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RESUMO

O estresse térmico € uma das principais fontes de estresse oxidativo. Estudos demonstram que
0 estresse térmico durante o periodo embrionario afeta significativamente a fisiologia animal,
podendo causar prejuizos ao desenvolvimento corporal. As proteinas de choque térmico (HSPs)
sdo importantes para o organismo do animal por proporcionar protegédo celular contra o estresse
térmico por meio de diferentes mecanismos, incluindo o desenvolvimento de termotolerancia,
a modulacgdo de vias de sinalizacdo apoptdticas e antiapoptoticas e a regulacdo de condicdes
redox celulares. Dessa forma, nosso objetivo foi avaliar os efeitos da temperatura de incubacéo
sobre o desempenho produtivo da progénie por meio das seguintes analises: taxa de eclosdo
total, peso ao nascimento, porcentagem de saco vitelinico residual nas idades embrionarias de
16 e 18 dias, peso relativo de Orgdos e a expressdo dos genes receptor do horménio do
crescimento (GHR), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) e proteina do
choque térmico de 70 kDa (HSP70). Para isso, foram utilizados 200 ovos de codornas (Coturnix
coturnix japonica) incubados em duas temperaturas diferentes: 37,5°C (controle — CTL, n =
100) e 38,5°C (alta temperatura — AT, n = 100). No 16° e 18° dia de incubacdo, os ovos foram
pesados e 6 embrides de cada idade, foram selecionados aleatoriamente de cada incubadora
(CTL e AT), em seguida foram pesados e 0s 6rgdos foram extraidos para a pesagem e analise
de expressao génica (figado). Apds a eclosdo, 120 pintainhos saudaveis foram pesados logo ao
nascer e separados em 2 tratamentos referentes a temperatura de incubacgéo (CTL, n = 60 aves;
e AT, n = 60 aves). Aos 15 dias de vida, 6 aves de cada tratamento foram selecionados
aleatoriamente, pesados e abatidos para a coleta de 6rgdos a serem utilizados nas analises de
peso relativo de 6rgaos e de expressdo génica. A presente pesquisa mostrou que 0s embrides
incubados em AT tiveram maior taxa de ecloséo total (74,36 = 20,52%) que 0s ovos incubados
em CTL (65,00 £ 18,36%) (P<0,05). Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) em
relacdo ao peso relativo dos 6rgaos entre os tratamentos AT e CTL tanto na idade embrionéria
E16 quanto E18. Os embrides de ovos incubados em AT na idade E16 apresentaram maior peso
embrionario (PE), peso relativo do trato intestinal (PRTI) e peso relativo do proventriculo +
moela (PRPM) e os embrides incubados em temperatura CTL apresentaram maior peso relativo
do saco vitelino (PRSV) e peso relativo do coracdo (PRC) (P<0,05). Na idade embrionaria E18,
os embrides de ovos incubados em CTL apresentaram maior peso do ovo (PO) e PRSV e os
embrides de ovos incubados em AT apresentaram maior peso relativo do figado (PRF) e PRC
(P<0,05). Os pintainhos com 15 dias de idade oriundos de ovos que foram incubados na CTL,
demonstraram ter maiores valores de PRF, peso relativo do baco (PRB) e PRTI quando
comparados com aqueles pintainhos oriundos de ovos incubados em AT (P<0,05). Os
resultados de expressdo génica no figado mostraram que os embrides com idade E16 incubados
em alta temperatura apresentaram maior expressdo dos genes GHR e HSP70 (P<0,05) quando
comparados aos embrides incubados em temperatura controle. Ja, os embrides com idade E18,
assim como os pintainhos com 15 dias de vida, a alta temperatura de incubagéo resultou em
maior expressdo dos genes GHR e IGFI (P<0,05). Assim, podemos concluir que a temperatura
de incubacdo pode influenciar parametros importantes no desenvolvimento embrionario com
consequéncias também no periodo de pds-eclosao.

PALAVRAS CHAVES: Aves, Embriogénese, Estresse oxidativo, Hormdnios do crescimento,
Incubacdo, Proteinas do choque téermico, Zootecnia.



ABSTRACT

Heat stress is one of the main sources of oxidative stress. Studies have shown that heat stress
during the embryonic period significantly affects animal physiology and may impair body
development. Heat shock proteins (HSPs) are important for the animal's organism for providing
cellular protection against heat stress through different mechanisms, including developing
thermotolerance, modulation of apoptotic and anti-apoptotic signaling pathways, and regulation
of redox conditions cell phones. Thus, our objective was to evaluate the effects of incubation
temperature on the productive performance of the progeny through the following analyses: total
hatching rate, birth weight, percentage of residual yolk sac at embryonic ages of 16 and 18 days,
the relative weight of organs and expression of growth hormone receptor gene (GHR), insulin-
like growth factor 1 (IGF1) and heat shock protein 70 kDa (HSP70) genes. For this, 200 quail
eggs (Coturnix coturnix japonica) were incubated at two different temperatures: 37.5°C
(control - CTL, n = 100) and 38.5°C (high temperature - AT, n = 100) . On the 16th and 18th
day of incubation, the eggs were weighed and 6 embryos of each age were randomly selected
from each incubator (CTL and AT), then they were weighed and the organs were extracted for
weighing and gene expression analysis (liver). After hatching, 120 healthy chicks were weighed
at birth and divided into 2 treatments according to incubation temperature (CTL, n = 60 birds;
and AT, n = 60 birds). At 15 days of life, 6 birds from each treatment were randomly selected,
weighed and slaughtered for the collection of organs to be used in the analysis of relative weight
of organs and gene expression. The present study showed that embryos incubated in AT had a
higher total hatching rate (74.36 + 20.52%) than eggs incubated in CTL (65.00 + 18.36%)
(P<0.05). Significant differences (P<0.05) were observed in relation to the relative weight of
the organs between the AT and CTL treatments both at E16 and E18 embryonic ages. Embryos
from eggs incubated in AT at age E16 had higher embryonic weight (PE), relative intestinal
tract weight (PRTI), and relative weight of proventriculus + gizzard (PRPM), and embryos
incubated at CTL temperature had higher relative yolk sac weight (PRSV) and relative heart
weight (PRC) (P<0.05). At embryonic age E18, embryos from eggs incubated in CTL had
higher egg weight (PO) and PRSV, and embryos from eggs incubated in AT had higher relative
liver weight (PRF) and PRC (P<0.05). Chicks with 15 days of age from eggs that were
incubated in the CTL, were demonstrated to have higher values of PRF, relative spleen weight
(PRB), and PRTI when compared to those chicks from eggs incubated in AT (P<0.05). The
results of gene expression in the liver showed that embryos aged E16 incubated at high
temperature showed higher expression of genes GHR and HSP70 (P<0.05) when compared to
embryos incubated at control temperature. As for embryos aged E18, as well as chicks aged 15
days, the high incubation temperature resulted in greater expression of the GHR and IGFI genes
(P<0.05). Thus, we can conclude that the incubation temperature can influence important
parameters in embryonic development with consequences also in the post-hatching period.

KEYWORDS: Avians. Embryogenesis. Oxidative stress. Incubation. Heat shock proteins.
Growth hormones. Zootechnics.



INTRODUCAO

Embriogénese aviaria

A embriogénese € 0 momento de maior importancia na vida dos animais. No inicio do
desenvolvimento todos os embribes de vertebrados formam camadas de células a partir das
quais todos os tecidos e 6rgdos serdo formados (LAHUNTA e GLASS, 2016). O inicio desse
desenvolvimento € um momento de rapida metilacdo do DNA a medida que as células
proliferam e se diferenciam, alterac6es causadas por fatores como o estresse térmico nessa fase
podem aumentar o risco de defeitos congénitos, principalmente no tubo neural (JAWAID et al.,
2021).

A embriogénese aviaria é uma plataforma perfeita para examinar os efeitos de fatores
exogenos no desenvolvimento embrionario (LI et al., 2021). Em geral, na primeira semana de
incubacdo, o embrido de codorna comeca a crescer, ha o aparecimento dos primordios traqueais,
vasos sanguineos na superficie da gema, pigmentacdo do globo ocular e 0 embrido torna-se
aparente, com pernas e asas formadas, cabeca, corpo e bico claramente diferenciados. Na
segunda semana, os dedos dos pés estdo completamente separados um do outro, hd o
alongamento do embrido, a queratinizacdo e o corpo € coberto por penugem. Na Ultima semana,
0 embrido continua a crescer, o0 volume de liquido amniético comeca a diminuir, a célula de ar
é perfurada pelo bico, a respiracdo pulmonar comega, € o filhote sai do ovo (BAI et al., 2016).

Durante o desenvolvimento inicial, os embrides de aves dependem exclusivamente dos
componentes do ovo para crescimento e desenvolvimento. A gema é um desses componentes,
e apresenta uma infinidade de elementos, como lipidios, carboidratos, hormdnios e anticorpos,
que sdo fisiologicamente relevantes para o embrido em crescimento (BUZALA et al., 2015).
Fatores relacionados a incubacdo, como por exemplo a temperatura, umidade e oxigénio podem
interferir no aproveitamento adequado dos nutrientes da gema, causando impacto direto sobre
0 desenvolvimento e metabolismo embrionario (JANISCH et al., 2015). Esses fatores, podem
no final da incubacgéo apresentar cerca de metade do total de mortes durante todo o processo de
incubacgéo, sendo o principal fator dessas mortes, a aceleracdo do metabolismo oxidativo,
devido a conversdo da respiracdo corioalantoica do embrido dentro do ovo, para a respiracdo
pulmonar (LI et al., 2020). Sob essas condicdes de estresse, as proteinas do choque térmico
(HSPs) interagem com as proteinas celulares para manté-las adequadamente unidas e
funcionais, exibindo, portanto, uma contribui¢cdo importante para a integridade celular, assim a

HSP é um biomarcador promissor para avaliar como um organismo pode manter o



funcionamento celular sob desafios ambientais e condi¢fes de desnaturagdo de proteinas
(AKBARIAN et al., 2016).

A glandula tireoide é a primeira glandula endocrina a aparecer durante o desenvolvimento.
Essa glandula consiste em dois tipos de células, as foliculares que sintetizam os hormonios
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e parafoliculares produtoras de calcitonina (MAEDA et al.,
2015). Durante o desenvolvimento embrionario das aves, 0s hormonios tireoidianos coordenam
a expressdao de uma infinidade de genes, garantindo assim que a sequéncia correta de
proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo celular seja seguida em cada tecido e 6rgdo (BUZALA
et al., 2015). Como resultado, a expressdo intempestiva ou tardia dos genes relacionados a esse
horménios pode comprometer o desenvolvimento e o funcionamento de 6rgdos importantes de
forma persistente e irreversivel (DARRAS, 2019).

Os hormdnios tireoidianos sdo essenciais para o desenvolvimento correto de quase todas as
estruturas do corpo do embrido desde os primeiros estagios de desenvolvimento, sdo ainda
reguladores enddcrinos cruciais no desenvolvimento muscular dos embrides e do processo de
ecloséo e metabolismo pos-eclosdo (BELNAP et al., 2019). Estudos também mostram que as
taxas de sobrevivéncia do embrido melhoram quando os niveis de hormonios tireoidianos
embrionarios aumentam (BUZALA et al., 2015; HEGAB et al., 2019).

Genes de crescimento

Um papel importante na regulacdo do crescimento animal também € desempenhado pelo
sistema neuroendocrino, em particular o eixo hipotdlamo-hipéfise-somatotrépico. O horménio
do crescimento (GH) ou somatotrofina é um potente hormonio proteico anabolizante secretado
pelas células da hipofise anterior, age principalmente na cartilagem epifisaria para crescimento
dos 0ssos longos e muasculos, aumentando a massa muscular (KASUYA, 2016). Ele pode agir
de forma direta ao se ligar aos seus receptores (GHR), ou ainda, de forma indireta pelo estimulo
da producéo hepética dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), que estimula o
crescimento das aves (BUZALA et al., 2015). O principal controle neuroendécrino da
expressao do GH pelas células somatotroficas € realizado pelo horménio liberador de GH
(GHRH) que estimula a transcrigdo génica do GH via aumento de AMPc intracelular e ativacéo
da proteina quinase A (KASUYA, 2016).

Estressores externos, como estresse térmico, podem afetar os processos envolvidos na
producdo de IGF1 com base no impacto negativo na microbiota intestinal e nas atividades das
enzimas antioxidantes. HUMAM et al. (2019) mostraram que aves estressadas pelo calor sem

suplementacdo pds-bidtica apresentaram expressao significativamente menor de IGF1,
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indicando que a expressdao do mesmo pode ser aplicada como base para um indice de
crescimento em frangos de corte estressados pelo calor.

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo I sinaliza que ha nutriente disponivel para
a célula, para estimular a sintese proteica e a proliferacdo celular. Um efeito concomitante das
mudancas na ingestdo de carboidratos é o efeito indireto que ocorre como resultado das
mudancas na secre¢do de insulina. Isso ocorre porque a sintese de IGFI no figado também é
regulada pela insulina (CLEMMONS, 2012). Outros hormdnios que regulam a bioatividade do
IGFI incluem o cortisol, que antagoniza as ac6es do IGFI e, portanto, pode resultar em um
aumento nas concentragdes séricas do mesmo, e a tiroxina, que € necessaria para a biossintese
normal do IGF-1 (CLEMMONS, 2012).

O IGF1 controla o crescimento do musculo esquelético, que é produzido sob o controle de
GH e GHR. Estimulando a hipertrofia muscular esquelética e inibe a atrofia muscular (HAFEZ
et al.,, 2022). As caracteristicas de crescimento e carcaca estdo entre as caracteristicas
econémicas mais importantes que estdo sujeitas a uma quantidade significativa de controle
genético (XU et al.,, 2013). A regulacdo genética das caracteristicas de crescimento é
monitorada pelo genotipo da raca e pela via dos genes do eixo somatotropico, GH e IGFI (EL-
ATTROUNY et al., 2020).

Assim, o GH pituitario controla as concentracGes de IGF1 e T3 no corpo; no entanto, o
crescimento também é dependente do efeito imediato do T4 e de sua forma ativa, o T3,
juntamente com a interacdo entre os hormdnios tireoidianos e o eixo GH-IGF1 (BUZALA et
al., 2015). Por isso, a miogénese embrionaria é caracterizada pela proliferacdo dos mioblastos
(células musculares), e apés a eclosdo um alto numero de fibras musculares sdo alcancadas
através da hipertrofia. Estes processos sdo regulados pela expressao de genes como o proteina
nuclear embrionaria musculoesquelética 1 (MUSTN1), GH e IGF1 e suas inter-relacfes (ZHU
et al., 2020).

Parametros importantes na incubacéo

E amplamente aceito que a massa muscular final e a eclodibilidade sdo determinadas pelo
ambiente embrionério. Fatores como a idade dos pais, duracdo do armazenamento dos ovos ou
armazenamento e temperatura de incubacdo (HYANKVA et al., 2015), viragem do ovo
(MORAES et al., 2008; SHOJAEI et al., 2015), umidade relativa do ar (BAI et al., 2016;
BURGGREN e ELMONOUFY, 2017; ABUOGHABA et al., 2021), e peso dos ovos (UCAR
et al., 2020) sdo conhecidos por afetar a qualidade dos ovos e a taxa de desenvolvimento



embrionario, bem como também poderiam modificar o efeito do tamanho do ovo no
desenvolvimento embrionario e no sucesso da ecloso.

O desenvolvimento do embrido, as caracteristicas dos pintinhos (peso ao nascer e qualidade
do pintinho) e a eclodibilidade estdo associados, entre outros fatores ao peso do ovo incubado
(HANAFY et al., 2019). As diferencas observadas nessas caracteristicas também dependem da
genética da linhagem, que pode afetar a producéo e pardmetros dos ovos, desenvolvimento
embrionario e parametros dos pintinhos (GRZEGRZOLKA e GRUSZCZYNSKA, 2019).

A codorna japonesa (Coturnix coturnix japonica) € a menor espécie aviaria criada para
producdo de ovos e carne, e também assumiu importancia mundial como animal de laboratorio.
Estas aves tém sido amplamente utilizadas para estudos biolégicos e genéticos por
apresentarem vantagens como tamanho corporal pequeno, facil manejo e grande nimero de
aves podem ser mantidas em um espaco limitado (ALKAN et al., 2013). Além disso, as
codornas japonesas se desenvolvem mais rapido que as aves da espécie Gallus gallus
domesticus (galinhas), atingem a maturidade sexual em cerca de 8 semanas, contra 0s 5 a 6
meses necessarios para as galinha (ABUALI et al., 2019).

Adequada condicao de incubacdo é essencial para que as codornas se desenvolvam na sua
melhor performance (WANG et al., 2019). Considerando que espécies avicolas comerciais,
como as codornas, passam quase metade de sua vida total dentro do ovo, fatores que interferem
no desenvolvimento embrionario podem afetar o desempenho e a satide pos-eclosdo dessas aves
(CRUZ et al., 2019). Experiéncias precoces, incluindo o ambiente pré-natal, sdo conhecidas
por influenciar uma ampla variedade de mecanismos envolvidos na elaboracdo do fenotipo
(BELNAP et al., 2019).

Condigdes inadequadas de criacdo no inicio da vida podem levar ao desenvolvimento de
consequéncias desfavoraveis na salde e no bem-estar animal. O ambiente pré-natal € conhecido
por influenciar o fenotipo adulto em varias espécies, em parte por mecanismos epigenéticos.
Esses mecanismos participam da regulacéo da expressdo génica e podem induzir modificagdes
do fendétipo. Modificagdes no ambiente do embrido, como a presenga de contaminantes
quimicos, por exemplo, podem induzir mudancas epigenéticas durante o desenvolvimento de
células somaticas e eventualmente de células germinativas afetando a prole das prdximas
geracOes (CRUZ et al., 2019; CERUTTI et al., 2022).

Nos ultimos anos, um numero crescente de estudos mostrou que a informacéo epigenética

pode ser transmitida através das geragdes, assim alguns efeitos induzidos por estressores



ambientais podem ser transmitidos entre geragdes (LEROUX et al., 2017; SANTANA et al.,
2021; CERUTTI et al., 2022).

Temperatura de incubacéo

Numerosos estudos demonstraram que a temperatura de incubacg&o é o fator ambiental mais
importante para a embriogénese aviaria. Para que exista uma incubacdo adequada, 0s
parametros, como temperatura, umidade, ventilacdo e viragem dos ovos em uma incubadora
devem ser ideais (RAMLI et al., 2015; HOPE et al., 2018; SANJAYAN et al., 2018; LI et al.,
2021).

A temperatura de incubacdo é um dos fatores fisicos mais importantes que afetam o
crescimento embrionario e a formacdo de fibras musculares durante a miogénese embrionaria
(LIU et al., 2015; BEN-EZRA et al., 2017; BELNAP et al., 2019). Temperatura mais alta
durante a incubacdo pode acelerar o crescimento e desenvolvimento muscular. Esses resultados
podem ser explicados pela expressdo de marcadores de proliferagdo, como Pax-7 e fatores
reguladores miogénicos (CHOI et al., 2016). Curiosamente, a cultura de células miogénicas
primarias em uma temperatura de incubacdo mais alta conserva o fenotipo de fibra muscular
lenta do masculo aviario embrionario inicial (CHOI et al., 2016).

Segundo estudos realizados com codornas, para que ocorra 0 adequado desenvolvimento
embrionario, os ovos férteis sdo colocados em incubadora com controle totalmente automatico
para incubacdo e com temperatura ideal recomendada para a espécie, em torno de 37,8°C nédo
variando mais que 0,3 °C, e umidade relativa média entre 55 a 65% (MORAES et al., 2008;
ALKAN etal., 2013; SHOJAEI etal., 2015; EZRA et al., 2017; REYNA et al., 2017; MAMAN
etal., 2018; ABUALI et al., 2019; HANAFY etal., 2019; HEGAB et al., 2019; Ll et al., 2021;
SOLIMAN e MADKOUR, 2021).

CAl et al. (2019) descreveram brevemente o estagio embrionario inicial em codornas de
peito azul e descobriram que a embriogénese desacelerou progressivamente a medida que a
temperatura de incubacdo diminuiu. Semelhante & codorna japonesa, o tempo de incubagéo da
codorna-de-peito-azul é de 16 a 17 dias (STAINTON et al., 2022).

Como o embrido em desenvolvimento é pecilotérmico, qualquer alteracdo na temperatura de
incubacdo pode afetar o tamanho do embrido (REYNA et al., 2017), periodo de incubacéo
(ZHAO et al., 2017), o crescimento dos Orgdos, a taxa metabdlica, o desenvolvimento
fisiologico (CARVALHO et al., 2020), o sucesso da eclosdo (ALKAN et al., 2013; STIER et
al., 2020; EL-SHATER et al., 2021) e também o desenvolvimento da coordenacdo motora do
filhote (BELNAP et al., 2019).



Estudos demonstram que 0 uso de estresse térmico continuo durante o periodo inicial de
incubacdo afeta significativamente a eclodibilidade, o hormonio T3, as reagdes corporais
fisioldgicas, peso dos foliculos de codornas, tamanho do embrido, o crescimento dos érgdos do
corpo, peso do ovo, aumenta a mortalidade embrionaria, além de afetar a vida dos animais pos-
ecloséo interferindo no ganho de peso (BEN-EZRA et al., 2017; ABUOGHABA et al., 2021).

O aumento da temperatura de incubacdo de ovos de codornas japonesas afetam a
sobrevivéncia embrionaria e pos-eclosdo, o crescimento, as temperaturas superficiais e as
caracteristicas sanguineas potencialmente relacionadas a capacidade de termorregulacao
(CARVALHO et al., 2021). J& em uma manipulacdo térmica controlada, protocolos
intermitentes de manipulacéo térmica de curto prazo (3-6 h) (39-40 °C) durante a embriogénese
inicial melhora o crescimento das fibras musculares do peito e hipertrofia na fase pos-natal aos
35 dias, assim podendo ser recomendados para aumentar o crescimento da massa muscular e 0

rendimento do musculo do peito em codornas de corte (EL-SHATER et al., 2021).

Proteinas de choque térmico (HSPs)

No organismo animal as proteinas do choque térmico (HSPs), sdo expressas em diferentes
tipos de tecidos e células em resposta a inimeros fatores, incluindo os distarbios celulares
ocasionados por exemplo pelo estresse oxidativo induzido pelo calor e estdo envolvidas em
muitas vias promotoras (AKDEMIR et al., 2015). As HSPs sdo chaperonas moleculares
altamente conservadas que servem para manter os processos celulares durante o estresse,
incluindo extremos térmicos (KANG e SHIN, 2021). Elas sdo responsaveis em manter a
homeostase proteica dando suporte ao dobramento, manutencdo, degradacéo e transporte de
proteinas, sendo sintetizadas em maior parte, apds o estresse oxidativo, em uma tentativa de
manter a homeostase (GALLETA et al., 2022).

As HSPs sdo classificados em 6 familias distintas com base em seus pesos moleculares,
HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 alfa, HSP90 beta e ubiquitina (VINOTH et al., 2015), além
das pequenas proteinas de choque térmico (SHSPs) que sdo caracterizadas por seu baixo peso
molecular (15-40 kDa) (BASAKI et al., 2020).

Segundo a literatura, 0 estresse térmico leva ao estresse oxidativo, que prejudica o
desempenho, aumenta a concentracdo sérica de colesterol e a proteina nuclear hepatica,
levando ao inicio da expressdo de HSPs em Orgédos vitais, com o0 objetivo de manter a
homeostase das reagdes corporais (AKDEMIR et al., 2015; AL-ZGHOUL e SALEH, 2020).
Algumas HSPs sdo constitutivamente expressas e envolvidas em fungdes de manutengdo. Sob

condicdes de temperatura elevada, as células aumentam significativamente a expressdo de
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outras HSPs para proteger contra o dano celular associado a esses estressores. A manipulagédo
térmica (TM) durante a embriogénese (pré-natal) induz a memoria fisiolégica devido a
adaptacdo epigenética a alta temperatura, provocando tolerancia térmica melhorada durante a
vida pos-natal (VINOTH et al., 2015).

Uma das HSP mais estudadas é a HSP70, que é muito importante para a viabilidade celular
durante ambientes estressantes. A expressdo de HSP é induzida por fatores de transcrigdo de
choque térmico (HSF), como HSF1 e HSF3 (AL-ZGHOUL e SALEH, 2020). O grau de
tolerancia térmica estimulada esta relacionado com a expressao de HSPs, e aquela com peso
molecular de 70 kDa parece estar mais intimamente associada a tolerancia ao calor seguida pela
HSP27 e ubiquitina. A hipertermia induzida pela exposi¢cdo ao calor parece aumentar a
atividade e a quantidade do fator de transcricdo de choque térmico aumentando a sintese de
MRNA HSPs (VINOTH et al., 2015).

As proteinas de choque térmico estdo associadas aos niveis de corticosterona e ao
desempenho do crescimento. A expressao de HSP70 aumenta em condigdes estressantes e pode
ser usada como um indicador de estresse térmico. Além disso, a proteina HSP70 protege as
células impedindo a degradacéo da funcao proteica por meio da inibicdo da agregacéo de outras
proteinas (KANG e SHIN, 2021).

Em estudo realizado por LIU et al. (2019), a proteina de choque térmico 70 (HSP70) foi
maior nos grupos de pintainhos com 15 dias de idade, que passaram por estresse agudo e crénico
pelo frio, o qual causou estresse oxidativo e lesdo inflamatoria nos tecidos cecais e influenciou
a microbiota cecal, assim o aumento da expressdo de HSP70 pode contribuir na protecdo do
ceco contra o estresse por frio em codornas no estagio inicial. SANTANA et al. (2021)
encontraram que méaes em estresse térmico geraram filhos com maior expressao de HSP70 do
que as maes criadas em condigOes termoneutras.

Ja as proteinas de choque térmico pequenas (SHSPs) sdo um grupo de HSPs que participam
de muitas fungdes celulares como resposta a diferentes estressores (BASAKI et al., 2020). A
participacdo em muitas funcdes, como prevencao da agregacdo de proteinas e muitas outras
atividades celulares, como resposta ao estresse, degradacdo de proteinas, manutencdo da
integridade do citoesqueleto, morte celular, diferenciagdo, regulacdo do ciclo celular,
transducéo de sinal e desenvolvimento ¢ atribuida as SHSPs.

Assim, a expressdo de HSP tem sido usada como um indicador de estresse ambiental em
organismos vivos. A regulacdo positiva e o acimulo de HSP podem melhorar o reparo e a
substituicdo de células danificadas em condicdes estressantes (KANG e SHIN, 2021).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Neste estudo, o objetivo geral foi avaliar o efeito de duas temperaturas de incubacéo sobre

o desenvolvimento embrionario e de pintainhos de codornas de postura aos 15 dias de idade.

Objetivos Especificos:
Avaliar os efeitos da temperatura de incubacéo sobre o desempenho produtivo da progénie,

por meio das seguintes analises:

Peso do ovo;

e Taxa de eclosdo;

e Peso ao nascimento;

e Porcentagem de saco vitelino residual dos embrides aos 16 e 18 dias;

e Peso relativo de 6rgdos (figado, coracdo, trato intestinal (delgado e grosso) e proventriculo
+ moela) dos embrides aos 16 e 18 dias;

e Peso vivo e relativo de 6rgdos (figado, coracdo, baco, bursa de fabricius, pancreas, trato
intestinal (delgado e grosso), e do proventriculo + moela) dos pintainhos aos 15 dias.

e Expressdo dos genes relacionados ao crescimento (GHR E IGF1) e ao estresse térmico

(HSP70) nos embrides e pintainhos aos 15 dias de idade.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental de Iguatemi, da Universidade
Estadual de Maringa (Maringa-Paran4, Brasil), de acordo com as diretrizes do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA — no 6098240322) da Universidade Estadual de Maringa, Brasil.

Matrizes

Um total de 200 codornas de postura (Coturnix coturnix japonica) sendo 100 fémeas e 100
machos, obtidas de um criatério comercial, foram criadas em circulos de eucatex (separados
por sexo) em ambiente climatizado, com camas forradas com papel corrugado, comedouros do
tipo bandeja e bebedouros infantis, do primeiro até os 42 dias de idade. Nesse momento, 0s
animais foram transferidos para o galpdo de postura, com paredes laterais de alvenaria com
0,50 m de altura, completadas com tela de arame até o telhado e cortinas laterais moveis,
contendo gaiolas individuais de arame galvanizado, bebedouros do tipo nipple e comedouro
tipo calha.

A partir dos 42 dias de idade, as aves foram mantidas em ambiente com iluminacédo
(aproximadamente 12 h de luz e 12 h de escuro) e ventila¢do natural, utilizou-se uma dieta para
atender as exigéncias da fase de postura de acordo com ROSTAGNO et al. (2017), contendo:
EMA (kcal/kg)= 2795,30, PB (%)= 19,6, Célcio (%)= 3,15, e Fdsforo disponivel (%)= 0,33
durante todo o periodo experimental. Durante o periodo de 42 a 98 dias de idade o
desenvolvimento das aves e a taxa de postura foram monitorados diariamente, e 0s animais
tiveram livre acesso a agua e a racao durante todo o periodo experimental.

Aos 98 dias de idade, 64 fémeas com peso corporal médio de 150 g e taxa de postura de
aproximadamente 85%, foram selecionadas, e 0s machos (n = 64) com pesos vivos médios de
aproximadamente 135 g foram separados para serem utilizados no experimento.

A partir dos 98 dias, 0s machos foram colocados em contato com as fémeas por uma hora,
uma vez ao dia, durante o periodo de 21 dias. Para minimizar o possivel efeito parental dos
machos foi realizado um sistema de rodizio entre os casais. Nos primeiros dez dias de
acasalamento, os ovos foram apenas contabilizados. Do 11° ao 21° de acasalamento, 0s ovos
foram coletados para incubacéo, pesados, e mantidos em ambiente com temperatura controlada

de 22 °C, ate o dia da incubacéo, que ocorreu no 11° dia de coleta (21° dia de acasalamento).

Incubacéo
Para verificar o efeito da temperatura de incubacéao, 200 ovos de codornas (Coturnix coturnix

japonica) foram incubados em duas incubadoras (Modelo Luna 240 - Chocmaster®)
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programadas para estarem com temperaturas diferentes: 37,5°C (incubadora controle — CTL, n
=100) e 38,5°C (incubadora de alta temperatura — AT, n =100). A umidade relativa das duas
incubadoras foi mantida em 60% e o sistema de rolagem dos ovos ocorreu de forma automatica
a cada duas horas. Para minimizar o efeito dos dias de armazenamento, os ovos foram
distribuidos nas incubadoras em blocos, de acordo com o dia da coleta. A partir do 16° dia de
incubac&o o sistema de rolagem dos ovos foi desativado e 0s nascimentos foram acompanhados
até o 18° dia de incubacdo. Nesse periodo, os pintainhos recém eclodidos foram pesados para
obtencdo do peso ao nascimento.

Além disso, no momento da coleta 16° e 18° dia de incubacdo, foi feito a pesagem do ovo e
posteriormente ele foi aberto e 6 embrides na idade embrionéria E16 e 6 embrides E18,
respectivamente, foram selecionados aleatoriamente, de acordo com a incubadora (CTL e AT).
Em seguida os mesmos foram abatidos, e o peso total do embrido foi determinado. O saco
vitelino residual, o coracdo, o figado, o trato intestinal, o proventriculo + moela foram coletados
e pesados para calcular o peso relativo dos 6rgaos. Amostras de figado dos embriGes nas idades
E16 e E18, foram coletadas em microtubos contendo Trizol e mantidos a -80°C até o0 momento
da anélise de expressao génica.

O numero de animais nascidos vivos e a taxa de eclosdo (%) também foram avaliados.

Pos-ecloséo

Para avaliarmos o efeito da temperatura de incubacao sobre os pintainhos pos-eclosao, logo
apos 0 nascimento 60 pintainhos saudaveis de ovos incubados na CTL e 60 pintainhos de ovos
incubados na AT foram pesados, identificados e distribuidos em 2 grupos CTL e AT. Os
animais foram criados de maneira convencional em circulos de protecdo (Eucatex) com piso
forrado com papel corrugado, em ambiente climatizado mantendo a temperatura de conforto
térmico do animal do primeiro ao 15° dia de idade. Os animais receberam ragéo convencional
formulada para atender as exigéncias nutricionais dessa fase inicial (1-15 dias) (2898,958
kcal/kg de energia metabolizavel aparente e 20,694% de proteina bruta; ROSTAGNO et al.
2017). Nesse periodo de 15 dias, os pintainhos tiveram livre acesso a agua e a ra¢do. No 15° dia
de vida, seis animais de cada tratamento escolhidos com base no peso médio do grupo ( £5%)
foram sacrificados por deslocamento cervical, para a coleta e pesagem do figado, coracéo, baco,
da bursa de Fabricius, do trato intestinal (delgado e grosso), pancreas e da moela +
proventriculo. O peso relativo dos 6rgédos foi calculado como: (peso do érgdo/peso da ave) x
100.
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Logo apds a pesagem do figado, fragmentos do lobo esquerdo desse tecido foram coletados
e adicionados em microtubo contendo Trizol e em seguida foram armazenados em freezer a -

80°C até 0 momento das analises de expressao génica.

Expressao génica

Para a analise de expressao génica o figado de 4 animais por tratamento (idades embrionarias
E16 e E18; e 15 dias de idade) foram utilizados. 0 RNA foi extraido com Trizol® de acordo
com as normas do fabricante (Invitrogen, Carlsbad CA, USA). A concentragdo total de RNA
foi mensurada usando espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm. As amostras de
RNA foram tratadas com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), para remocao de possiveis
residuos de DNA genbémico, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para sintese do
DNA complementar (cDNA), foi utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription System
(Promega Corporation, USA) de acordo com as normas do fabricante.

Para as reacOes de (RT-qPCR), foi utilizado o corante fluorescente SYBR Green (SYBR®
SYBR Green PCR Master mix, Applied Biosystems, EUA). A reacdo de amplificacdo continha
5 pL de cDNA diluido a 40 ng, 0,5 pL de cada primer a 10 uM (a concentracdo final da reacéo
foi de 200 uM), 12,5 pL de SYBR® GREEN PCR Master Mix e 6,5 pL de 4gua, com um
volume final de 25 pL. Para medir a eficiéncia de cada primer, uma série de reacGes de 25 pl
foi realizada semelhante a anterior utilizando 5uL de pool de cDNA a partir de uma diluicdo
em série (80 ng/pL, 40 ng/uL, 20 ng/uL e 10 ng/pL). A programacdo do termociclador para
todos os genes foi: 95°C durante 10 minutos, em seguida 40 ciclos de desnaturacdo e
anelamento/extensdo a 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto. As curvas de
melting foram realizadas para garantir a especificidade das analises.

Os primers utilizados nas reacGes para a amplificacdo dos genes receptor de horménio do
crescimento (GHR), fator de crescimento semelhantes a insulina tipo 1 (IGF1), e proteina do
choque térmico 70 kDa (HSP70), foram confeccionados com base nas sequéncias de genes
depositados em www.ncbhi.nlm.nih.gov (numero de acesso NM001001293.1, FJ977570.1,
NMO001006685.1, respectivamente). O gene da B-actina (nimero de acesso L08165) foi
utilizado como controle enddgeno (Tabela 1). Todas as andalises foram realizadas em um
volume de 25 pL e em duplicatas. As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para os
genes de interesse, entre 90% e 110% de eficiéncia.

O método 24T (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) foi utilizado para a analise de

quantificacéo relativa de expressao dos genes.
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Tabela 1 - Sequéncia de primers utilizados na reacdo de gRT-PCR

Genes Pb! TA (°C) Orientacdo  Sequéncias dos primers (5°-3”)
GHR? 145 60 Forward AACACAGATACCCAACAGCC
Reverse AGAAGTCAGTGTTTGTCAGGG
IGF1 140 60 Forward CACCTAAATCTGCACGCT
Reverse CTTGTGGATGGCATGATCT
HSP70 65 60 Forward ATGAGCACAAGCAGAAAGAG
Reverse TCCCTGGTACAGTTTTGTGA
R-actina 136 60 Forward ACCCCAAAGCCAACAGA

Reverse CCAGAGTCCATCACAATACC

1Pb, Pares de base; TA, temperatura de anelamento.
2GHR, receptor de horménio do crescimento; IGF1, fator de crescimento semelhantes a insulina
tipo 1; HSP70, proteina do choque térmico 70 kDa.

Analise estatistica
O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. O efeito dos
tratamentos (AT e CTL) foi testado por meio da ANOVA (SAS, 2002 versao 9.00, SAS Inst.

Inc., Cary, NC) utilizando o teste F com nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

A presente pesquisa mostrou que embrides incubados em alta temperatura tiveram maior
taxa de eclosdo (74,36 = 20,52%) que os embrides do tratamento controle (65,00 £+ 18,36%)
(P<0,05) (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da temperatura de incubacdo sobre a taxa de eclosdo de ovos de codorna sob
diferentes temperaturas de incubacdo (CTL: temperatura de incubacéo controle — 37,5°C e AT:
alta temperatura de incubacdo — 38,5°C). Os resultados sdo apresentados como média e erro
padrdo. *Significante pelo teste de F (P<0,05).

Da mesma forma, os embrides coletados na idade E16 apresentaram maiores valores de peso
do embrido (PE), peso relativo do trato intestinal (PRTI) e peso relativo do proventriculo +
moela (PRPM) quando incubados em AT. Por outro lado, embrides incubados em temperatura
controle apresentaram maiores valores de peso relativo do saco vitelino (PRSV) e peso relativo
do coragédo (PRC) (P<0,05, Tabela 2). Ja para embrides coletados na idade E18 observamos
maiores valores de PRSV para embrides incubados em CTL, e maiores valores de peso relativo
do figado (PRF) e PRC para aqueles incubados em AT (P<0,05, Tabela 2).
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Tabela 2 — Peso do ovo, peso corporal e peso relativo dos érgdos (média + DP) de embrides
coletados aos 16 e 18 dias de incubagéo

Tratamento

Dia  Caracteristica AT CTL P valor
PO 10,93 + 0,92 11,74 + 2,98 0,4494
PE 6,81 +0,75 5,82 +0,46 0,0022*
PRSV 25,65+ 5,13 35,68 £ 6,57 0,0013*

16 PRF 1,74 £ 0,35 1,66+0,2 0,5750
PRC 0,84+0,14 1,06 + 0,14 0,0028*
PRTI 9,23+1,39 7,3+0,81 0,0013*
PRPM 5,60 + 0,66 4,53 +0,67 0,0021*
PO 10,42 + 0,72 11,01 + 0,58 0,7689
PE 7,55+0,31 7,84 +0,74 0,2852
PRSV 7,08 + 3,28 15,99 + 5,81 0,0006*

18 PRF 2,55+ 0,22 2,12+0,22 0,0003*
PRC 1,09+ 0,21 0,96 + 0,12 0,0930
PRTI 12,62 + 1,29 11,54 + 1,86 0,1522
PRPM 6,19 + 0,69 6,3+0,75 0,7390

CTL: temperatura de incubacdo controle — 37,5°C e AT: alta temperatura de incubacdo —
38,5°C; PO: Peso do ovo (g); PE: Peso do embrido (g); PRSV: Peso relativo do saco vitelinico
(%); PRF: Peso relativo do figado (%); PRC: Peso relativo do coracdo (%); PRTI: Peso relativo
do trato intestinal (%); PRPM: Peso relativo do proventriculo + moela (%). * Significante pelo
teste F (P<0,05).

Na figura 2 encontram-se os resultados da expressdo génica em embrifes de codorna
japonesas (Coturnix coturnix japonica) nas idades embrionaria E16 e E18. No 16° dia de
incubacdo, notou-se que ocorreu maior expressdo dos genes GHR e HSP70 nos embrides de
ovos incubados em AT do que nos embrides de ovos incubados na temperatura CTL (P<0,05).
N&o houve efeito dos tratamentos sobre a expressao do gene IGFI. J& no 18° dia de incubacéo,
observou-se que os genes GHR e IGFI tiveram maior expressdo nos embrifes de ovos
incubados em AT do que nos embrides de ovos incubados na temperatura CTL (P<0,05). N&o

houve efeito dos tratamentos sobre a expressao do gene HSP70.
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Figura 2 — Efeito da temperatura de incubagdo sobre a expressdo dos genes receptor para o
horménio do crescimento (GHR), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) e
proteina do choque térmico de 70 kDa (HSP70) em embrides de codornas com 16 dias (E16) e
18 dias (E18), sob diferentes temperaturas de incubagdo (CTL: temperatura de incubacédo
controle — 37,5°C e AT: alta temperatura de incubagdo — 38,5°C). Os resultados sdo expressos
como unidade arbitraria (UA) e sdo apresentados como a média e o erro padrdo. *Significante

pelo teste de F (P<0,05).
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N&o houve efeito significativo da temperatura de incubacdo sobre o peso inicial dos

pintainhos (Figura 3).
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Figura 3 — Peso dos pintainhos de codorna com 1 dia de idade incubados sob diferentes
temperaturas (CTL: temperatura de incubacdo controle — 37,5°C e AT: alta temperatura de
incubacdo — 38,5°C).

Com relacdo aos pintainhos com 15 dias de idade, observamos que 0s animais que nasceram
a partir de ovos incubados em temperatura CTL, demonstraram ter maiores valores de PRF,
PRB e PRTI quando comparados com aqueles que nasceram em AT (P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Peso corporal e peso relativo dos érgdos (média + DP) de pintainhos aos 15 dias de
vida

Tratamento
Caracteristica AT CTL P valor
PV 47,17 £ 5,64 49,17 +£1,99 0,2590
PRF 3,57 0,56 4,12 + 0,51 0,0191*
PRC 1,12+ 0,10 1,08 £ 0,07 0,1901
PRB 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,0181*
PRBF 0,14 + 0,05 0,14 + 0,04 0,8752
PRTI 13,67 + 2,22 15,69 + 1,17 0,0109*
PRP 0,46 £ 0,12 0,49 £ 0,06 0,3883
PRPM 5,18 +0,79 5,15+ 0,53 0,9130

CTL: temperatura de incubacdo controle — 37,5°C e AT: alta temperatura de incubacdo —
38,5°C; PV: Peso vivo (g); PRF: Peso relativo do figado (%); PRC: Peso relativo do coracao
(%); PRB: Peso relativo do bacgo (%); PRBF: Peso relativo da bursa de fabricius (%); PRTI:
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Peso relativo do trato intestinal (%); PRP: Peso relativo do pancreas (%); PRPM: Peso relativo
do proventriculo + moela (%). * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Na figura 4 encontram-se o0s resultados da expressdo génica em pintainhos de codorna
japonesas (Coturnix coturnix japonica) aos 15 dias de idade. Notou-se que os genes GHR e
IGFI tiveram maior expressdo nos pintainhos oriundos de ovos incubados em AT do que nos

pintainhos oriundos de ovos incubados em temperatura CTL (P<0,05).
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Figura 4 — Efeito da temperatura de incubacdo sobre a expressdo dos genes receptor para o
horménio do crescimento (GHR), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) e
proteina do choque térmico de 70 kDa (HSP70) em pintainhos com 15 dias de idade oriundos
de ovos incubados em diferentes temperaturas de incubacdo (CTL: temperatura de incubacdo
controle — 37,5°C e AT: alta temperatura de incubacgéo — 38,5°C). Os resultados sao expressos
como unidade arbitraria (UA) e sdo apresentados como a média e o erro padrdo. *Significante
pelo teste de F (P<0,05).
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DISCUSSAO

De modo geral, o desenvolvimento embrionario adequado tem reflexos positivos a curto e
longo prazo na producdo de aves. Nesse contexto, fatores ambientais como a temperatura de
incubacdo € considerada como um parametro basico para um bom desenvolvimento, pois o
estresse térmico pode causar alteracdes fisioldgicas decisivas na fase embrionéria e pos-
eclosdo.

Ao testarmos duas temperatura de incubacéo: 37,5°C (CTL) e 38,5°C (AT), observamos que
ovos incubados em AT apresentaram maior taxa de eclosdo (74,36 + 20,52%) que 0S 0vos
mantidos em CTL (65,00 £ 18,36%) (P<0,05). Isso indica que o incremento em 1°C na
temperatura de incubacéo estimulou o desenvolvimento embrionario, refletindo positivamente
na eclodibilidade.

O desenvolvimento mais acelerado relacionado ao tratamento AT é demonstrado ainda pelo
peso do embrido aos 16 dias, pelo peso relativo do trato intestinal e peso relativo do
proventriculo + moela, monstrando que aos 16 dias de incubacdo os individuos mantidos em
38,5°C estavam mais desenvolvidos que os embrides mantidos em 37,5°C. Na idade
embrionaria de 18 dias os embriGes mantidos em AT (38,5°C) apresentaram menor peso relativo
do saco vitelinico e maior peso relativo do figado e do coracdo, demonstrando que os individuos
desse tratamento possivelmente estavam aproveitando melhor a reserva nutritiva do ovo e
consequentemente se desenvolvendo mais rapido que os individuos do tratamento CTL.

NYUIADZI et al. (2020) avaliaram os efeitos do desafio térmico na incubacéo de ovos de
galinhas e observaram que o tratamento submetido ao frio teve o processo de eclosao retardado.
BELNAP et al. (2019) também encontraram que a exposi¢do dos ovos ao frio (36,9 °C) durante
a incubacéo atrasou a eclosdo em ovos de codorna bobwhite. No entanto, BASAKI et al. (2020)
ndo observaram diferencas significativas na eclodibilidade de ovos de galinha incubados em
diferentes temperaturas (37,5°C, 41°C e 33°C). Em estudo semelhante BEN-EZRA e
BURNESS (2017) encontraram que ovos de codornas incubados em temperaturas inferiores a
37,5°C apresentavam embrides menores, tempo de incubacdo mais longos e redugéo no sucesso
da ecloséo. Ja LIU et al. (2015) ao avaliar o efeito da temperatura na incubacédo de ovos de pato
observou gue o tratamento mantido em 38,5°C apresentou diminuicéo de 4% na eclodibilidade,
em comparagdo com ovos incubados em 37,5°C. Este resultado diferem dos nosso achados, no
entanto é possivel que diferentes espécies tenham especificidades de parametros de incubacao
e respostas a estimulos de modos distintos.

22



Nossos resultados mostram que pintainhos nascidos a partir de ovos incubados em AT
tendem a nascer mais pesados. ALKAN et al. (2013) ao avaliar os efeitos da manipulagédo
térmica durante a embriogénese observaram que houve melhoria na aquisicdo da
termotolerancia testada as 5 semanas de idade, no entanto os pintainhos exibiram peso ao nascer
significativamente menor do que os do tratamento controle. CARVALHO et al. (2021)
encontraram que o0 aumento da temperatura de incubacdo em ovos de codornas japonesas afeta
a sobrevivéncia embrionaria e pos-eclosao, além do crescimento das aves. WANG et al. (2019)
investigaram o efeito de aumentar a temperatura de incubacdo em 1 °C na expressdo de nove
genes relacionados a miogénese em patos, e descobriram que a manipulacdo térmica durante os
dias 1-10 de incubagdo aumentou a expressdo génica relacionada a miogénese no peito de pato
e no musculo da perna, mas os efeitos da manipulacéo térmica foram gradualmente revertidos
durante o dia 10-20 e 20-27 de incubacdo. LIU et al. (2015) relataram que o aumento da
temperatura de incubagdo em 1 °C tem efeitos imediatos e duradouros no desenvolvimento do
musculo esquelético, figado, moela e tecidos adiposos embrionario e pds-eclosao de patos. Esse
aumento do musculo esquelético pode ser devido ao aumentou do comprimento do miotubo e
o diametro 3 dias ap0s a diferenciacao, ja que o estresse caldrico leve desempenha um papel
significativo nos mecanismos miogénicos relacionados & massa e desenvolvimento muscular
(CHOI et al., 2016). Efeitos diferenciais nos tecidos e 6rgaos impactados pelo tratamento
térmico embrionario podem ser causados por seus diferentes estados de desenvolvimento no
mesmo estagio embrionario.

Segundo HEGAB e HANAFY (2019), o peso do ovo esta diretamente relacionado com a
melhor eclodibilidade, menores taxas de mortalidade embrionaria e eclosdo de filhotes mais
pesados na especie Coturnix coturnix japonica. UCAR et al. (2020) relatam que ovos mais
pesados proporcionam uma vantagem de cerca de 6% em relagéo aos mais leves, determinado
gue, a medida que o peso do ovo aumenta, a perda de peso durante o periodo de
desenvolvimento embrionario diminui. Em nosso estudo, observamos que no décimo oitavo dia
de incubacdo os ovos mantidos em CTL (37,5°C) eram mais pesados que 0s ovos sob alta
temperatura (AT). No entanto, € importante ressaltar que o peso do ovo ¢ influenciado pela
massa de todos 0s seus componentes, entre eles o saco vitelinico (reserva nutritiva para o
embrido), uma vez que este esteja sendo mais utilizado pelo embrido para dar suporte ao seu
desenvolvimento, é esperado que o déficit na massa desse anexo embrionério reflita no peso

total do ovo. Ao analisarmos o peso do embrido aos 16 dias de incubacdo observamos que o
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tratamento AT apresentou embriGes mais pesados (6,81+0,75) quando comparado aos embrides

mantidos em CTL (5,82+0,46), corroborando com os achados de EL-SHATER et al. (2021).

Com relacdo ao desenvolvimento pds-eclosdo, ndo houve diferenca significativa no peso
vivo (g) aos 15 dias de vida. Entretanto, houve diferenca (P<0,05) para o peso relativo do trato
intestinal, em que os animais do tratamento CTL apresentaram maior peso relativo do 6rgéo do
que os pintainhos do tratamento AT. Todavia, cabe destacar que a boa eficiéncia no
aproveitamento dos nutrientes fornecidos na alimentac&o das aves esta relacionada ndo somente
com a proporcdo do 6rgdo, mas principalmente com a salde intestinal, desenvolvimento
adequado das estruturas que promovem a absorcdo das particulas e a microbiota ali presente
(DUCATELLE et al., 2018). Assim, nossos achados indicam que animais incubados em
temperaturas mais altas podem ter melhor eficiéncia nos processos relacionados a absorcéo
intestinal, ndo demandando alto desenvolvimento do érgéo.

Sabe-se que o estresse térmico pode afetar negativamente a salde intestinal das aves,
prejudicando ainda a atividade de enzimas antioxidantes e consequentemente impactando no
crescimento dos animais. A proteina de choque térmico 70 kDa (HSP70) esta envolvida na
manutencdo da homeostase celular principalmente em situacdes de estresse térmico e oxidativo
e, por isso, sua expressao tem sido amplamente utilizada como indicador de estresse ambiental
em animais (KANG e SHIN, 2021; GALLETA et al., 2022). Em nosso estudo avaliamos a
expressao do gene HSP70 em embries de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica)
submetidos a diferentes temperaturas de incubacdo. No 16° dia de desenvolvimento
embrionério, notou-se que ocorreu maior expressdo de HSP70 em embribes de ovos incubados
em AT (0,73 UA) do que nos embrides de ovos incubados na temperatura CTL (0,45 UA)
(P<0,05). Esse achados sugerem que o embrido incubado em AT estava sob algum desafio
térmico; no entanto, a maior expressdo de HSP70 indica boa resposta do organismo. Ja em
embrides aos 18 dias de desenvolvimento, assim como nos pintainhos com 15 dias de vida, ndo
foram observadas diferengas significativas na expressédo de HSP70 entre os tratamentos (AT e
CTL), isso talvez tenha ocorrido porgque os animais em tratamento sob alta temperatura podem
ter adquirindo termotolerancia, estabilizando a expressdo do gene HSP70 em niveis
semelhantes aos do tratamento controle (CTL).

XIE et al. (2018) objetivaram quantificar os efeitos da exposi¢do ao calor sobre a expressao
de genes no pulmao, figado, rim e trato gastrointestinal de trés espécies de aves do deserto
australiano e encontraram resultados que apoiam a hipdtese de que a exposicdo aguda a uma

alta temperatura, resultara na regulacdo positiva dos genes da proteina de choque térmico
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(HSP). VINOTH et al. (2015) avaliaram o efeito da manipulacdo térmica durante a
embriogénese sobre genes HSP e observaram que o aumento da temperatura causou aumento
significativo na expressao do gene HSP70. KANG e SHIM (2021) investigaram os efeitos do
condicionamento precoce ao calor na resisténcia ao estresse agudo por calor em frangos de
corte, e encontraram que a expressdo do HSP70 foi maior em pintos submetidos ao estresse por
calor. AL-ZGHOUL et al. (2020) relatam que a manipulagdo térmica durante a embriogénese
aumenta o nivel de HSP70 em frangos de corte. Com base nesses achados, € possivel dizer que
a manipulacdo térmica durante a incubacdo fornece adaptacdo aos embrides que possibilitam
melhoria na tolerancia ao calor na vida p6s-ecloséo das aves.

O estresse ambiental pode influenciar decisivamente no desenvolvimento corporal das aves,
principalmente por afetar processos envolvidos na producdo de horménios fundamentais para
o crescimento (HUMAM et al., 2019; HASSAN e ASIM, 2020). O hormdnio do crescimento
(GH), o receptor de hormonio do crescimento (GHR) e o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) sdo biomoléculas que compdem o eixo somatotropico, fundamentais no
desenvolvimento embrionario e pos-eclosao relacionadas principalmente ao desenvolvimento
muscular (HAFEZ et al., 2022). Segundo EL-ATTROUNY et al. (2020), a regulacédo genética
das caracteristicas de crescimento € monitorada pela expressdo dos genes que compdem 0 eixo
somatotrdpico (GH, GHR e IGFI).

Ao analisarmos a expressdo dos genes GHR e IGFI em embrifes aos 16 dias de
desenvolvimento observamos diferenca significativa (P<0,05) apenas na expressdo de GHR,
em que os embrides mantidos em AT apresentaram maior expressdo do gene quando
comparados ao grupo mantido em CTL. Este achado indica que na fase inicial do
desenvolvimento embrionério o incremento na temperatura de incubacéo estimulou a maior
expressao de receptor de hormdnio do crescimento que por sua vez ainda ndo iniciou de maneira
significativa a cascata hormonal que culmina na producdo de IGFIl. Aos 18 dias de
desenvolvimento embrionéario essa linha de raciocinio fica evidente, uma vez que tanto o GHR,
quanto o IGFI apresentam maior expressao nos embrides mantidos em AT. Aos 15 dias de vida
(pbs-eclosdo) também foram observadas maiores expressfes dos genes GHR e IGFI nos
animais do tratamento AT, ratificando nosso argumento de que o incremento em 1°C na
temperatura de incubacdo pode estimular o desenvolvimento embrionario com reflexos
positivos no crescimento pos-eclosdao em codornas japonesas.

ROUSHDY et al. (2018) submeteram pintos de 21 dias de idade até 42 dias em estresse

térmico diario (36°C), e encontraram que 0 estresse térmico crénico diminui a expressdo do
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mMRNA do GH hepético, concomitantemente com um aumento na expressao do gene HSP70.
JADALAB et al. (2022) submeteram ovos de galinha a temperatura de estresse térmico (39°C)
em diferentes dias de incubacéo, e encontraram que a expressao de IGF1 e GH de embrides
manipulados termicamente e de pintainhos aos 35 dias de idade foram significativamente
maiores nos musculos peitorais e da coxa quando comparados ao tratamento controle.

CONG et al. (2023) avaliaram o efeito do estresse téermico (39°C) durante a incubagdo de
ovos de galinha nas idades embrionarias E10 e E18, e observaram que a manipulacdo da
temperatura diminuiu a expressdo de genes do crescimento (GHR, IGFI e IGFII) p6s-ecloséo.
Isso indica que mesmo em condic¢des de estresse térmico existe um limite de temperatura que
estimula o crescimento a partir da qual podem haver prejuizos ao metabolismo animal
comprometendo seu desenvolvimento. Assim, sugerimos que outros estudos sejam realizados
a fim de avaliar diferentes niveis de estresse térmico, identificando até que temperatura é

possivel estimular o desenvolvimento em diferentes especies.
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CONCLUSAO

Concluimos que a manipulagéo térmica com acréscimo de 1°C na temperatura de incubacao
pode influenciar pardmetros importantes no desenvolvimento embrionario observados no 16° e

18° dia de incubagdo, com possiveis impactos positivos também no periodo pds-eclosao.
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