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RESUMO

CESAR, Paula Horacio. Avaliagdo de metodologias que determinam estresse em poedeiras
comerciais. 2017. 69f. Dissertacio (Mestrado em Ciéncia Animal - Area de Concentragao:
Producdo Animal) - Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduagdo
em Ciéncia Animal, Lages, 2017.

Com o objetivo de avaliar metodologias que indicam estresse em poedeiras comerciais, um
experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do CAV/UDESC, utilizando 48 poedeiras
da linhagem HyLine Brown com 79 semanas de idade. As aves foram alojadas em gaiolas
apropriadas e submetidas a um periodo de muda induzida durante 10 dias de jejum alimentar,
avaliando cinco metodologias para indicativo de estresse (concentracdo de corticosterona
plasmatica - CORT, relagdo heterdfilo/linfocito - H/L, catalase - CAT, glutationa reduzida -
GSH e niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS), em seis dias de coleta
de amostras de sangue (zero, dois, quatro, seis, oito e 10 dias do periodo de jejum alimentar).
Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado com oito repeticdes por dia de coleta,
sendo cada ave considerada como uma unidade experimental. As coletas para as metodologias
CORT e relagdo H/L iniciaram as 16 h e as demais as 8 h. Para determinar a concentracdo de
CORT e a relagdo H/L foi coletado sangue da veia ulnar e as demais a veia jugular. Em cada
coleta, oito aves foram selecionadas aleatoriamente, e apds o procedimento, retornavam as
gaiolas. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a normalidade dos dados e as
varidveis apresentaram distribuicdo normal. Realizou-se estudo de regressdo polinomial para
determinar o momento de maximo estresse para cada metodologia. Como todos os métodos
fornecem resultados quantitativos foi possivel utilizar a correlacdo de Pearson. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico SAS (2009). As
metodologias que avaliaram a concentracdo de CORT, GSH e TBARS apresentaram
comportamento quadratico na regressdo polinomial com momentos de méximo estresse aos 4,3;
4,3 e 5,5 dias de jejum alimentar, respectivamente. As aves no dia zero apresentaram uma média
de CORT plasmatica de 1,76 ng/ml, com posterior aumento progressivo do hormonio até atingir
0 pico de estresse (4,3 dias). A relacdo H/L apresentou comportamento linear crescente no
estudo de regressdo polinomial, com momento de maximo estresse aos 10 dias de muda
induzida. A atividade da CAT apresentou comportamento linear decrescente na analise de
regressdo polinomial. Para os coeficientes de correlacdo de Pearson, considerando todos os
momentos de coleta, ndo houve uma alta correlagéo entre as metodologias, ndo sendo possivel
a substituicdo de um metodo pelo outro. Conclui-se que as metodologias da concentracédo de
CORT plasmética, relagcdo H/L, concentracdo de GSH e atividade da enzima CAT sdo indicadas
para mensurar estresse em poedeiras comerciais submetidas a muda induzida por jejum
alimentar, porém, cada uma apresenta um momento diferente de maximo estresse,
impossibilitando a utilizacdo de apenas um método em substituicdo aos demais.

Palavras-chave: Corticosterona.  Estresse  oxidativo. Muda induzida. Relacédo
heterdfilo/linfocito






ABSTRACT

CESAR, Paula Horacio. Evaluation of methodologies that measure stress in commercial
laying hens. 2017. 69f. Dissertation (MSc in Animal Science — Area: Animal Production) —
Santa Catarina State University. Postgraduate Program in Animal Science, Lages, 2017.

With the aim to investigate methodologies that indicate stress in commercial laying hens, the
study was conducted at Poultry Sector of the CAV/UDESC, using 48 HyLine Brown hens, with
were 79 wk of age. The hens were housed in appropriate cages and the molt was induced by
feed withdrawal for 10 days, five methodologies were investigated (corticosterone plasmatic
level - CORT, heterophil:lymphocyte ratio - H/L, catalase - CAT, reduced glutathione - GSH
and level of thiobarbituric acid reactive substances - TBARS), in six days of blood samples
collect (zero, two, four, six, eight and 10 days of feed withdrawal). The experimental design
was completely randomized with eight replicate per day of collection, each hen was considered
as an experimental unit. The collections for methods CORT and H/L ratio were obtained at
1600 h and the rest at 0800 h. To determine CORT level and H/L ratio the blood samples were
collected from wing vein and jugular vein for other methodologies. In each collection, eight
hens were randomly assigned and after procedure they returned to the cages. The Shapiro-Wilk
test was applied to verify the normality of the data and the variables presented normal
distribution. It was used polynomial regression analysis to determine the moment of maximum
stress for each methodology. As all methods provide quantitative results it was possible to use
Pearson correlation. Data analysis was done with the SAS (2009). CORT levels, GSH and
TBARS there were a quadratic effect in polynomial regression analysis with moment of
maximum stress to 4,3; 4,3 and 5,5 days of feed withdrawal, respectively. The hens at day zero
had a mean plasma CORT of 1.76 ng/ml with subsequent progressive increase of the hormone
until reaches the peak of stress (4.3 days). The H/L ratio had growing linear effect in polynomial
regression analysis, with moment of maximum stress to 10 days of forced molted. The enzyme
activity of CAT had decreasing linear effect in polynomial regression analysis. For the Pearson
correlation coefficients, considering all collection moments, there was not a high correlation
between the methods, therefore it is not possible to substitute one method with another. It was
concluded that the methodologies of CORT plasmatic levels, H/L ratio, concentration of GSH
and activity of the CAT enzyme are indicated to measure stress in commercial laying hens
submitted to forced molted induced by feed withdrawal, however, each one has a different
moment of maximum stress, making it impossible to use only one method to replace the others.

Keywords: Corticosterone. Forced molted. Heterophil:lymphocyte ratio. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A fisiologia do estresse € utilizada para descrever a soma dos mecanismos de defesa do
organismo animal frente a qualquer estressor capaz de induzir repostas defensivas (SELYE,
1950; ROMERO, 2004). Consiste em um processo bastante complexo, com o envolvimento
dos sistemas nervoso e enddcrino, e ocorréncia de uma sequéncia de eventos compensatorios
para reestabelecer o status homeostatico do corpo (DHABHAR e MCEWEN, 1997). O estresse
pode alterar o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (HPA) (SIEGEL, 1971), aumentando
a concentracdo sanguinea de horménios glicocorticoides, em especial, a corticosterona (CORT)
em aves (ROOS, 1960). O aumento plasmatico desses hormonios solicita mecanismos
adaptativos, preparando o organismo animal para responder as mudancas impostas. Ha
influéncia sobre o numero de leucdcitos sanguineos e consequente comprometimento do
sistema imunoldgico das aves (DHABHAR et al., 1994; DHABHAR, 2009), além de interferir
na regulacdo do metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras (EILER, 2012), alterar o
comportamento animal, reduzir o desempenho zootécnico (MUMMA et al., 2006) e induzir a
processos de estresse oxidativo (BOZKURT et al., 2016).

Dentre os estimulos estressores, a muda induzida é uma pratica comumente utilizada na
producdo avicola comercial (ZULKIFLI, 1999) e considerada altamente estressante. O objetivo
desse manejo € interromper temporariamente a producdo de ovos, permitindo um descanso ao
sistema reprodutor feminino e reciclagem das aves para o segundo ciclo de producao (LEE,
1982). O método convencional de induzir as aves a muda consiste em submeté-las ao jejum
alimentar completo com duragdo variavel, por isso € descrita como um procedimento
fortemente estressante para as aves (HOSHINO et al., 1988; KOELKEBECK e ANDERSON,
2007). Essa informagdo foi primordial para a escolha do estimulo estressor do presente estudo,
pois assim, as aves estariam estressadas e as metodologias poderiam estimar o estresse. Além
disso, observou-se na literatura que nédo se tem dada a mesma atengé@o para a muda induzida em
analisar as respostas fisiologicas desencadeadas, como para outros estressores (MAXWELL,
1993). A maioria dos estudos sobre a muda testam protocolos alternativos de inducdo,
comparando com o método convencional que utiliza o jejum alimentar, em carater de
substituicdo e énfase para a preocupacdo com o bem-estar das aves (ALODAN e MASHALY,
1999; WEBSTER, 2003; GONGRUTTANANUN et al., 2013; BOZKURT et al., 2016).

Na avicultura é possivel estimar o estresse de poedeiras a partir da execugdo de
metodologias adequadas (ALM et al., 2016). Entretanto, ndo existe um consenso favoravel para
avaliar o bem-estar das aves (BLOKHUIS et al., 2007). Mormeéde et al. (2007) descrevem a



28

concentragdo de CORT plasmatica como o “método ouro” para investigacao do estresse. Scanes
(2016) considera a CORT plasmatica e a relacdo heterofilo/linfcito (H/L) como os métodos
mais comumente utilizados quando o objetivo é avaliar estresse em aves. Ja é sabido que o
estresse causa aumento na concentracdo de CORT, e que este hormdnio esterdide exerce
influéncia sobre o nimero de heterdfilos e linfécitos sanguineos, sendo que aves estressadas
tendem a apresentar maior relagdo H/L, em fungdo da heterofilia e linfopenia observados
(GROSS e SIEGEL, 1983).

O estresse oxidativo também é um evento que pode ser desencadeado nas aves perante
a presenca de determinados agentes estressores (PANDA e CHERIAN, 2014). O organismo
apresenta enzimas e substancias ndo enzimaticas como via de defesa contra o acimulo das
espécies reativas de oxigénio (ERQOS) e, consequente, efeitos destrutivos nas células e tecidos
corporais (SURAI, 2000). Quando ha um desbalango entre substancias antioxidantes e
oxidantes, o estresse oxidativo € estabelecido (XIE et al., 2015). Para as metodologias é
amplamente utilizado a quantificacdo de malondialdeido (MDA), que d& uma estimativa da
lipoperoxidacdo (ECHEVERRY et al., 2016), além de outros métodos que estimam a
quantidade de substancias antioxidantes.

Diante do contexto, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar metodologias que

indicam estresse em poedeiras comerciais submetidas a muda induzida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRESSE

O termo estresse pode se referir ao conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais
que o organismo desenvolve perante a um estimulo estressor, procurando se adaptar as pressées
internas e externas do ambiente. Se houver persisténcia do estressor, os desafios enfrentados
pelo organismo se agravam e a capacidade de resposta do sistema imune se reduz, aumentando
a susceptibilidade ao desenvolvimento de enfermidades ou injurias (ROMERO, 2004). A
resposta ao estresse envolve uma sequéncia de eventos fisiolégicos com a liberacdo de
neurotransmissores, hormonios, peptideos e outros fatores na circulacdo sistémica ou em
tecidos locais, como mensageiros do cérebro para o organismo (DHABHAR e McEWEN,
1997), sendo que o sucesso da resposta de uma ave vai depender da gravidade do estressor e da
integridade do sistema neuroendocrino (SIEGEL, 1971, 1980).

O sistema neuroenddcrino esta envolvido com a producdo de metabolitos energéticos,
para que os mecanismos de defesa do organismo utilizem essa suplementacao de energia contra
0 estressor (MORMEDE et al., 2007). A primeira fase de resposta do organismo ao estresse
envolve o aumento da secre¢cdo dos hormonios catecolaminas (epinefrina e norepinefrina)
promovido pela ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico, que prepara o animal para a
atividade fisiologica de “luta ou fuga” em situagdes de estresse agudo (MAXWELL, 1993;
DHABHAR, 2009).

Em termos bioldgicos, a duracdo do estresse para a maioria dos organismos pode ser
classificada como agudo ou crénico, sendo que estressores de curta duracdo perduram por
minutos ou horas e estressores cronicos persistem por horas a dias, durante semanas ou meses
(DHABHAR, 2002), sendo que essa classificacdo é bastante varidvel entre as espécies animais.

A resposta ao estresse continua com a segunda fase que esta relacionada com a alteragao
do eixo HPA (SIEGEL, 1971), denominado de circuito supra-renal (EILER, 2012). A percepgéo
do estresse se da pelo cérebro a partir de estimulos neurais, que induzem a um aumento na
secrecdo do hormodnio de liberacdo da corticotropina (CRH) por axonios de neurdnios
hipotaldamicos para o sistema porta hipofisario. O CRH estimula a secrecdo do hormonio
adrenocorticotrépico (ACTH) por corticotropos na adeno-hipdfise. Em resposta ao nivel de
ACTH sanguineo, o cortex da adrenal aumenta a produgdo dos horménios glicocorticoides
(SIEGEL, 1971). Dessa forma, a CORT circulante é distribuida para todas as células do corpo,

exercendo uma regulacdo metabdlica nas células-alvo, as quais sdo células com receptores
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especificos para CORT (EILER, 2012). Entretanto, Scanes (2016) diz que nem todos os agentes
estressores sdo capazes de causar efeito na concentracdo dos horménios glicocorticoides em
aves, isto ¢, o estimulo no eixo HPA difere entre agentes bioldgicos, nutricionais e fatores como
a luminosidade, por exemplo.

Os hormonios glicocorticoides desempenham um papel importante na prepara¢do do
animal durante a experiéncia estressante, como por exemplo, enviando um sinal para o trafico
dos leucdcitos para outros compartimentos corporais (DHABHAR et al., 1994; 2009).
Consequentemente, ha alteracbes na funcdo imunoldgica da ave que pode ser observada pelo
indicador da relacdo H/L (GROSS e SIEGEL, 1983). Além disso, os glicocorticdides regulam
0 metabolismo de carboidratos pois promovem maior disponibilidade de glicose para o coragéo,
sistema nervoso e musculos esqueléticos, perante a sintese de glicogénio e subsequente
armazenamento no figado (EILER, 2012). Assim como, estimulam a gliconeogénese hepatica,
na qual em uma das rotas bioquimicas ativadas ocorre a glicogendlise que proporciona o
substrato glicose-6-fosfato para a producgéo de glicose livre na circulacdo (BACILA, 2003;
MORMEDE et al., 2007). Ha redistribuicio da gordura corporal em algumas areas do corpo
(EILER, 2012), e, negativamente, podem suprimir o crescimento, alterar o comportamento
animal, reduzir o desempenho zootécnico como a menor producdo de ovos durante o periodo
estressor (MUMMA et al., 2006) e induzir ao estresse oxidativo (BOZKURT et al., 2016).

2.2  MUDA INDUZIDA

A partir da manipulacéo do fotoperiodo e privagéo de agua e alimento é possivel induzir
as aves a muda. O objetivo do manejo é interromper temporariamente a producdo de ovos para
reciclar as aves para 0 segundo ciclo produtivo (GILDERSLEEVE et al., 1982;
GONGRUTTANANUN et al. 2013), sendo possivel reduzir os custos de produc¢do, como os da
substituicdo por frangas (BRAKE e THAXTON, 1979b). A pratica é comumente utilizada na
producéo avicola comercial (ZULKIFLI, 1999) e possibilita um periodo de descanso ao sistema
reprodutor feminino que involui apds o inicio do tratamento e retorna, gradativamente, a
producdo apos o retorno do alimento (LEE, 1982). O método convencional ¢ realizado pelo
jejum alimentar completo e ressalta-se que é considerado altamente estressante para as aves
(HOSHINO et al., 1988; KOELKEBECK e ANDERSON, 2007).

A muda induzida apresenta diferentes protocolos. Pode ser obtida pelo fornecimento
limitado de racdo (ZIMMERMANN e ANDREWS, 1990), formulagdo de dietas com baixos
niveis de sédio (ROSS e HERRICK, 1981), excesso de zinco (BERRY et al., 1987; ALODAN
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e MASHALY, 1999) associado com baixo nivel de calcio (BREEDING et al., 1992), infusao
de hormdnios como a progesterona (ADAMS, 1955; DICKERMAN e BAHR, 1989) e 0 método
convencional com remocédo do alimento e/ou agua e reducdo do fotoperiodo para o natural
(NOLES, 1966; BRAKE et al., 1979, 1981, 1982, 1984; BRAKE e THAXTON, 1979ab;
GILDERSLEEVE et al., 1982; BERRY, 2003). A retirada de alimento pode perdurar até 10
dias (CHRISTMAS et al., 1985), 14 dias ou mais (KOGUT et al., 1999; WEBSTER, 2003),
sendo que quando as aves atingem uma reducdo de massa corporal de 30 % tem-se melhor
desempenho pés-muda (BAKER et al., 1983).

2.3 CORTICOSTERONA

A CORT é o hormonio esterdide encontrado em maior quantidade no plasma das aves
(ROOS, 1960) e considerada por muitos pesquisadores um indicador confiavel para mensurar
0 status de estresse. Todos 0s hormonios esterdides sdo sintetizados a partir do colesterol, que
é convertido na célula em pregnenolona e, sequencialmente, em progesterona. A partir da
progesterona, existem trés vias principais: aldosterona, cortisol e androgénios, sendo que a
sintese dos ester6ides depende da disponibilidade enzimética em cada area histolégica (EILER,
2012). Em funcdo do efeito hiperglicémico, glicocorticéides é o nome genérico dado a
substancias semelhantes ao cortisol e no caso de substancias semelhantes & aldosterona, 0 nome
genérico € mineralocorticoide, por causa das propriedades de retencdo de sodio e excre¢do de
potassio (EILER, 2012). Os glicocorticoides sdo sintetizados pela zona fasciculado-reticular e
os mineralocorticdides pela zona glomerulosa, ambas do cortex da adrenal (COOPER e
HAUSMAN, 2007). Além disso, a glandula adrenal secreta pequenas quantidades de
esterdides gonadais (estrogénios, androgénios) pelo cértex e catecolaminas (norepinefrina e
epinefrina) pela medula da adrenal (EILER, 2012).

Os esteroides supra-renais secretados e liberados para a corrente sanguinea encontram-
se na forma livre, porém, sdo rapidamente anexados a proteinas transportadoras no sangue
(transcortina e albuminas) (EILER, 2012). Em aves, cerca de 80 a 90 % dos corticosterdides
circulantes encontram-se vinculados a globulinas de ligacdo (GOULD e SIEGEL, 1978), as
quais desempenham funcdes como protecdo contra a excrecdo renal e inativacdo hepética
(EILER, 2012). Aquelas livres ou ndo ligadas desempenham papel de importancia no controle
do estresse, pois se assume que somente 0s corticosterdides livres sdo biologicamente ativos,
isto é, capazes de atravessar a membrana celular do tecido alvo e exercer efeitos especificos
(THOMPSON e LIPPMAN, 1974; SCANES, 2016).
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As respostas fisiologicas da ave doméstica durante a privacdo alimentar foram
sequenciadas por Webster (2003) em trés fases. Destaca-se a primeira fase, com duragdo
aproximada de trés dias e caracterizada por ajustes fisiologicos e comportamentais das aves,
reducdo do catabolismo protéico e energético, e aumento temporario de CORT plasmatica que
0s autores relacionaram com um maior estado de alerta para busca por alimento. O ritmo
circadiano de CORT foi avaliado por Beuving e Vonder (1977) durante um periodo de 24 horas
a partir de amostras de plasma de poedeiras. Constataram maior concentracdo do hormdnio no
final do periodo escuro e menor no inicio do periodo noturno. Além disso, verificaram que 44
minutos antes do ato de postura houve maior concentracdo de CORT, com retorno aos valores
normais uma hora apds a ovoposicao.

Existem poucos estudos de CORT plasmatica durante a fase de retirada do alimento na
muda induzida (WEBSTER, 2003). Hoshino et al. (1988) utilizou o jejum alimentar por oito
dias e jejum hidrico pelos dois dias iniciais para inducdo da muda em poedeiras. A CORT
plasmética foi determinada pela técnica de radioimunoensaio e observaram aumento na
concentracdo hormonal no inicio do periodo da muda, atingindo quantidade maxima no pico da
muda, 0 que mostra que o jejum é um potente agente estressor capaz de ativar o eixo HPA. Nos
resultados de Davis et al. (2000) houve aumento significativo da CORT plasmaética durante a
muda e mesmo apds o retorno da alimentacdo a CORT continuou a aumentar, identificando o
estresse fisioldgico da ave. Para Freeman et al. (1983) a juncdo do jejum alimentar e hidrico em
aves durante um periodo de 24 horas ndo apresentou efeito aditivo sobre o status de estresse
desses animais quando aplicado a metodologia da concentracdo de CORT.

Com relagé@o a metodologia Scanes (2016) relata que existem diferentes marcadores na
literatura referentes a concentragdo basal de corticosterdides, sugerindo maior atencdo ao
método, uma vez que 0s ensaios em plasma, excretas, penas ou gema devem ser validados.
Mumma et al. (2006) em modelo de estudo de estresse por infusdo continua de ACTH em
poedeiras, concluiram que a concentracdo de CORT e todos os parametros imunolégicos como

a relacdo H/L apresentaram resultados bastante semelhantes entre poedeiras e frangos de corte.

2.4  RELACAO HETEROFILO/LINFOCITO

O heterofilo € o granuldcito mais comum em aves e desempenha funcdo semelhante ao
neutréfilo em mamiferos, isto €, atua como primeira linha de defesa do organismo, proliferando
na circulacdo sanguinea em resposta a infecc¢des, inflamacdes e ao estresse (MAXWELL, 1993;

WAKENELL, 2010). Essa célula € produzida na medula dssea e distribuida na corrente
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sanguinea em dois compartimentos, de acordo com a localizacdo nos vasos. Existem o0s
heterdfilos que circulam livremente no sangue, estes considerados no compartimento
circulante, e os que estdo temporariamente aderidos as células endoteliais, considerados no
compartimento marginal (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Os linfécitos sdo leucocitos ndo granulados que constituem o sistema imunoldgico do
organismo, envolvidos em uma variedade de fungdes como o reconhecimento e a destruigédo de
diferentes agentes patogénicos (MAXWELL, 1993). Existem dois tipos de linfécitos: linfocitos
B (centro da resposta imune humoral), responsaveis pela producdo de imunoglobulinas que
destroem bactérias, virus ou moléculas identificadas como estranhas; e os linfdcitos T (centro
da resposta imune celular), que destroem células hospedeiras infectadas por virus, parasitas e
tecidos estranhos (NELSON e COX, 2014). Os linfonodos e outros tecidos linfoides primarios
sdo os locais de sintese dos linfdcitos e da mesma forma que os heteroéfilos, eles encontram-se
distribuidos nos vasos sanguineos conforme a localizacdo nos mesmos (compartimento
circulante ou marginal), podendo migrar para os linfonodos ou outros tecidos e executar fun¢des
(STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A relacdo H/L aviéaria foi realizada primeiramente pelas pesquisas de Gross e Siegel
(1983) apo6s observarem aumento no ndmero de heterdfilos (heterofilia) e diminuigdo no
namero de linfdcitos (linfopenia) em aves submetidas a estimulos estressores. A partir de entéo
a metodologia passou a ser utilizada para monitorar a fun¢do imunoldgica e para acessar 0 bem-
estar das aves (DAVIS, 2005), sendo considerado um parametro confiavel para mensuracéo do
estresse (ZULKIFLI, 1999; DAVIS et al., 2008). Para executa-la € necessario a coleta de uma
pequena amostra de sangue total para a confeccdo de estensdes sanguineas, posterior contagem
diferencial dos leucdcitos para realizar o célculo através da divisdo entre a percentagem de
hetero6filos e percentagem de linfocitos encontrados nas laminas (GROSS e SIEGEL, 1983).
Para Gross e Siegel (1983), ao comparar a relacdo H/L com a concentragdo de CORT sanguinea
0s autores consideraram que a relacdo apresentou resultados mais confiaveis, pela menor
variacdo no numero de células individuais. Alem disso, relataram que a concentragcdo de CORT
é um método melhor aplicado para estressores de curto prazo e a relagdo H/L para os de longo
prazo.

Em teoria, 0 estresse gera desequilibrio no eixo HPA, aumentando a concentracdo de
horménios glicocorticoides circulantes, que alteram o nimero de leucdcitos sanguineos, sendo,
a heterofilia e a linfopenia as principais respostas leucocitarias observadas em aves e que
contribuem para mudancas nos valores da relagédo H/L (COTTER, 2015). O aumento da relagéo

H/L é proporcional ao aumento da concentracdo de horménios glicocorticoides (DHABHAR,
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2002). A inducdo ao estresse pode ser realizada por diferentes estressores como pela
administragcdo do horménio ACTH em aves (SHAPIRO e SCHECHTMAN, 1949; MUMMA
etal., 2006) ou pela inclusdo de corticosterona na dieta (GROSS et al., 1980), sendo que estudos
mostram que a aplicacdo de ACTH e glicocorticdides exdgenos geram leucocitose (heterofilos)
e leucopenia (linfocitos) (SIEGEL, 1968; GROSS et al., 1980). Mumma et al. (2006) estudaram
0 modelo de estresse em poedeiras a partir da infusdo continua de ACTH dissolvida em solucéo
salina durante sete dias. A relacdo H/L diferiu significativamente no grupo de aves em estresse
(1,35 £ 0,12) em comparacdo ao grupo controle (0,34 £ 0,02) que recebeu somente solugéo
salina. Ainda no mesmo estudo, a concentragdo de CORT foi mensurada e houveram diferengas
estatisticas entra o grupo controle (4,470 ng/ml) e as aves do tratamento com ACTH (10,280
ng/ml), entretanto, os autores discutem que a CORT nao é totalmente aceita pelos estudos como
um indicador confiavel de estresse para poedeiras, perante a diversidade de resultados descritos
na literatura.

A explicagdo para as altera¢Oes leucocitarias de heterofilos e linfocitos em aves durante
0 estresse sdo pouco discutidas nos estudos que avaliam a relacdo H/L. Bishop et al. (1968)
explicam que o aumento no namero de heteréfilos pode estar relacionado com o maior fluxo
das células da medula 6ssea para a corrente sanguinea ou devido a menor taxa de migracao
para os tecidos corporeos. Ja, a linfopenia pode estar associada com a destruicao dos linfécitos
na circulagdo sistémica por acao dos glicocorticdides (CLAMAN, 1975). Contudo, essa teoria
ndo é totalmente aceita. Dhabhar (2002) descreve que a reducdo significativa dos linfdcitos
estd associada com alteracdes no trafico ou na redistribuicdo dessas células do sangue para
outros compartimentos corporais por acdo dos horménios glicocorticoides, sendo que 0s
linfocitos se aderem as ceélulas endoteliais dos vasos sanguineos e, subsequentemente,
transmigram da circulacéo para dentro dos tecidos, onde séo sequestrados.

Outro estudo mostra que a restrigdo alimentar durante seis, 10 e 14 dias em frangos de
corte resultou em aumento significativo da relacdo H/L em comparagéo as aves que receberam
racao ad libitum (MAXWELL et al., 1991). Em poedeiras comerciais foi observado aumento
gradativo da relagdo H/L das 20 as 64 semanas de idade, atingindo valor maximo durante o
periodo de muda e posterior declinio pés-muda (DAVIS et al.,, 2000). O resultado
significativamente maior da relagdo H/L durante a muda é explicado pelos autores como um
mecanismo de defesa da ave ao estresse fisioldgico decorrente da perda de peso corporal.

O uso da relacdo H/L como um Unico indicador para acessar o estresse de poedeiras,
avaliadas em gaiolas convencionais e gaiolas enriquecidas de 18 a 77 semanas de idade, nao foi

considerada apropriada no estudo realizado por Cotter (2015). Os baixos valores da relagdo H/L
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acompanhados de uma alta média da contagem total de células sanguineas brancas e a alta
frequéncia de células atipicas, confirmados microscopicamente, foram as principais limitagcdes
relatadas pelo autor, perante o uso isolado da relacdo H/L. Destaca-se que o0s resultados foram
fortemente associados a bacteremia e fungemia, e que a relacdo H/L ndo diferiu
significativamente entre as formas de alojamento das aves. Além disso, Cotter (2015) observou
uma alta variabilidade dos dados hematoldgicos, como coeficientes de variagdo (CV) entre 58
a 67 % nas analises com 18 semanas de idade das aves, suportando outra restricdo do método.
Lentfer et al. (2015) concordam em ndo recomendar a relacdo H/L como parametro de
mensuracdo do estresse em aves, utilizando-o de forma singular, pois consideram os resultados
de dificil interpretac&o.

N&do existem valores de referéncia adequados para a relacdo H/L que permitam a
comparacdo dos estudos, além disso, distinguir o tipo de estresse em que as aves foram
submetidas (agudo ou cronico) sdo outras dificuldades relatadas na literatura sobre a
metodologia (COTTER, 2015). Em adicdo, 0 estresse quando muito severo (restrigdes
alimentares prolongadas) pode resultar em heteropenia, diminuindo a relacdo HI/L, e,
consequentemente, gerando interpretacdes erradas, como a menor capacidade da ave em
responder ao estresse (MAXWELL,1993). As recomenda¢des complementares ao método da
relacdo H/L sdo: analises de comportamento animal (LENTFER et al., 2015) ou a contagem
total e diferencial dos leuctcitos sanguineos, comparando-o com a relagdo H/L (COTTER,
2015). Entretanto, observacfes comportamentais por si s6 ndo sao suficientes para afirmar que

as aves estdo estressadas ou ndo (ALM et al., 2016).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

A porcdo celular do sangue é representada pelos eritrocitos, leucocitos e trombdcitos e
a porcao liquida, que € o plasma sanguineo, apresenta uma vasta gama de proteinas, nutrientes,
metabolitos, produtos de excrecdo, ions inorganicos e horménios (NELSON e COX, 2014).
Os eritrocitos das aves quando maduros séo elipticos, bicdncavos, nucleados (THRALL et al.,
2006), providos de mitocondrias e apresentam membrana celular formada por uma bicamada
fosfolipidica (VOET et al., 2014). O papel dos eritrocitos é basicamente transportar Oz para 0s
tecidos através da hemoglobina (Hb) e remover o CO> (MAXWELL, 1993). Para que esta
proteina intracelular desempenhe sua funcgéo o Fe deve se encontrar no estado ferroso (Fe?").
Entretanto, como a Hb apresenta grande quantidade de Fe na sua estrutura isso torna mais

passivel a oxidacdo da Hb para meta-hemoglobina, devido as caracteristicas do metal
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(COMPORTI, 2002). Essa susceptibilidade esta relacionada com a capacidade de um elétron
do Fe ligado ao grupo heme tornar-se desemparelhado, passando do estado ferroso (Fe?*) para
o estado férrico (Fe**), o que restringi suas fungdes.

O oxigénio é uma molécula necessaria nas células eucarioticas para a producdo de
energia em forma de ATP (COOPER e HAUSMAN, 2007). A energia é gerada a partir da
reducdo completa do oxigénio nas mitocondrias, as quais apresentam a cadeia transportadora
de elétrons e complexos respiratorios, tendo como produto final a &gua (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Nesse processo, 0 oxigénio pode receber um elétron e se reduzir,
formando substancias intermediarias altamente instaveis conhecidas como as EROS (PANDA
e CHERIAN, 2014). As EROS podem ser classificadas como radicais livres ou ndo-radicais
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O radical livre é qualquer espécie quimica capaz de
existir de forma independente e apresentar um ou mais elétrons desemparelhados no exterior
da sua orbita molecular (HALLIWELL e CROSS, 1994), como o radical hidroxila (°OH), o
radical superdxido (O2") e o oxigénio singlete (*02) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
Ja as EROS néo-radicais sdo aquelas que ndo apresentam elétrons impares, como o peréxido de
hidrogénio (H202), porém, também sdo quimicamente reativas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; TRACHOOTHAM et al., 2009).

O metabolismo fisiologico dos tecidos produz constantemente as EROS (PANDA e
CHERIAN, 2014) que séo removidas pelo sistema de defesa antioxidante, mantendo, assim, a
homeostasia. O sistema de defesa antioxidante enziméatico € composto pela superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GR)
(WANG et al., 2016). Moléculas como a glutationa, 3-caroteno, vitaminas C e E representam a
linha de defesa ndo enziméatica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Quando o oxigénio
molecular recebe um elétron a primeira ERO a ser formada é o radical anion superéxido (O2)
que é convertido em H>O; pela atuagdo da enzima SOD. Posteriormente, o0 H20- é transformado
em (agua) H.O e O através de reagdes enzimaticas catalisadas pela CAT ou GSH-Px,
eliminando eficazmente as EROS (FANG et al., 2002).

A CAT é encontrada principalmente nos peroxissomos que sdo organelas que realizam
reagcdes de oxidacdo, levando a producdo de H.O.. Como o H20. é toxico para as células
animais, os peroxissomos possuem a enzima CAT, que decompde esse composto, convertendo-
0 em agua ou utilizando-o para oxidar outros compostos organicos (COOPER e HAUSMAN,
2007). A glutationa (GSH) estd presente em plantas, animais e em algumas bactérias,
frequentemente em niveis altos, pode ser considerada um tampao redox, sendo derivada dos

aminoacidos glutamato, cisteina e glicina (NELSON e COX, 2014), sintetizada no meio
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intracelular, principalmente pelo figado, e transferida para a corrente sanguinea, por onde
circula e é fornecida para outros tecidos corporeos via circulacdo entre-6rgdos (ANDERSON
et al., 1980). Desempenha fungbes como sintese de precursores do DNA e protecdo das células
contra os efeitos deletérios dos radicais livres (MEISTER, 1983) a partir do sistema redox da
glutationa, no qual atua em ciclos entre sua forma reduzida e sua forma oxidada (HUBER e
ALMEIDA, 2008).

A figura 1 mostra o ciclo catalitico da glutationa necessario para formacéo da enzima
GSH-Px, a qual é utilizada para remover perdxidos toxicos formados durante o curso normal
do crescimento e do metabolismo em condicdes aerébicas (COOPER e HAUSMAN, 2007).
Inicialmente, ocorre a oxidagdo da GSH a glutationa dissulfeto (GSSG) por acdo da GSH-Px e
glutationa oxidase (GO). Posteriormente, a GSH é regenerada a partir da GSSG pela enzima
glutationa redutase (GR), utilizando nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH) como fonte de elétrons (HUBER et al., 2008). A forma oxidada da glutationa contém
duas moléculas de glutationa ligadas por meio de uma ligacdo dissulfeto (COOPER e
HAUSMAN, 2007). As reacdes de oxido-reducdo da glutationa acontecem somente no meio
intracelular, pois ndo existem mecanismos para reducdo da GSSG no meio extracelular. Logo,

a GSH deve ser continuamente fornecida a partir da célula (MEISTER, 1983).

Figura 1 - Ciclo catalitico da glutationa
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Fonte: Huber et al. (2008)

Ressalta-se que em animais saudaveis a producdo e destrui¢cdo das EROS sdo mantidos
em equilibrio (REUTER et al., 2010). No entanto, quando ha um maior contrapeso em favor da

producdo das EROs, isto &, disparidade entre substancias oxidantes e antioxidantes, estabelece-
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se 0 estresse oxidativo (WANG et al., 2016). Os efeitos deletérios das EROS estdo relacionadas
com a capacidade de se combinarem inespecificadamente com qualquer molécula integrante da
estrutura celular como lipidios, proteinas, carboidratos e DNA (SURAI, 2000), provocando
uma reacdo de oxidacdo em cascata que pode resultar em disfuncdes e morte celular. 1sso
dependeré de fatores como a natureza do estressor, tempo de exposi¢do e mecanismos de acao
ativados (HALLIWELL e CROSS, 1994).

Para avaliar a peroxidacao lipidica é comumente utilizada a quantificacdo do MDA,
principal substancia que reage com o &cido tiobarbiturico (YAGI, 1976; GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 1990). Essa metodologia diz que a partir do aumento na quantidade de MDA
maior sdo os danos aos lipidios de membrana celular e consequentemente maior é o estresse
oxidativo (YAGI, 1976; ECHEVERRY et al., 2016).

Na avicultura, poucos estudos tém avaliado o status oxidante de poedeiras comerciais
durante a muda induzida. Estudos investigam métodos alternativos de indugdo da muda em
carater de substituicdo ao convencional de jejum alimentar e comparam os status oxidantes das
aves (BOZKURT et al., 2016), ou estudos investigam a capacidade antioxidade de ingredientes
na racdo de frangos de corte a partir de uma inducéo artificial (YU et al., 2015; ZHENG et al.,
2016), ou, ainda, a literatura descreve outros tipos de estressores (BAO et al., 2011; LIU et al.,
2014).

26  OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo geral

Avaliar metodologias que indicam estresse em poedeiras comerciais submetidas a muda

induzida através do jejum alimentar.

2.6.2 Objetivos especificos

Determinar o momento de maximo estresse através das metodologias da concentracao
de CORT plasmatica, relacdo H/L, atividade da enzima CAT, concentracdo da GSH e niveis de
TBARS em poedeiras comerciais submetidas a muda induzida através do jejum alimentar.

Correlacionar as diferentes metodologias incluidas que indicam estresse em poedeiras

comerciais.
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2.7 HIPOTESES

As metodologias da concentracdo de CORT plasmatica, relacdo H/L, concentracdo de
GSH, atividade da enzima CAT e niveis de TBARS sdo indicadas para determinar estresse em
poedeiras comerciais submetidas a muda induzida por jejum alimentar.

O momento de maximo estresse é diferente entre as metodologias incluidas.

Existe uma alta correlacdo positiva entre as metodologias e, portanto, um método pode
ser utilizado para representar os demais como indicativo de estresse em poedeiras comerciais

submetidas @ muda induzida por jejum alimentar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL E INSTALACOES

O experimento foi realizado na sala de ensaios de metabolismo do Setor de Avicultura
CAV/UDESC, na cidade de Lages/SC. Foram utilizadas 12 gaiolas (0,5 x 0,5 m) dotadas de
comedouro tipo calha, bebedouros tipo nipple e bandeja coletora de excretas. O ambiente da
sala foi controlado de acordo com a temperatura de conforto para a idade das aves segundo o
manual da linhagem (24 °C), com o auxilio de um termo higrémetro posicionado na altura das
mesmas. O controle da ambiéncia era aferido no minimo trés vezes ao dia (8, 11 e 16 h),
concomitante a observacdo do comportamento das aves.

O projeto foi submetido e avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da UDESC, sendo o protocolo de aprovagdo sob o nimero 5377250116.

3.2 AVES

Foram utilizadas 48 poedeiras comerciais com 79 semanas de idade, da linhagem
HyLine® Brown, sendo alocadas quatro aves em cada gaiola, as quais tiveram origem do
plantel da propria Instituicdo, adquiridas com um dia de idade e criadas conforme o manual da

linhagem.

3.3 ESTIMULO ESTRESSOR

As aves foram submetidas a um periodo de adaptacdo as gaiolas e ao ambiente de sete
dias recebendo racdo isonutritiva com formulacdo indicada para a fase de postura e 4gua clorada
ad libitum (5 ppm). No primeiro dia de adaptagéo as aves foram anilhadas para identificacéo e
distribuidas aleatoriamente nas gaiolas. A pesagem individual das aves foi realizada ao término
da adaptacéo e ao final do periodo da muda induzida, para determinar o percentual de perda de
massa corporal. Os comedouros foram removidos das gaiolas para inicio do estimulo estressor
que consistiu na muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos, sendo a agua
fornecida ad libitum. N&o foram observados mortalidade e canibalismo durante o periodo

experimental.
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3.4 METODOLOGIAS

O experimento consistiu na execucdo de cinco metodologias que avaliam o estresse:
> Corticosterona (CORT)
> Relacao heterdfilo/linfocito (H/L)
> Catalase (CAT)
> Glutationa reduzida (GSH)

»  Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Durante o processo foram realizadas seis coletas de amostras de sangue, aos zero, dois,
quatro, seis, oito e 10 dias do periodo de jejum alimentar. Em cada coleta, oito aves foram
selecionadas aleatoriamente, procedendo-se a coleta, e retornando as aves em seguida as gaiolas
para completar o periodo total estipulado para o processo de muda. Nenhuma ave foi reutilizada
para coleta de sangue.

Apos 10 dias de jejum alimentar e alcancada a perda média de + 30 % de massa corporal,
as aves passaram a receber ragdo controlada de acordo com as quantidades (g/ave/dia)
recomendadas pelo manual da linhagem, possibilitando retorno a capacidade produtiva.

Para as metodologias CAT, GSH e TBARS foi padronizado o horario de inicio das
coletas as 8h e utilizado seringas plasticas descartaveis de 10 ml e agulhas descartaveis 30 x 0,8
mm, utilizando como via de coleta a veia jugular.

Para as metodologias CORT plasmatica e relacdo H/L foi padronizado o horério de
inicio das coletas as 16 h, considerando o ritmo circadiano de CORT e com o objetivo de
eliminar a influéncia do horménio sobre a postura (BEUVING e VONDER, 1977). Apoés as
coletas de amostras para CORT, foram elaboradas as estensdes sanguineas para H/L, ambas
executadas com o auxilio de seringas plasticas descartaveis de 5 ml e agulhas descartaveis 20

X 0,55 mm, sendo a via de coleta a veia ulnar.

3.4.1 Corticosterona

Foi coletado 3-4 ml de sangue por ave em frascos com anticoagulante heparina,
seqguido da centrifugacdo das amostras durante 10 min a 3.500 rpm para obtencdo de
plasma. Amostras de plasma foram acondicionadas em freezer -20 °C até o transporte para
o laboratdrio, devidamente refrigeradas, onde foi realizada a técnica de radioimunoensaio

pelo kit NPBio Radioimunoensaio® pelo laboratério Bet Labs/RJ.



A contencdo manual das aves para a coleta de sangue ndo excedeu 45 segundos,
cujo tempo foi cronometrado para evitar aumento na concentragdo de CORT em funcédo da
imobilizacdo manual (BEUVING e VONDER, 1978).

3.4.2 Relagéo heterdfilo/linfécito

Foram confeccionadas estensdes sanguineas, em duplicata, a partir da coleta de 1
ml de sangue por ave da veia ulnar. A partir de uma pequena gota de sangue total liberada
da seringa para a extremidade da lamina foi realizada o movimento de estensdo com o
auxilio de uma outra lamina, formando uma pelicula de sangue uniformemente distribuida.
Imediatamente, as laminas foram secas a temperatura ambiente e coradas com Giemsa e
May Grunwald New Prov®, segundo as recomendacfes do fabricante.

A leitura foi realizada em microscépio 6ptico Opticam Microscopia® com captura
de imagem 100x (6leo de imersdo), com contagem de 200 células por lamina para
diferenciacdo em granulocitos (heterdfilo, eosindfilo e basofilo) e agranuldcitos (mondcito
e linfocito). A leitura das laminas foi executada por uma Unica pessoa e posteriormente as
imagens foram capturadas. A figura 2 demonstra exemplo de células que foram utilizadas
para o calculo da relagdo H/L.

Para o reconhecimento celular foram utilizadas as caracteristicas morfoldgicas
descritas por Lucas e Jamroz (1961) e a relacdo H/L foi calculada pela divisdo entre a
percentagem de heterdfilos pela percentagem de linfécitos (GROSS e SIEGEL, 1983),
sendo obtida pela média de duas laminas por ave.
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Figura 2 - Exemplos de células utilizadas para o calculo da relagdo H/L. H, heterofilo, L, linfocito. Todas as células
foram encontradas em aves com 80 semanas de idade submetidas a muda induzida por jejum alimentar.

Microscopia Optica 100x (6leo)

@90 oo

Fonte: elaborado pela propria autora
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3.4.3 Estresse oxidativo

Coletou-se 3 a4 ml de sangue por ave para cada metodologia pela veia jugular em tubos
EDTA. As amostras identificadas foram imediatamente armazenadas em freezer -80 °C até o
envio para o processamento no Laboratdrio de Piscicultura e Bromatologia da Universidade
Federal de Santa Maria. Todas as anélises foram realizadas em amostras de sangue total.

Para avaliar a atividade da CAT o tecido sanguineo foi inicialmente homogeneizado em
solucdo salina 150 mM e o teor de proteina foi medido utilizando o método de Coomassie
(BRADFORD, 1976). A atividade da CAT foi avaliada seguindo o decréscimo na absorcéo de
H>02 a 240 nm e expressa em pmol/mg de proteina/min (BOVERIS e CHANCE, 1973).

Para avaliar a concentracdo de GSH foi utilizado o método indireto do conteudo de tiois
ndo proteicos (NPSH), avaliado a 412 nm ap0és reacdo com o DTNB [acido 5,5'-ditiobis-(acido
2-nitrobenzoico)]. As proteinas foram eliminadas por meio da adi¢cdo de 0,5 M de é&cido
perclérico (ELLMAN, 1959) e os resultados do conteido de NPSH estdo apresentados em
umol/de SH/g de tecido sanguineo.

A lipoperoxidacdo foi mensurada pela quantidade de MDA obtida pelo método de
TBARS descrito por Buege e Aust (1978). MDA é o produto final da peroxidacéo dos acidos
graxos que reage com o0 &cido tiobarbitdrico para formar um complexo colorido, sendo a
absorbancia mensurada em espectrofotometro a 532 nm (BOZKURT et al., 2016). Os

resultados sao reportados em nmol/MDA/g de tecido sanguineo.

35 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

As aves foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, com cinco
metodologias de avaliacdo de estresse e seis momentos de coleta de amostras, com oito
repeticdes cada, sendo cada ave considerada uma unidade experimental.

Inicialmente, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade dos
dados. As varidveis apresentaram distribuicdo normal e foi realizado estudo de regressao
polinomial para determinacdo do dia 6timo de cada metodologia, isto €, 0 momento de maximo
estresse. Em funcdo de todas as metodologias fornecerem resultados quantitativos foi possivel
correlaciona-las através da correlacdo de Pearson. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do pacote estatistico SAS (2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura média minima e maxima observadas durante o experimento foram,
respectivamente, 20,2 °C e 26,3 °C. As aves apresentaram peso médio no inicio da muda
induzida de 2.072g £ 137, e no final de 1.501g * 126, resultando em perda média de massa
corporal de 27,7 %. Na tabela 1 é apresentado os resultados das metodologias que avaliam o
estresse em poedeiras comerciais em funcdo dos momentos de coleta (Anexo A).

A concentracdo de CORT apresentou comportamento quadratico na regressao
polinomial com momento de maximo estresse aos 4,3 dias de jejum alimentar conforme indica
o gréfico 1. As aves apresentaram uma média de CORT plasmaética de 1,76 ng/ml, com posterior
aumento progressivo do horménio até atingir o pico de estresse (4,3 dias) com 3,69 ng/ml, e

apos houve um declinio continuo até o término da muda induzida.

Gréfico 1 — Concentracdo (média) de corticosterona (CORT) plasmética de poedeiras comerciais HyLine Brown
submetidas a muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos. Os pontos de dados representam
as médias de CORT plasmatica a cada dois dias de jejum alimentar com respectivo erro padrdo da média.
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Os resultados indicam que a muda induzida é um estimulo estressor capaz de alterar o
eixo HPA aumentando os niveis plasmaticos de CORT. Siegel (1971) explica que diante do
estresse, estimulos neurais atuam sobre o hipotalamo e aumentam a secrecdo do CRH que
estimula a adeno-hipdfise a liberar o ACTH. O ACTH em altas concentragdes sanguineas
estimula o cortex da adrenal a liberar os horménios esterdides para a circulacdo sistémica
(SIEGEL, 1971), sendo que a primeira alteracdo enddcrina observada em poedeiras submetidas
ao jejum alimentar € a maior concentracdo de CORT plasmatica (BERRY, 2003). O envio de

CORT a corrente sanguinea é realizado de acordo com as necessidades do organismo em
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mobilizar energia, pois esse hormdnio promove a gliconeogénese, auxiliando na manutengédo
dos niveis plasmaticos de glicose na fase inicial da privacdo alimentar (WEBSTER, 2003). Os
lipidios, especialmente os triglicerideos, sao mobilizados pelos glicocorticdides do tecido
adiposo em poedeiras (SAHIN e KUCUK, 2001).

Como método de inducdo de muda em poedeiras Etches et al. (1984) alternaram dias
com e sem agua e alimento, sendo fornecido & vontade aveia inteira nos dias de arragoamento,
durante um periodo de 14 dias. A concentracdo plasmatica de CORT foi mensurada pela técnica
de radioimunoensaio durante todo o tratamento e detectaram 0 momento de maximo estresse
das aves apds 48 horas do inicio da muda, com valores entre 3 a 4 ng/ml, e posteriormente a
concentragdo hormonal diminuiu. Os resultados de Ecthes et al. (1984) assemelham-se com o
do presente estudo, no qual com dois dias de jejum alimentar as aves apresentaram 2,30 ng/ml
de concentracdo de CORT plasmatica.

No estudo de Hoshino et al. (1988), a CORT plasmaética foi mensurada em poedeiras
submetidas a muda induzida através do jejum alimentar por oito dias e jejum hidrico pelos dois
dias iniciais. As coletas de amostras de sangue ocorreram em: antes da muda (postura), inicio
da muda, pico da muda, final da muda e pés-muda, sendo a técnica de radioimunoensaio
utilizada em plasma para determinar a CORT. Os autores encontraram um aumento
significativo de CORT plasmatica do inicio ao pico da muda com valores de 154,6 e 186,8
ng/ml, respectivamente, e ao final da muda a CORT diminuiu para 36,1 ng/ml, demonstrando
gue a muda é um potente agente estressor imposto a ave. Destaca-se que esse estudo foi um dos
poucos encontrados na literatura que mostra a CORT plasmatica em poedeiras durante a muda
induzida. Destaca-se a ampla distancia numerica dos resultados encontrados por Hoshino et al.
(1988) comparada com a maior concentracdo de CORT plasmatica (3,69 ng/ml) obtida no
presente estudo. Isso representa uma limitacdo deste indicador de estresse que é descrita por
Mumma et al. (2006), a ampla variedade de resultados da literatura.

A avaliacdo da eficacia de dois ingredientes para induzir a muda, durante o fornecimento
por 12 dias, em poedeiras com 83 semanas de idade, foi realizada por Bozkurt et al. (2016). As
coletas de amostras ocorreram ap0s 6 dias de inicio da muda, e o soro obtido foi utilizado para
mensurar a CORT plasmatica, utilizando o método de ELISA, diferentemente do presente
estudo. Os autores obtiveram um aumento significativo do horménio nas aves em muda
comparada com aquelas que recebiam racdo isonutritiva de postura, com valores de 4,99 e 2,96
ng/ml, de modo respectivo.

Outros estudos envolvendo muda induzida indicam resultados diferentes como
diminuicdo nos niveis de CORT (GILDERSLEEVE et al., 1982), picos de estresse aos quatro
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e 14 dias de tratamento de muda (BRAKE et al., 1979). Segundo Decuypere e Verheyen (1986)
os resultados de CORT plasmaética reportados na literatura durante a muda induzida em
poedeiras sdo inconsistentes pela ampla variacdo. Scanes (2016) também concorda e relaciona
o fato a necessidade de se validar a metodologia para o tipo de amostra utilizada.

A relagdo H/L do sangue das aves apresentou comportamento linear na analise de
regressdo polinomial, conforme apresentado no grafico 2. A medida que aumenta os dias de
jejum alimentar, a relacdo H/L também aumentou, o que indica que essa pratica foi interpretada
pelo organismo como uma ameaca constante. O método utilizado demonstrou-se eficaz como
um indicador para avaliar o estresse em aves e, especificamente, para o estimulo da muda
induzida a metodologia reconheceu 0 momento de maior estresse aos 10 dias de jejum
alimentar. O aumento na relacdo H/L durante a muda induzida é interpretado como uma
tentativa do organismo em combater o estresse fisiologico proveniente da auséncia de alimento
e consequente perda de peso corporal (DAVIS et al., 2000).

Gréfico 2 — Relacdo (média) heterdfilo/linfécito (H/L) de poedeiras comerciais HyLine Brown submetidas a
muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos. Os pontos de dados representam as médias da
relacdo H/L a cada dois dias de jejum alimentar com respectivo erro padrdo da média.
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Os resultados obtidos confirmam que a muda induzida é capaz de alterar o eixo HPA,
gerando o estresse. Conforme discutido na metodologia anterior, a muda foi capaz de elevar os
niveis sanguineos de hormonios glicocorticoides (Tabela 1) que tém importante atuacdo sobre
0 numero de leucdcitos sanguineos (GROSS e SIEGEL, 1983). A privacdo alimentar causa
alteracdo na CORT plasmatica podendo levar a mudancas no numero de heterofilos e linfocitos
(WEBSTER, 2003). O aumento induzido pelo estresse na relacdo H/L pode ser atribuido,

parcialmente, pelos efeitos da CORT elevada, pois nem todos 0s agentes estressores causam
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aumento da relagdo e consequente aumento de CORT (SCANES, 2016). No presente estudo,
as aves demonstraram maior estresse ao final do manejo da muda. Quanto maior a relagdo H/L
maior € a indicacdo de estresse da ave (GROSS e SIEGEL, 1983)

Os mecanismos que explicam a heterofilia e linfopenia em aves em estresse sdo incertos.
Fisiologicamente, Stockham e Scott (2011) relatam que a concentracdo de neutrofilos
sanguineos pode ser influenciada por alguns fatores, tais como: a proliferacdo e diferenciacao
de células-tronco, a liberacdo a partir da medula 6ssea, a distribui¢éo entre os compartimentos
circulante e marginal, e a migracdo do sangue para os tecidos. E para os linfocitos sanguineos,
a migracdo para os linfonodos e outros tecidos. Bishop et al. (1968) ao induzir a granulocitose
em humanos a partir da administracdo de cortisol observaram um aumento no nimero de
granulécitos e sugeriram que o mecanismo se da pela maior producdo de células na medula
0ssea, elevando a taxa de egresso na corrente sanguinea, ou, devido a menor taxa de saida das
células para outros tecidos. Maxwell (1993) complementa que o ACTH sanguineo apresenta
acdo quimiotaxica sobre os heterdfilos, produzindo aumento na relagdo H/L. Com relacdo aos
linfdcitos, a linfopenia induzida por estresse pode estar associada com a maior taxa de migracao
dos linfocitos para outros compartimentos corpéreos (DHABHAR, 2002).

Né&o existem valores de referéncia apropriados para a relagdo H/L em aves (COTTER,
2015). No presente estudo os resultados da relagdo variaram entre 1,153 e 2,003 durante o
periodo de jejum alimentar (Tabela 1). Davis et al. (2000) obtiveram uma relacdo H/L de 0,71
em poedeiras durante o pico da muda induzida, sendo que quando essas aves encontravam-se
com 20 semanas de idade os valores eram significativamente menores, 0,082. Gongruttananun
et al. (2013) avaliaram a capacidade de alguns ingredientes na racdo de induzir a muda em
poedeiras e encontraram valores da relacdo H/L entre 0,39 e 0,67, aos 14 dias de muda. Nesse
estudo os autores calcularam a relacdo somente ao término do tratamento e ndo durante o
processo. Alodan e Mashaly (1999) compararam diferentes protocolos de muda e observaram
que todos valores da relacdo H/L foram superiores ao grupo controle (aves ndo submetidas a
muda), confirmando que o0 manejo é extremamente estressante. Os autores encontraram
relacbes de 0,17 a 0,61, calculados em diferentes periodos de tempo durante 30 dias de
tratamento. Bozkurt et al. (2016) ndo encontraram diferencas significativas na relacdo H/L entre
grupo de aves em muda e aves ndo sujeitas a muda, apresentando valores de 0,34 e 0,33,
respectivamente, durante seis dias de tratamento. Os autores sugerem uma possivel adaptacéo
das aves ao estresse fisioldgico causado pelo manejo. Portanto, ao analisar os valores da relagcdo
H/L de todos os estudos citados acima percebe-se uma grande variagdo, mesmo que, trate-se de

um unico agente estressor, a muda.
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Para a variabilidade dos dados da relacdo H/L do presente estudo, além do erro padrdo
da média apresentado na tabela 1, os CV foram 21,10 (coleta 1), 37,47 (coleta 2), 32,08 (coleta
3), 30,77 (coleta 4), 29,00 (coleta 5) e 19,00 (coleta 6). Cotter (2015) apresentou CV entre 58 a
67 % para H/L e considerou a dispersdo dos dados um fator limitante para o uso isolado da
metodologia. Entretanto, os resultados do presente estudo n&o corroboram com a alta
variabilidade encontrada por Cotter (2015). Isso demonstra maior homogeneidade dos valores
calculados da relacdo H/L nesse estudo, e, portanto, representa uma eficacia da utilizacédo
isolada desse indicador de estresse quando aplicado em poedeiras comerciais estimuladas pela
muda induzida.

Com relacdo as metodologias que avaliam o estresse oxidativo os gréficos 3, 4 e 5
indicam, respectivamente, o comportamento da enzima CAT, a concentracdo da GSH e o
TBARS quando aplicado a andlise de regressdo polinomial, em poedeiras comerciais
submetidas a jejum alimentar.

A avaliacdo da atividade da CAT apresentou comportamento linear na analise de
regressdo polinomial, sendo que com o avanco de dias de jejum alimentar a atividade
enzimatica diminuiu conforme observa-se no grafico 3. O método é capaz de detectar o estresse,
sendo considerado eficaz para o propdsito, e para a muda induzida o momento de maximo
estresse foi observado aos 10 dias de jejum alimentar. A prética da muda em poedeiras
comerciais pode induzir ao estresse oxidativo por suprimir a capacidade antioxidante do

organismo.

Gréfico 3 - Atividade da enzima catalase (CAT) (média) de poedeiras comerciais HyLine Brown submetidas a
muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos. Os pontos de dados representam as médias da
CAT a cada dois dias de jejum alimentar com respectivo erro padrdo da média.
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A CAT é considerada uma das substancias celulares antioxidantes mais importantes do
organismo atuando na conversdo do H>02 em H>O + O, para eliminar o efeito prejudicial do
acumulo das EROS (INCE et al., 2014), mantendo, assim, a homeostasia. Ela atua no sistema
de defesa antioxidante enzimatico em conjunto com a SOD e GSH-Px (WANG et al., 2016;
YU et al., 2015). No entanto, quando o organismo estd em estresse oxidativo, significa que ha
excesso de produgdo ou insuficiente eliminagdo das EROS, ocasionando desequilibrio entre as
substancias oxidantes e antioxidantes (CELI, 2010). O processo € semelhante a uma balanca,
com o maior peso representado pelas EROS e o menor peso pelas substancias antioxidantes.
Tal situacdo pode levar a perdas de funcdo ou morte celular devido as acBes destrutivas das
EROS sobre os &cidos graxos poliinsaturados de membrana celular, DNA e proteinas (SURAI,
2000).

Relacionando a resposta da enzima CAT com o estresse oxidativo, trabalhos que
envolvem a inducdo das aves ao estresse demonstram que ha uma diminui¢do na atividade
enzimatica. Zheng et al. (2016) induziram frangos de corte a partir da administracdo de
lipopolissacarideos provenientes da Escherichia coli e observaram uma diminuicdo da
atividade enzimaética da CAT, além do aumento na concentracdo de MDA. Yu et al. (2015),
também, ao induzir frangos de corte pela administracdo de ciclofosfamida, observaram uma
diminuicdo na atividade enziméatica da CAT, aumento na concentracdo de MDA e menor
concentracdo de GSH. Vale ressaltar que ambos estudos apresentaram o objetivo de avaliar a
resposta do organismo apos incorporacao de ingredientes com capacidade antioxidante na racdo
(YU etal., 2015; ZHENG, et al., 2016). Matur et al. (2011) ao fornecer ra¢do contaminada com
aflatoxina para matrizes observou uma diminui¢édo da atividade da CAT, devido a atuacdo da
enzima na decomposicao do H20-, na tentativa de reestabelecer o equilibrio do organismo. Os
resultados da CAT supracitados corroboram com o encontrado no presente trabalho, mesmo
que a comparagéo seja realizada com diferentes formas de inducéo ao estresse. Ressalta-se que
ndo existem trabalhos que utilizam a muda induzida como um agente estressor e que avaliam a
resposta da enzima CAT.

A concentracdo de GSH apresentou comportamento quadratico na analise da regressao
polinomial, conforme exposto no grafico 4. Observa-se que as aves a partir do dia zero
apresentaram um decréscimo continuo na concentracdo de GSH até atingir o momento de
maximo estresse, e isto ocorreu quando foi atingido a menor concentracdo de GSH, que se deu
aos 4,3 dias de jejum alimentar. Posteriormente, a concentragdo de GSH aumentou
gradativamente até o término da muda, o que pode ser atribuido ao fato das aves se adaptarem

as condicdes ofertadas.
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Grafico 4 - Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) (média) de poedeiras comerciais HyLine Brown
submetidas a muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos. Os pontos de dados representam
as médias da GSH a cada dois dias de jejum alimentar com respectivo erro padrdo da média.
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No estresse, ha aumento na liberacdo de GSH do figado e de outros tecidos para a
corrente sanguinea para desintoxicacdo do organismo (SONG et al., 2000). Os mesmos autores
demonstraram a partir da administragdo de um hormonio do estresse, a norepinefrina, que houve
estimulacdo da transferéncia da glutationa produzida pelo figado para a corrente sanguinea via
sinusoidal e que, dessa forma, a glutationa circulante poderia ser absorvida por outros tecidos
extra-hepaticos auxiliando na reducéo do estresse oxidativo (SONG et al., 2000). Assim, a partir
do sistema redox da glutationa € possivel realizar a dismutagdo do H.0O2 em H20 + O2 por acao
da enzima GSH-Px (YU et al., 2015), a qual € obtida pela transformac&o da forma reduzida da
glutationa para sua forma oxidada (HUBER e ALMEIDA, 2008).

Porém, quando o sistema de defesa antioxidante se torna deficitario ou prevalece a
producéo das EROS, o estresse oxidativo se estabelece (SANI et al., 2015) e a concentracao de
GSH tende a diminuir (ZAREI e SHIVANANDAPPA, 2013). Isso pode ser observado até os
4,3 dias de jejum alimentar nas aves, em que a concentracdo de GSH se reduz de forma
continua, indicando que o organismo das aves nao foi capaz de controlar o estresse gerado pela
muda induzida até esse momento.

Diferentes estimulos estressores em aves demonstram gque 0 organismo quando em
estresse oxidativo reduz a concentragdo de GSH. Bao et al. (2011) submeteram frangos de corte
a condicBes de hipoxia extrema e observaram reducdo da concentracdo de GSH em amostras
de figados, indicando que as aves ndo superaram o estresse originado pela baixa concentragdo
de O>. Liu et al. (2014) ao expor frangos de corte ao calor constataram menor concentragéo de
GSH, inibicdo datividade enzimatica da CAT, SOD e GSH-Px e maior valor de MDA em
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comparagdo com frangos criados em ambiente com a temperatura controlada (LIU et al., 2014).
O resultado do presente estudo mostra que a muda induzida é capaz de gerar um processo
oxidativo em poedeiras comerciais submetidas ao protocolo de jejum alimentar e que a
metodologia em questdo é eficaz em estimar o status de estresse em aves.

O TBARS apresentou comportamento quadratico na anélise de regressdo polinomial,
sendo que 0 momento de maximo estresse ocorreu aos 5,5 dias do periodo de jejum alimentar.
As aves no dia zero de jejum alimentar apresentaram a maior quantidade de MDA e com o
avan¢o da muda houve reducéo até a quantidade minima determinada pela regressao (5,5 dias).
Posteriormente, houve aumento do MDA ateé o final do tratamento. Os resultados do presente
estudo demonstram-se diferentes do esperado, pois a literatura traz que aves em muda induzida
apresentam niveis de MDA aumentados (BOZKURT et al., 2016). Bozkurt et al (2006)
induziram aves a muda por alteracdo no regime alimentar e observaram aumento de MDA

quando comparado com aves ndo submetidas a muda depois de 6 dias do processo.

Gréfico 5 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (médias) de poedeiras comerciais HyLine Brown
submetidas & muda induzida por jejum alimentar durante 10 dias consecutivos. Os pontos de dados representam
as medias da quantificacdo de malondialdeido (MDA) a cada dois dias de jejum alimentar com respectivo erro
padrdo da média.

10,00 y =0,0698x? - 0,7711x + 8,4607
2 =
59,00 R2=0,56

[

' 8,00 i
(@)

S7.00

5600 n
25,00

34,00

(@]

23,00

()

S 2,00

'S1,00

£
£0,00

TBARS

0 2 4 6 8 10
Dias de jejum alimentar

A metodologia do TBARS avalia a peroxidacdo lipidica através da concentracdo de
MDA e pode ser utilizada como um indicador de estresse oxidativo em aves (SQUIRES e WU,
1992). Os acidos graxos poliinsaturados presentes na estrutura das membranas celulares podem
ser alvo de destruicdo pelos radicais livres, provocando a lipoperoxidacdo (SUMIDA et al.,
1989; ZHANG et al.,, 2011). O MDA é a principal substancia que reage com o &cido
tiobarbitdrico (YAGI, 1976; GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990) formando um complexo

colorido, realizado a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 532 nm
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(BOZKURT et al., 2016).. O aumento na quantidade de MDA ¢ diretamente proporcional ao
aumento da peroxidacdo lipidica, os quais sdo diretamente proporcionais ao aumento do
estresse oxidativo (YAGI, 1976; ECHEVERRY et al., 2016).

Ressalta-se que poucos estudos demonstram a resposta oxidativa das aves durante a
muda induzida. Para o estresse do calor, aves foram expostas a 32°C durante 23 dias e a
lipoperoxidag&o foi avaliada pela metodologia de TBARS (STAR et al., 2008). No periodo de
adaptacdo das aves, 0 ambiente foi controlado a uma temperatura de 21°C e amostras de sangue
foram coletadas nos seguintes momentos: cinco dias antes do inicio do estresse térmico e aos
dois, oito, 15 e 22 dias durante o periodo estressor. Esses resultados foram demonstrados em
grafico observando-se que o grupo de aves em estresse térmico na primeira coleta (antes do
inicio do estresse) apresentaram maiores valores de TBARS em relacdo aos demais momentos
de coleta. O resultado obtido por Star et al. (2008) é interessante, pois no presente estudo as
aves do tratamento controle, também apresentaram maiores valores de TBARS no inicio do
tratamento em relagdo aos demais tempos de coleta. Contudo, Star et al (2008) ndo discutem
esse resultado e ndo consideram que 0 TBARS diminui durante o periodo avaliado de 23 dias.
A discussdo é baseada na comparacdo dos resultados entre o tratamento das aves em estresse
(32 °C) e as aves controle (21 °C), as quais obtiveram menores valores de TBARS e, portanto,
consideraram que houve um aumento do estresse oxidativo das aves desafiadas pelo calor
(STAR et al., 2008).

Para o estresse do frio, pintos foram submetidos ao estresse agudo pelo frio por um
periodo de 24 horas, sendo o estresse oxidativo mensurado pela metodologia de TBARS durante
0 estresse a partir de amostras do duodeno (ZHANG et al., 2011). Houve aumento significativo
de MDA em pintos termicamente desafiados em relacdo ao grupo de aves controle (25 °C),
sendo que o aumento foi gradativo ao longo do periodo avaliado. O resultado indica que no
duodeno os lipidios eram fortemente peroxidados, o que pode estar associado ao aumento de
radicais livres ou a uma diminuicao da capacidade antioxidante do organismo.

Os valores do coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) das metodologias que avaliam
estresse estdo apresentados na tabela 2 de acordo com o momento de coleta durante a muda
induzida (Anexo B).

Os resultados das metodologias que avaliaram as aves no dia zero de jejum alimentar
ndo apresentaram correlacdo entre elas. O presente resultado indica que os métodos ndo podem
ser substituidos um pelo outro, em uma situa¢do em que as aves ndo se encontram sob a forma
de estresse. Ademais, a tabela 2 indica que com o avancar dos dias de jejum alimentar algumas

metodologias apresentaram alta correlacdo positiva, isto €, possibilidades de substituicdes de
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indicadores que mensuram estresse em aves de acordo com determinados momentos de coleta.
Isso pode ser observado nos seguintes resultados: a concentracdo de CORT apresentou alta
correlacéo positiva com os métodos da relacdo H/L e concentracdo de GSH, no 8° dia de coleta
de amostras. Em adicdo, observa-se, também, alta correlacdo para a CAT no 6° dia de coleta e
para 0 TBARS no 2° dia de coleta. A relagdo H/L demonstrou ter alta correlagdo positiva para
a concentracdo de GSH no 4° dia de coleta e para TBARS no 2° dia de coleta. Ja a concentragéo
de GSH obteve alta correlacdo positiva para TBARS no 8° dia de coleta. Ressalta-se que 0s
resultados acima citados expressam quando que um método pode substituir a outro, de acordo
com o dia de jejum alimentar, para determinar o nivel de estresse das aves durante a muda
induzida. Entretanto, de forma integral do periodo da muda, isto é, considerando os 10 dias de
jejum alimentar, nenhum indicador pode ser totalmente substituido por outro método incluido
nesse estudo, perante os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson que apresentaram-se
inconsistentes.

Poedeiras foram restritas ao acesso aos ninhos durante cinco dias consecutivos e
maultiplos indicadores de estresse foram avaliados no estudo de Alm et al. (2016). A correlacéo
de Pearson foi realizada com mensuracdes obtidas antes, durante e depois do estimulo estressor
e observaram que de uma forma geral os valores de r apresentaram-se baixos e inconsistentes,
exaltando a complexidade da relacdo entre os parametros de estresse. Para a relacdo H/L e a
concentracdo plasmatica de CORT, Star et al. (2016) apresentaram um valor de r = -0,21 (P=
0,153), ndo existindo relacdo entre ambas metodologias. A correlacdo positiva e consistente foi
observada entre a metodologia de metabdlitos de CORT fecal nas excretas e as irregularidades
de casca, sendo que os autores suportam a ideia de utilizar as irregularidades de casca como

indicador de bem-estar animal.
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5 CONCLUSAO

As metodologias da concentracdo de CORT plasmatica, relacdo H/L, concentracdo de
GSH e atividade da enzima CAT sdo indicadas para mensurar estresse em poedeiras comerciais
submetidas @ muda induzida por jejum alimentar.

O momento de maximo estresse é diferente para cada um dos indicadores incluidos. A
concentracdo de CORT plasmaética apresenta 0 momento de maximo estresse aos 4,3 dias de
jejum alimentar. A relacdo H/L apresenta 0 momento de maximo estresse aos 10 dias de jejum
alimentar, a concentragdo de GSH aos 4,3 dias e a atividade da enzima CAT aos 10 dias. A
metodologia dos niveis de TBARS ndo demonstrou eficiéncia para mensurar o estresse de
poedeiras estimuladas pela muda induzida, apresentando a maior quantidade de MDA no dia
zero de jejum alimentar e a menor aos 5,5 dias.

N&o existe uma alta correlacdo positiva entre os indicadores de estresse incluidos
(concentracdo de CORT plasmatica, relacdo H/L, concentracdo de GSH, atividade da enzima
CAT e niveis de TBARS) para todos os momentos de coleta durante a muda induzida. Os baixos
e inconsistentes coeficientes de correlacdo de Pearson impossibilitam a utilizacdo de apenas um
método em substituicdo aos demais para mensurar o0 estresse de poedeiras durante a muda

induzida por jejum alimentar.
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ANEXO A - Resultado das avaliacdes das diferentes metodologias que indicam estresse em

poedeiras comerciais submetidas a muda induzida

Tabela 1 - Resultado das avaliacdes das diferentes metodologias que indicam estresse em poedeiras comerciais submetidas

a muda induzida

Metodologias Dias de Coleta

0 2 4 6 8 10
CORT 1,757 2,300 3,686 2,057 1,714 1,586
(0,229)! (0,398) (0,345) (0,190) (0,260) (0,245)
/LD 1,153 1,641 1,383 1,738 1,977 2,003
(0,092) (0,232) (0,168) (0,189) (0,202) (0,135)
CATC 2,7008x10°  2,1512x10°  2,6138x10°  1,2799x10°  1,2698x10°  2,1167x10°
(4,3325x107)  (4,9373x107)  (3,4071x107)  (1,999x107)  (1,079x107)  (3,0676x107)
GsH 0,593 0,449 0,507 0,497 0,519 0,680
(0,094) (0,051) (0,053) (0,057) (0,045) (0,089)
TBARS: 8,797 6,128 7573 6,158 6,486 7,836
(0,772) (0,667) (0,445) (0,317) (0,521) (0,650)

2CORT= concentracéo de corticosterona (ng/ml)

bH/L= relagdo heterofilo/linfocito

CCAT= catalase (umol/mg de proteina/min)

4GSH= glutationa reduzida (umol/de SH/g de tecido sanguineo)

*TBARS= niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (nmol/MDA/g de tecido sanguineo)
1= erro padrdo da média (EPM)
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ANEXO B - Coeficientes de Correlacéo de Pearson (r) de metodologias que avaliam o estresse
em poedeiras comerciais submetidas & muda induzida (Continua)

Tabela 2 - Coeficientes de Correlacdo de Pearson (r) de metodologias que avaliam o estresse em
poedeiras comerciais submetidas a muda induzida (Continua)
Dias de Coleta
0 2 4 6 8 10
0,0091'  0,5006 0,1598 0,0210 0,7157  -0,3935

Metodologias

ML 0os6 (0390) (0.762) (0969) (0,110)  (0.382)
0035203101 0,042 06720 01052 -0,4230

CORT: (0.947)  (0.690) (0,937) (0143) (0.822)  (0,344)
can 07866 -0,2383 70,0002 01019 07000 -0.2777

(0415  (0.700)  (0,099)  (0.848) (0,121)  (0,594)

e 0328270835 01070 05293705554 03743

(0590)  (0,078)  (0,840)  (0280)  (0,331)  (0,465)

AT 0695 01381 07412 00143 01259  -0,2636

(0125 (0862) (0,057) (0978) (0,788)  (0,568)

L con 05505 08245 07349 05162 02116  0,380L
(0327)  (0.043)  (0,060) (0.294) (0,687)  (0,400)

Coam 06587 0635 00121  -06048 02585  -04705

(0155  (0249) (0982) (0203) (0,621)  (0,287)

sy 02803 00270 04003 00712 01221  0,2659

CATe (0,648)  (0,966)  (0373)  (0,909) (0,794)  (0,610)
Coams 011737 00058 -0,8521 02676 02561 -05454

(0,825)  (0,991)  (0,031)  (0,663) (0,624)  (0,263)
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ANEXO B - Coeficientes de Correlacéo de Pearson (r) de metodologias que avaliam o estresse
em poedeiras comerciais submetidas & muda induzida (Concluséo)

Tabela 2 - Coeficientes de Correlagéo de Pearson (r) de metodologias que avaliam o estresse em
poedeiras comerciais submetidas a muda induzida (Conclusdo)
Dias de Coleta
0 2 4 6 8 10
d 0,5570  -0,7718  -0,2376 0,3509 0,9871  -0,5044

GSH™  TBARS ' ga43) (0072) (0.608) (0440) (0,002) (0.307)
3CORT= concentracdo de corticosterona (ng/ml)
bH/L= relagdo heterdfilo/linfdcito
CCAT= catalase (umol/mg de proteina/min)
dGSH= glutationa reduzida (umol/de SH/g de tecido sanguineo)
¢ TBARS= niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (nmol/MDA/g de tecido sanguineo)
1= coeficiente de Correlagdo de Pearson (r)
2= valor de P.

Metodologias
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