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Desenvolvimento folicular de embrides de frangos de corte de diferentes gendtipos expos-
tos ao estresse térmico crénico

Folicular development of chicken broiler embryos of different genotypes, exposed
to chronic thermal stress

Fabiano Dahlke™ Elisabeth Gonzales" Renato Luis Furlan" Adriano Cordeiro Gadelha
Paulo Sérgio Rosa'V Régis Fernando Pastorelo Meurer' Alex Maiorka'

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar as alteragoes
tegumentares (morfogénese da pena), em embrides de frangos
de corte de linhagens de diferentes padrées de crescimento,
obtidos de ovos incubados sob diferentes temperaturas. Os
ovos foram obtidos de matrizes das linhagens Cobb 500 e 1S4
JA57, distribuidos proporcionalmente em trés incubadoras.
Do primeiro (D1) ao sexto dia (D6) de incubagdo, utilizou-se
uma temperatura padrdo (37,8°C). A partir do sétimo dia
(D7) e até o momento do nascimento aos 21 dias (D21), uma
das incubadoras teve a temperatura reduzida para 36,8°C (fria)
e uma outra alterada para 38,8°C (quente). A terceira
incubadora foi mantida a 37,8°C (controle). O delineamento
adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3 x 2 (temperatura de incubagdo e linhagem). A temperatura
de incubagdo e a linhagem ndo alteraram a densidade dos
foliculos da pena (nimero médio de foliculos por darea de
337,5um?) nas regides femural e dorsopélvica dos embrides
até os 11 dias (DI11). Entretanto, observou-se aumento na
densidade folicular na regido dorsal dos embrides aos 16 dias
(D16) devido ao aumento da temperatura, permanecendo até
o momento do nascimento. E possivel oncluirque embrides
incubados em temperatura acima da recomendada (38,8°C)
apresentam uma maior densidade de foliculos na regido
dorsopélvica. Apesar disso, a morfogénese dos foliculos
permaneceu inalterada.

Palavras-chave: desenvolvimento embriondrio, empenamento,
temperatura de incubagdo.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the
tegument modification (feather morphogenesis) in embryos of

broiler chicken, of different growth standard breeder lines,
obtained from eggs incubated under different temperatures.
Eggs of Cobb 500 and ISA JAS7 breeders lines, were
proportionally distributed in three incubators. From the first
(D1) to the sixth day (D6) of incubation, temperature was
maintained standard at 37.8°C. From the seventh day (D7)
until the moment of the birth on the twenty one days (D21),
temperature was reduced to 36.8°C (Cold) in one of the
incubators, and in another incubator was increased to 38.8°C
(Hot). The temperature in the third incubator was maintained
at 37.8°C (Control). It was used a completely randomized
design with factorial 3 x 2 (temperature of incubation and
breeder lines). Incubation temperature and breeder factor do
not modify the follicular density of the feather (average number
of follicles per area of 337.5um? in the femoral and dorsal
tract of until eleven days (D11) embryos. An increase of follicular
density in the dorsal region of sixteen days (D16) embryos was
observed, because the temperature increased, of the remaining
until the moment of birth, demonstrating that embryos
incubated above the recommended temperature (38.8°C)
present higher follicles density in the dorsal tract. However,
follicles morphogenesis remained unaltered.

Key words: embryonic development, feathering, hatch
temperature.

INTRODUCAO

O processo de incubagdo é dependente de
fatores fisicos, como a temperatura, a umidade relativa,
a viragem dos ovos, a ventilacdo (DECUYPERE &
MICHELS,1992; LEANDRO et al., 2000) e fatores
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fisiologicos (THOMMES, 1987; TONA et al., 2003).
Entre os fatores fisicos, o de maior importancia na
determinacdo do bom desenvolvimento embrionario é
atemperatura de incubacdo. BAROTT (1937) jarevelava
que 37,8°C seria a temperatura 6tima para se obter
melhor eclosdo. A exposicdo do embrido a altas ou
baixas temperaturas durante o periodo de incubagao
tem diferentes efeitos sobre o seu desenvolvimento e
seu mecanismo fisiolégico é afetado em muitos
aspectos. Por exemplo, temperaturas extremas de 39°C
ou 30°C, por periodos constantes, sdo letais para 0s
embrides (DECUYPERE & MICHELS, 1992). Variagdes
de menor intensidade, abaixo ou acima de 37,8°C, podem
acelerar ou retardar o desenvolvimento do embrido
(LANCASTER & JONES, 1988; LEANDRO et al., 2000).
Alguns trabalhos foram realizados na area
de genética, por meio da introgresséo do gene pescoco
pelado (Na) em linhagens de frangos de corte para
aumentar a resisténcia ao calor, devido ao fato de esse
gene promover uma reducdo do empenamento,
principalmente na regido do pescoco, resultando em
uma maior habilidade em dissipar calor por meio das
areas superficiais expostas (DEEB & CAHANER, 1999).
O processo de empenamento envolve
complexos mecanismos influenciados por fatores
nutricionais, hormonais, genéticos e ambientais e pela
interacdo entre eles. Porém, vale ressaltar que o
empenamento é determinado durante o periodo
embrionario. Embora as penas possam apresentar
diferentes caracteristicas e diferentes formas durante
as diversas fases da vida da ave, cada pena sera
originaria de um foliculo e de uma papila localizada em
sua base. As sucessivas geracOes de pena crescem a
partir das papilas formadas durante a fase pré-natal.
Dessa forma, pode-se dizer que o nimero de penas de
uma ave adulta corresponde ao nimero de foliculos
formados no embrido (FURLAN & MACARI, 2002).
As trocas de oxigénio e CO, e o balanco
hormonal, principalmente da Triiodotironina (T),
Tiroxina (T,) e Corticosterona, sdo os fatores
fisiologicos de fundamental importancia para o
desenvolvimento embrionario (TULLETT, 1990; TONA
et al., 2003). As trocas gasosas dependem da taxa de
ventilacdo durante a incubagdo e das caracteristicas
do ovo, como a qualidade da casca e a viscosidade do
albimen. Quando a temperatura de incubagao € menor
que a recomendada, a partir do 17° dia, ha uma
diminuicao significativa nos niveis plasmaticos de Ts e
T, no periodo pré-natal, com retardo na bicagem
(DECUYPERE et al., 1981). Ja quando o tempo de
incubagcdo é aumentado, hd um aumento na
concentracdo de T; plasmatico do embrido
(OCKLEFORD etal., 1983), melhorando a condutancia

da casca e aumentando a eclodibilidade dos ovos
(CHRISTENSEN etal., 1991).

Os hormdnios da tiredide séo considerados
como 0s mais importantes no controle do crescimento
e do desenvolvimento das diversas estruturas corporais
(LAWRENCE & FOLLER, 1997; GIACHETTO, 1998).
O aumento nos niveis deste hormonio pode acelerar
os diversos mecanismos de controle do crescimento e
o0 desenvolvimento de um grande ndmero de 6rgdos,
como o cérebro e o figado, e a estrutura esquelética,
além de estimular o crescimento da cartilagem,
aumentando seu peso. Esta variagdo hormonal também
aumenta a sintese protéica, auxiliando a incorporagao
de aminoacidos sulfurados (DEUCHAR, 1952).
SPERMAN (1971) demonstrou que as células do
foliculo da pena crescem sob acdo direta dos horménios
T, e T,. Dessa forma, pode-se especular a existéncia de
alteragdes na formacdo do foliculo, que se inicia no
final da primeira semana, com a invaginagdo da
epiderme para a derme subjacente, que pode ser
provocada por alteracfes hormonais.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi
testar a hipotese de que o estresse térmico crénico por
frio ou calor, durante a incubag&o, possa modificar a
morfogénese da pena em frangos de corte portadores
do gene Na, ou do gene nana para a caracteristica de
empenamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 900 ovos fertilizados de
uma linhagem de frango de corte de crescimento lento,
homozigota dominante para o gene NaNa (ISA JA 57),
com peso médio de 63,19g, oriundos de matrizes de 43
semanas de idade. Também foram utilizados 900 ovos
férteis de uma linhagem hibrida comercial de frango de
corte de rapido crescimento (Cobb 500®), com peso
médio de 62,75g, também oriundos de matrizes de 43
semanas de idade. Os ovos foram identificados e
pesados individualmente antes de serem distribuidos
proporcionalmente em trés incubadoras® com
capacidade para 600 ovos cada, mantidas com
temperatura de 37,8° C do 1° (D1) ao 6° dia (D6) de
incubacdo. A partir do sétimo dia (D7) e até o nascimento
aos 21 dias (D21), uma das incubadoras teve a
temperatura reduzida para 36,8°C (temperatura fria-TF),
outra alterada para 38,8°C (temperatura quente - TQ) e
aterceira mantida a 37,8°C (controle - C).

Nos dias oito, nove, 10, 11, 12 e 16 e logo
apos o nascimento, foram selecionados 10 embriGes
de cada tratamento, provenientes de ovos de mesmo
peso, para a analise de microscopia de luz (avaliagao
dos foliculos). Nos D11, D16 e ao nascimento, também
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foram utilizados 10 embrides por tratamento, também
oriundos de ovos com mesmas caracteristicas, para
microscopia de varredura para analise de densidade
folicular. Cada embrido constituiu uma repeticéo para
cada tratamento.

As coletas foram constituidas por amostras
de pele das prerilosis dorsopélvica (dorso) e femural
(perna). Para a microscopia de luz, ap6s a coleta, 0s
fragmentos do dorso e da perna dos embribes foram
imediatamente fixados em solugdo de Bouim. Apds a
lavagem em alcool 50, contendo duas a trés gotas de
hidréxido de amonia para a retirada do fixador, o0s
fragmentos foram desidratados em série crescentes de
etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina.
De cada fragmento, foram obtidas 14 secc6es (semi-
seriadas) de 5um de espessura, as quais foram coradas
em Tricromio de Masson e montadas com balsamo do
Canada. Também foram coletados fragmentos das
regides dorsopélvica e femural para a analise de
microscopia eletronica de varredura?. As amostras das
duas regides foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato 0,1M pH 7,4 por 24 horas a 4°C. Ap6s a
fixac8o, os fragmentos foram lavados com uma solucéo
salina tamponada e pés-fixados por duas horas com
tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato. Em seguida,
as amostras foram lavadas novamente com a mesma
solucdo tampdo e desidratadas em uma série crescente
de etanol (50, 60, 70, 80, 90 e 100%). Apoés a obtencéao
do ponto critico de secagem, os fragmentos foram
metalizados com ouro e fotografados em um
microscopio eletrdnico de varredura. A densidade
média de foliculos foi obtida a partir da contagem do
nimero de foliculos em quatro electromicrografias
(foliculos por 337.500um?), por regido e por ave.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2
(temperaturas de incubacdo x linhagens). Os dados
foram submetidos & anélise de variancia e, em caso de
diferenca estatistica significativa, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (5%).

DISCUSSAO

N&o foi observada influéncia da temperatura
de incubac&o e da linhagem na densidade folicular nas
pterilosis femural (perna) e dorsopélvica (dorso) dos
embrifes D11 (Tabela 1). Aos 16 dias, entretanto, nota-
se um aumento no nimero de foliculos na regido dorsal
dos embrides incubados em temperatura quente
(38,8°C), acima da temperatura padréo, independente
da linhagem estudada.

O aumento no nimero de foliculos da regido
do dorso observada nos embrides D16 submetidos a

temperatura quente permaneceu até o nascimento
(D21). Entretanto, esse efeito ndo foi verificado paraa
densidade folicular da regido femural nos embrides.

A temperatura ideal para a incubagdo de
ovos de frangos foi motivo de muitas pesquisas
durante um longo tempo, sendo que o0s melhores
resultados encontrados sugerem a utilizacdo de
temperaturas variando entre 37,5° e 37,8°C (DEUCHAR,
1952). Grande parte dos estudos da utilizagdo de
diferentes temperaturas na embriogénese envolveu taxa
de desenvolvimento, e de metabolismo e anormalidades
nos embrides provocadas por variagBes na
temperatura. De modo geral, apregoa-se que pequenas
variacBes da temperatura, acima ou abaixo do que é
considerado padréo para a incubagdo (37,8°C),
aceleram ou retardam, respectivamente, o
desenvolvimento do embrido (LACASTER & JONES,
1988; LEANDRO et al., 2000). O que chama a atencao,
no entanto, € que as variagoes térmicas impostas aos
embriGes, verificadas nos trabalhos encontrados na
literatura, utilizam alteragdes ciclicas, por um periodo
curto de tempo, de seis a 24 horas (ANDE & WILSON,
1981; LEANDRO etal., 2000) e em fases especificas do
desenvolvimento embrionario, geralmente apds os 16
dias de incubacéo.

No presente trabalho, os tratamentos
térmicos impostos aos embrides foram empregados a
partir de periodos precoces de desenvolvimento (6°
dia), periodo que coincide com a maturagdo do eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide e com o inicio da
condensacdo de células na regido da derme, que
formarao as células germinativas da pena.

As variacOes de temperatura empregadas
no presente estudo, acima ou abaixo da temperatura
controle, ndo alteraram a densidade folicular dos
embrides até o D11. Porém, apds dez dias de estresse
por calor cronico, os embrides apresentaram um
aumento na densidade folicular na regido dorsal, devido
a esse aumento de temperatura, sendo que esta
diferenga permaneceu até o nascimento. Estes
resultados sugerem uma maior sensibilidade desta
regido a altas temperaturas durante a incubacéo, talvez
porque este aumento ocorreu coincidentemente no
mesmo periodo em que se inicia a formagao das células
germinativas das penas na pterilosis dorsal (6°). Pode-
se inferir também que a alta temperatura empregada na
incubacéo a partir do sexto dia teve menor efeito sobre
a formacao inicial do foliculo na regido da perna, medida
por meio da densidade folicular, uma vez que a formacéo
do gérmen da pena inicia-se no periodo que antecedeu
o tratamento térmico (5° dia de incubacéo).

Nas aves, as penas crescem em diferentes
velocidades, demonstrando existir uma hierarquia na sua
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Tabela 1 - Valores médios de densidade folicular (foliculos por 337,5um?) da porgdo medial da regifo dorsopélvica (dorso) e femural (perna)
de embrides com 11 e 16 dias de incubagdo e neonatos de frangos de corte de diferentes gen6tipos submetidos a diferentes

temperaturas de incubacéo.

————————— 11 dias--------- ---------16 dias--------- ---------21 dias---------
Tratamentos

Perna Dorso Perna Dorso Perna Dorso
Temperatura incubacéo
38,8°C (quente) 51,10 57,4 43,60 485a 37,12 40,02 a
37,8°C 58,00 56,5 38,80 38,8b 29,16 32,75b
36,8°C (fria) 58,10 53,10 38,00 36,9b 28,54 33,24 b
Linhagem
ISA Label 55,27 55,26 39,73 41,53 32,15 34,20
Cobb 56,40 56,53 40,57 41,26 30,85 35,67
ANOVA, valores de P
Temperatura (TP) 0,150 0,520 0,100 0,01 0,55 0,056
Linhagem (LI) 0,710 0,800 0,720 0,88 0,32 0,740
TP x LI 0,800 0,720 0,570 0,14 0,42 0,160
CV% 16,05 15,84 13,78 16,84 15,45 17,32

Meédias seguidas de letras diferentes (a,b) em uma mesma coluna, dentro de cada fator, diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

formacdo e uma diferenca na atividade dos foliculos.
Por exemplo, as penas levam aproximadamente quatro
semanas para cobrirem a regido dorsal e peitoral,
aproximadamente cinco semanas para cobrir a regido do
pescoco, abddmen e seis semanas, para cobrirem aregido
daperna (FURLAN & MACARI, 2002). Damesma forma,
na embriogénese, a formacao das estruturas que
compordo a pena seguem padrdes distintos de
desenvolvimento, que ndo seguem necessariamente o
padréo pds-natal. O que chama a atencdo, no entanto, é
que, embora a temperatura tenha promovido uma
alteracdo na densidade folicular na regido dorsopélvica,
pelo aumento no nimero de foliculos por area avaliada,
amorfogénese desta estrutura ndo foi alterada, mantendo
0 mesmo padrédo de desenvolvimento, independente da
temperatura de criacdo ou mesmo da linhagem. Portanto,
0 uso de de temperaturas mais elevadas pode ter reflexo
na densidade folicular, cabendo verificar se estamudanca
de temperatura de incubacdo pode promover outros
efeitos na embriogénese.

O crescimento total do gérmen da pena
(Figura 1 A - F) acontece até aproximadamente 12 dias.
No oitavo dia de idade, pode ser observada uma
organizacdo das células na derme, formando um
adensamento semelhante a feixes (Figura 1 B).

A partir do 10° dia de incubagdo, as células
da derme, na base do gérmen da pena, comegam um
processo de adensamento em direcdo a hipoderme
(Figura 1C e D). A divisao celular (mitose), que antes
empurrava as células formadas na derme para a

superficie da pele, devido a sua rapida proliferacéo,
agora segue em direcdo a regido proximal. Abase ndo
é 0 Unico sitio de crescimento, sendo que a mitose
também pode ser vista nas células intermediérias.
Comeca a partir dai o processo de invaginacdo da
epiderme.

No 11¢ e 12¢ dia de incubacdo, diversos
germens da pena ja invaginam para a camada papilar
da derme (Figura 1 E e F). Como a invaginacdo e o
crescimento das demais estruturas continuam, existe a
formacdo de um tubo estreito e profundo, onde as
células que compunham a gérmen da pena ficam mais
densas, achatadas, com dificil visualiza¢do do nucleo.
Estas células ocupardo parte mais profunda do foliculo,
formando a papila. Um corte transversal da papila
mostra a presenca de diferentes camadas de células. A
mais externa das camadas € formada por um conjunto
de células cuboides, chamadas de camada radiogénica.
A partir destas células serdo formadas as barbulas e as
barbiculas. Na parte central da papila, esta localizada a
polpa e também pode ser vista a vascularizacdo do
foliculo

Aos 14 dias as penas projetam-se acima da
pele, porém, os foliculos ainda ndo estdo ligados a
respectiva musculatura, o que s6 acontecera proximo
aos 16 dias (Figura 2 A-E). Amusculatura da pena pode
ser dividida em trés grupos: (1) muasculo eretor, que
liga a porcdo mais superficial do foliculo a porgéo
préxima da papila do foliculo anterior a ele; (2) masculo
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Figura 1 - Eletromicrografia de varredura (A) e corte transverso em microscopia de luz (B-F) da superficie da
epiderme da prerilosis dorsopélvica (dorso) de embrifes de frangos de corte da linhagem Cobb no 8° e no
12¢ dia de incubagdo, com alta temperatura (38,8°C). A: dorso de embrido no 10¢ dia. B: 8° dia. C: 10°
dia. D: 10° dia. E: 11¢ dia. F: 12¢ dia. (Tricrdbmio de Massom, 60X e 40X)

depressor, que liga a porgao mais superficial do foliculo
a porcédo proxima da papila do foliculo posterioraele e
(3) musculo retrétil, que liga a porgao superficial do
foliculo anterior ao posterior.

Neste estagio inicial, que consiste no
periodo de formacéo do gérmen, descrito e visto acima,
até a formacdo da papila, as penas apresentaram um
mesmo crescimento cronoldgico entre as linhagens
estudadas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo séo
indicativos de que a temperatura de incubacdo acima
da recomendada (38,8°C) pode promover alteracGes na
densidade folicular na pterilosis dorsopélvica,
resultando em aumento no ndmero de foliculos nesta
regido. Embora a alta temperatura de incubacao afete o
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Figura 2 - Corte transverso em microscopia de luz (A-D) e Eletromicrografia de varredura (E) da superficie da
epiderme da regido dorsal (dorso) de embrides da linhagem Cobb aos 16 dias de incubacgéo, com temperaturas
acima da padrdo. A e C: detalhe do foliculo com respectivo muasculo eretor. B: foliculos ligados pela
musculatura retratil. D: projecdo das penas. E: vista superficial do empenamento. Figura A — C: Tricromio
de Massom, 60X e 40X.
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