acompanhada por um aumento no pH sanguineo e niveis elevados de lactato plasmatico.
A reducdo no iCa no grupo MT-L evidencia menor absorcao de célcio da casca, 0 que
pode prejudicar a mineralizacdo 6ssea (Uni et al., 2004).

O sddio (Na*), também foi menor no grupo MT-L. O Na* desempenha papel na
manutencdo da osmolaridade e no equilibrio hidrico das células, e sua diminui¢do pode
refletir uma menor capacidade de absor¢do de nutrientes, o que pode impactar o
desenvolvimento embrionario (Furlan; Macari, 2002).

O aumento do bicarbonato (HCOz") no grupo MT-L parece ser uma resposta
compensatéria ao pH elevado, sugerindo que o sistema tampdo bicarbonato-acido
carbdnico esta atuando para minimizar a alcalose (Everaert et al., 2008; Dibartola, 2000).
Esse sistema tampéo é essencial para minimizar as variacdes de pH no sangue, ja que o
HCOs" se liga aos ions H* para formar CO> e agua, facilitando sua eliminacao pelo sistema
respiratorio (Furlan; Macari, 2002).

A hemoglobina néo s transporta oxigénio, como também atua como um tampé&o

intracelular, ajudando a estabilizar o pH sanguineo (Furlan; Macari, 2002). Essa variavel,
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nenhuma das manipulagdes térmicas diferiram do controle, mas o MT-H e MT-VH foram
maiores que o MT-L.

A saturacdo de oxigénio (sO2), que reflete a quantidade de hemoglobina ligada ao
oxigénio, € uma medida notavel da eficiéncia da oxigenacéo dos tecidos (Wilson, 2013).
Apesar dos valores de sO> ndo terem apresentado diferencas significativas entre os
grupos, o aumento da Hb sugere que os pintos submetidos a temperaturas mais altas
podem ter uma maior capacidade de oxigenacdo do que os pintos do grupo MT-L, o que
é essencial para sustentar o metabolismo elevado durante o desenvolvimento final do
embrido (Tazawa; Whittow, 2000).

Embora a pCO2 e pO. ndo tenham mostrado variagbes significativas, €
interessante lembrar que essas variaveis sao fortemente influenciadas pelas trocas gasosas
durante a incubacdo. Aumentos no metabolismo embrionario, como ocorre nos estagios
finais da incubag&o, elevam a producéo de CO», podendo acidificar o sangue se o sistema
tampéo néo atuar eficientemente (Tazawa; Whittow, 2000; Deeming, 2002). O sistema
bicarbonato e a hemoglobina atuam conjuntamente para evitar quedas drasticas no pH,
mantendo a homeostase (Everaert; Decuypere, 2013).

Estudos de Yalcin et al. (2008a) também identificaram diferencas significativas
nos pardmetros hemogasometricos (pH, pO2, pCO2) entre pintos controle e aqueles
manipulados termicamente (38,5°C por 6 horas diarias de 10 a 18 dias). Embora o pH
tenha sido mais elevado nos pintos manipulados, com menores pCO; e pO2, 0s autores
ndo exploraram a relacao entre esses dados e outros parametros analisados. Em trabalhos
com temperaturas constantes altas e baixas (36,7°C e 38,9°C do 19° dia até a ecloséao)
(Maatjens et al., 2014b) e manipulacéo térmica da TCO (38,9°C por 6 horas diarias do 8°
ao 18,5° dia) (Silva et al., 2019), ndo foram encontradas diferencas significativas no pH
sanguineo entre 0s pintos tratados e o controle.

As alteragdes nos niveis de pH, Na*, iCa, HCOs e Hb indicam que a manipulagéo
térmica com baixa temperatura afetou significativamente a fisiologia dos pintos,
possivelmente prejudicando a homeostase. Por outro lado, temperaturas mais elevadas

ndo prejudicaram o equilibrio &cido-base e capacidade de oxigenagdo sanguinea.
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4.4 Andlises 6sseas

As Tabelas 5, 6 e 7 mostram os resultados das andalises dsseas, destacando o
impacto dos diferentes protocolos de manipulacdo térmica durante a incubacdo sobre a
composi¢do mineral da tibia de embribes e pintos.

Tabela 5 — Composicéo mineral da tibia aos 18,5 dias e no momento da eclosao de pintos
submetidos a incubacdo em TCO controle (C), ou a incubacdo com
manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH)
TCO, do 8° ao 18,5° dia.

Calcio (%)! Fosforo (%)! Manganés (%)'  Magnésio (%)!

Temperatura
18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdao 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo

MT-L 26,79 30,04 13,32° 15,01° 0,013 0,015° 0,67° 0,75°
C 29,26° 3351 14,69 16,63* 0,015® 0,019% 0,79% 0,84
MT-H 31,78 34,96* 15,80* 17,44* 0,016* 0,021* 0,85*  0,90°
MT-VH 32,202 35,03 16,18 17,58* 0,016* 0,022¢8 0,85* 0,897
SEM 0,406 0,345 0,207 0,194 0,000 0,001 0,020 0,016

P-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0210 <0,0001 <0035 0,0013

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas estatisticas p<0,05.

C= controle (37,8°C - sem manipulacdo térmica); MT-L= Manipulacdo térmica a 36,7°C; MT-H=
Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacdo térmica a 39,4°C.

TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média. n=56.
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Aos 18,5 dias de incubagéo, o teor de célcio na tibia foi significativamente menor
(p<0,05) no tratamento MT-L em comparagdo aos demais grupos (Tabela 5). O grupo
controle apresentou valores intermediarios, enquanto os grupos MT-H e MT-VH
registraram 0s maiores teores de célcio, sendo superiores tanto ao controle quanto ao
grupo MT-L (p<0,05). Na eclosdo, houve um aumento nos teores de calcio em todos os
grupos em relacdo ao 18,5° dia. Embora os grupos MT-H e MT-VH ndo tenham diferido
estatisticamente do controle, o teor de calcio no grupo MT-L permaneceu
significativamente menor (p<0,05).

O comportamento do fosforo seguiu um padrdo semelhante ao do céalcio. Aos 18,5
dias, o grupo MT-L apresentou o menor teor de fdsforo, significativamente inferior
(p<0,05) aos demais grupos. Os grupos MT-H e MT-VH registraram 0s maiores teores,
sendo estatisticamente superiores ao controle e MT-L (p<0,05). Na ecloséo, o teor de
fésforo aumentou em todos os grupos. No entanto, enquanto os grupos MT-H e MT-VH
ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle, o grupo MT-L
continuou com niveis de fosforo significativamente menores (p<0,05).

No caso do manganés, aos 18,5 dias, o grupo MT-L exibiu os menores niveis,
semelhantes ao controle, mas inferiores aos grupos MT-H e MT-VH (p<0,05). Na
eclosdo, os niveis de manganés aumentaram em todos os grupos. Os grupos MT-H e MT-
VH apresentaram teores significativamente maiores que o grupo MT-L (p<0,05), porém
semelhantes ao controle.

O teor de magnésio seguiu 0 mesmo padrdo nos dois momentos avaliados. Aos
18,5 dias e na eclosdo, o grupo MT-L apresentou teores de magnésio semelhantes
(p>0,05) ao controle, mas significativamente menores (p<0,05) que MT-H e MT-VH. No
entanto, MT-H e MT-VH ndo diferiram do controle.

Os resultados da deposicdo mineral nos diferentes tratamentos térmicos durante a
incubacdo revelam a influéncia significativa das variagdes de temperatura sobre a
mineralizacdo ¢ssea. Os dados revelam que a manipulagdo térmica com baixas
temperaturas (MT-L) prejudicou a deposi¢cdo de minerais na tibia aos 18,5 dias de
incubacdo, com efeitos persistentes até a eclosdo. Por outro lado, os tratamentos com
temperaturas mais elevadas (MT-H e MT-VH) resultaram em maior eficiéncia na

incorporagdo de minerais.
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A redugdo significativa nos teores de calcio e fosforo observada no tratamento
MT-L estd alinhada com a literatura, que discutem que temperaturas mais baixas,
prejudica a absorcdo e transporte de minerais (Yalgin et al., 2007). Mesmo na eclosao, o
teor de célcio e fosforo no grupo MT-L permaneceu inferior, indicando que a baixa
temperatura comprometeu a recuperacao mineral durante os estagios finais da incubacao.

Os resultados da deposigdo mineral nos diferentes tratamentos térmicos durante a
incubacdo revelam a influéncia significativa das variagdes de temperatura sobre a
mineralizacdo 6ssea. Os dados obtidos mostram que o tratamento térmico MT-L,
caracterizado por baixas temperaturas, prejudicou de forma notavel a deposicdo desses
minerais na tibia dos embribes aos 18,5 dias de incubagdo, com efeitos persistentes até a
eclosdo. Em contraste, os tratamentos com temperaturas mais elevadas (MT-H e MT-VH)
demonstraram uma maior eficiéncia na incorporacdo de minerais, sem prejudicar a
mobilizagdo e incorporacgdo desses elementos essenciais ao desenvolvimento 6sseo.

Em contrapartida, os grupos submetidos a temperaturas mais elevadas (MT-H e
MT-VH) demonstraram maior retencdo de calcio e fosforo. Essas temperaturas
promovem um ambiente metabolico mais ativo, facilitando a mobilizacdo de minerais da
gema para os tecidos em desenvolvimento (Molenaar et al., 2010).

O comportamento do manganés também merece destaque, uma vez que 0
tratamento MT-L apresentou teores significativamente menores desse mineral na tibia,
especialmente aos 18,5 dias de incubacdo. A menor utilizagdo do manganés pode ser
explicada pela menor mobilizacdo da gema nas condi¢fes de manipulacdo com baixa
temperatura, 0 que sugere que o transporte de Mn para o tecido 6sseo pode ter sido
comprometido pela reducdo na atividade metabdlica (Bhagavan, 2002). O papel do
manganés como cofator de enzimas essenciais para a sintese da condroitina sulfato, um
componente fundamental da matriz cartilaginosa, reforca a hipotese de que sua
deficiéncia pode impactar negativamente a formacgéo da matriz organica do 0sso, 0 que
por sua vez afeta a mineralizacéo (Bhagavan, 2002). A reducdo nos niveis de Mn também
pode ser associada a uma diminuigdo da atividade das vesiculas extracelulares, essenciais
para o transporte e deposi¢do de minerais no tecido ésseo (Pizauro Junior et al., 2017b).

No que se refere ao magnésio, os resultados indicam que esse mineral apresentou
padrdes semelhantes aos de célcio e fosforo, com os embrides submetidos ao tratamento

MT-L apresentando teores significativamente menores na tibia. Esse achado é coerente
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com a literatura que aponta para o papel do magnésio na estabilizacdo da estrutura mineral
Ossea e na regulacdo do crescimento dsseo (Wuthier; Lipscomb, 2011). Assim como no
caso do manganés, a menor mobilizacdo do magnésio da gema para os tecidos pode ter
sido influenciada pela baixa temperatura, afetando diretamente a disponibilidade desse
mineral para os processos de mineralizagdo dssea.

Nossos resultados estédo alinhados com a literatura mostrando que as variagdes
térmicas afetam diretamente os hormdnios calciotrépicos, como PTH e calcitonina, que
regulam a homeostase do célcio (Decuypere; Michels, 1992; Furlan; Macari, 2002)
Evidenciamos que a manipulacdo térmica intermitente, principalmente com baixa
temperatura, durante a incubacdo ndo apenas afeta a disponibilidade de minerais
essenciais, mas também interfere nos mecanismos hormonais que regulam a deposi¢édo
mineral. A interacdo entre a temperatura corporal e a atividade hormonal pode ter
contribuido para as diferencas observadas nos teores de calcio, fésforo, manganés e
magnésio, especialmente nos tratamentos com variacao térmica abaixo do recomendado.

Os resultados demonstram que a variacdo térmica durante a incubacdo afeta
diretamente o desenvolvimento 6sseo em embrifes de aves. O tratamento com baixas
temperaturas comprometeu significativamente a deposicdo de minerais e a resisténcia
Ossea, enquanto as altas temperaturas promoveram uma melhor mineralizacao,
favorecendo a qualidade dssea.

As variaveis relacionadas a tibia (Tabela 6) e ao fémur (tabela 7) indicaram que o

peso absoluto foi significativamente afetado pelos tratamentos.
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Tabela 6 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecénicas da tibia aos 18,5 dias de incuba¢do e no momento da eclosdo de pintos submetidos

a incubacgdo em TCO controle (C), ou a incuba¢do com manipulacdo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH)
TCO, do 8° ao 18,5° dia.

Temperatura

MT-L
C
MT-H
MT-VH
SEM

P-valor

Morfometria Biofisica Mecanica

Peso relativo Comprimento Forga para quebra

Peso (mg) (mg/g)! (mm) (Kg)

Largura (mm) Cinzas (%) Calcificagéo (%)

18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdao 18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdao 18,5 dias Eclosdo
223,80° 281,72° 7,84 7,25 26,54° 29,66° 1,92¢ 2,159 42,14° 46,75¢ 55,18° 62,06° 0,72° 0,80°
262,64° 322,44P 7,47 7,47 29,28 32,12° 2,16° 2,36°  45,01° 50,06 57,33 64,86° 0,83" 0,94°
284,06% 347,42° 8,14 8,05 30,50 33,867 2,25P 2,54°  4754% 5198 59,86 66,73° 0,91° 1,072
286,36* 353,557 8,26 8,23 30,93% 33,972 2,272 2,690  47,38% 51,93% 59,55 66,51° 0,89  1,06%
3,850 4,047 0,156 0,156 0,246 0,251 0,019 0027 0320 0,317 0,335 0,29 0,013 0,021
<0,0001 <0,0001 0,2924 0,0541 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <O0,0001

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas estatisticas p<0,05.
C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagdo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacéo térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média.

n=56.
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Tabela 7 — Caracteristicas morfométricas, biofisicas e mecéanicas do fémur aos 18,5 dias de incubacdo e no momento da ecloséo de pintos submetidos a
incubacdo em TCO controle (C), ou a incubagdo com manipulacéo térmica em baixa (MT-L), alta (MT-H) e muito alta (MT-VH) TCO, do 8°

ao 18,5° dia.

Morfometria

Biofisica Mecanica

Temperatura Peso (mg)

Peso relativo

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Cinzas (%)

Calcificacdo (%)

Forca para quebra
(Kg)

18,5 dias Eclosdo

18,5 dias Eclosdo 18,5 dias Eclosdo

18,5 dias Eclosdao 18,5 dias Eclosdo

18,5 dias Eclosao 18,5 dias Eclosdo

MT-L 133,13 180,27°¢
C 160,38° 218,39°
MT-H 178,452 244,122
MT-VH 176,26%  245,17%
SEM 2,776 4,861

P-valor <0,0001 <0,0001

(mg/g)*
4,66  4,64°
456"  5,06%
511° 5662
508* 570
0,069 0,109

0,0030  0,0030

19,73°
21,10P
22,672
22,922
0,187

21,35°
23,58°
26,122
26,53%
0,286

2,024
2,24°
2,46"
2,412
0,023

2,201
2,58°¢
2,76"
2,782
0,031

44,28°
47,53°
49,94°
49,872
0,328

48,45°
52,06°
53,72
53,998
0,329

58,13¢ 65,11° 0,73¢ 0,91°
60,66° 66,98° 0,81° 1,01°
63,20 69,12*  0,89? 1,102
63,52* 69,43*  0,90? 1,142
0,322 0,280 0,014 0,020

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001<0,0001 <0,0001 0,0003

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas estatisticas p<0,05.
C= controle (37,8°C - sem manipulagdo térmica); MT-L= Manipulagéo térmica a 36,7°C; MT-H= Manipulagdo térmica a 38,9°C; MT-VH: Manipulacéo térmica a 39,4°C.
TCO = temperatura da casca do ovo; SEM: erro padrdo da média.

n=56.
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A manipulagdo térmica com temperaturas mais baixas (MT-L) resultou nos
menores valores de peso absoluto, comprimento, largura, percentual de cinzas,
calcificacdo e forca para a quebra dos ossos. Em contraste, os tratamentos com
temperaturas elevadas (MT-H e MT-VH) apresentaram valores significativamente
superior, sugerindo que as temperaturas mais altas favoreceram a mineralizacdo 0ssea e
a qualidade estrutural do esqueleto.

O peso relativo da tibia ndo foi significativamente afetado pelas manipulac6es

térmicas, indicando que, embora a mineralizagdo e o crescimento absoluto tenham sido
comprometidos, a relagcdo entre o peso do 0sso e 0 peso corporal foi preservada.
A largura e a forga necesséria para a ruptura dos ossos também foram impactadas. O
grupo MT-L apresentou menor largura e resisténcia 0ssea, o que pode ser explicado pela
menor deposicao de minerais essenciais, como calcio e foésforo. Temperaturas mais baixas
podem comprometer a ossificacdo endocondral e intramembranosa, processos que fazem
parte do crescimento longitudinal e espessura 6ssea (Applegate; Lilburn, 2002; Wu et al.,
2016). Em contraste, os grupos MT-H e MT-VH demonstraram maior largura e
resisténcia 0ssea, sugerindo que temperaturas elevadas, dentro de certos limites,
favorecem a deposig¢do mineral e a robustez estrutural dos 0ssos.

Os valores de cinzas e calcificagdo refletem diretamente a deposigdo de minerais
nos 0ssos, sendo que os tratamentos com temperaturas mais altas apresentaram os maiores
valores para essas varidveis. Em contrapartida, o grupo MT-L apresentou 0s menores
valores de cinzas e calcificacdo, refor¢ando a ideia de que baixas temperaturas prejudicam
a mineralizacdo 6ssea.

Estudos como o de Yalcin et al. (2007) e Van der Pol et al. (2014) demonstram
que a mineralizacdo Ossea pode ser significativamente afetada por variagbes na
temperatura de incubacdo. No presente estudo, os resultados observados nas variaveis
relacionadas a tibia e ao fémur séo consistentes com a literatura, onde as temperaturas
elevadas durante o estagio final da incubacdo podem favorecem a deposicao de minerais
e melhoram a qualidade estrutural dos 0ssos. Por outro lado, a exposi¢ao a temperaturas
mais baixas pode reduzir a taxa de crescimento e a mineralizagéo, o que foi evidenciado

pela menor largura e resisténcia dos 0ssos no grupo MT-
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Além dos efeitos sobre a morfologia Ossea, as varia¢fes térmicas durante a
incubagdo podem ter afetado a homeostase mineral, influenciando os niveis de horménios
calciotropicos, como o PTH e a vitamina Dz, que regulam a absorcdo e deposic¢éo de
minerais no 0sso (Wideman et al., 2015; Chen et al., 2021;). A manipulacdo térmica
também pode ter alterado a dindmica de liberacdo de vesiculas extracelulares,
responsaveis pelo transporte de minerais e pelo processo de mineralizacdo 0ssea
(Adhikari et al., 2020).

Os resultados indicam que a manipulacdo da TCO intermitente durante a
incubagdo exerce uma influéncia sobre o desenvolvimento 6sseo de embrides de aves,
afetando a mineralizacdo e a resisténcia dos 0ssos. As manipulagdes térmicas com
temperaturas elevadas promoveram uma maior deposi¢do mineral e melhor qualidade
0ssea, enquanto que a temperatura baixa (MT-L) resultou em 0ssos mais frageis e menos
mineralizados. Esses achados reforcam a importancia de um controle rigoroso da TCO
durante a incubacédo para garantir o desenvolvimento 6sseo adequado e a qualidade dos

pintos apos a eclosao.
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5 CONCLUSOES

O uso de manipulacédo térmica em temperatura de casca de 36,7°C por seis horas
diérias, entre os dias 8 e 18,5 de incubac¢éo, ndo é recomendado por afetar negativamente
o0 desenvolvimento embrionario e os pintos recém-eclodidos.

Ao contrario, a manipulacdo térmica com controle de temperatura da casca,
utilizando 38,9°C ou 39,4°C por seis horas diarias entre os dias 8 e 18,5 de incubacéo,
promoveu menor temperatura retal, maior mobilizagéo e utilizagcdo de minerais a partir
dos componentes do ovo e consequentemente, melhor desenvolvimento dos 0ssos, sem
prejudicar o rendimento de incubacéo e a qualidade dos pintos de um dia.

Desta forma, esta técnica é uma ferramenta viavel e favoravel, sendo importante

mensurar a continuidade dos efeitos benéficos durante a criagdo das aves.

6 IMPLICACOES

A técnica de manipulacdo térmica com controle da temperatura da casca,
utilizando temperaturas de 38,9°C e 39,4°C por seis horas diarias entre os dias 8 e 18,5
de incubacéo, demonstrou ndo prejudicar o rendimento da incubagdo nem a qualidade dos
pintos recém-eclodidos. Além disso, as elevacdes ciclicas da TCO resultaram na reducdo
da temperatura retal de pintos de um dia que € um indicador do estado térmico do animal
e reflete a eficiéncia das trocas de calor com o ambiente. Essa reducdo indica melhor
controle da temperatura corporal, favorecendo a termorregulacéo e permitindo que os
pintos lidem melhor com variagdes térmicas no ambiente.

A manipulacdo térmica intermitente MT-H e MT-VH mostrou-se benéfica,
promovendo uma melhor cicatrizagdo do umbigo e melhor desenvolvimento do bago e da
bursa, 6rgdos fundamentais para a imunidade das aves, 0 que € bom para a saude dos
pintos apos a eclosao.

O ineditismo deste estudo esta no fato de que, pela primeira vez, a manipulagéo
térmica intermitente demonstrou influenciar diretamente os horménios calciotropicos em
pintos recém-eclodidos. O PTH foi reduzido de maneira semelhante nos grupos MT-H e

MT-VH, enquanto aumentou no grupo MT-L. A vitamina D3 apresentou niveis reduzidos
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no MT-L, mas aumentados nos tratamentos com temperaturas mais elevadas (MT-H e
MT-VH), sugerindo uma regulacdo mineral mais eficiente. A calcitonina também se
elevou com os tratamentos em temperaturas mais altas, sendo o grupo MT-H o que mais
elevou esse horménio. Esses achados indicam que a manipulacdo térmica com
temperaturas elevadas favorece a dindmica hormonal, e aumenta a atividade da fosfatase
alcalina nesses grupos. Em consequéncia, houve um aumento da desmineralizagcdo da
casca e da gema nos grupos MT-H e MT-VH, que intensificaram a mobilizacao de célcio
e outros minerais essenciais, favorecendo a mineralizacdo 0Ossea do embrido. Esse
processo foi evidenciado pela maior perda de peso da casca e pela redugcdo no teor de
calcio na casca e gema, demonstrando influéncia da manipulagéo térmica sobre o uso
eficiente dos nutrientes durante a incubacao.

Por outro lado, o tratamento com manipulacdo térmica a 36,7°C (MT-L) resultou
em efeitos negativos, como piora na qualidade dos pintos, altera¢fes no peso dos 6rgaos
e reducdo na mobilizacdo de minerais da casca e da gema. Isso levou a menores niveis de
minerais no sangue, prejudicando a mineralizacéo e resisténcia dssea. Esses efeitos sao
atribuidos a diminuicdo da atividade metabolica dos embriGes sob temperatura baixa, o
que reduziu a mobilizacdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento 6sseo,
comprometendo a qualidade dos pintos e a formacéo do esqueleto.

Dessa forma, o estudo demonstra que a manipulagdo térmica intermitente com
temperaturas elevadas € uma ferramenta eficaz para otimizar o desenvolvimento
embrionario e 6sseo, sem comprometer parametros zootécnicos. No entanto, mais estudos
sdo necessarios para explorar de forma mais detalhada os efeitos da manipulacéo térmica
intermitente, sobre o desenvolvimento fisiologico e ésseo dos frangos durante a fase de

crescimento.
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