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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da manipulagdo da temperatura de incubacdo sobre a resposta imune de
codornas desafiadas termicamente apds eclosdo. Para isso, foram utilizados 540 ovos, distribuidos em trés
incubadoras, com temperatura de 37,8°C e umidade de 60%. A partir do sexto dia de incubagdo até a
eclosdo, as temperaturas foram ajustadas em 37,8°C (padrdo), 38,5°C (intermediaria) e 39,5°C (alta).
Apos a eclosdo as codornas foram pesadas e distribuidas, em delineamento inteiramente ao acaso, com
trés temperaturas de incubacdo (37,8, 38,5 e 39,5°C) e duas temperaturas de ambiente (estresse e
termoneutro). Aos 10, 20, 30 e 40 dias, quatro codornas por tratamento foram eutanasiadas para coleta da
bolsa cloacal, do figado e do coragéo, para se determinar o peso absoluto (g), o peso relativo (%) e a area
dos foliculos bursais. Sangue foi coletado para realizagcdo do hemograma, do leucograma e da bioquimica
sérica. Os dados foram analisados e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey
a 5%. O estresse térmico por calor, a partir dos 20 dias, promove reducéo no peso absoluto do figado, do
coracdo, da bolsa cloacal e na area dos foliculos bursais, além de heterofilia, linfopenia e aumento da
relagdo heterdfilo/linfocito. Em conclusdo, o estresse térmico por calor ap6s 10 dias de idade pode causar
imunossupressao.

Palavras-chave: aclimatacdo, codornas japonesas, estresse, imunidade, leucograma
ABSTRACT

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

O desenvolvimento da coturnicultura em climas
tropicais e subtropicais como o do Brasil, com
radiacdo solar intensa, elevada temperatura e
umidade relativa do ar em boa parte do ano, gera
condicbes de desconforto térmico quase
permanente as codornas, dificultando seu
desempenho produtivo e constituindo um dos
principais problemas que afetam a sua cria¢do. O
estresse térmico por calor promove alteracdes
fisiologicas e comportamentais, como reducdo no
consumo de ragdo, aumento da ingestdo de &gua,
taquicardia, taquipneia, alteracfes hematolédgicas
e imunossupressdo (El-Kholy et al., 2017); além
disso, as codornas se tornam mais agitadas e
comegaram a abrir mais as asas para aumentar a
dissipacdo do calor corporal para 0 meio
ambiente. Essas alteragbes provocadas pelo
estresse térmico reduzem o ganho de peso,
aumentam a conversdo alimentar, reduzem o
nimero e a qualidade dos ovos e a qualidade da
carcaca, além de aumentar a taxa de mortalidade,
resultando grandes prejuizos econémicos para o
setor avicola (Kamel et al., 2017).

O estresse térmico provoca maltiplas mudangas
na fisiologia neuroenddcrina das aves. Varias
pesquisas relatam ativacdo continua do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), o que
promove o0 aumento dos niveis circulantes de
corticosterona, resultando em maior catabolismo
proteico, hiperglicemia, imunossupressdo e
aumento da susceptibilidade a infecgBes
(Ebrahimzadeh et al., 2012; Mehaisen et al.,
2017).

O aumento dos niveis circulantes de
corticosterona na corrente sanguinea durante o
estresse térmico por calor intensifica o processo
de apoptose dos linfécitos na bolsa cloacal,
ocasionando reducdo nos niveis circulantes de
anticorpos, hipotrofia e involugdo do tecido
linfoide (Calefi et al., 2017). Além disso, resulta
em imunidade sistémica irregular e desequilibrio
na expressdo de moléculas inflamatorias
(Mehaisen et al., 2017), alteracdo nos valores de
leucécitos circulantes desencadeando heterofilia
e linfopenia (Rosa et al., 2011), bem como
aumento dos niveis de glicose circulante,
proteinas totais e globulinas (Nazar et al.,
2018a). Outro relato sugere que o estresse
térmico por calor, mantido por mais de trés dias
consecutivos, compromete de forma drastica a
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resposta imune, afetando negativamente a salde
e 0 bem-estar de codornas japonesas (Nazar et
al., 2018b).

Estudos recentes revelam que a manipulacéo
térmica durante a incubacdo (MT), nos periodos
de desenvolvimento dos eixos hipotalamo-
hipo6fise-tireoide e hipotalamo-hipofise-adrenal
do embrido, promove mudancas epigenéticas e
metabdlicas, as quais permitem adaptacdo das
aves a altas temperaturas ambientais (Piestun et
al., 2009; Alkan et al., 2013). Essas mudancas
sdo0 nas vias regulatérias do estresse, o que
diminui a taxa metabdlica e aumenta a expressdo
de genes pré-angiogénicos no musculo. Isso
potencializa ~a resposta  vasomotora e,
consequentemente, a perda de calor, bem como
aumenta a expressdo de genes antiapoptéticos,
preservando a integridade das células durante um
desafio térmico apds a eclosdo (Loyau et al.,
2016).

Considerando que a alta temperatura ambiente é
prejudicial para o sistema imune e que a
manipulagdo térmica durante a incubagdo é capaz
de influenciar de forma benéfica os mecanismos
regulatérios do estresse, desencadeando a
termotolerdncia em aves, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da manipulagdo
térmica durante a incubacdo sobre as variaveis
hematolégicas, bioquimica sérica e morfologia
da bolsa cloacal de codornas japonesas
desafiadas termicamente ap0s a eclosao.

MATERIAL E METODOS

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

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

Apos eclosdo, as codornas foram pesadas e
distribuidas de forma uniforme, em gaiolas de
madeira e arame galvanizado, com o piso forrado
com 3cm de cama de maravalha, no galpéo
aviario, no setor de avicultura da Ufersa. A
distribuicdo das aves seguiu um delineamento
inteiramente ao acaso, com trés temperaturas de
incubacdo (37,8, 385 e 395°C) e duas
temperaturas ambientes (estresse e termoneutro).
Para submeter as codornas japonesas a uma
situacdo de estresse térmico cronico por calor, a
temperatura permaneceu constante, do primeiro
ao 40° dia de idade, em 40°C e umidade de
+60%. Para manter essa temperatura, foram
utilizadas quatro lampadas de secagem
infravermelha. Para proporcionar um ambiente
de conforto térmico, foram estabelecidas as
seguintes temperaturas, de 35°C - 23°C, ao longo
dos 40 dias, havendo uma redugdo de 3°C a cada
semana (El-Tarabany, 2016). Havia, no total, seis
tratamentos: Tl (37,8°Clestresse), T2
(38,5°Clestresse), T3 (39,5°Clestresse), T4
(37,8°C/termoneutro), T5 (38,5°C/termoneutro)
e T6 (39,5°C/termoneutro).

As aves receberam agua e ragdo ad libitum; as
racOes foram formuladas & base de milho e soja,
seguindo as recomendacBes nutricionais para
idade (Rostagno, 2011). O manejo foi realizado
diariamente as oito, 14 e 20 horas. No 10° dia,
todas as aves foram vacinadas (vacina viva
atenuada) contra a doenca de Newcastle, por via
ocular, na dose de 0,06mL, de acordo com o
fabricante (New Vacin, La Sota, Fort Dodge).

Aos 10, 20, 30 e 40 dias, quatro codornas de
cada tratamento foram eutanasiadas com
anestesia geral dissociativa, com associacdo de
cloridrato de cetamina, cloridrato de xilazina e
sulfato de atropina. Apos a inducao, foi realizado
0 deslocamento cervical, com posterior
necropsia, para coleta da bolsa cloacal, do figado
e do coracdo. Determinou-se 0 peso absoluto (g)
e 0 peso relativo (%) dos o6rgdos pela seguinte
férmula: (peso absoluto/peso do animal)x100.
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Para avaliagdo morfométrica da bolsa cloacal,
foram utilizados quatro codornas por tratamento,
sendo coletados fragmentos de aproximadamente
4cm.  As amostras foram processadas por
técnicas histoldgicas rotineiras e coradas em HE.
As laminas foram observadas a microscopia de
luz e as analises das imagens foram realizadas no
programa Axio Vision. Foram avaliadas 20 areas
de foliculos bursais em cada bolsa cloacal,
totalizando 80 leituras por tratamento e 480
leituras por idade.

Aos 30 e 40 dias de idade, foi coletado sangue
com e sem anticoagulante de quatro codornas por
tratamento, para realizacdo do hemograma, do
leucograma e da bioguimica sérica. O
hemograma foi realizado pela técnica manual, a
contagem dos eritrocitos foi realizada em
Camara de Neubauer, com diluigdo prévia do
sangue (1:100) na solucdo de Natt e Herrick. O
hematécrito foi determinado pela técnica do
micro-hematocrito. O volume corpuscular médio
(VCM) e a concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram determinados
por meio das férmulas: VCM = hematocrito x
10/valor das heméacias e CHCM = hemoglobina x
100/hematdcrito. Para contagem e diferenciacao
dos leucécitos, foram realizados esfregacos
sanguineos corados por panético rapido. A
relagdo heterdfilo:linfécito foi obtida dividindo-
se 0 numero de heterdfilos pelo nimero de
linfécitos.

Na bioguimica sérica, foram analisadas a
proteina total (PT) e a albumina (ALB) por meio
dos kits comerciais proteinas totais e albumina
(kit VIDA Biotecnologia), pelo método do
refratbmetro (Rosa et al., 2011). A concentracao
sérica de globulinas foi obtida pela diferenga
entre a proteina total e a albumina e foi, entdo,
calculada a relacdo albumina:globulina. Os dados
foram submetidos a analise de variancia no
programa estatistico SAS (Statistical..., 2001),
versdo 2001, em um esquema fatorial 3x2.
Médias significativas foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

O estresse térmico por calor reduziu (P<0,05) o
peso absoluto da bolsa cloacal das codornas
japonesas aos 20, 30 e 40 dias de idade e o peso
relativo aos 30 e 40 dias. Aos 20 dias, houve
interacdo (P<0,05) entre a temperatura de
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incubacdo e a temperatura ambiente, de tal forma
que as codornas provenientes da manipulagéo
térmica por calor durante a incubagdo com

temperatura de 38,5°C apresentaram maior peso
relativo em situacbes de estresse térmico por
calor (Tab. 1).

Tabela 1. Peso absoluto (g) e peso relativo (%) da bolsa cloacal de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade, submetidas a manipulagdo térmica durante e ap6s a ecloséo.

Cada valor representa a média de quatro observagoes

Peso absoluto (g) 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,05 0,05 0,13 0,15
38,5/estresse 0,05 0,09 0,13 0,13
39,5/estresse 0,04 0,09 0,08 0,13
37,8/termoneutro 0,05 0,14 0,26 0,14
38,5/termoneutro 0,04 0,10 0,18 0,17
39,5/termoneutro 0,05 1,24 0,23 0,17
TI Padrédo (37,8°C) 0,05 0,09 0,19 0,14
Intermediéria (38,5°C) 0,04 0,09 0,15 0,15
Alta (39,5°C) 0,04 0,66 0,15 0,16
TA Estresse 0,04 0,07B 0,11B 0,13B
Termoneutra 0,04 0,49A 0,22A 0,17A
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS 0,02 <,0001 0,04
TIXTA NS NS NS NS
Peso relativo (%) 10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
Tratamentos 37,8/estresse 0,15 0,09bB 0,13 0,11
38,5/estresse 0,16 0,17aA 0,12 0,11
39,5/estresse 0,12 0,11bB 0,09 0,11
37,8/termoneutro 0,14 0,18aA 0,22 0,11
38,5/termoneutro 0,26 0,09bB 0,17 0,14
39,5/termoneutro 0,16 0,16aA 0,18 0,17
TI Padrdo (37,8°C) 0,14 0,13 0,17 0,11
Intermediéria (38,5°C) 0,16 0,13 0,14 0,12
Alta (39,5°C) 0,14 0,13 0,13 0,14
TA Estresse 0,14 0,12 0,11B 0,11B
Termoneutra 0,18 0,14 0,19A 0,14A
Probabilidade TI NS NS NS NS
TA NS NS <,0001 0,04
TIXTA NS <,0001 NS NS

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

pelo teste de Tukey (P<0,05); NS ndo significativo.

Tl=temperatura de incubacdo; TA= temperatura ambiente e TIXTA= interacdo entre as temperaturas.

Além disso, o estresse térmico por calor reduziu
0 peso absoluto do figado aos 20 e 30 dias; no
entanto, ndo foram observadas diferengas
(P>0,05) entre a temperatura de incubacdo e a
temperatura ambiente para o peso relativo do
figado (Tab. 2).

Para os fatores temperatura de incubacdo e
temperatura ambiente, houve interacdo (P<0,05)
para o peso absoluto do coragdo aos 20 e 30 dias
de idade (Tab. 3), quando a manipulacao térmica
durante a incubacdo com a temperatura de
39,5°C apresentou a melhor média (<0,05) em
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situacdo de estresse térmico por calor, aos 20
dias. Esse efeito, entretanto, ndo foi observado
aos 30 dias, quando apresentou a menor média,
assim como as codornas provenientes da
temperatura de incubacéo de 37,8°C. Para o peso
relativo do coragdo aos 30 dias, a manipulacéo
térmica durante a incubagdo com temperatura de
38,5°C apresentou a maior (P<0,05) média em
comparacdo as demais temperaturas. Aos 30 e 40
dias de idade, as maiores médias para 0 peso
relativo do coracdo foram observadas em
situacdes de termoneutralidade.
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Tabela 2. Peso absoluto (g) e peso relativo (%) do figado de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade, submetidas a manipulagdo térmica durante e ap6s a ecloséo.

Cada valor representa a média de quatro observagoes

Peso absoluto (g)

10 dias 20 dias 30 dias 40 dias

37,8/estresse
38,5/estresse
39,5/estresse
37,8/termoneutro
38,5/termoneutro
39,5/termoneutro
TI Padrao (37,8°C)

Tratamentos

Intermediéria (38,5°C)

Alta (39,5°C)
TA Estresse

Termoneutra
Probabilidade TI

TA

TIXTA
Peso relativo (%)
Tratamentos 37,8/estresse
38,5/estresse
39,5/estresse
37,8/termoneutro
38,5/termoneutro
39,5/termoneutro
TI Padréo (37,8°C)

Intermediéria (38,5°C)

Alta (39,5°C)
TA Estresse

Termoneutra
Probabilidade TI

TA

TIXTA

1,11 1,56 2,00 2,72
0,93 1,31 1,92 2,09
1,11 1,41 1,73 2,53
1,10 1,64 2,22 2,57
1,04 1,62 2,39 2,86
1,09 1,72 2,85 2,26
1,10 1,60 2,11 2,64
0,98 1,46 2,15 2,47
1,10 1,56 2,29 2,39
1,05 1,42B 1,88B 2,44
1,07 1,66A 2,48A 2,56
NS NS NS NS
NS 0,02 <.0001 NS
NS NS NS NS
10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
3,42 2,53 2,02 1,92
2,90 2,38 1,84 1,73
3,46 1,97 1,65 2,03
3,43 2,21 1,89 1,90
3,13 2,57 2,32 2,32
3,44 2,33 2,15 1,87
3,42 2,37 1,95 1,91
3,01 2,47 2,08 2,02
3,45 2,15 1,90 1,95
3,26 2,29 1,83 1,89
3,33 2,37 2,12 2,03
NS NS NS NS
NS NS NS NS
NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacéo) indicam que as médias na mesma coluna séo diferentes

pelo teste de Tukey (P<0,05); NS ndo significativo.

TI=temperatura de incubacdo; TA= temperatura ambiente e TIXTA= interacéo entre as temperaturas.

Os resultados do leucograma aos 30 e 40 dias de
codornas japonesas encontram-se na Tab. 4. Aos
30 dias, ndo houve diferenga (P>0,05) entre a
temperatura de incubacdo e a temperatura
ambiente para o0s leucécitos, eosindfilos e
monocitos. Para o0s basofilos, observou-se
interacdo entre a temperatura de incubacdo e a
temperatura ambiente, e a maior média (P<0,05)
foi observada nas codornas oriundas da
manipulacdo térmica durante a incubagdo com
temperatura de 38,5°C, criadas em temperatura
ambiente termoneutra. Os heter6filos também
apresentaram interacdo entre os  fatores
estudados. Maiores médias foram observadas nas
codornas provenientes da manipulacdo térmica
durante a incubagdo com temperatura de 39,5°C,
criadas em situagdo de estresse térmico por calor,
e nas codornas criadas em situagdo de
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termoneutralidade provenientes da temperatura
de 37,8°C.

Considerando a temperatura de incubacéo,
ocorreu redugdo no numero de linfdcitos nas
codornas procedentes da temperatura de 39,5°C.
Por outro lado, a redugdo foi observada nas
codornas criadas em alta temperatura ambiente.
Como esperado, esses eventos resultaram na
menor média (31,75%) de linfocitos, observada
na interacdo entre os fatores de temperatura de
incubacdo e temperatura ambiente. Para a relacéo
heteréfilo/linfécito, houve interacdo (P<0,05)
entre os fatores, sendo a maior média observada
nas codornas provenientes da temperatura de
incubacdo de 39,5°C, criadas sob estresse
térmico por calor.
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Tabela 3. Peso absoluto (g) e peso relativo (%) do coracdo de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) com 10, 20, 30 e 40 dias de idade, submetidas a manipulagdo térmica durante e ap6s a ecloséo.

Cada valor representa a média de quatro observagoes

Peso absoluto (g)

10 dias 20 dias 30 dias 40 dias

Tratamentos 37,8/estresse
38,5/estresse
39,5/estresse
37,8/termoneutro
38,5/termoneutro
39,5/termoneutro

TI Padréio (37,8°C)

Intermediéria (38,5°C)

Alta (39,5°C)
TA Estresse

Termoneutra
Probabilidade TI

TA

TIXTA
Peso relativo (%)
Tratamentos 37,8/estresse
38,5/estresse
39,5/estresse
37,8/termoneutro
38,5/termoneutro
39,5/termoneutro
TI Padréo (37,8°C)

Intermediéria (38,5°C)

Alta (39,5°C)
TA Estresse

Termoneutra
Probabilidade TI

TA

TIXTA

0,31 0,63abA  1,06bB 1,38
0,32 0,54bB 1,25bA 1,40
0,42 0,70aA 1,07bB 1,29
0,34 0,74aA 1,36aA 1,72
0,38 0,72aA 1,39aA 1,51
0,34 0,76aA 1,51aA 1,50
0,32 0,68 1,21 1,55
0,35 0,63 1,32 1,45
0,38 0,73 1,29 1,39
0,35 0,62B 1,12B 1,35B
0,35 0,74A 1,42A 1,57A
NS NS NS NS
NS 0,02 <.0001 0,02
NS 0,04 0,03 NS
10 dias 20 dias 30 dias 40 dias
0,95 1,06 1,06 0,97
1,00 0,98 1,20 1,16
1,17 0,96 1,02 1,03
1,04 1,00 1,15 1,27
1,10 1,51 1,33 1,21
1,08 1,01 1,16 1,24
0,99 1,03 1,10b 1,12
1,05 1,24 1,26a 1,18
1,12 0,98 1,09b 1,13
1,04 1,00 1,09B 1,05B
1,07 1,17 1,21A 1,24A
NS NS 0,03 NS
NS NS 0,03 0,02
NS NS NS NS

A-B (temperatura ambiente); a-c (temperatura de incubacéo) indicam que as médias na mesma coluna séo diferentes

pelo teste de Tukey (P<0,05); NS ndo significativo.

TI=temperatura de incubacdo; TA= temperatura ambiente e TIXTA= interacéo entre as temperaturas.

Houve interagdo (P<0,05) entre os fatores
temperatura de incubacdo e temperatura
ambiente, aos 40 dias de idade, para as seguintes
variaveis: leucdcitos, heterofilos, linfécitos e
relagdo heterofilo/linfocito, sendo as maiores
médias observadas nos leucocitos e linfécitos nas
codornas oriundas da temperatura de incubacéo
de 37,8°C, criadas em situacdo de estresse
térmico por calor; j& para as variaveis heteréfilo
e relagdo heterofilo/linfocito, as maiores médias
foram observadas na temperatura de incubagédo
de 38,5°C, com as codornas sendo criadas em
situacdo de estresse térmico por calor (Tab. 4).
Para o fator temperatura ambiente, as maiores
médias em situacdo de estresse térmico por calor
foram observadas nos leucécitos, heterdfilos,
eosindfilos e na relacdo heterofilo/linfécito, e a
menor média foi observada para os linfécitos.
Para o fator temperatura de incubacdo, as
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maiores médias foram observadas nos leucdcitos
na temperatura de incubacdo de 37,8°C,
mondcitos nas temperaturas de 38,5 e 39,5°C e
para relagdo heterdfilo/linfécito com temperatura
de 38,5°C.

Ndo houve interagcdo (P>0,05) entre os fatores
temperatura de incubacdo e temperatura
ambiente no eritrograma e no proteinograma de
codornas japonesas aos 30 e 40 dias de idade. A
area dos foliculos bursais de codornas japonesas
foi afetada por temperatura ambiente e
temperatura de incubacdo, mas ndo houve
interacdo entre os dois fatores aos 20, 30 e 40
dias (Tab. 5). Codornas provenientes da
temperatura de incubagdo de 38,5°C, criadas em
situacdo de estresse térmico por calor
apresentaram os piores resultados.
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Tabela 4. Leucocitos (Leu), heteréfilos (H), linfécitos (L), eosindfilos (E), mondcitos (M), baséfilos (B) e
relagdo heterofilo/linfocito (H/L) de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) com 30 e 40 dias de
idade, submetidas a manipulagdo térmica durante e apds a eclosdo. Cada valor representa a média de
quatro observacdes

Leucograma Leu H L E M B H/L

30 dias (L) (%) (%) (%) (%) (%)

Tratamentos 37,8/estresse 2.575,0 26,25bB  63,25aA 3,00 6,50 1,25bB 0,45bB
38,5/estresse 2.875,0 32,00aB  52,25aB 2,75 7,00 1,00bcB  0,57bB
39,5/estresse 3.1125 42,75aA  31,75¢cB 4,50 3,75 1,25bB  1,35aA
37,8/termoneutro  2.687,5 37,25aA  54,75bA 2,75 4,25 1,25bB  0,68bB
38,5/termoneutro 3.262,5 27,00bB  62,75aA 3,25 5,75 1,75aA  0,44bcB
39,5/termoneutro  2.706,2 22,00bB  61,00aA 2,25 8,00 0,75cB  0,34bcB

TI Padréo (37,8°C) 2.631,2 31,75 59,00a 2,87 5,37 1,25bB  0,56b
Intermediéria 3.068,7 29,5 57,5a 3,00 6,37 1,37 0,50b
(38,5°C)

Alta (39,5°C) 2.909,3 32,37 46,37b 3,37 5,87 1,00 0,84a

TA Estresse 2.854,1 33,66 49,08B 341 5,75 1,16 0,79A
Termoneutra 2.858,4 28,75 59,5A 2,25 6,00 1,25 0,48B

Probabilidade TI NS NS 0,002 NS NS NS 0,015
TA NS NS 0,010 NS NS NS 0,005
TIXTA NS 0,019 0,003 NS NS 0,04 <.0001

Leucograma 40 dias Leu(uL™) H(%) L(%) E(%) M(%) B(%) H/L

Tratamentos 37,8/estresse 3.075,0aA 36,00bB  59,00aA 3,25 1,50 0,75 0,61bB
38,5/estresse 2.000,0bB 60,00aA  30,00cB 3,50 5,75 0,75 2,09aA
39,5/estresse 2.075,0bB 36,25bB  43,50bB 3,75 6,25 1,00 0,93bB
37,8/termoneutro  1.775,0bB 4425bB  45,75bA 3,00 5,00 0,50 1,00bB
38,5/termoneutro  1.975,0bB 28,00cB  63,75aA 1,75 6,75 1,00 0,46¢cbB
39,5/termoneutro  2.000,0bB 33,75bB  51,50abA 2,00 4,25 1,00 0,70bB

TI Padréo (37,8°C) 2.425,0a 40,12 52,37 3,12 3,25b 0,62 0,80b
Intermediaria 1.987,5b 425 46,87 2,62 6,25a 0,87 1,27a
(38,5°C)

Alta (39,5°C) 2.037,5b 35,00 47,50 2,87 5,25a 1,00 0,81b

TA Estresse 2.383,3A 44,08A  44,16B 35A 45 0,83 1,21A
Termoneutra 1.916,6B 35,33B 53,66A 2,25B 5,33 0,83 0,72B

Probabilidade TI 0,037 NS NS NS 0,041 NS 0,010
TA 0,003 0,010 0,010 0,022 NS NS 0,001
TIXTA 0,002 <.0001 <.0001 NS NS NS <.0001

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

pelo teste de Tukey (P<0,05); NS ndo significativo.

Tl=temperatura de incubacdo; TA= temperatura ambiente e TIXTA= interacdo entre as temperaturas.
Em Leu (leucocitos), H (heterdfilo), L (linfdcito), E (eosindfilo), M (mondcito), B (basofilo) e H/L (relagdo
heterofilo/linfécito).
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Tabela 5. Médias da rea dos foliculos bursais (um?) de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica)
com 10, 20, 30 e 40 dias de idade, submetidas a manipulagao térmica durante e apés a eclosao. Cada valor

representa a média de quatro observagdes

Avrea dos foliculos bursais (um?®) 10 20 30 40
Tratamentos 37,8/estresse 45763,99  50234,21bB 37085,91bB 40968,46bB
38,5/estresse 41652,02 47617,48cB 34662,52cB 38708,36¢cB
39,5/estresse 40602,58 51145,72bB 37386,59bB 40905,89bB
37,8/termoneutro 45999,38  63099,59aA 48815,32aA 41920,46aA
38,5/termoneutro 42692,36 62005,94aA 41539,23bB 37842,70cB
39,5/termoneutro 45042,58  63208,15aA 52774,05aA 42520,39aA
TI Padrdo (37,8°C) 45878,68 56666,90a 42950,61a 41444 46a
gge’gl‘g‘;'a”a 42172,19  54811,71b 38100,87b 38275,53b
Alta (39,5°C) 42822,58 57176,93a 45080,32a 41713,14a
TA Estresse 42672,86 49665,80B 36378,34B 40194,23B
Termoneutra 44576,10 62771,11A 47709,53A 40761,18A
Probabilidade Tl NS <.0001 <.0001 <.0001
TA NS <.0001 <.0001 0,016
TIXTA NS 0,012 0,003 <.0001

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

pelo teste de Tukey (P< 0,05); NS ndo significativo.

TI= temperatura de incubagdo; TA= temperatura ambiente e TIXTA= interacdo entre as temperaturas.

DISCUSSAO

A bolsa cloacal ¢ um 6rgdo linfoide presente
apenas em aves, responsavel pela proliferacéo e
maturacdo dos linfocitos B e, consequentemente,
pela produgdo de anticorpos. Apresenta grande
importancia na imunidade humoral e na memoria
imunoldgica das codornas (Nagy et al., 2004).
No presente estudo, o0 estresse térmico por calor
reduziu o peso da bolsa cloacal e a area dos
foliculos bursais, a partir do 20° dia de idade,
sendo indicativo de deplecéo linfocitaria e atrofia
do mesmo. Segundo Borges et al. (2004), o
estresse térmico por ca. lor promove atrofia do
timo, do bago e da bolsa cloacal e, com isso,
redugdo no nimero de linfdcitos circulantes. Os
autores sugerem que a reducdo do peso dos
orgdos linfoides ¢ um bom indicativo para
determinar estresse térmico em aves. Esses
resultados corroboram Safdari-Rostamabad et al.
(2016), que relataram que o aumento de 1°C
acima da zona de conforto térmico, no periodo
de 29 a 42 dias de idade, em frangos de corte,
reduziu o peso da bolsa cloacal, do timo e a
producdo de anticorpos. Akbar e Qureshi (2012),
ao estudarem o efeito da estacdo do ano sobre a
morfometria da bolsa cloacal de codornas
japonesas com 140 semanas de idade,
observaram que, durante o verdo, ocorre redugéo
significativa no peso, no comprimento, na
espessura, na largura e na area dos foliculos
bursais.
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Resultados diferentes ao observados no presente
estudo foram relatados por Rouhalamini et al.
(2014), em cujo estudo o estresse térmico por
calor em codornas japonesas nao reduziu 0 peso
da bolsa cloacal, do timo e do bago. Os autores
atribuem esse fato a suplementacéo da dieta com
zinco e cromo, a qual reduz os radicais livres
liberados pelo aumento dos niveis circulantes de
corticosterona em situacdo de estresse.

Anteriormente, foi relatado que expor o0s
embrides a alta temperatura durante a incubagéo
melhora sua capacidade de se adaptar a
ambientes quentes ap6s a eclosdo (Piestun et al.,
2009). No entanto, no presente estudo, a
manipulagdo térmica durante a incubagdo nao
influenciou o peso da bolsa cloacal, porém, a
partir dos 20 dias de idade, as codornas
provenientes da temperatura de incubagéo padrdo
de 37,8°C e da manipulacdo térmica com
temperatura de 39,5°C apresentaram as melhores
médias para a area dos foliculos bursais, tanto
nas codornas criadas em temperatura ambiente
alta quanto naquelas criadas em situacdo de
termoneutralidade.  Esse  resultado  pode
caracterizar adaptacdo térmica epigenética nas
codornas submetidas a altas temperaturas apos a
eclosdo, uma vez que a temperatura de 39,5°C,
por 12 horas, aumenta a expressdo de genes
antiapoptdticos, preservando a integridade das
células durante um desafio térmico apds a
eclosdo (Loyau et al., 2016).
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Resultados semelhantes foram observados por
Leandro et al. (2017), em que a manipulagéo da
temperatura de incubacdo com 39,5°C, por seis
horas, no periodo de 10 a 18 dias de incubacéo,
refletiu em um aumento da area dos foliculos
bursais ap6s eclosdo em frangos de corte,
independentemente da idade da matriz. Segundo
Zimmer et al. (2017), o aumento dos niveis
circulantes de corticosterona no embrido de
codornas  japonesas  promove  alteracdes
comportamentais e fisioldgicas, tornando-as mais
habeis em responder aos desafios térmicos
durante sua vida, e essas adaptaces sdo
transmitidas para seus descendentes até a terceira
geracdo. Para esses autores, essas adaptacdes
estdo relacionadas ao aumento da expressdo de
receptores para corticosterona no hipotdmo e na
hipofise e, assim, em situagdes de estresse, o
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal é regulado de
forma mais eficiente, diminuindo os danos
provocados pela corticosterona no sistema
imune.

Resultados diferentes foram observados por
Oznurlu et al. (2010), uma vez que o aumento da
temperatura de incubacdo para 38,5°C, por 24
horas, retardou o desenvolvimento do timo e da
bolsa cloacal durante a incubacdo e apds a
eclosdo em comparacdo as aves incubadas na
temperatura padrdo. No presente estudo, a area
dos foliculos bursais das codornas provenientes
da temperatura de incubacdo de 38,5°C foi
reduzida apds a eclosdo, tanto nas codornas
submetidas ao estresse térmico quanto nas
mantidas em situacdo de termoneutralidade.
Abuoghaba (2016) observou que a temperatura
de incubacdo de 40°C reduziu o peso da bolsa
cloacal ap6s eclosdo e aos 42 dias de idade em
frangos de corte. As diferengas encontradas nos
resultados do presente estudo com a literatura
podem estar associadas ao periodo de incubacéo
e a intensidade da exposi¢do ao calor na espécie
estudada.

Os resultados obtidos demonstram que o estresse
térmico por calor aos 20 e 30 dias reduziu o peso
absoluto do figado. E possivel que a redugio do
figado seja um mecanismo de controle da
temperatura interna, uma vez que esse Orgao
possui alta taxa metabdlica e consequente alta
producdo de calor. Segundo Mohamed et al.
(2015), o estresse térmico por calor em codornas
provoca necrose dos hepatdcitos e esteatose
hepética; isso é um reflexo da acdo da
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corticosterona, que intensifica a lipolise do
tecido adiposo subcutdneo e estimula a
lipogénese nos 6rgdos da cavidade abdominal,
sobrecarregando o figado.

De acordo com Berrama et al. (2018), as
proteinas plasmaticas do sangue desempenham
um papel importante na homeostase, por isso, 0s
parametros bioquimicos sdo frequentemente
utilizados para avaliar a tolerancia ao calor em
aves. No entanto, no presente estudo, ndo foram
observadas diferencas nas concentracdes das
proteinas totais, da albumina, das globulinas e da
relagdo albumina/globulina aos 30 e 40 dias de
idade. Resultados semelhantes foram observados
por El-Kholy et al. (2017), em codornas
japonesas, e por Berrama et al. (2018), em
frangos de corte, em que o aumento da
temperatura ndo alterou os valores da bioguimica
sérica em codornas japonesas. No entanto,
diferentemente do resultado observado no
presente estudo, o peso do figado nao foi
alterado. E que o aumento da temperatura ndo
alterou os valores da bioquimica sérica em
codornas japonesas. No entanto, diferentemente
do resultado observado no presente estudo, o
peso do figado ndo foi alterado.

Segundo Safdari-Rostamabad et al. (2016), o
estresse térmico por calor em frangos de corte
reduz o peso do figado e a concentragcdo de
proteinas totais. Os autores atribuem esse fato a
reducdo no consumo de proteina e na
digestibilidade em condices de estresse térmico.
Nazar et al. (2018a) observaram reducdo nas
proteinas totais e globulinas em codornas
submetidas ao estresse térmico por calor por
nove dias, por um periodo de duas horas ao dia.
No entanto, ndo observaram diferenca para
albumina. De acordo com os autores, além de
transportar hormdnios, proteinas e lipidios, outra
funcdo desempenhada pela albumina é a
antioxidante, sendo extremamente importante em
situacBes de estresse, quando ocorre 0 aumento
dos radicais livres.

Para o fator temperatura de incubagdo, ndo foi
observada diferenca no peso do figado e nos
pardmetros bioquimicos. Resultados diferentes
foram encontrados por Abuoghaba (2016), em
cujo estudo o aumento da temperatura de
incubacdo para 40°C, por trés horas, entre 0
sexto e o oitavo dia de incubacdo de frangos,
reduziu o peso do figado. No entanto, Sgavioli et
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al. (2015) observaram que frangos derivados da
temperatura de incubacdo de 39,0°C apresentam
maiores pesos absoluto e relativo de figado em
comparacdo aqueles incubados em temperatura
padrdo. Segundo 0s autores, 0 maior
desenvolvimento hepético parece ser e resposta
adaptativa relacionada com o aumento da taxa do
metabolismo  embrionario  induzida pela
temperatura de incubacdo quente.

Em situacdo de estresse, ocorrem alteracdes no
leucograma das aves, e 0s principais parametros
afetados sdo aumento no nimero de heterofilos e
reducdo dos linfécitos, a qual resulta no aumento
da relacdo heterdfilo/linfocito. De acordo com
Davis et al. (2008), a relacdo heterofilo:linfocito
(H/L) é considerada o indicador mais sensivel de
estresse em aves do que os niveis plasméticos de
glicocorticoide. No presente estudo, foram
observados linfopenia e aumento da relagéo
heterdfilo/linfécito aos 30 dias e heterofilia,
linfopenia e aumento da relacéo
heterdfilo/linfocito aos 40 dias de idade. Além
disso, também foi relatado aumento no nimero
de leucdcitos, o que provavelmente ndo estava
relacionado a doenga clinica. Esses eventos sdo
desencadeados pelo aumento dos niveis
circulantes da corticosterona, a qual promove
redistribuicdo dos linfécitos do sangue para 0s
6rgdos linfoides, produzindo consequentemente a
linfopenia. Em situagcdo de termoneutralidade, a
relacdo H/L foi de 0,48 e 0,72 e, em situacdo de
estresse térmico por calor, de 0,79 e 1,21, aos 30
e 40 dias respectivamente. De acordo com a
classificacdo de Gross e Siegel (1983), as
codornas, mesmo em situagdo de
termoneutralidade, ainda apresentam situacdo de
estresse moderado.

Corroborando o presente estudo, Chand et al.
(2014) encontraram diminui¢do dos leucdcitos
totais, linfécitos e mondcitos em frangos
submetidos ao estresse térmico ciclico por calor.
Nazar et al. (2018b) observaram que estresse
térmico por calor em codornas japonesas
aumenta de forma linear a relacdo H/L até o
nono dia em situacdo de estresse e que, apds as
codornas retornarem para a situacdo de
termoneutralidade, é necessario o periodo de
nove dias para que a relacdo H/L retorne aos
valores normais. Segundo Nazar et al. (2018a), a
suplementacdo com timol na dieta de codornas
japonesas submetidas aos estresse térmico por
calor influencia de forma positiva na relagdo
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H/L, cujos valores sdo semelhantes aos
observados nas codornas em situacdo de
termoneutralidade. Essa melhora na relagdo H/L
em situacdo de estresse é devido a agdo
antioxidante e imunoestimulante do timol.

A manipulagio térmica durante a incubagdo com
temperatura de 39,5°C desencadeou linfopenia e
aumento da relacdo heterdfilo/linfécito aos 30
dias apos eclosdo. Ja a temperatura de 38,5°C
promoveu diminuicdo dos leucocitos, aumento
dos mondcitos e da relacdo heterdfilo/linfécito
aos 40 dias apos eclosdo. Segundo Oznurlu et al.
(2010), a relagdo H/L durante o desenvolvimento
embriondrio ¢ maior do que apds eclosédo,
independentemente da temperatura de 37,8°C
(padrdo) e 38,8°C (alta) de incubacdo. No
entanto, apo6s eclosdo, a relacdo H/L é maior nos
frangos provenientes da manipulacdo térmica
com temperatura de 38,5°C. O aumento da
temperatura de incubacdo durante um periodo
prolongado pode causar problemas imunolégicos
e deixar as aves mais susceptiveis a acdo de
patégenos apos eclosdo. Segundo Al-Rukibat et
al. (2016), a manipulacdo térmica durante a
incubacdo, com as temperaturas de 38,5 e
40,4°C, ndo foi capaz de aumentar a capacidade
de termotoleréncia de frangos submetidos ao
desafio térmico por calor aos 42 dias, quando a
relagdo H/L foi maior nos frangos oriundos da
manipulagdo em comparacéo ao controle.

VariacBes na temperatura ambiente podem
resultar em alteracdes no sistema
cardiocirculatorio. No entanto, os dados do
hematdcrito, das hemacias, da hemoglobina, do
VCM e da CHCM do presente estudo ndo foram
influenciados pela temperatura de incubagdo e
pela  temperatura  ambiente.  Resultados
semelhantes foram observados por Al-Rukibat et
al. (2016), de tal forma que o valor do
hematocrito ndo foi alterado pela manipulagéo
térmica durante a incubagédo, quando os frangos
foram desafiados termicamente ao 42 dias de
idade em comparacdo ao controle. Esses
resultados diferem dos observados por
Abuoghaba (2016), que relatou que o aumento da
temperatura de incubagdo reduz a concentragdo
do hematécrito e a quantidade de heméacias em
frangos de corte. Berrama et al. (2018)
observaram que o0 condicionamento térmico
precoce aos cinco dias de idade em frangos de
corte altera os parametros sanguineos de aves
desafiadas termicamente na vida adulta,
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promovendo aumento no hematdcrito, no nimero
de hemaécias circulantes e leve aumento na
concentragdo de hemoglobina. Os autores
sugerem que O aumento desses parametros
poderia ser uma resposta adaptativa ao
condicionamento térmico precoce, 0 que
possibilita uma eventual redugdo da depressao na
eritropoiese causada pelo estresse térmico.

No estudo realizado por Rosa et al. (2011), as
codornas japonesas submetidas ao estresse por
calor reduziram o valor do hematécrito, no
entanto o estresse ndo alterou os valores das
hemécias. Mohamed et al. (2015) e EI-Kholy et
al. (2017) encontraram valores reduzidos de
hemécias, hemoglobina, hematécrito, volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) em
codornas japonesas, submetidas ao estresse por
calor. Segundo os autores, a redugdo desses
pardmetros ocorre pela alteracdo na volemia na
tentativa de manter a homeotermia.

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

CONCLUSOES

O estresse térmico por calor em codornas
japonesas causa deplecdo de linfdcitos, o que
reduz o peso e a area dos foliculos bursais a
partir dos 20 dias de idade, além de desencadear
heterofilia, linfopenia e reducdo do figado e do
coracéo.
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