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1. INTRODUCAO

Dados do quarto trimestre do ano de 2021, publicados pelo Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (Cepea), indicam que o Produto Interno Bruto (PIB)
agropecuario representa 27% do total no Brasil. Neste contexto esta a avicultura, a

qual possui destaque mundial em producéo de carne e ovos.

O bem-estar animal € consideravelmente comprometido no sistema de criacdo
convencional de poedeiras (OLIVEIRA et al., 2014). Com o confinamento das aves
em gaiolas, sua capacidade de expressar seus comportamentos naturais é reduzida,
0 que compromete, ndo apenas o conforto destes animais, mas também a
produtividade (RODRIGUES, 2016).

Dados os impactos do sistema de criacdo sobre o bem-estar animal, metodologias
diversas sdo estudadas a fim de se quantificar este ultimo parametro de forma
acurada. Avaliacbes podem incluir desde a observacdo de alteracdes
comportamentais, até métodos de monitoramento de alteracdes em nivel celular e
molecular, como, por exemplo, variacdes na expressdo hepatica de genes que
codificam enzimas relacionadas ao estresse oxidativo e andlise histopatolégica do

tecido hepético.

O presente estudo objetivou comparar os efeitos do sistema de criacdo de aves de
postura, convencional e cage free, sobre a expressao hepatica do gene codificador da
proteina HSP70, relacionada ao estresse oxidativo; sobre aspectos relacionados a
integridade macro e microscopica do figado; e sobre dados zootécnicos de peso ao

abate, taxa de postura e viabilidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O bem-estar na criagdo animal tem se tornado pré-requisito para o consumidor, o qual
esta atento ao modelo de criacéo e sustentabilidade garantidos pela cadeia produtora
de proteina animal. Com isso, mudancas tem ocorrido em funcédo de fornecer ao
animal o ambiente adequado para a producao e, dessa forma, atender as exigéncias
do consumidor final (AZEVEDO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2014). Neste cenéario de

producao estdo presentes o setor de avicultura de corte e postura.

Dados publicados no relatério anual da Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2022), revelam que em 2021 foram produzidos 55 bilhdes de unidades de
ovos, valor 42,6% superior a producdo de 10 anos atras. O setor da carne de frango,
seguida por anos crescentes, registrou producéo de 14.329 milhdes de toneladas de
carne. O consumo destes produtos pela populacdo brasileira também registrou

aumento: foram 257 ovos e 45,56 Kg de carne de frango per capita em 2021.

A ABPA em parceria com o Centro de Assessoria e Pesquisa e Mercado (CEAP),
identificou que, em 2021, 98,5% da populacdo brasileira consumia algum tipo de
proteina animal, com destaque para o ovo, consumido por 96% dos entrevistados, e
para a carne de frango, consumida por 94% deles (ABPA, 2021). Segundo a ABPA,
houve aumento do consumo per capita de ovos no pais em 2021, elevacao esta
relacionada, principalmente, & pandemia de COVID-19. Nesse novo contexto
socioeconémico, com elevados precos de outras fontes de proteina animal mais
tradicionais, como a carne bovina e suina, o0 consumo de ovos se mostrou a alternativa
mais viavel para muitos. A divulgagéo do excelente valor nutricional dos ovos também

tem colaborado com o0 aumento do consumo e producao destes.

O ovo €& um alimento nutritivo, barato e de facil obtencdo pelos consumidores,
comercializado em casca ou industrializado, com diversas aplicagdes na alimentagéo.
Além disso, seu alto valor nutricional pode contribuir para a promog¢éo e melhora da
saude humana (HENRIQUES; RODRIGUES; UCZAY, 2018). Classificado como um
alimento completo, o ovo fornece nutrientes essenciais como proteinas de alto valor

biolégico, minerais, vitaminas e acidos graxos (ALCANTARA, 2012).
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Para abastecer essa demanda de produtos, o sistema de producdo de ovos é
predominante em gaiolas nos principais paises produtores, com uso de modelos
californiano e verticalizado em niveis de baterias. Entretanto, nos ultimos anos, a
preocupacao com o0 bem-estar dos animais tem provocado mudancas na avicultura
no mundo todo (AMARAL et al., 2016).

Tal mudanca no modelo de criacdo esta relacionado a forte pressao exercida pelos
consumidores na década de 90, desde entdo, preocupados com o bem-estar
garantido aos animais, o qual impulsionou a aprovacao da Diretiva 1999/74/CE de 19
julho de 1999 (EUROPEAN UNION, 1999). A referida legislacdo estabelece normas
minimas para a protecdo das galinhas poedeiras na UE, nos sistemas de criagdo
convencional, em gaiolas enriquecidas e livre de gaiolas segundo o Relatério da

Human Society International (HSI, 2013).

Dados importantes, destacados por Amaral et al., 2016, mostram que em 2013, na
Unido Européia (UE), 57,4% dos ovos sdo provenientes de criagdo em gaiolas
enriquecidas, e apenas 0,2% advinda de aves criadas em gaiolas convencionais.
Além disso, 26,4% da producéo de ovos era de origem livre de gaiolas (cage free) e
16% livre de gaiolas com acesso a area externa (free range). Da mesma forma, nos
EUA, alguns estados aderiram ao controle mais rigoroso quanto ao bem-estar animal,
com a aprovacgao de legislacdes que regulamentam os modelos de criacdo (HSI,
2013).

Em contrapartida, a China, maior produtora de ovos em nivel mundial, com 40% da
producéo, esta inserida em outro contexto, o de industrializar o setor, visto que 80%
daquela producao tem por origem a criacdo em pequena escala. Esta preocupacéo
em adequar o setor para a tecnificagdo e industrializagdo ocorre devido as fortes
criticas sobre o modelo de criacdo, o qual é questionado sobre a garantia de saude e
sanidade, tanto para a ave, como para o contexto de epidemias, com a disseminagao

de doencas altamente perigosas (AMARAL et al., 2016).

O Brasil, até 2019, participava de 3% da producdo de ovos mundial, com
aproximadamente 95% da criacdo dessas poedeiras realizada com a utilizacdo de
gaiolas convencionais (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2019), em grande parte dos
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casos no sistema verticalizado, também conhecido como automético. A regido que
possui vasta producdo é a sudeste, que corresponde a cerca de 50% do total
brasileiro. Em nivel nacional, ndo estéo previstas leis que regulamentem a criacdo de
poedeiras em gaiolas, tdo pouco leis que proibem esta forma de criacdo. No ano de
2012 foi proposta uma lei (SAO PAULO, 2012), ainda n&o aprovada, para proibir a
criacado de galinhas em gaiolas no estado de S&o Paulo, maior produtor nacional de
ovos (SOUSA, 2016).

Existem duas instrucbes, ndo normativas, para a criacdo de aves no sistema
convencional em territorio brasileiro, que sdo: o “Protocolo de Boas Praticas de
Producédo de Ovos” publicado pela Associacao Brasileira de Proteina Animal — (ABPA,
2008) e “Boas Praticas de Producdo na Postura Comercial” desenvolvido pela
Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias — (EMBRAPA, 2006). Além disso,
cada linhagem possui especificagcbes particulares, as quais estdo descritas no

respectivo guia do produto.

No mundo globalizado sédo maiores 0s contatos entre as pessoas e a disseminacéo
de informacdes e, neste contexto, logo, é possivel notar a crescente adesdo a causa
animal, ao ponto dos consumidores estarem mais atentos e preocupados com a
origem do produto (RODRIGUES, 2016). Uma limitagdo a maior dissemiacdo de
sistemas de criacdo sustentaveis tem a ver com a o poder aquisitivo dos individuos,
0S quais, em paises em desenvolvimento, muitas vezes ndo estao dispostos a pagar
um valor maior por produtos oriundos de criacdes comprometidas com o bem-estar
animal (ROMANO, 2017). E o que aponta a pesquisa feita pelo Instituto Ipsos em
2016, encomendada pela World Animal Protection, a qual comprova que 82% dos
consumidores brasileiros comprariam produtos que possuissem selo de bem-estar
animal. Porém, destes, 72% comprariam apenas se 0 produto com certificacdo
apresentasse precos equivalentes aqueles dos produtos sem certificacdo (WAP,
2016).

Com isso, é possivel indicar que existe a demanda, porém, até 0 momento, esta se
enquadra em um nicho de mercado restrito que tem sido explorado pelos produtores,

com intuito de atender aos consumidores aptos a pagarem a mais pelo produto com
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selo de bem-estar animal. Com esta mesma demanda, grandes empresas do ramo de
alimentacdo exercem pressdo sob a setor de producdo de ovos, o qual vé a
necessidade de atender as exigéncias solicitadas (HSI, 2013). A necessidade em
aderir a novos sistemas de criagao implica, invariavelmente, no aumento dos custos
operacionais na avicultura. Até certo ponto, estes maiores custos podem ser
compensados pelo fato de seu valor de mercado ser maior comparado ao de criacédo
convencional (GODINHO JUNIOR et al., 2022). Outro motivo pelo qual as empresas
se veem na necessidade de aderir ao bem-estar, € quanto a valorizacao de sua marca.
Além disso, a empresa ganha indiretamente com a adesdo ao bem-estar animal, pois
ganha na valorizacdo de sua marca, e este Ultimo, para os consumidores brasileiros,
segundo o instituto Ipsos em 2016, em grau de importancia, vem antes da
preocupacao com o sistema de criagdo (AMARAL et al., 2016, GODINHO JUNIOR et
al., 2022; HSI, 2013; WAP, 2016).

Diante desses fatos, sistemas alternativos aos convencionais ganham forga, como por
exemplo os sistemas de criacdo denominados como cage free, free-range, caipira e
organico, cada qual com suas respectivas especificacdes. O cage free e free-range
possuem semelhancas quanto ao modo de criagdo, com diferenciacdo no acesso ao
piguete que esta Ultima exige. Sdo dois sistemas de criacdo que possuem como
padrao o referencial de bem-estar animal para galinhas poedeiras da ONG Humane
Farm Animal Care (HFAC, 2018), com origem dos trabalhos cientificos mais atuais em
associacdo com o comité formado por diversos profissionais atuantes na area. No
caso do sistema de criagao descrito como capira, colonial ou capoeira, existe a norma
brasileira ABNT NBR 16437, elaborada pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 2016), que compreende a producdo, classificacdo e identificacdo do
ovo produzido por essas aves. Por fim, o sistema de criacao tipo organico que possui
como base a Portaria n° 52 de 15 de margo de 2021 (BRASIL, 2021), a qual
estabelece o regulamento técnico para os sistemas organicos de produgdo, com

indicacdo para o setor de producéo avicola.

Ainda sobre o sistema de criagcdo convencional e cage free, alguns dos principais
manejos que os diferenciam € referente a medida disponivel para a circulacdo da

aves. O primeiro, por recomendacédo dos guias de manejo citam que a densidade deve
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ser de 350 cm? ou mais, por ave, na gaiola, e no caso das aves livres de gaiola com
espacamento de 1429 cmz? por galinha no piso do galpdo, o mesmo que 7 aves por

m2.

O sistema convencional tem sido alvo de criticas relacionadas ao bem-estar animal,
especialmente por oferecer espaco reduzido a ave, assim, limita a expressao de seus
comportamentos naturais, como ciscar, empoleirar e tomar banho de areia, dessa
forma, estdo mais sujeitas ao estresse (AMARAL et al., 2016). Oliveira (2014) ainda
descreve que em situacbes de estresse térmico a aves possui dificuldade na
manutenc¢ao do balango térmico, que possui relacdo com a densidade de alojamento.
Além disso, outros fatores que as comprometem € o supercrescimento das unhas e a
fragilidade no esqueleto da ave, que as torna mais susceptivel a fratura desses 0ssos
(GODINHO JUNIOR et al., 2022).

E de se levar em consideracdo que o modelo tradicional de cria¢do impulsionou a
avicultura nacional, e permitiu maior acesso ao ovo, produto altamente verséatil. Outra
vantagem deste modelo de criacdo € o maior controle quanto a biosseguranca, por
evitar que a ave tenha contato direto com as fezes acumuladas na cama e a
higienizacdo dos ovos. Estes ultimos, assim que postos, tem por destino esteiras que
o transportam até a industria de beneficiamento, com o minimo de pressdo de
contaminagao (SACCOMANI, 2015). Outros sistemas alternativos a este séo alvo dos

produtores, como ja citados nesta revisao.

7

O sistema cage free € um desses exemplos, que possibilita a ave exercer mais
comportamentos naturais, como por exemplo 0 acesso ao ninho, ao poleiro, ao habito
de ciscar e de tomar banho de poeira. Rodrigues (2016) indica que por esses motivos,
alguns fatores de estresse séo reduzidos, pois permite que a ave circule pelas
dependéncias do galpdo e realize seus comportamentos naturais. Aspectos
negativos, no entanto, devem ser considerados, como a falta de acesso das aves ao
ambiente externo e a maior exposicdo a riscos de contaminacdo devido ao contato
direto com a cama aviaria. Além disso, por mais que o manejo seja efetivo, & possivel

gue algumas aves fagam a postura fora dos ninhos, e isso possui relacdo direta com
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a qualidade microbiolégica do ovo, 0 qual, nesses casos, apresenta contaminacao

superior aos ovos postos no sistema convencional (SACCOMANI, 2015).

Diante do exposto, as condi¢cdes fornecidas para a ave em cada sistema de criacao
sao motivos de discussao, pois 0 ambiente e o bem-estar s&o 0s principais parametros

a serem abordados.

Componentes ambientais exercem influéncia direta ao animal, os quais sao
classificados em “fisicos: como area por animal, luz, som, presséo e equipamentos;
sociais: densidade populacional, comportamento animal e dominancia; térmicos:

como temperatura, umidade relativa, ventilagcdo e radiagado (THIMOTHEO, 2016, p.4).”

O bem-estar animal é definido pelas 5 liberdades, que leva em consideracdo o

conhecimento da espécie em questao e sua relagdo com o meio em que vive.

Segundo Rodrigues (2016, p.5), as 5 liberdades sao descritas da seguinte forma:

“As aves devem ser livres de medo e angustia: deve ter o
conhecimento do comportamento destes animais, para evitar
estresse; Livres de dor, sofrimento e doencas: as aves devem ser
manejadas em um ambiente, sem elementos que possa provocar
dor; Livres de fome e sede: sempre ter acesso a uma boa dieta,
sem competitividade e acesso a vontade de agua limpa e potavel;
Livres de desconforto: o ambiente deve proporcionar protecéo,
prevenindo desconfortos térmicos e fisicos; Livres para expressar
seu comportamento normal: as instalacfes devem ter espacos
suficientes, para as aves expressar seu bem-estar.”

Além da implementacéo da avaliagdo do bem-estar por meio das 5 liberdades, ha
também a avaliacéo das alterac6es comportamentais, parametros fisiologicos de
frequéncia cardiaca, respiratoria, temperatura, condicdo corporal, pressao arterial,
dentre outros e os bioquimicos que incluem enzimas e horménios relacionados ao
estrese (FRASER, 2008), ou seja, métodos mais objetivos que incluem a dosagem

de glicocorticoides, catecolaminas, catalase, glutationa redutase, dentre outros.

Fatores citados por Thimotheo (2016), quando em desequilibrio, retiram da ave a
estabilidade fisiolégica, que leva a um quadro conhecido como estresse térmico,
e em associacdo, culmina no estresse oxidativo, que € o desequilibrio entre os

compostos oxidantes e antioxidantes.
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Para atender o aumento da producéo de compostos oxidantes, fisiologicamente,
ocorre aumento da producdo de antioxidantes enzimaticos, os quais, de forma
cronica, apresentam-se elevados devido sua necessidade em funcéo do ambiente
que esta ave esta presente. Esses antioxidantes sdo: Superdxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) (BARBOSA et al., 2010).

A Sindrome do Figado Gorduroso e Hemorrdgico (SFGH) apresenta-se
clinicamente como morte subita em galinhas poedeiras super condicionadas
nutricionalmente. O exame patologico revela reservas de gordura celémica
abundantes e aumento do figado, o qual podera se apresentar palido, marrom a
amarelo, frihvel com hematomas e hemorragias subcapsulares e
parenquimatosas. Frequentemente ha uma ruptura capsular com sufusdo
intraceldbmica associada a hemorragia (hemoabdome), com um grande coagulo
de sangue sobrepondo a capsula do figado, e a carcaca esté visivelmente palida
devido & anemia hipovolémica (TROTT et al., 2014).

Alguns distarbios metabdlicos, como a SFGH, estdo associadas ao sistema de
gaiola (SHINI; SHINI; BRYDEN, 2019). Estudos sugeriram que o aumento do peso
corporal teve um grande impacto na mortalidade das galinhas e, em muitos casos,
foi associada a figados gordurosos e SFGH. Da mesma maneira, esses estudos
também sugeriram um aumento da incidéncia de SFGH em lotes de alta producao
(SHINI; SHINI; BRYDEN, 2019).

A causa da SFGH ainda néao foi totalmente elucidada, mas é provavelmente uma
combinacdo de fatores nutricionais, genéticos, ambientais e hormonais. Uma
hipotese plausivel para patogénese da SFGH é que o inchaco vacuolar dos
hepatocitos interrompe a estrutura reticulina das placas hepaticas devido ao
estresse mecanico, o que leva a hemorragia dos sinuséides (TROTT et al., 2014).
Além do estresse mecanico na arquitetura do figado, alguns autores sugeriram
que o excesso de lipidios no metabolismo, comum em galinhas poedeiras super-
alimentadas, pode facilitar destruicdo mediada por radicais de oxigénio das fibras
de reticulina. Os autores demonstraram que dietas ricas em antioxidantes
reduzem a incidéncia de SFGH (TROTT et al., 2014).
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O avanco de tecnologias relacionados a biologia molecular nas ultimas décadas,
permitiu apuracdo mais acurada e precisa (reprodutibilidade) por permitirem
avaliacdo do metabolismo celular pela avaliacdo da expressao diferencial de
genes relacionados aos mais diversos processos. A quantificacdo da expressao
diferencial de genes especificos frente a genes de referéncia ja é pratica comum
na area das ciéncias médicas, especialmente na medicina humana. Ja as ciéncias
“Gmicas” (genbmica, transcriptdbmica, metabolémica etc.) tem ganhado cada vez
mais espaco na pesquisa em saude e representam o futuro do estudo

pormenorizado dos processos celulares.

3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Avaliar o estresse oxidativo em tecido hepético de poedeiras criadas em sistema

convencional e livre de gaiolas, com énfase no bem-estar animal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os efeitos do sistema de criacdo convencional e cage free:

- Sobre a expresséao do gene codificador da proteina HSP70, relacionada ao estresse

oxidativo;

- Sobre a integridade hepatica macroscopica a necropsia,

- Sobre a deposicao de lipideos, presenca de infiltrado inflamatorio e de infeccéo
microbiana ao exame histopatoldogico;

- Sobre dados zootécnicos de peso ao abate, taxa de postura e viabilidade;
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RESUMO

O sistema de cria¢ao na avicultura de postura comercial pode influenciar no bem-estar
dos animais. Nesta pesquisa foram avaliados, nos sistemas de criagdo convencional
e cage free, as seguintes respostas em aves da linhagem Hisex Brown: expressao
diferencial do gene codificador de HSP70, relacionado ao estresse térmico e oxidativo;
integridade hepatica macroscopica a necropsia; deposicao de lipideos, presenca de
infiltrado inflamat6rio e de infeccdo microbiana ao exame histopatol6gico do figado e
dados zootécnicos de peso ao abate, taxa de postura e viabilidade. O periodo
experimental se deu entre a 182 e a 782 semanas de idade, no qual, ao final do ciclo,
foi realizado o abate das aves, com subsequente coleta do tecido hepatico mediante
necropsia. O peso ao abate também foi aferido e os dados zootécnicos foram
fornecidos pela empresa responsavel pelos lotes. A expresséo do gene codificador de
HSP70 foi inferior no figado das aves criadas em sistema cage free (p < 0,05). Na
avalicdo morfolégica macroscépica, os figados das aves do tratamento cage free
apresentaram menor comprometimento de sua integridade fisica, referente a
Sindrome do Figado Gorduroso e Hemorragico. Na avali¢cao histologica de escore de
vacuolizagao hepética, pelo modelo de Trott, foram obtidos valores semelhantes entre

os dois tratamentos (p > 0,05). O peso ao abate foi menor para as aves criadas no



21

sistema cage free (p <0,05). A avaliacdo da taxa de postura e da viabilidade das aves,
ao longo das 60 semanas, resultou em melhores indices para o sistema convencional.
No geral, os achados do presente estudo sugerem que o figado das poedeiras criadas

no sistema cage free estd menos exposto ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: estresse oxidativo, figado, poedeiras comerciais, cage free, HSP70,

esteatose hepatica, bem-estar animal, hisex brown

ABSTRACT

The rearing system in commercial laying poultry can influence the welfare of the
animals. In this research, the following responses were evaluated in conventional and
cage-free breeding systems in Hisex Brown laying hens: differential expression of the
HSP70 gene, which is related to thermal and oxidative stress; macroscopic liver
integrity at necropsy; lipid deposition, presence of inflammatory infiltrate and microbial
infection in the histopathological examination of the liver and zootechnical data on
carcass weight, laying rate and viability. The experimental period took place between
the 18th and 78th weeks of age, in which, at the end of the cycle, the hens were
slaughtered, with subsequent collection of liver tissue through necropsy. Carcass
weight was also measured and zootechnical data were provided by the company
responsible for the animals. Expression of the HSP70 gene was lower in the liver of
birds reared in a cage-free system (p < 0.05). In the macroscopic morphological
evaluation, the livers of the hens in the cage-free treatment showed less impairment
of their physical integrity, referring to Fatty and Hemorrhagic Liver Syndrome. In the
histological evaluation of the liver vacuolization score, using the Trott model, similar
values were obtained between the two treatments (p > 0.05). Carcass weight was
lower for laying hens reared in the cage-free system (p < 0.05). The evaluation of the
laying rate and viability of the birds, over the 60 weeks, resulted in better rates for the
conventional system. Overall, the findings of the present study suggest that the liver of

laying hens reared in the cage-free system is less exposed to oxidative stress.

Keywords: oxidative stress, liver, commercial laying hens, cage free, HSP70, Hepatic

steatosis, animal welfare, hisex brown
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INTRODUCAO

Dados do quarto trimestre do ano de 2021, publicados pelo Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (Cepea), indicam que o Produto Interno Bruto (PIB)
agropecuario representa 27% do total no Brasil. Neste contexto esta a avicultura, a

qual possui destaque mundial em producéo de carne e ovos.

O bem-estar animal € consideravelmente comprometido no sistema de criacao
convencional de poedeiras (OLIVEIRA et al., 2014). Com o confinamento das aves
em gaiolas, sua capacidade de expressar seus comportamentos naturais € reduzida,
0 que compromete, ndo apenas o0 conforto destes animais, mas também a
produtividade (RODRIGUES, 2016).

Dados os impactos do sistema de criacdo sobre o bem-estar animal, metodologias
diversas sdo estudadas a fim de se quantificar este ultimo parametro de forma
acurada. Avaliacbes podem incluir desde a observacdo de alteracdes
comportamentais, até métodos de monitoramento de alteragées em nivel celular e
molecular, como, por exemplo, variacbes na expressdo hepatica de genes que
codificam enzimas relacionadas ao estresse oxidativo e analise histopatologica do

tecido hepético.

O presente estudo objetivou comparar os efeitos do sistema de criagcdo de aves de
postura, convencional e cage free, sobre a expressao hepatica do gene codificador da
proteina HSP70, relacionada ao estresse oxidativo; sobre aspectos relacionados a
integridade macro e microscépica do figado; e sobre dados zootécnicos de peso ao

abate, taxa de postura e viabilidade.

MATERIAL E METODOS
Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
A presente pesquisa foi submetida e aprovada na CEUA da Escola Superior Séo

Francisco de Assis (ESFA), sob o numero de protocolo 012/2022.

Local
A fase de campo do experimento foi conduzida na Granja Salomédo, em Rio das

Pedras, Santa Maria de Jetiba, Espirito Santo. O abate das aves foi realizado no
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abatedouro frigorifico Frangos Saudaveis situado a rodovia Luiz Stange, quildometro 8,
Recreio, no mesmo municipio da referida granja. Para serem transportadas da granja
até o abatedouro, foi obtida a guia de transito animal (GTA) junto ao Instituto de
Defesa Agropecuério e Florestal do estado do Espirito Santo (IDAF). As andlises
laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Genética Celular e Molecular
(LGCM), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), em Belo Horizonte, Minas Gerais. As analises estatisticas foram
realizadas no Departamento de Estatistica e Informatica da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE) em Recife, Pernambuco.

Animais e Dieta

Foram utilizadas galinhas poedeiras da linhagem Hisex Brown, criadas a partir da 162
semana de vida até a 782 semana em sistema convencional (californiano) e sistema
cage free. As aves em ambos os sistemas foram alimentadas com dieta isoenergética
e isoproteica a base de fuba de milho, farelo de soja, calcério, farinha de carne e
0SS0S, premix vitaminico-mineral, cloreto de sodio, DL-metionina e L-lisina. A

composicdo e os niveis nutricionais da dieta estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao (kg/ton) e niveis nutricionais da dieta

Ingredientes (Kg) 16° - 45° semana 46° - 78° semana

Milho 642,8 643,2
Farelo de soja 226 218
Farinha de carne e 0ssos 35 34
Calcario 87 96
Sal comum 3,5 3,5
Premix vitaminico-mineral* 3 3
Metionina 1 0,8
Lisina 0,5 0,3
Adsorvente** 1 1
Probidtico*** 0,2 0,2
Niveis Nutricionais (%)

Matéria Seca

Proteina Bruta 17,04 16,57
Extrato Etéreo 3,13 3,1
Matéria Mineral 12,5 13,23
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Calcio 4 4,3

Fosforo 0,51 0,5

Energia Metabolizavel Aparente (Kcal/Kg)

EMA | 2.776,62 2.758,52

Legenda: dados fornecidos pela granja.

Valores de referéncia para preparo de 1000 kg de concentrado.

* Niveis nutricionais balanceados com base no composto comercial da empresa MCassab.

** Composto a base de Bentonita.

*** Produto a base de Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium e Bifidobacterium bifidum.

Desenho Experimental

Para a obtencdo das amostras e analises laboratoriais foram selecionadas,
aleatoriamente, 10 poedeiras de um galpdo que continha 9500 aves (densidade de
alojamento: 423 cm?/ave) criadas no sistema convencional e 10 poedeiras de um
galpdo que possuia 1.420 aves (densidade de alojamento no galpdo: 9 aves por m?

que corresponde a 1.100 cm?/ave) criadas no sistema cage free.

Instalacdes
A etapa de cria e recria das aves foi realizada em comum para ambos os sistemas de
criagdo (Figura 1), com as aves alojados no mesmo galpdo, com as mesmas

condi¢cdes de manejo, nutricdo e sanidade.

Figura 1 - Instalacéo utilizada nas etapas de cria e recria
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A: comedouro do sistema cage free. B: bebedouro nipple com tacinha. C: recria em sistema

de criacgéo verticalizado. Fonte: Arquivo Pessoal.

Na etapa de producdo, as aves, no sistema convencional, foram criadas em galpéo,
em orientacdo nordeste-sudoeste, com 76 metros de comprimento e 8 metros de
largura (&rea total igual a 608 m?). O galpéo era coberto com telhas de amianto e o
piso era revestido em alvenaria nas areas de circulagdo de pessoas e solo sem
revestimento nas areas abaixo das baterias de gaiolas. Estas Ultimas possuiam 50 cm
de largura, 55 cm de comprimento e 40 cm de altura, com espaco disponivel de 2.750
cm?. As gaiolas estavam arranjadas em 12 baterias do tipo californiano, com 3 baterias

em cada lado e dois corredores de circulagéo (Figura 2).

Figura 2 - Aves alojadas no galpdo no sistema de criagdo convencional, tipo
californiano

Fonte: Arquivo Pessoal.

As aves criadas no sistema cage free foram alojadas em galp&o, em orientacgéo leste-
oeste, com 35 metros de comprimento e 4,5 metros de largura (area total igual a 157,5
m?). O pé direito possuia 4,2 metros no ponto mais alto. A cobertura do galpéo era
feita com telhas de zinco e o piso era de alvenaria em toda extensao do galpao. A
area total de producéo era destinada a circulagdo das aves, e era coberta por raspas

de serragem, a qual formava a chamada cama aviaria.
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Selecdo das aves e obtencédo das amostras

Foram selecionadas 10 aves de cada tratamento de forma aleatério, por meio sorteio,
ao longo do galpéo de criagdo. ApoOs a pega, os animais foram acomodados em caixas
de transporte, devidamente identificadas, e foram transportadas da granja até o
frigorifico em veiculo apto a garantir o nivel de circulacdo de ar adequado a cada uma

delas.

Desde o momento da pega até o inicio do abate, as aves permaneceram em jejum de
no minimo 8 horas, conforme recomendac¢édo do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), como medida de bem-estar e para minimizar contaminagao

advinda do conteudo presente em todo sistema digestorio.

A figura 3, a seguir, expde o fluxograma utilizado nas etapas de selecéo, transporte,
abate e obtencdo das amostras hepaticas. O processo de abate seguiu a linha de
processamento industrial, com a necropsia das aves realizada apds a evisceragao do

inglavio.

Figura 3 - Fluxograma utilizado nas etapas de selecéo, transporte e abate das aves

Fluxograma do Momento a Campo e Abate das Aves, e Coleta dos Fragmentos Hepaticos

L Seleg&o aleatdria de 10 aves — Embarque em caixas
de cada sistema de criagao de transporte

MOMENTO 2: ABATE
Atordoamento/

L ‘ Recepgao ‘ — ‘ Desembarque |-5| Pendura | mmp Insensibilizagao mmp | Sangria |—)‘ Escaldagem |j

mmp | Jejum 8 horas ‘ - ‘ Transporte

‘ Para Histopatol6gico | =

Coleta dos fragmentos Sala de Evisceragao somente _
hepaticos — necropsia Y do ingltvio d— _Depenagem

| ParaRT-PCR | ¢mm

Imediatamente apds a necrdpsia, o tecido hepético foi coletado, fracionado e
acondicionado em quarenta tubos eppendorf livres de RNase e DNase (cerca de 50
mg de tecido em cada tubo), com capacidade para 2mL. Cada dupla de eppendorf
recebeu amostras de tecido hepatico de cada uma das dez aves dos dois tratamentos.

O conteudo presente nos tubos foi destinado as andlises para quantificacdo de RNA
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e, portanto, em cada um destes foram adicionados, previamente, 500 yL de solugéo
estabilizadora de RNA (RNAlater®, Ambion™),

Ao término das necrépsias a campo, todos os tubos com amostras de tecido hepatico
foram transportados, devidamente acondicionados em caixas de fibras de papelao
com rack para microtubos (Kasvi®), dentro de caixas de poliestireno expandido (EPS)
com gelo seco (Figura 4), até o armazenamento em freezer a -80°C, no Laboratério
de Genética Bioquimica do ICB-UFMG.

Figura 4 - Fotos tiradas no periodo de obtencao do tecido hepético.

A: microtubo com amostra de tecido hepatico em solugéo estabilizadora de RNA. B: microtudo
com material congelado ap6s 30 min em contato com gelo seco. C: rack coberto por gelo seco
em toda sua extensdo. Fonte: Arquivo Pessoal.

Potes estéreis para coleta universal, providos de solucdo de formaldeido a 10%,
receberam fragmentos de tecido hepatico para confeccao de laminas histopatoldgicas

e foram mantidos em temperatura ambiente.

Durante todos os procedimentos listados anteriormente, necropsias e coletas de
tecido hepatico, foram utilizadas toucas, mascaras e luvas descartaveis. A equipe de
trabalho contou com, no minimo, quatro integrantes: (i) um responsavel pela necrépsia
da ave durante todos os procedimentos, (ii) um responsavel pela coleta do tecido
hepatico, (iii) um responsavel pelos procedimentos de acondicionamento do tecido
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hepatico nos tubos Eppendorf e congelamento, (iv) um responsavel pelos

procedimentos de acondicionamento do tecido hepatico nos potes de coleta universal.

Genes selecionados para analise de expresséo diferencial em tecido hepatico
O gene codificador para Heat Shock Protein 70 (HSP70) foi selecionado para as
andlises. A referida proteina estd relacionada ao estresse térmico e oxidativo,
conforme demonstrado em estudo prévio in vivo com frangos de corte (RIMOLDI et
al., 2015). Foram quantificados ainda os niveis de mRNA de dois genes de referéncia:
B-actina (ACTB) e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Extracdo e purificacdo do RNA das amostras de tecido hepético

Todos os procedimentos foram realizados em laboratério climatizado e os locais de
trabalho, nas bancadas, foram higienizados com alcool 70% e forrados com papel
pardo. Além disso, durante todos os procedimentos, os laboratoristas utilizaram luvas
de nitrila, toucas e mascaras descartaveis. Previamente ao inicio dos procedimentos,
a centrifuga refrigerada foi ligada para que a temperatura atinja 4°C. Apés a retirada
do freezer e enquanto ndo manipulados, todos os reagentes e os eppendorfs, com as

amostras e a solucdo RNAlater, foram mantidos em caixa de EPS com gelo triturado.

A primeira etapa da homogeneizacédo do tecido hepatico envolveu sua retirada da
solucdo RNAlater™, com o auxilio de pinca cirdrgica autoclavada, e deposicdo em
microtubo estéril, com saia, tampa de 6 mm e capacidade para 2 mL (Loccus®), o
gual continha duas beads em aco de 2,8 mm (Loccus®). Os tubos também continham
1 ml do reagente TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific™, lote 317903). Em seguida
foram levados a homogeneizacédo em aparelho Precellys 24 Tissue Homogenizer™
(Bertin Instruments™), por 15 segundos a 6.000 RPM. Imediatamente apos
homogeneizados, os tubos foram submersos em Nitrogénio liquido, para
congelamento instantaneo, a fim de se evitar perdas de integridade do RNA pelo calor

gerado com o atrito.

Na sequéncia, as amostras homogeneizadas foram descongeladas em gelo triturado,
em seguida permaneceram em temperatura ambiente por 5 min para entdo serem
centrifugados a 4°C, por 10 min a 12.000 x g, segundo as recomendacdes do
fabricante do reagente TRIzol™. A centrifuga refrigerada, utilizada nessa e em todas
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as etapas seguintes, era da marca Eppendorf™, modelo 5415 R. Apos a referida
centrifugacdo, as amostras foram cuidadosamente transferidas para um novo
microtubo, no qual foram adicionados 200 pL de cloroférmio P.A. 100% (Synth®).
ApOs vigorosa agitacdo manual por 15 segundos, as amostras foram acondicionados
em caixa de poliestireno com gelo triturado por 3 min. Os microtubos foram entéo
centrifugados a 4°C, por 15 min a 12.000 x g, segundo as recomendacdes do
fabricante do reagente TRIzol™. Em seguida, aproximadamente 400 pL de
sobrenadante foram removidos e transferidos para outro tubo. A esta fragdo, a qual
continha RNA, foram adicionados e homogeneizados volumes iguais de etanol
absoluto para biologia molecular (Sigma-Aldrich™), a fim de iniciar a purificacdo do

RNA por kit comercial, descrita a seguir.

As etapas seguintes envolveram a purificagdo do RNA em coluna, por meio do kit
comercial RNeasy Mini Kit™ (Qiagen™). Inicialmente o conteido do microtubo da
etapa anterior foi vertido na coluna, mini spin column, fornecida no referido kit, a qual,
em seguida, foi levada a centrifugacdo a 4° C, por 1 min a 8.000 x g. Na sequéncia,
apos descarte do eluido, foram adicionados 350 pL do tampé&o RWI, fornecido no Kkit,
e foi realizada nova centrifugacéo a 4°C, por 1 min a 8.000 x g. Ap6s descarte do
eluido, foram adicionados 80 pL de solucdo com DNAse | (Qiagen™) e tampao RDD
(Qiagen™), na proporcdo 1:7, nao fornecida pelo kit. Ap6s reacdo por 15 min em
temperatura ambiente, foram adicionados 350 puL do tampéao RWI e realizou-se nova
centrifugagéo a 4°C, por 1 min a 8.000 x g. Apds descarte do eluido, foram adicionados
a coluna 500 pL de tampéo RPE, fornecido no kit, seguida de centrifugacéo a 4°C, por
1 min a 8.000 x g. Apds descarte do eluido, a etapa anterior foi repetida, porém com
0o dobro do tempo para centrifugacdo. O microtubo para coleta do eluido, com
capacidade para 2 mL, foi substituido por um novo. Realizou-se entdo nova
centrifugacéo a 4°C, por 2 min a 8.000 x g. O microtubo para coleta do eluido foi
novamente substituido, por um com capacidade para 1,5 mL. Finalmente, foram
adicionados a coluna 50 pL de agua ultrapura para biologia molecular (Phoneutria
Biotecnologia®) e foi realizada a ultima centrifugacao a 4°C, por 1 min a 8.000 x g.
Desta vez, o eluido no microtubo com capacidade para 1,5 mL e que continha RNA

purificado, foi armazenado em ultrafreezer, a -80°C.
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Analise da concentracao, pureza e integridade do RNA extraido

A estimativa da concentracdo de RNA, em ng/uL, na solucéo obtida apds a extracao,
bem como a andlise da pureza da mesma, foi realizada em espectrometro
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific™) e os dados obtidos estdo expostos na
Tabela 2. O grau de pureza foi avaliado pela razdo entre as absorbancias nos
comprimentos de onda 260/280 nm. Segundo Desjardins e Conklin (2010), RNA puro

produz valores préximos de 2 para a referida razéo.

Tabela 2 - Concentragdo de RNA (ng/uL) e razédo entre as absorbancias nos
comprimentos de onda 260/280 nm.

Tratamento Convencional Tratamento Cage free

Amostra [RNA] 260/280 Amostra  [RNA] 260/280

1 19444 2,09 9 1205,7 2,03
2 1209,0 2,08 10 199,9 2,01
3 2146,7 2,05 11 1108,3 2,08
4 2549 1,99 12 1343,7 2,09
5 1673,0 2,08 13 580,0 1,85
6 151,9 1,94 14 216,3 2
7 585,9 2,01 15 1729,0 1,89
8 554,3 1,94 16 871,5 191

A integridade do RNA extraido foi avaliada por corrida em gel de eletroforese a fim de
detectar as bandas de RNA ribossomal 28S e 18S. Inicialmente foi preparada uma
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solucéo tampéo, necessaria para producao do gel e para a corrida (tampéo TAE). A
solugcédo continha Tris-Aminometano (54,2% p/v), acido acético glacial (5,7% p/v),
EDTA 0,5M pH 8,0 (10% v/v) e agua Milli-Q gsp 1L. Para o preparo do meio de corrida,
para cada 16 amostras, foram preparados 60 mL de gel a 1% de agarose (0,6 g de
agarose em 60mL de TAE diluido em agua destilada na proporc¢éo de 1:50). A solugéo
foi aquecida em micro-ondas por cerca de 40 segundos, até a completa solubilizacao.
ApOs alcancada a temperatura de contato foi adicionado brometo de etideo, na
concentracdo de 1 pL para cada 20 mL de solugdo. Em seguida, a solugéo foi
depositada em cuba com 2 pentes, para 13 pocos cada, e aguardou-se a

polimerizacao e solidificacédo do gel.

Para a corrida foi utilizado o conjunto Bio-Rad wide mini-sub cell™. Apds a incluséo
da cuba com o gel solidificado dentro do referido conjunto, um volume de cerca de
500 mL do tampéo TAE foi adicionado, quantidade esta suficiente para cobrir o gel.
Nos pocos de corrida do padrao (1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen by Thermo Fischer
Scientific™, lote 00821660) foram adicionados 10 puL de uma solucéo preparada com
1 uL do padréo, 1 pL do tampao de amostra presente no kit do padrédo e 8 pL de agua
Milli-Q. Nos demais pocos foram adicionados 10 pL de solugéo preparada com 1 pL
do tampéo do kit do padrdo e 9 uL de outra solucédo preparada com o produto da
extracdo do RNA e agua Milli-Q. Essa ultima foi produzida de modo a se obter um
total de 150 ng do referido acido nucléico. Para a realiza¢do dos calculos dos volumes
pipetados da solugéo de RNA, foram utilizados os dados de concentracdo obtidos em

espectrometro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific™).

Apés a alocacao do padréo e das amostras nos pocos do gel, deu-se o inicio a corrida
por meio da aplicacéo de corrente elétrica (90 V). A foto documentacéo foi realizada
apos 40 min do inicio da corrida em aparelho transiluminador (Loccus®). Os
resultados obtidos nesta etapa, para as 48 amostras, evidenciaram satisfatoria
integridade do RNA extraido, haja vista a nitidez das bandas de RNA ribossomal 28S
e 18S,

Determinacdo da expresséo génica diferencial em tecido hepatico
A sintese do DNA complementar (CDNA), a partir do RNA extraido das amostras de

figado das aves, foi realizada por meio do kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
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Transcription Kit™ (AppliedBiosystems, Thermo Fisher Scientific™), conforme
orientacbes do fabricante. Para as reacbes de PCR em tempo real (RT-gPCR),
utilizou-se o equipamento Rotor-Gene Q (numero de série R0716146, Qiagen, Venlo,
Holanda). As reacdes ocorreram segundo o protocolo padrdo do equipamento. A
sequéncia dos bindbmios tempo-temperatura foram: 95°C por 20 segundos, 60°C por
20 segundos e 72°C por 20 segundos. Apoés 45 ciclos, se deu a determinacéo da curva
de dissociacdo (melting), por meio da variacdo de temperatura, de 55°C até 95°C, com
elevacao de 1°C a cada minuto.

Para as analises, além do cDNA, utilizou-se o kit PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix (AppliedBiosystems, Thermo Fisher Scientific™), de acordo com as orientacdes
do fabricante. Agua ultrapura para biologia molecular (Phoneutria®) também foi

utilizada.

A sequéncia dos primers dos trés genes selecionados na espécie aviaria (Gallus gallus
domesticus) estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Gene, direcdo e sequéncia dos primers na espécie aviaria (Gallus gallus
domesticus)

Gene Direcédo Primers (5'-3") Referéncia
ACTB F ATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA (VARASTEH et al., 2015)
R TTTATGCGCATTTATGGGTTTTGT
GAPDH F GAGGGTAGTGAAGGCTGCTG (HE et al., 2018)
R CATCAAAGGTGGAGGAATGG
HSP70 F CTCTCATCAAGCGTAACACCAC (SANTOS et al., 2019)
R CTCTCACCTTCATACACCTGGAC

direcéo do primer (F = forward; R = reverse). Adaptado de (RIBEIRO et al., 2022)
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Inicialmente foi feita a padronizacéo dos primers (Integrated DNA Technologies™) e
do cDNA, para se definir as concentracdes 6timas para ambos. Assim, foram testadas
trés concentracdes de cDNA (50, 100 e 200 ng/pL) frente a trés concentracdes de
primer (5, 10 e 15 pM). De modo geral, os melhores desempenhos foram obtidos com
0 binémio 200 ng/uL de cDNA e 5 uM de primer. O calculo dos volumes das solucdes
a serem pipetados para que se obtivesse, para todas as amostras, 200 ug de cDNA,
foram feitos com base nas concentragBes deste Ultimo medidas em espectrémetro

NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific™).

Preparo e avaliagdo das laminas hepaticas
Fragmentos de figado foram fixados com solucdo 10% formalina, embebida em
parafina, e seccionados em laminas a 4um. O tecido foi fixado e corado com

hematoxilina-eosina (HE).

Para avaliacdo histopatoldgica, utilizou-se o sistema de escore de vacuolizacdo
hepatica. Tal escore foi aferido de acordo com o modelo de Trott et al. (2014), no qual
a vacuolizacdo hepatocelular foi caracterizada por um ou mudltiplos vacuolos
citoplasmaticos claros e bem demarcados classificados nos seguintes critérios,
conforme visto em HE, da seguinte forma: escore 0, quando ndo ha ou é muito rara
a vacuolizacao; escore 1, quando ha menos de 50% dos hepatécitos contendo
vacuolos de qualquer tamanho; escore 2, quando 50% ou mais dos hepatdcitos
contém vacuolos de tamanho variavel ou vacuolizacdo difusa com pequenas
vacuolos; escore 3, quando ha vacuolizacdo difusa com grandes, ou médios a
grandes, vacuolos. No estudo de Trott et al. (2014), quando se tinha mais de uma
secdo hepdtica, todas as secdes eram visualizadas. Se houvesse uma diferenca
marcante entre as se¢des para um caso particular, aquelas se¢des com evidéncia de

hemorragia eram usados para classificacao.

Delineamento experimental e testes estatisticos
Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos, 0s quais

sao os sistemas de criagao, convencional e cage free, com 10 animais por tratamento.

As fontes de variacao e os respectivos graus de liberdade estdo expostos na tabela 4

de andlise de variancia a seguir:
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Tabela 4 - Célculo das fontes de variacao e graus de liberdade.

Fontes de Variacao Graus de Liberdade
Total (10x2)-1=19GL
Tratamento 2-1GL=1GL
Erro 19-1=18GL

Foram realizados os testes estatisticos de Komogorov (1933) e Smirnov (1948) e de
Levene (1960) para averiguar a normalidade dos dados e a homoscedasticidade das
variancias, respectivamente, nas diferentes respostas analisadas. Confirmados os
pressupostos para o uso da estatistica paramétrica, ou seja, dados com distribuicao
normal e varidncias homocedasticas, as médias foram comparadas pelo teste F de
Fisher com pés teste de Tukey (Sampaio, 2010), em um nivel de significancia de 5%.
Se um dos pressupostos para o uso da estatistica paramétrica nao foi cumprido, as
medianas foram comparadas por meio do teste Mann-Whitney (SAMPAIO, 1998), da

estatistica ndo paramétrica, também em um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Expresséo hepatica do HSP70
A Tabela 5, a seguir, expressa os resultados obtidos a partir da analise de RT-gPCR

do tecido hepatico.

Tabela 5 - Médias e desvios padrédo para abundancia relativa de mRNA (ACT, log2)
obtidas nos tratamentos

Tratamento ACT, log2 Desvio Padréo
Convencional 1,1086 A 0,5029
Cage free 0,2735B 0,1656
p-valor 0,001

Médias seguidas por letras distintas representam diferenca pelo teste de F de Fisher (p<0,05).
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A Tabela 6, a seguir, expressa 0s resultados obtidos a partir da analise de

histopatologia do tecido hepético.

Tabela 6 - Escore de acometimento do tecido hepético

Amostras Tratamento Escore OBS
A Convencional 0
B Convencional 0 Inflamacéo (Bacteria), peri-portal
C Convencional 1
D Convencional 1
E Convencional 3 Inflamacéo (Bacteria), peri-portal
F Convencional 0
G Convencional 0
H Convencional 2

Convencional
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J Convencional 2 Inflamacéo (Bacteria)

B Cage free 0

Inflamacéo (Bacteria), peri-portal, Muitos
neutrofilos

D Cage free 0

Inflamacao (Bacteria), peri-portal, Muitos

F Cage free 1 neutrsfilos

H Cage free 0

J Cage free 0

Legenda:

Menos de 5% de vesiculas de gordura

Menos de 50% das vesiculas de gordura

Mais de 50% de vesiculas de gordura

Vesiculas completamente comprometidas, grandes e médias

wWNPF-O

A Tabela 7, a seqguir, expressa o resultado da analise estatistica da comparacao das

medianas dos valores de escore hepatico obtidas nos tratamentos.

Tabela 7 - Comparacdo das medianas dos valores de escore hepatico obtidas nos
tratamentos

Convencional 1,0
Cage Free 0,0
p-valor 0,12

Medianas semelhantes pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05)
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Avaliacdo macroscopicas e microscopicas do tecido hepatico

A figura 6, a seguir, expressa as caracteristicas macroscopicas da cavidade
celomética post mortem e as laminas histopatolégicas obtidas dos figados das
poedeiras criadas no sistema convencional.

Figura 6 - Cavidade celomética e lamina histopatoldgica obtida das aves criadas no
sistema convencional.



Imagens macroscopicas (em maiusculo), e microscopicas (em minasculo) de aves Hisex Brown
criadas no sistema Convencional
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Legenda: Evidenciam nas letras mailsculas as caracteristicas macroscopicas post
mortem dos figados das poedeiras criadas no sistema convencional. Em letras
minusculas estdo apresentados cortes histopatolégicos dos fragmentos coletados
pelo referido figado identificado com a mesma letra, porém maiusculas.

Os arquivos referentes as imagens microscopicas das letras “a” e “” foram

corrompidos, o que inviabilizou sua apresentagéo na figura acima.

A figura 7, a seguir, expressa as caracteristicas macroscopicas da cavidade
celomatica post mortem e as laminas histopatolégicas obtidas dos figados das

poedeiras criadas no sistema cage free.

Figura 7 - Cavidade celomética e lamina histopatol6gica obtida das aves criadas no
sistema cage free.



Imagens macroscopicas (em mailsculo), e microscopicas (em minusculo) de aves Hisex Brown
criadas no sistema Cage Free
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Legenda: Evidenciam nas letras mailsculas as caracteristicas macroscopicas post
mortem dos figados das poedeiras criadas no sistema cage free. Em letras minusculas
estdo apresentados cortes histopatologicos dos fragmentos coletados pelo referido

figado identificado com a mesma letra, porém maiusculas.

Peso das aves post mortem
A tabela 8 a seguir exp0e a estatistica para avaliacdo do peso ao abate das aves dos

sistemas convencional e cage free, sem penas e sem inglavio.

Tabela 8 - Estatistica descritiva para avalicdo do peso ao abate, sem penas e sem
inglavio

Sistema de Desvio

Criacdo N Média Padrao Minimo | Mediana | Maximo
Convencional 10 1760,5 187,7| 1365,0| 1815,0 A| 1970,0
Cage free 10 1540,5 130,3| 1405,0| 1495,0B| 1775,0

Medianas diferentes pelo teste de Mann- Whitney (p<0,05)

Dados zootécnicos relativos a producédo e viabilidade
A tabela 9, a seguir, expde a estatistica descritiva da producdo dos sistemas

convencional e cage free.

Tabela 9 - Estatistica descritiva da producdo em comparativo nos referidos sistemas
de criacdo em estudo.

Sistema de Desvio

Criacdo N Média Padrdo |Minimo | Mediana | Maximo
Convencional 61 84,39 22,21 0,36| 90,76 A| 97,47
Cage free 61 82,1 18,27 0| 87,01 B| 90,03

Medianas diferentes pelo teste de Mann- Whitney (p<0,05)

O grafico 1, a seguir, compara a produtividade entre os dois tratamentos.
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Gréfico 1 - Comparacédo da produtividade entre os dois tratamentos da pesquisa.

Produtividade comparada entre os lotes dos tratamentos
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O gréafico 2, a seguir, compara a viabilidade entre os dois tratamentos.

Grafico 2 - Comparacéo da viabilidade entre os dois tratamentos da pesquisa.

Viabilidade comparada entre os lotes do tratamentos
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= Cage free
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Semanas

Os dados de producéo e viabilidade foram obtidos a partir da ficha de preenchimento

semanal do lote, que é realizada pelo colaborador responsavel pela coleta dos ovos.
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No que diz respeito a viabilidade, ndo foi realizada a avaliacédo estatistica, devido a
diferenca entre a quantidade de aves no lote, porém, foi realizado o comparativo da
viabilidade ao longo das semanas, com porcentagem final para o lote convencional
em 91,24% e cage free em 82,61%.

DISCUSSAO

Expressédo hepética do gene HSP70

De acordo com Cedraz et al. (2017), as proteinas de choque térmico produzem
respostas por alguns fatores além do calor, como infec¢do microbiana, trauma tecidual
e lesdo genética, desta forma corrobora com os resultados da pesquisa, uma vez que
houve distingdo na expressdo de HSP70 entre os tratamentos, diferenca essa que

pode ser justificada por elementos do ambiente produtivo.

A proteina de choque térmico 70 (Hsp70) é uma chaperona molecular que € expressa
em resposta ao estresse térmico. Nesse papel, HSP70 se liga aos seus substratos
proteicos e os estabiliza contra a desnaturacdo ou agregacdo até que as condi¢des
melhorem (EVANS, 2014).

Em outra publicacdo do mesmo ano, Cedraz et al. (2017) compararam a expressao
de HSP70 e a performance de linhagens de frangos de corte de trés linhagens: Cobb
500, Caneluda e Peloco. Os autores obtiveram diferenca estatistica na expresséo de

HSP70 em funcao do estresse térmico artificial.

Na presente pesquisa, 0s niveis de expressdo de HSP70 no figado das aves criadas
no sistema convencional foram maiores que aqueles obtidos nas aves criadas no
sistema cage free. Estes resultados possivelmente foram influenciados por fatores
exdgenos, relacionado as condicdes ambientais e produtiva a qual essas aves sao

expostas, o qual impactam a saude do figado, e naturalmente a expresséao de HSP70.

Baykalir & Simsek (2018) realizaram um estudo comparativo com aves da linhagem
Bovans White, no qual os tratamentos eram os sistemas de criagdo organico em
comparacao ao convencional, obteve-se niveis mais baixos na expressdo de HSP70
nas aves provenientes do sistema convencional, resultado oposto ao encontrado na

presente pesquisa. No entanto, é importante ressaltar que no sistema organico, ao
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contrario dos sistemas testados aqui, 0s animais tém acesso a area externa ao galpao
e sua alimentacdo deve ser livre de promotores de crescimento, produtos de origem
animal e alimentos transgénicos. Tais fatores podem, em parte, explicar a diferenca
nos resultados, especialmente o acesso a area externa. Apesar da esperada menor
exposicao a fatores estressantes, poedeiras criadas no sistema organico acabam por
estar expostas a maior desafio imunoldgico, pela maior exposicao a micro-organismos
ambientais, fator este que pode levar a elevacdo do estresse oxidativo hepético e,
como consequéncia, maior expressao do gene HSP70. Simsek et al. (2018) também
evidenciaram maior estresse oxidativo em figado e masculo esquelético em galinhas
criadas no sistema organico, pela maior expressdo do gene codificador da enzima

glutationa peroxidase, importante componente do sistema antioxidante celular.

De acordo com Baykalir & Simsek (2018), os estudos sobre HSP70 em aves, em geral,
estdo mais relacionados ao estresse térmico, e ao que tudo indica, ainda ndo se fez
uma comparacdo entre sistemas de criagdo, como a que se apresenta aqui. No
entanto, os dados obtidos por Baykalir & Simsek (2018) em adicdo aos encontrados
neste presente estudo ddo indicios da influéncia dos sistemas de criagdo sobre a
expressao de HSP70.

Outro estudo que demonstra a correlacdo entre HSP70 e o estresse térmico foi
realizado por GU et al. (2012), no qual foi observada a super expressao daguele gene,
induzida pela temperatura ambiente, bem como melhora no sistema de defesa

antioxidante em frangos de corte.

Avaliacdo macroscopicas e microscoépicas do tecido hepatico

Os resultados de escore de vacuolizacdo hepatocelular, aferidos de acordo com o
modelo de Trott et al. (2014) foram analisados em associagdo com a presenca de
hemorragias na avaliagdo macroscopica das respectivas aves, haja vista a
importancia de se associar a avalicdo microscopica e a presenca de pontos

hemorragicos, a macroscopia, nos figados com alta vacuolizagéo.

A patogénese da hemorragia associada com a sindrome do figado gorduroso e

hemorragico (SFGH) ainda nado foi identificada. No entanto, a hemorragia pode
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resultar da ruptura da fibra de reticulina e da capsula devido ao inchaco excessivo do

figado causada pelo acumulo de gordura (KUMAR, 2019).

Uma hipotese plausivel para a patogénese da SFGH é que o inchaco vacuolar dos
hepatocitos rompe a estrutura da reticulina das placas hepaticas devido ao estresse
mecanico, e leva a hemorragias sinusoéides. Além do estresse mecanico para a
arquitetura do figado, Kumar (2019) sugere que o excessivo metabolismo lipidico que
ocorre em galinhas poedeiras superalimentadas pode facilitar a destruicdo mediada
por radicais de oxigénio das fibras de reticulina. Ainda segundo aquele autor, alimentar

0S animais com uma dieta rica em antioxidantes reduz a incidéncia de SFGH.

Na macroscopia, segundo Trott et al. (2014), um dos principais indicativos de
sindrome do figado gorduroso é a abundante presenca de gordura na cavidade
celdmica, com aumento do figado, o qual pode se apresentar de cor palida, marrom e
amarelo, com consisténcia friavel, hematomas e hemorragias subescapulares e

parenquimatosas.

Na presente pesquisa foi possivel encontrar resultados que corroboram com os
achados de Trott et al. (2014), principalmente em amostras provenientes do sistema
de criacdo convencional, visto que os desafios da alta performance produtiva podem
gerar essas apresentacdes no tecido. As amostras F, I, E e J (Figura 6) apresentaram
estado mais grave da Sindrome do figado gorduroso e hemorragico.

Quanto as amostras pertencentes ao sistema livre de gaiolas, ndo ha indicativo de
ocorréncia da sindrome do figado gorduroso e hemorragico, visto a menor presenca
de esteatose. No, entretanto, ha uma presenca muito maior de infiltrado inflamatério
e infeccdo bacteriana nas amostras do tecido provenientes das aves do sistema cage
free, muito provavelmente em decorréncia da maior interagdo com matéria organica

no meio ambiente galpéo.

Peso das aves ao abate
Segundo Carvalho (2019), linhagens comerciais diferenciam-se através de muitos
fatores como ganho de peso, potencial produtivo, viabilidade e consumo de racéao, a

autora ainda comenta que linhagens com baixo consumo de racdo podem se tornar
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um desafio uma vez que as aves tém se tornado mais precoces com adiantamento da
maturidade sexual, 0 que gera maiores desafios para os produtores, visto que o
consumo de racao e peso corporal sdo dificeis de se obter apds o inicio da postura.
Ainda, a autora comenta que modelos de criagao alternativos sao desafiadores, pois
a dindmica de peso e conversao alimentar se modificam, uma vez que a ave € capaz
de se exercitar, 0 que cria a necessidade de adaptacdo nos mecanismos de

interpretacéo desses dados.

Dados zootécnicos relativos producéo e viabilidade

As principais causas de mortalidade em sistemas alternativos, como o cage free ou
free range, € canibalismo, uma pratica mais comum no inicio da fase de postura, e
gue, em sistemas convencionais, parece ser um problema menor, apesar de
prevalecer topo dos principais riscos a producédo de ovos (BARBOZA, 2019). Outro
fator que afeta a producédo e induz ao canibalismo é o prolapso do oviduto, comum em
aves jovens e com pouco desenvolvimento, com sobrepeso ou excesso de gordura,
alta densidade, principalmente em sistemas que utilizam gaiolas, hiperatividade e
corte inadequado do bico. Outra causa importante de mortalidade é a chamada “morte
subita” com manifestacdo de disturbios fisiologicos que comprometem o sistema
cardiorrespiratério, bem como a morte por asfixia, na qual as aves se amontoam uma

sobre as outras, em funcéo de algum erro de manejo (BARBOZA, 2019).

O estresse calorico é um fator importante a ser avaliado na producéo avicola, pois
influencia muito no comportamento das aves, com possivel diminuicdo na producao
de ovos. As variacfes de temperatura e umidade relativa prejudicam o desempenho
das aves e influenciam negativamente a qualidade dos ovos. Aves em estresse
térmico: consomem menos ragdo e acabam por ndo ingerir quantidades suficientes
de nutrientes para formacgao dos ovos; reduzem o peso e espessura da casca; tendem
a produzir ovos com casca mole; consomem mais agua; e aumentam o ritmo cardiaco
e respiratorio, como forma de dissipar calor, com tendéncia a reducdo no peso
corporal. A densidade incorreta também pode causar prejuizos a producdo e ao bem-
estar das aves, pois 0 comportamento é alterado, com redu¢éo no consumo de racao,
reducdo de peso corporal e o aumento na agressividade e mortalidade das aves
(RODRIGUES, 2016).
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CONCLUSAO
Os achados do presente estudo sugerem que o figado das poedeiras criadas no

sistema cage free estd menos exposto ao estresse oxidativo.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Pesquisas comparativas entre os sistemas de criagdo convencional e alternativos,

com énfase no bem-estar;

- Outros métodos de avaliacdo da produtividade relacionado ao bem-estar, como a

dosagem de albumina no figado e/ou ovo;
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- Efeito dos sistemas de criac&do sobre o estresse oxidativo e bem-estar animal, bem

como sobre a predisposicdo a infeccdo microbiana;

- Utilizacédo da expresséo génica como ferramenta para avaliacao de estresse;

- Avaliacdo do estresse oxidativo, por meio de outros genes de referéncia, como a

catalase.

- Efeitos do estresse sobre o metabolismo hepético das aves;
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