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RESUMO

Objetivou-se com esse estudo, estabelecer os melhores niveis de fitase na dieta
em diferentes temperaturas para as codornas de postura (42 dias) da linhagem
(Couturnix japbnica). A fitase tem sido utilizada na alimentacdo de aves domesticas
como forma de aumentar a disponibilidade de minerais, como o célcio e o fésforo que
estdo presentes nas moléculas de fitato dos gréos. A temperatura é outro fator de
grande importancia para o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
codornas, sendo o estresse térmico um obstaculo para a maximizacdo da producao
de aves poedeiras. As amostras deste estudo foram processadas logo apos a coleta
para 0s parametros hematoldgicos e confeccdo dos esfregacos sanguineos;
centrifugadas para obtencéo do soro para o estudo bioquimico. Foram utilizados cinco
grupos, com 8 animais, para cada temperatura, onde continha um grupo controle e
quatro grupos com niveis diferentes de fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000FTU/Kg).
Avaliou-se 0s seguintes parametros para hematologia: Hematdcritos, Leucdcitos,
Hemoglobinas, Eritrécitos, Plaquetas, Heterofilos, Linfocitos, Eosindfilos, Basdfilos,
Mondcitos e Neutréfilos, e a relacdo (H:L). Para avaliacdo bioquimica foram utilizados
0s seguintes parametros: GGT, ALT, AST, Fosfatase Alcalina, Fosforo, Calcio, Ureia,
CK e Acido urico. Resultados: a adi¢cdo da enzima fitase nos niveis 1500FTU e
3000FTU proporcionaram melhores resultados em relagdo a concentracdo sanguinea
de Ca e P, contribuiu para que a produtividade fosse mantida, auxiliando assim o
organismo a se manter estavel. No que diz respeito as enzimas hepéticas e renais
houve um aumento da ureia relevante no quarto ciclo de postura e com destaque para
inclusdo de fitase 3000FTU no ambiente 36°C, assim como também houve um
aumento da fosfatase alcalina, com nimero mais elevado na dieta contendo 1000FTU
de fitase no ambiente 24°C. Os resultados de calcio, esses se mantiveram todos a
baixo dos valores de referéncias para aves, assim como o fosforo, exceto nas
inclusdes de 1500 e 3000FTU no ambiente de 36°C no quarto ciclo. Concluindo-se
gue os melhores resultados foram encontrados no ambiente de 30°C com inclusao de
1500 e 3000FTU na dieta, quanto a alteracdes renais e hepéticas, faz-se necessarios
estudos mais especificos.

Palavras-Chave: ambiente térmico; coturnicultura; patologia clinica.



ABSTRACT

The objective of this study was to establish the best levels of phytase in the diet at
different temperatures for laying quails (42 days) of the lineage (Couturnix japonica).
Phytase has been used in poultry feed as a way to increase the availability of
minerals, such as calcium and phosphorus, which are present in grain phytate
indications. Temperature is another factor of great importance for the growth,
development and productivity of quails, with thermal stress being an obstacle to
maximizing the production of laying hens. Samples from this study were processed
shortly after collection for hematological parameters and blood tissue preparation;
centrifuged to obtain serum for the biochemical study. Five groups were used, with 8
animals, for each temperature, which contained a control group and four groups with
different levels of phytase (0, 500, 1000, 1500 and 3000FTU/Kg). The following
parameters for hematology should be measured: Hematocrits, Leukocytes,
Hemoglobins, Erythrocytes, Platelets, Heterophils, Lymphocytes, Eosinophils,
Basophils, Monocytes and Neutrophils, and the Heterophil:Lymphocyte (H:L) ratio.
For biochemical evaluation, the following parameters were used: GGT, ALT, AST,
Alkaline Phosphatase, Phosphorus, Calcium, Urea, CK and Uric Acid. Results: the
addition of the enzyme phytase at levels 1500FTU and 3000FTU provided better
results in relation to the blood concentration of Ca and P, contributing to the flow
being maintained, thus helping the organism to remain stable. With regard to liver
and kidney enzymes, there was a relevant increase in urea in the fourth laying cycle,
with emphasis on the inclusion of phytase 3000FTU in the 36°C environment, as well
as an increase in alkaline phosphatase, with a higher number in the diet containing
1000FTU of phytase in the 24°C environment. As for the calcium results, they all
remained below the reference values for birds, as well as phosphorus, except for the
inclusions of 1500 and 3000FTU in the 36°C environment in the fourth cycle.
Concluding that the best results were found in the environment of 30°C with the
inclusion of 1500 and 3000FTU in the diet, regarding renal and hepatic alterations,
more specific studies are carried out.

Keywords: thermal environment; coturniculture; clinical pathology.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A coturnicultura tem se destacado como meio de producéo rentavel e tem se
destacado dentro do setor produtivo, devido modernizacdo da criacdo, ao potencial
produtivo das aves e baixa exigéncia, como por exemplo em relacdo espaco de
criagdo e por apresentarem maturidade sexual precoce, o que implica no rpido
retorno financeiro. Contudo, o uso da fitase tem ganhado espaco entre as pesquisas
devido a necessidade de baixar os custos dos minerais na racdo, e assim ter um
melhor aproveitamento com reducao dos custos finais dos produtores. A fitase € uma
enzima exégena que atua aumentando o aproveitamento dos minerais presentes na
racdo, além de atuar na melhora de ganho de peso e na digestibilidade de
aminoacidos. O presente estudo teve como objetivos, estabelecer qual o nivel ideal
de fitase na dieta, definir qual a temperatura ideal para as codornas de postura a partir
da avaliagcdo hematoldgica e bioquimica, analisar possiveis alteracdes nos niveis de
calcio e fosforo e identificar possiveis alteracfes renais e hepaticas através dos
marcadores bioquimicos. Sendo para tanto, o estudo realizado em trés camaras
bioclimaticas, com ajustes que permitiram obter e manter constantes as temperaturas
avaliadas, de 24, 30 e 36°C. Foram realizadas duas coletas de sangue para realizacao
das analises propostas e ainda foram determinados os valores de referéncia para as
aves sob as diferentes temperaturas. Foi avaliado também o desempenho e bem-estar

das codornas.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

No Brasil a coturnicultura tem vivido uma nova fase, o amadorismo tem sido
superado e dessa maneira esta havendo uma solidificacdo da forma industrial de
criacdo (LEANDRO et al., 2005). De acordo com dados do IBGE, em 2019,
independente da finalidade de producéo, o efetivo de codornas no Brasil foi de 17,4
milhdes de animais, apresentando um aumento de 3,6% em relag&o a 2018. E notdria
a sua expansao devido a alguns fatores como o potencial das codornas para a
producdo de ovos, pequena exigéncia de espaco, baixo consumo de racgéo,
maturidade sexual precoce, curto ciclo de producdo, grande resisténcia a
enfermidades, baixo custo inicial e o rapido retorno do capital (MOTA, 2013).

Na producdo, as variaveis ambientais sdo de grande importancia, pois a
temperatura e umidade relativa do ar podem interferir de forma direta no desempenho
produtivo e no bem-estar das aves. Dessa maneira 0 estresse provocado pelo
desconforto térmico leva ao aumento dos niveis de corticosterona circulante, que ir4
atuar suprimindo a imunidade humoral e alterando também os valores de leucécitos
circulantes em aves, ocasionando alteracdes na resisténcia a doencas e queda no
crescimento e na producéo de ovos (ONBASILAR, 2005).

No que diz respeito ao bem-estar, as alteracdes podem levar as aves a
responderem com mudancas ao nivel fisiolégico, como a elevacao da taxa cardiaca,
a alta liberacdo de corticosterona, assim como de catecolaminas, anormalidades da
adrenal e imunossupressao (NORDI et al., 2007). De acordo com MAXWELL (1993)
e BORGES et al. (2003), o sistema sanguineo € particularmente sensivel as
mudancas de temperatura e é considerado um importante indicador das respostas
fisiologicas das aves a agentes causadores de estresse. Podem ser observadas
alteracbes quantitativas e morfolégicas nas células sanguineas, apresentando
variacao nos valores de hematocrito, leucocito circulante, eritrocito e hemoglobina. A
relacdo entre heterofilo:linfocito € um parametro muito eficiente para medir o grau de
bem-estar em aves (GROSS & SIEGEL, 1983). Essa relacdo € alterada como
consequéncia do aumento de heterofilo e diminuigéo de linfocito, e tem sido proposta
como um indice sensivel ao estresse em aves (MAXWELL, 1993; BORGES, 1997,
2001). Quando a relagao H:L esta aumentada é um indicativo de estresse nas aves,

e ao contrario quando esta diminuida ou normal significa que as aves estdo bem



19

adaptadas e sem incidéncia de estresse no organismo, e esse tem sido um parametro
muito utilizado para essa mensuracao.

Outro fator importante € a nutricdo, tendo em vista que é a parte que afeta
diretamente os custos de producédo, devido a ragcédo para codornas conterem mais
proteina, calcio e fésforo em sua composicdo do que as racbes para frangos e
poedeiras (SILVA et al., 2012). Sendo o fosforo o componente da racdo de maior custo
depois da proteina e energia (BUNZEN et al., 2008), e também por se tratar de uma
fonte ndo renovavel e de alto poder poluente (SILVA et al., 2008b; MOREIRA et al.,
2009; BORGATTI et al., 2009).

Assim, o uso da enzima fitase atua aumentando a disponibilidade do calcio e
fésforo presente nas moléculas de fitato dos gréos e dessa maneira realizar a reducéo
do uso de calcio e fosforo na racdo, ajudando diretamente na reducdo de custos ao
produtor (CROMWELL, 1979; CORLEY et al.,1980). Os estudos acerca desse assunto
visam reducédo dos niveis de suplementacdo com fontes inorganicas e o aumento do
aproveitamento do fésforo presente nos vegetais (TORRES, 2003).

O célcio e o fésforo, sdo nutrientes importantes para o desenvolvimento ésseo
dos animais e o fornecimento desses minerais assegura a boa qualidade de estrutura
0ssea. Para os animais com habilidade de postura, sdo também imprescindiveis para
a qualidade da casca dos ovos (CABRAL et al., 1999).

Diante disso, objetivou-se estabelecer qual o nivel ideal de fitase na dieta,
definir qual a temperatura ideal para as codornas de postura a partir da avaliagao
hematoldgica e bioquimica, analisar possiveis alteracdes nos niveis de calcio e fésforo
e identificar possiveis alteracBes renais e hepaticas através dos marcadores

bioguimicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

As codornas (Couturnix japdnica) sdo aves consideradas de producdo que
podem apresentar duas habilidades especificas, producdo de carne e producao de
ovos. Sao considerados animais endotérmicos, ou seja, tem habilidade de manter a
temperatura corporal elevada e constante, mesmo diante de variagbes ambientais.
Nas semanas iniciais de vida, as codornas necessitam de uma fonte de calor para que

possam alcancar o conforto térmico e assim desenvolver suas capacidades, e
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conforme as codornas crescem a necessidade de aquecimento diminui. Fato esse que
ocorre devido ao desenvolvimento do sistema termorregulador associado a camada
de penas que vai se formando e a partir dela ocorre o isolamento da superficie externa
(ABREU, 2009).

A coturnicultura tem apresentado um desenvolvimento significativo, nos ultimos
anos, através da adequacao de tecnologias de producéo e dessa maneira a pratica
que era tida como de subsisténcia, passou a ocupar um espaco como atividade
altamente qualificada e tecnificada, entregando resultados prosperos aos investidores
do setor (PASTORE et al., 2012). Com isso tem despertado um interesse dos
produtores e também de pesquisadores devido as vantagens produtivas
apresentadas. As codornas se destacam quanto a produtividade quando relacionamos
a com outras aves, isso ocorre devido apresentar um inicio de postura precoce (40°
dia de idade) e chega a produzir em média 300 ovos no primeiro ano de vida (MOURA,
2008).

No Brasil, a criacdo de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) tem
apresentado destaque no crescimento nas regifes Sul e Sudeste, porém ainda h&a
uma escassez de informacdes relacionadas a nutricAo de codornas na literatura
nacional (COSTA et al., 2012).

2.1FISIOLOGIA DA TERMORREGULACAO

A termorregulacdo é a capacidade que o organismo tem de manter sua
temperatura corporal, dessa maneira o organismo utiliza-se de alguns mecanismos
para exercer essa funcdo. As aves ndo tém a capacidade de transpirar, devido a
auséncia de glandulas sudoriparas, sendo necessario utilizar mecanismos de
dissipagéo de calor através do aumento da frequéncia respiratoria. Essa forma é
considerada a mais eficiente quando elas estdo submetidas em ambientes de altas
temperaturas (VIOLA et al., 2011).

No entanto, observa-se que fatores individuais como superficie corporal, cor,
cobertura pilosa, emissividade, vaporizacao da pele e pulméo, condutividade térmica
através de tecidos e fluxos periféricos, troca térmica por meio da agua ingerida ou da

excreta, influenciam diretamente os mecanismos de calor (FREITAS, 2021).
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As codornas, assim como as demais aves, contam com mecanismos de
dissipacéo de calor que sdo sensiveis, na tentativa da manutencédo da homeotermia,
esses mecanismos se apresentam de quatro formas que séo a radiagao, conveccgao,
conducgédo e evaporacao pelo trato respiratorio (FLORIANO, 2013), e para que cada
uma delas seja ativada pelo organismo, e vai depender da variacdo de temperatura
entre o animal e o ambiente. A conducéao é vista quando a troca de calor acontece de
molécula a molécula, a convecc¢éo ocorre quando a dissipacdo acontece por meio da
movimentacdo de massa de ar, a radiacdo quando a troca ocorre por emissao de
ondas eletromagnéticas (BROSSI et al., 2008).

As altas temperaturas fazem com que a ave comece a ofegar, ou a hiperventilar
para aumentar o resfriamento por evaporagcao. Quando a ofegacao falha na prevenir
da elevacao da temperatura corporal, a ave fica letargica, em seguida, em coma e
morre (FLORIANO, 2013). Quando ocorre 0 aumento continuo de temperaturas as
aves tendem a deixar de lado os mecanismos sensiveis e utilizar a os mecanismos de
dissipacdo latentes, onde a evaporacéao através do aumento da frequéncia respiratoria
sdo mais eficientes, desta forma ocorre um alto desgaste energético. Para que uma
ave possa evaporar 1g de agua é preciso que ocorra o gasto energético de
aproximadamente 550 calorias, e para que ocorra esse gasto na maioria das vezes a
ave precisa elevar as contracdes musculares, porém o aumento das contracdes
musculares pode levar o animal a um quadro de hipertermia e o que pode levar o
animal a 6bito (RESTELATTO et al., 2008).

2.2 CONFORTO E ESTRESSE TERMICO

Segundo Furlan (2006) a zona de conforto térmico, é a faixa de temperatura
ambiente onde o gasto metabdlico € minimo e a homeotermia € mantida com o menor
gasto energético. Segundo Sousa (2014), a zona de conforto térmico para codornas
de corte encontra-se entre as seguintes temperaturas: 36 - 39 “C (primeira semana);
27 - 30 °C (segunda semana); 24°C (terceira semana); 26 ‘C (quarta semana) e 25 °C
(quinta semana) de vida, sendo que as temperaturas ambientais acima destes valores
ja acarretardo perdas produtivas devido ao estresse térmico por calor. Sendo

necessario que estes animais se encontrem em sua zona de conforto térmico, para
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gue assim tenham condicbes de se manter e se reproduzir da forma adequada
(NAZARENO et al., 2009).

E considerada zona de conforto térmico, a temperatura em que o animal ndo
esta exposto a temperaturas extremas, seja temperaturas altas ou baixas, tendo uma
resposta ambiental positiva, onde tem seu desempenho otimizado (COSTA et al.,
2012). A variacao térmica pode influenciar diretamente o desempenho reprodutivo das
aves, uma vez que todos os seus esforcos vao se voltar para a realizacdo da
homeotermia e manuten¢ao da vida, pois ocorre uma alteracdo do metabolismo e a
maior parte da energia produzida é desviada para preservacdo do equilibrio do seu
bem-estar através do conforto térmico (SILVA et al., 2007). De acordo com
Nascimento e Silva (2010) para reducéo da incidéncia de doengas metabdlicas como
a morte subita e a ascite, que ocorrem quando ha uma sobrecarga dos mecanismos
de termorregulacao, e esses ndo conseguem suprir as exigéncias cardiorrespiratérias
do organismo, é preciso ter atencédo as medidas de manejo, controle da temperatura
ambiental, a quantidade de aves por area e as formulagfes nutricionais. Pois esses
fatores podem atuar influenciando o aumento do estresse térmico das aves e causar
uma diminuicdo do desempenho produtivo e reprodutivo destas.

Em altas temperaturas, as aves tendem a aumentar o consumo de agua e em
contrapartida reduzem o consumo de alimentos, e essa reducdo tem como
consequéncia a reducdo do ganho de peso e da converséo alimentar (BAZIZ et al.,
1996). Outra implicacdo do estresse por calor é na capacidade de digestdo, ou seja,
digestibilidade dos alimentos € reduzida, os nutrientes ndo sdo absorvidos
adequadamente e o desempenho é diretamente afetado (VARGAS & MOTTA, 2007).

Ja em temperaturas mais baixas o que ocorre € 0 inverso, uma vez que as aves
tendem a aumentar o consumo alimentar, e desta maneira eleva a converséo
alimentar. Em codornas o estresse térmico por calor pode levar a casos de necrose
dos hepatdcitos e esteatose hepatica, isso ocorre devido a acdo da corticosterona que
aumenta a lipdlise do tecido adiposo subcutaneo e estimula a lipogénese nos 6rgaos
presentes na cavidade abdominal, causando sobrecarga hepatica (MOHAMED et al.,
2015). Segundo Safdari-Rostamabad et al. (2016), em frangos de corte, 0 estresse
causado pelo excesso de calor faz com que tenham o peso do figado diminuido e
reduzida concentracdo das proteinas totais. O comportamento mediante as alteracbes
de temperatura, sdo muito evidentes. Para que ocorra o aumento das trocas de calor

com o ambiente as aves apresentam modificacbes de postura, as aves se agacham e
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afastam as asas do corpo com o intuito de aumentar a superficie corporal e dessa
maneira aumentam também o fluxo de calor, mas regides periféricas do corpo que no
geral ndo possuem cobertura de penas (crista, barbela e pés) (MACARI & FURLAN,
2001).

2.3 HEMATOLOGIA EM AVES

7

A patologia clinica é uma importante ferramenta para o monitoramento,
diagndstico, tratamento e em casos pré-operatério, ndo so nas aves. Sabemos que 0S
valores hematologicos podem ser influenciados por diversos fatores, como por
exemplo, o estado nutricional das aves, 0 sexo, a estacdo do ano, o periodo produtivo
e o estresse ambiental. No Brasil os estudos relacionados com 0s parametros
hematoldgicos ainda sdo um pouco escassos, 0 que pode levar o clinico a realizar
interpretacdes erradas de acordo com os resultados obtidos nos exames laboratoriais
(SCHMIDT et al., 2007).

A hematologia estuda as doencas relacionadas ao sangue e aos 6rgaos
hematopoiéticos, a partir dela que podemos ter acesso ao eritrograma, leucograma e
a contagem de trombadcitos (SCHMIDT et al., 2007). O eritrograma ou série vermelha
€ composto por: contagem total de eritrécitos (hemacias ou glébulos vermelhos), o
estabelecimento do hematdcrito, a mensuracdo da hemoglobina e de indices
hematimétricos, no leucograma ou série branca, sédo determinadas a contagem total
de leucdcitos e a contagem diferencial (SCHMIDT et al., 2007). E € através desses
exames que podemos realizar um monitoramento adequado do estado de saude geral
dos animais, podemos avaliar a sua capacidade de defesa diante a diferentes agentes
e sua capacidade de transportar oxigénio (VOIGHT, 2003).

Diferente dos mamiferos, as aves apresentam células sanguineas nucleadas e
esse é o principal fator que interfere na contagem automatizadas dessas células, outra
particularidade das aves é em relagdo aos leucécitos, pois a aves apresenta uma
célula leucocitaria denominada de heterdfilo, que tem caracteristicas semelhantes aos
neutréfilos nos mamiferos, e € devido a essas particularidades que é necessaria a
realizacdo de contagem através de técnicas manuais (CAPITELLI & CROSTA, 2013).

Em aves a contagem do numero total do eritrograma é realizada através da

contagem manual, na camara de Neubauer, para tal contagem é realizada a diluicéo
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de parte da amostra com diluentes que contem corante, e para a contagem diferencial
é realizado um esfregaco sanguineo sem anticoagulantes (CAMPBELL, 1994). Para
a determinac&o do hematdcrito € utilizada a técnica de micro-hematdcrito (ROSARIO
et al., 2000). Para avaliacdo da concentracdo de hemoglobina é utilizada a anélise
espectrofotométrica com cianometahemoglobina a 540nm, a amostra precisa passar
por centrifugacéo apos a lise dos eritrocitos para retirar os nucleos livres (WAKENELL,
2010). Ainda ndo héa na literatura valores de referéncia especificos para codornas,
dessa maneira utiliza-se aos valores de referéncia para aves em geral e que sao muito
escassos. Os valores que sdo bem definidos para aves sdo os valores de hematocrito
que variam entre 35 a 55%. Valores inferiores a 35% séo indicativos de anemia, e
superiores a 55% sugerem desidratacao ou Policitemia (CAMPBELL,1994). Estudos
mostram que os parametros podem variar de acordo com o sexo e a idade das aves
(SCHMIDT et al., 2007).

Dentro da hematologia a contagem de leucécitos é uma avaliagdo de
extremamente importante para avaliagdo da sanidade dos animais. Parametros como
a morfologia e o numero total de leucdcitos, podem sofrer variagdo de acordo com o
sexo e a idade das aves (SCHMIDT et al., 2007). A contagem total de leucdcitos é
realizada em conjunto com a contagem total de eritrocitos e assim como no
eritrograma a contagem diferencial se faz através da leitura do esfregaco sanguineo
sem anticoagulante e corado com os corantes hematologicos (CANDIDO, 2008). A
leitura do esfregaco sanguineo € muito importante para observar a morfologia celular,
pois através dessa que se pode ter uma maior seguranca quanto ao estado de saude
das aves. E é na contagem diferencial que se observa: os heterofilos, eosinofilos,
basofilos, mondcitos e linfécitos, avaliacdo dos trombdcitos também € realizada
através do esfregaco (CANDIDO, 2008).

2.4 RELACAO HETEROFILO/LINFOCITO

Os heterdfilos séo a segunda classe celular mais numerosa na grande maioria
das aves, e seu aumento na circulacdo esta diretamente ligado a episodios de
estresse. Uma vez que a relacao heterofilo/linfocito é alterada, e como consequéncia
ocorre 0 aumento dos heterofilos e a diminuigdo dos linfocitos, esta relagdo tem sido

proposta como um indice de mensuracdo muito sensivel do estresse em aves
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(MAXWELL, 1993; BORGES, 1997, 2001). Em galinhas, a relacéo heterofilo/linfocito
tem sido um eficiente parametro na mensuracao do grau de bem-estar (GROSS &
SIEGEL, 1983). Ha uma classificacéo da relacao heterofilo/linfécito que varia de 0,2 a
0,8, onde 0,2 indica um grau leve de estresse, o 0,5 indica um estresse de
intermediario a moderado e valores de 0,8 ou superiores indicam alto nivel de estresse
(GROSS & SIEGEL, 1983).

2.5 MARCADORES BIOQUIMICOS

Os valores do intervalo de referéncia, ainda ndo estdo bem definidos para
muitos parametros e espécies (DONELEY, 2015; TANG et al., 2013). Para codornas
ndo ha valores de referéncia determinados, ha alguns estudos onde h4 uma média de
valores, contudo esses estudos foram realizados em condicdes especificas. E dessa
forma ndo devem ser usados como valor de referéncia para o presente estudo.

Havendo muitos fatores que podem influenciar: como o laboratério, o
anticoagulante, o aparelho e a técnica utilizados, a regido geografica de procedéncia
dos animais, as condic¢des climaticas, a estacao do ano, aidade e a alimentacao, entre
outros. Por tanto é usual que esses valores variem de acordo com a experiéncia clinica
de cada profissional. E € importante que se realize um banco de dados com os
resultados de amostras dos animais saudaveis que sdo atendidos por motivos nao
patologicos (THRALL et al., 2004).

2.6 RENAIS
2.6.1 ACIDO URICO

A principal forma de excre¢do de componentes nitrogenados nas aves € o0 acido
arico (HOCHLEITHNER, 1994; THRALL et al., 2004). Cerca de 80% a 90% do acido
arico, em aves saudaveis é secretado de forma ativa nos tubulos contornados
proximais (CAPITELLI & CROSTA, 2013). Como apresenta um mecanismo de
secrecdo ativa, ndo ha interferéncia em casos de desidratacdo, exceto 0s casos
graves nos quais a baixa taxa de filtracdo glomerular interrompe a circulacao do acido
arico através dos tubulos (HARR, 2002; CAPITELLI & CROSTA, 2013).
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Em aves carnivoras, os valores de referéncia para o acido Urico sdo mais altos,
assim como na ocasiao poés-prandial (HARR, 2002; THRALL et al., 2004). As
concentracbes dele podem variar de acordo com a idade e o tipo de alimentagéo,
entdo no geral as aves mais jovens apresentam valores menores do que as adultas
(HOCHLEITHNER, 1994; ALONSO-ALVEREZ, 2005; CAPITELLI & CROSTA, 2013).
A capacidade compensatoria em relacdo aos problemas renais pode variar entre as
espécies, e seu aumento € evidente quando ha um comprometimento superior a 70%,
apresentando concentracdes superiores a 15 mg/dL (HOCHLEITHNER, 1994).

Em casos de restricdo alimentar, onde ocorre uma mobilizacdo de reservas,
essa mudanca no catabolismo de proteinas estruturais, foram relacionadas com a
elevagdo dos niveis de acido arico (RAJMAN et al., 2006). Alguns animais podem
apresentar valores normais mesmo havendo um comprometimento renal. Um exemplo
sdo as aves que apresentam polidria ou polidipsia com nefropatia, podem ter um
aumento na filtracdo da urina fazendo com que a capacidade secretora esteja
diminuida (CAPITELLI & CROSTA, 2013). A presenca de hipouricemia em aves é
muito raro e podem estar ligados diretamente a danos hepaticos severos e com isso
a ave pode apresentar uma diminuicdo na producdo de acido Urico, porém havendo
um problema hepatico e renal em conjunto os valores de acido Urico podem estar

dentro dos valores normais para a espécie (HOCHLEITHNER, 1994).

2.6.2 UREIA

A ureia tem origem no catabolismo de proteinas que séo produzidas no figado
e que sdo excretadas através da filtracdo glomerular. Quando o animal se encontra
em estados de hidratacdo normais a reabsorcao da ureia pelos tubulos pode ser
considerada nula, e consequentemente seus niveis sanguineos sao muito baixos,
algumas vezes nem sao detectados em testes laboratoriais. Contudo quando o animal
se encontra em estado de desidratacdo, a ureia é reabsorvida quase que na sua
totalidade. Quanto aos valores de referéncia eles variam entre aves ndo carnivoras (5
mg/dL) e carnivoras (10 mg/dL) (HOCHLEITHNER, 1994; HARR, 2002; THRALL et
al., 2004; CAPITELLI & CROSTA, 2013). Seus valores sdo melhores avaliados em
conjunto com o acido urico, e através destes valores obtendo uma razdo, o que vai
permitir a diferenciagcéo entre desidratagcdo, patologias renais e efeitos pés-prandiais,

sendo dessa maneira um indicador da taxa de filtracdo glomerular. E esta raz&o vai
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se apresentar aumentada em casos de falha renal com filtracao reduzida (THRALL et
al., 2004; CAPITELLI & CROSTA, 2013).

2.7HEPATICOS

2.7.1 ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

Nas aves, a enzima ALT esta presente predominantemente no citosol dos
hepatécitos, assim como das células musculares (HARR, 2002; JAENSCH, 2000). A
impossibilidade de monitorar as reacdes desta enzima faz com que o seu método de
analise se baseie no acoplamento de reacdes catalizadas por desidrogenases
(HOCHLEITHNER, 1994). Podem ocorrer falsas elevacfes de ALT quando ha
hemolise, pois essa enzima tem uma elevada atividade nas hemécias (LEARD et al.,
1990). Comumente as taxas elevadas de ALT sao relacionadas a lesédo hepatica ou
muscular (HARR et al., 2002; GRUNKEMEYER, 2010). Nas aves a ALT tem atividade
em multiplos tecidos e dessa forma a sua elevacao pode ser de dificil interpretacao
(JAENSCH, 2000; GRUNKEMEYER, 2010). A ALT na maior parte das espécies de
aves apresenta valores reduzidos quando comparada a outras, com valores séricos
variando de 19 a 50 U | /L (LUMEIJ, 2008; CAMPBELL, 1994).

2.7.2 ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

A atividade do AST esta presente em alguns tecidos, porém o0s que mais se
destacam sé&o o figado e o musculo (GRUNKEMEYER, 2010; CAPITELLI & CROSTA,
2013). A AST assim como a ALT tem funcéo de catalizar a transaminacéo de L-
aspartato e 2-oxoglutarato a oxalacetato e glutamato e, como na ALT, também precisa
do cofator PP para atuar (EVANS, 1996). E por se assemelhar a ALT, tem seus
métodos de determinacdo parecidos, onde séo utilizadas reacbes acopladas
(HOCHLEITHNER, 1994). A AST nao é um marcador especifico para dano
hepatocelular nem para lesdes a nivel muscular, porém nos psitacideos, ela se
apresenta sempre aumentada quando ha dano hepatico de qualquer que seja a
etiologia (CAPITELLI & CROSTA, 2013). Sobretudo quando analisada em conjunto
com outros testes, como por exemplo a creatinina quinase, que pode apresentar

informacdes relevantes e auxiliar na diferenciacao entre um dano hepatico e um dano
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muscular (JAENSCH, 2000; GRUNKEMEYER, 2010). De maneira geral, nas aves a
atividade normal da AST ¢é inferior a 275 Ul/L (THRALL et al., 2004).

2.7.3 CREATININA QUINASE (CK)

Na musculatura a CK catalisa a conversao de ATP e a creatina, para creatina
fosforilada, que serve como fosfato de alta energia para a atividade muscular
(RAJMAN et al.,, 2006). Os valores normais de CK variam de 100 a 500 UI/L.
Especialmente em aves de rapina, quanto ocorre estresse devido a atividade muscular
durante a contencéo para coleta, pode fazer com que haja uma elevacéao dos valores
da CK (THRALL et al., 2004). A CK é importante na determinacao da interpretacéo da
atividade da AST, definindo se € um dano de aspecto muscular ou hepatocelular.
Porém nado pode ser descartada a hipotese do animal apresentar dano muscular
conjuntamente com o hepatocelular preexistente. A CK pode apresentar variabilidade
decorrente de causas fisioldgicas, apesar disso ela ndo é afetada por género ou idade
das aves (HOCHLEITHNER, 1994).

2.7.4 Gama glutamiltransferase (GGT)

A GGT em aves é especifica dos epitélios biliar e renal, da mesma maneira que
ocorre em caes e gatos (HARR, 2002; GRUNKEMEYER, 2010). A GGT tem como
funcdo catalisar a transferéncia de grupos gamma-carboxila do glutamato até um
peptideo (GONCALVES et al., 2013). Os valores de referéncia podem variar
dependendo do autor, para 0s papagaios pertencente ao género Amazona, em
condi¢des normais, o valor de GGT elevado varia de 10 a 16 U/L (HARR, 2002). J&
em muitas outras espécies de aves, sadias, esta enzima pode ter atividade abaixo dos
niveis de sensibilidade de muitos testes (HOCHLEITHNER, 1994). Embora a GGT
seja considerada um marcador com pouca sensibilidade e inconsistente quando se
fala em doencga hepatica nas aves, foi verificada atividade no plasma na maioria dos
pombos aos quais tiveram danos hepaticos induzidos (HARR, 2002). Os valores de
GGT variam de 0 a 10 UI/L, em animais saudaveis, e esses valores de referéncia

podem variar dependendo da metodologia utilizada (LUMEIJ, 2008).
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2.7.5 Fosfatase alcalina (FA)

A comparacao de resultados entre laboratérios é dificil, pois existem muitos
métodos para se realizar a determinacdo da atividade desta enzima
(HOCHLEITHNER, 1994). Sua funcédo esta diretamente relacionada ao fornecimento
de energia para troca de ions através das membranas celulares (HOCHLEITHNER,
1994). Sua funcéo esta associada com o metabolismo do calcio e do fésforo, e a FA
pode ser o ponto chave para a regulacdo do crescimento das aves, pois tem
participacdo nas atividades dos condrdcitos e dos osteoblastos (RAJMAN et al., 2006).
Os maiores niveis sdo observados na atividade dos osteoblastos (ALONSO-
ALVAREZ, 2005). Os niveis de FA encontradas no figado de algumas espécies de
aves sao muito baixas (RAJMAN et al., 2006), porém alguns autores citam as doencas
hepaticas como causa do aumento dos niveis de FA (HOCHLEITHNER, 1994).

2.8 MINERAIS NA DIETA DE CODORNAS DE POSTURA

Os minerais estao presentes na composi¢ao corporal das aves, representando
de 3 a 4% do peso vivo delas (BERTECHINI, 2012), os mesmos estdo envolvidos em
algumas vias metabdlicas e exercem funcfes relacionadas ao crescimento e a
reproducdo. E a importancia dos minerais vai além da manutencdo da vida, pois
aparece diretamente ligado ao crescimento da produtividade do animal (PINTO et al.,
2012). Os minerais sdo divididos em micro e macrominerais, possuem diversas
funcdes e muitas vezes podem apresentar mais de uma funcdo e seu consumo
excessivo pode desencadear toxicidade (BERTOLI, 2010).

Os microminerais sao: ferro (indispensavel para a constituicdo da
hemoglobina), cobre (essencial na hematopoese), cobalto (geralmente é encontrado
ligado as proteinas), iodo (a sua funcdo esta ligada ao horménio da tireoide),
manganés (essencial para o desenvolvimento da matriz organica do 0sso0), zinco
(envolvido nos processos de crescimento e desenvolvimento, reprodugéo, imunidade,
protecdo, antioxidante e estabilidade das membranas), selénio (caréncia resulta no

retardamento do crescimento), molibdénio (participa de varios complexos enzimaticos
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e atua no catabolismo das bases puricas) e flior (apresenta funcdes inibidoras sobre
acOes enzimaticas) (ANDRIGUETTO et al., 1990).

Os macrominerais sdo: calcio, fésforo, potassio (atua na regulacéo da pressao
osmética e no balanco acido-base, na conducdo dos impulsos nervosos e na
excitabilidade muscular), magnésio (exerce funcao estrutural), sédio (importante na
regulacdo do equilibrio acido-base e na regulacdo da pressdo osmoética do
organismo), cloro (desempenha o papel fundamental na manutencédo da homeostasia
eletroquimica) e enxofre (importante para os horménios que séo sintetizados pela
metionina) (ANDRIGUETTO et al., 1990; MORRISON, 1966).

2.9 FOSFORO

O fésforo esta presente nos 0ssos como um dos seus maiores constituintes,
além disso tem uma importancia relevante em relacdo ao armazenamento e liberacéo
de energia, assim como no metabolismo acido basico (HOCHLEITHNER, 1994). A
excrecao renal € a principal forma de regulacéo da concentracéo de fésforo nas aves,
variando de 5 a 7 g/L, em condi¢es normais (THRALL et al., 2004). E comum animais
mais jovens apresentarem valores de fésforo superiores em relacdo aos adultos
(CAPITELLI & CROSTA, 2013). Outro fator que pode elevar os niveis de fésforo no
organismo das aves é a dieta em que as sementes sao utilizadas de forma exclusiva.
De acordo com o National Research Council (NRC) os niveis adequados de P para
codornas em postura é de 2,5% de Ca e 0,4% de P, para dietas contendo 2.900 kcal
EM/kg e 20% de proteina bruta.

Em fémeas em periodo de postura, nao foi identificada a elevacédo dos niveis
de fésforo, ao contrario do que acontece com o célcio (HOCHLEITHNER, 1994).
Fosforo e calcio ndo sao dependentes um do outro, porém a auséncia ou 0 excesso
de um deles pode prejudicar diretamente a utilizacdo ou absor¢ao do outro (DUNBAR
et al., 2005). A elevacéo dos niveis de fosforo, hiperfosfatemia, pode estar relacionado
com artefato de andlise, pelo fato de que a hemolise e a ndo separagcdo dos
componentes celulares pode fazer com que ocorra a liberacdo de fosforo intracelular
(CAPITELLI & CROSTA, 2013). De maneira geral o valor deste parametro é baixo, e
podem ser muitas as causas da sua variacdo (HOCHLEITHNER, 1994).
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2.10 CALCIO

O célcio é um mineral presente em grande quantidade no corpo, esté presente
na formacao dos ossos e das cascas dos ovos e € importante para muitas reacoes
bioquimicas do corpo (DE MATOS, 2008). Em aves, 0s niveis de calcio podem atingir
valores superiores aos dos mamiferos, em condi¢cdes normais pode chegar a 30 g/L
(THRALL et al., 2004). O aumento dos niveis de calcio esté ligado a fase reprodutiva
das fémeas, que é a fase em que o célcio € transportado para o ovario através do
estimulo dos estrégenos (HARR, 2002; DUNBAR et al., 2005). A diminui¢cdo do célcio
circulante (< 8 mg/dL) se d& devido a alguns aspectos como, falha na nutricdo
(deficiéncia de vitamina D3, excesso de fésforo na dieta), alcalose, hipoalbuminemia,
anormalidades reprodutivas um exemplo dela € a postura crénica (DE MATOS, 2008;
CAPITELLI & CROSTA, 2013), as terapias com glicocorticoides ou quando o animal
€ portador de uma forma particular de hiperparatireoidismo, onde o calcio ndo é
liberado de forma correta dos ossos (HOCHLEITHNER, 1994).

Segundo Silva (2009) os valores adequados de Ca para codornas de postura
varia entre 2,95 a 3,20%. Ja nos casos de deficiéncia severa de calcio, a mobilizacéo
do calcio é realizada com o auxilio do paratorménio, que faz com que os niveis de
calcio no organismo se mantenham dentro dos niveis minimos (HOCHLEITHNER,
1994; DE MATOS, 2008). Um fator que pode fazer com que o0s niveis de calcio
diminuam nas amostras € o uso da heparina, pois ela atua quelando o célcio, podendo
reduzir os valores do célcio ibnico em 0,01 mmol/L (CASTANEDA, BURITICA-
GAVIRIA & CRUZ, 2012).

2.11 FITASE

A fitase € uma enzina exdgena que tem sido utilizada como forma de aumentar
a disponibilidade de minerais, em especial o fésforo (JENDZA et al., 2005). Quanto a
sua origem, ha diversas fontes de fitase, porém do ponto de vista comercial as
consideradas mais promissoras séo as microbianas, podendo ser de origem bacterina
(Bacillus sp., Enterobacter sp., Escherichia coli), fungicas (Aspergillus sp., Penicillium
sp. E Talaromyces thermophilus) e de leveduras (Arxula adeninivorasns e Hansenula

polymorpha) (PANDEY et al., 2001). E preciso entender que os aditivos enziméticos
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nao tem uma funcao do ponto de vista nutricional, no entanto, eles atuam no processo
digestivo, fazendo com que haja uma maior digestibilidade dos nutrientes que estao
presentes nas dietas (CAMPESTRINI et al., 2005).

Quando a fitase ndo esta presente na alimentagéo, vai haver dificuldade no
aproveitamento do fosforo, e dessa maneira € necessario que se realize a
suplementacdo inorganica de fosforo e assim temos uma elevagdo do custo de
producédo (KIM et al., 2006). Recentes estudos esclarecem os mecanismos utilizados
pela fitase para influenciar a digestibilidade de aminoacidos, energia e minerais, sendo
grande parte dessas melhorias, em especial os efeitos sobre as proteinas, estando
relacionado com a diminuicdo dos efeitos do fitato no organismo (COWIESON, 2008).

Para poedeiras a adicdo de fitase exdgena na dieta, tem atuado na melhora do
ganho de peso, na retencdo de minerais e na digestibilidade dos aminoacidos
(AUGSPURGER et al., 2003; COWIESON, 2008; ADEOLA, 2003). Foi observada a
eficacia da fitase bacteriana com suplementacdes de 500, 1.000 e 2.000 FTU/kg e
niveis reduzidos de P (2.2 g/kg P disponivel) em experimento com frango de corte,
onde concluiram que os tratamentos com fitase reduziram a quantidade de &cido fitico,
assim como, diminuiram a retencdo de P (OLUKOSI et al., 2013). De acordo com
estudos realizados com frangos de corte que receberam uma superdosagem de fitase
(1.500FTU/kg) na dieta até os 49 dias de vida, os animais obtiveram uma evolucéo
relacionada com o crescimento, o desempenho e a taxa de conversao alimentar
guando comparando com aves que receberam dietas adequadas ou com diminuigao
na quantidade de P (WALK et al., 2013).

3. METODOLOGIA

O experimento foi realizado nas camaras climaticas da Unidade de Pesquisa
em Bioclimatologia, Comportamento e Bem-estar Animal, do Departamento de
Zootecnia, no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba,
Campus II, em Areia - PB. O protocolo experimental n® 3695120121 foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-
UFPB).

Foram utilizados um total de 720 codornas japonesas em fase de produgao (42

dias), distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
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5x3, foram alojadas 8 aves por gaiola e cada tratamento contou com 6 repeticdes.
Foram inseridos cinco niveis de fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000FTU) na dieta e as
codornas foram submetidas a trés faixas de temperatura (24, 30 e 36°C),
representando faixas de termoneutralidade e de estresse térmico. Para cada faixa de
temperatura, foram analisadas 8 aves de cada um dos 15 tratamentos, totalizando 120
aves. O experimento foi dividido em cinco ciclos de 21 dias, com as codornas em fase
de producdao, para esta avaliagdo foram utilizados o segundo (aves com 84 dias) e o
quarto ciclo (aves com 126 dias).

As codornas foram alojadas em trés camaras bioclimaticas, com ajustes que
permitiram obter e manter as temperaturas avaliadas no estudo, 24, 30 e 36°C. As
salas possuiam dimensdes de 5,40 m de comprimento por 3,83 m de largura. Cada
camara contou com gaiolas de arame galvanizado, com as dimensdes de 47 x 23,5 x
16 cm (comprimento x largura x altura), providas de comedouros tipo calha e
bebedouros tipo “nipple” adequados a fase de desenvolvimento dos animais. Os
comedouros foram abastecidos com as ra¢des experimentais duas vezes ao dia, as
7:00 e as 16:00 horas. Durante o periodo experimental, as aves receberam racédo ad
libitum.

A temperatura das salas foi controlada por meio de aquecedores acoplados a
um termostato elétrico e por meio da utilizacdo de ar-condicionado, dotado de controle
automatico de temperatura. A renovacdo e movimentacao do ar foram efetuadas por
exaustores axiais de parede. As temperaturas e umidades relativas do ar, de cada
ensaio experimental, foram monitoradas por termo-higrometros digitais de méxima e
minima, pela manha e ao final da tarde. Os sensores de temperatura foram fixados ao
nivel do centro de massa dos animais, caracterizando o microclima local.

As dietas foram formuladas segundo a recomendacéo das Tabelas Brasileiras
de Aves e Suinos (ROSTAGNO et al., 2011), variando apenas a suplementacéo de
fitase (Tabela 1). Todas as dietas foram formuladas considerando a redug&o nos
niveis de calcio e fosforo, avaliando o que a matriz da enzima disponibiliza com
500FTU (0,165% Ca - 0,150% P). Levando em consideracdo o desenho experimental,
as dietas experimentais foram formuladas atendendo as recomendagdes sugeridas
por Rostagno et al. (2011), contudo, com reducéo do nivel de Ca e P com base na
valorizac&o enzimatica da fitase avaliada na dose de 500FTU/kg, o que corresponde

a 0.165% de Ca e de 0.15% de P. A dieta basal n&o foi suplementada com fitase. As
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demais foram suplementadas com 500, 1000 e 3000FTU/kg de racdo, em modo on

top, em substituicdo ao inerte.

Tabela 1 - Dietas experimentais, contendo cinco niveis de Fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000
FTU/kg) e reducdo nos niveis de fosforo e calcio levando em consideracdo a matriz de 500

FTU da enzima, para codornas japonesas na fase de postura

Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5
Ingredientes Unidade OFTU 500FTU  1000FTU 1500FTU 3000FTU
Milho Gréo - 7,88% kg 59,720 59,720 59,720 59,720 59,720
Soja Farelo 45,22% kg 30,518 30,518 30,518 30,518 30,518
Oleo de Soja kg 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667
DL-Metionina kg 0,398 0,398 0,398 0,398 0,398
L-Lisina HCL kg 0,265 0,265 0,265 0,265 0,265
L-Treonina kg 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
Calcario kg 7,437 7,437 7,437 7,437 7,437
Fosfato Bicélcio kg 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
18,5%
Sal kg 0,345 0,345 0,345 0,345 0,345
Premix Mineral* kg 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Premix Vitaminico? kg 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Colina kg 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070
Antioxidante® kg 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Inerte kg 0,060 0,050 0,040 0,030 0,000
Fitase kg 0,000 0,010 0,020 0,030 0,060
Total kg 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
T1 T2 T3 T4 T5
Nutrientes Unidade OFTU 500FTU 1000FTU 1500FTU 3000FTU
Fitase FTU/kg 0 500 1000 1500 3000
Energia kcal/kg 2800,000 2800,000 2800,000 2800,000 2800,000
Metabolizavel
Proteina Bruta % 19,000 19,000 19,000 19,000 19,000
Metionina Dig. Aves % 0,647 0,647 0,647 0,647 0,647
Met+Cis. Dig. Aves % 0,908 0,908 0,908 0,908 0,908
Lisina Dig. Aves % 1,107 1,107 1,107 1,107 1,107
Treonina Dig. Aves % 0,675 0,675 0,675 0,675 0,675
Triptofano Dig. Aves % 0,207 0,207 0,207 0,207 0,207
Valina Dig. Aves % 0,798 0,798 0,798 0,798 0,798
Célcio % 2,993 2,993 2,993 2,993 2,993
Foésforo Total % 0,394 0,394 0,394 0,394 0,394
Fosforo Disponivel % 0,177 0,177 0,177 0,177 0,177
Potassio % 0,732 0,732 0,732 0,732 0,732
Saédio % 0,155 0,155 0,155 0,155 0,155
Cloro % 0,319 0,319 0,319 0,319 0,319

Numero de Mogin  mEqg/kg 164,590 164,590 164,590 164,590 164,590

Premix Vitaminico (concentracdo/kg de produto): Vit. A - 15 mil Ul, Vit. D3 - 1,500,000 UI. Vit. E - wm 15000; Vit.B1 -
2.0 g, Vit. B2 - 4.0 g Vit. B6 - 3.0 g, Vit. B12 - 0015 g, acido nicotinico - 25 g, acido pantoténico - 10 g; Vit.K3 - 3.0 g,
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acido félico - 1.0 g; 2Premix Mineral (concentragdo/kg de produto): Mn - 60 g, Fe -80g,Zn-50g,Cu-10g,Co-2g, |
-1 g e Se - 250 mg;3Antioxidante = BHT = 100 g/ton; Quantidade suficiente para 1000 g de veiculos.

Para as coletas foi realizado um jejum de 6 horas e foram coletadas amostras
de sangue (1ml), por puncédo da jugular com agulha de 13 x 0,4 mm, na seringa
continha EDTA. As amostras foram individualmente armazenadas em tubos de ensaio
para as analises hematoldgicas. Para a contagem e diferencial leucocitario foram
utilizados esfregacos sanguineos, que foram produzidos no momento seguinte a
coleta de cada ave. Para a avaliagcdo dos parametros bioquimicos foram coletadas
amostras de sangue (1ml), através de punc¢éao da jugular com agulha de 13 x 0,4 mm,
para essa coleta a seringa nao continha anticoagulante. O sangue foi armazenado em
tubo seco que apds 30 minutos de descanso foram centrifugadas a 3.500 rpm durante
1 minuto para obtencdo do soro, esses foram armazenados em Ependorfs e
congelados para posterior analise.

As andlises bioquimicas, assim como, a coloracao e leitura das laminas, foram
realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade
Tras-os-Montes e Alto Douro. Para as determina¢des bioquimicas foram utilizados
Kits comerciais disponiveis para uso no equipamento analisador para bioquimica
clinica respons®920 - DiaSys Diagnostic Systems, que utiliza a Colorimetria e Ensaio
imunoturbidimétrico. E para a determinacéo mais uniforme desses parametros, foram
realizados todos os dias controles de qualidade e calibragdo do equipamento
analisador e dos reagentes, assim como foram utilizados os mesmos lotes de
reagentes no intuito de que nado houvesse interferéncia. Os esfregacos sanguineos
foram corados com a coloragbes de rotina, Dift-Quick que permitiu a contagem
diferencial de leucocitose e andlise de eventuais alteragées morfoldgicas.

A contagem total de eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos, assim como o total de
hematdcritos foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade
Federal da Paraiba, Campus Areia. Para contagem de eritrocitos, leucdcitos e
trombacitos foi utilizando o sistema Unopette, o0 método Natt & Herrick, (1952), com
solucdo de azul de toluidina a 0,01%, que é uma das técnicas mais utilizadas para
contagem total em camara de Newbauer, neste método ha dificuldade de diferenciar
os pequenos linfocitos dos trombaocitos (BERNARDINO, 2016). Devido a esse fator se
faz necessaria a realizacdo da contagem diferencial em esfregaco. Para a
determinacdo do hematdcrito foi realizada a técnica de micro-hematdcrito como

descrito em Rosério et al. (2000).
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Para o calculo da relacdo H:T, foram utilizados o numero total de linfécitos e
heterdfilos de cada tratamento, dentro de cada ambiente. Calculada através da divisao
do numero de linfécitos pelo numero de heterdfilos, o resultado foi expresso como
forma de valor decimal.

Para o célculo dos intervalos de referéncia e seu intervalo de confianca limites
value (90%), foi utilizado o software Reference Value Advisor V 2.1, que € um conjunto
gratuito de instrugdes para calcular o IR com o Microsoft Excel (GEFFRE et al., 2011).
E importante ter em mente diversos fatores podem influenciar os valores
hematoldgicos, tais como a raca, o tipo de alimentacdo, a temperatura, a forma de
coleta e técnica de avaliacao, entre outros aspectos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia no programa estatistico R
versdo 4.2, e para as variaveis que apresentaram diferenca estatistica foram
submetidas a analise de regressao para determinacdo do melhor nivel de fitase e teste

de Tukey a 5% de significancia para as temperaturas das camaras.

3.1 Variaveis zootécnicas

Aos 15 dias que antecederam o inicio do experimento foi identificado parcelas
completas de 8 animais e diariamente foi feito o registro do total de ovos produzido
para obtencdo das médias de producdo, apoOs tal procedimento as aves foram
distribuidas de acordo com a produtividade média e longo em seguida as parcelas
foram pesadas e identificadas por tratamento e repetigao.

As variaveis de desempenho e qualidade de ovos avaliadas foram: Producao
(%), conversao por duzia de ovo (kg/dz), porcentagem (%) espessura de casca (mm)
e gravidade especifica (g/cm3).

O periodo de avaliacao de desempenho foi dividido em cinco periodos de 21
dias. Ao final de cada periodo foram coletadas as sobras das racdes de cada parcela
para o célculo do consumo de racdo. A coleta dos ovos foi realizada duas vezes ao
dia (8:00 e 15:00 horas) e anotadas em ficha de frequéncia de postura e mortalidade
para correcdo dos dados. A producdo dos ovos em porcentagem foi calculada
dividindo-se a quantidade de ovos totalizados por repeticdo pelo nimero de aves,
corrigidos pela mortalidade quando houve.

Os ovos dos ultimos trés dias de cada periodo foram pesados individualmente

para a obtenc&o do peso medio dos ovos. A conversao por duzia de ovos foi calculada
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pela relacdo entre o consumo de racéo dividida pela producéo, sendo esse resultado
multiplicado por doze.

A espessura da casca foi medida com o auxilio de um micrémetro digital com
precisdo de 0,1 mm na linha mediana do ovo, essa analise foi realizada apos as
cascas dos ovos serem secas em estufa de 55°C.

Para avaliar a gravidade especifica foram feitas imersdes dos ovos em
diferentes solucdes salinas com os devidos ajustes para um volume de 25 litros de
agua com densidades que variam de 1,060 a 1,100 com intervalo de 0,0025 g/cm3.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi realizado o calculo do intervalo de referéncia para as
codornas utilizando a aves do tratamento controle (OFTU), para cada uma das
temperaturas (24°, 30° e 36°) e esses dados foram utilizados para a avaliacdo dos
parametros hematoldgicos analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de referéncia de codornas japonesas sob diferentes temperaturas,
referéncia calculada com as aves dos grupos controles sem fitase.

Parametros 24°C 30°C 36°C

HT (%) 30.9-49.5 29.0-42.6 28.7 - 45.7
LEU (mm3) 2.800 - 24.200 6.800 - 20.500 8.900 - 25.700
HG (g/dL) 50-10.4 56-94 5.5-10.3
Eritrécitos (mm3) 505.200 - 995.500 390.000 - 1.114,000 255.000 - 1.095,000
PLQ (mm?3) 8.000 - 46.900 7.700 - 45.500 8.600 - 24.400
HET (%) 18.9-43.4 31.3-47.0 36.6 - 59.8
LYM (%) 42.1-65.7 21.2-52.0 18.3-40.1
EOS (%) <2.8 <4.1 <5h.2
BASO (%) * <3.1 8.0 - 29.8
MONO (%) <45 0.2 - 28.9 0.0 -15.6
NEU (%) 3.3-34.1 1.7-23.9 8.2-34.1

O método estatistico foi uma analise do software Reference Value Advisor V 2.1, para Hematdcritos (HT), Leucécitos (LEU),
Hemoglobinas (HG), Eritrdcitos, Plaquetas (PLQ), Heterdéfilos (HET), Linfocitos (LYM), Eosindfilos (EOS), Baséfilos (BASO),
Monécitos (MONO), Neutréfilos (NEU) e relagdo heterdfilo:linfécito (H:L). *N&o foi possivel calcular o valor devido ao baixo nimero
de células.

De acordo com os resultados para o hemograma das aves durante o segundo

ciclo de postura, pode-se observar interacao significativa entre os niveis de fitase e o0s
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ambientes térmicos para valores de Leucdcitos, Hemoglobina, Hemacias, Linfécitos,
Basdfilos, Mondcitos e para relacdo Heterofilo:Linfocito (p<0,05).

Foi observado efeito significativo para LeucOcitos entres as temperaturas
avaliadas no maior nivel de inclusdo da fitase (3000 FTU), onde a menor valor de
leucdcitos esteve presente na temperatura de 36°. Sendo a temperatura uma possivel
causa da diminuicdo da imunidade das codornas. A menor taxa de leucdcitos
circulantes foi observado no menor nivel de inclusao de fitase (500FTU), no ambiente
térmico de 30°C. Apesar da maioria dos parametros estarem dentro dos valores de
referéncia obtidos neste estudo, exceto LEU (ambiente 24°C, fitase 1500FTU),
eritrocitos (ambiente 24°C, fitase 1500/3000FTU e 30°C e fitase 3000FTU) e HG
(ambiente 30°C e fitase 500FTU),

Podemos observar que as aves apresentaram comportamentos diferentes para
ambientes térmicos e tratamentos especificos, pode-se notar que no ambiente térmico
de 24°C para o tratamento 1500FTU/kg de fitase (Tabela 3), os valores de leucocitos
(33.333 mm3) estéo significativamente acima do valor de referéncia (2.800 - 24.200
mm?3). Com tudo, apesar dos leucocitos estarem acima dos valores de referéncia,
podemos perceber que as aves ndo apresentaram estresse térmico quando se
relaciona ao célculo da relacao heterofilo:linfocito.

No entanto, nas temperaturas mais altas podemos perceber que 0s animais
apresentaram leucograma de estresse, com destaque para o ambiente de 36°C, na
qual as aves apresentaram numeros maiores de heterofilos circulantes.

Os niveis de HG diferiram significativamente apenas nas codornas que foram
alimentadas com a dieta contendo a adicdo de 500FTU, sendo os maiores valores
médios para hemoglobina apresentados pelas aves que estiveram no ambiente
térmico de 30°C.

Tabela 3. Leucdcitos (LEU), Eritrécitos e hemoglobina (HG) de codornas japonesas alimentadas
com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o

segundo ciclo de postura.

Fitase (FTU/kQ) _ ~ Temp
Temp Média P-value CV (%) Temp Fit *Fit

0 500 1000 1500 3000

Param

LEU 24°C 15.437A 14.250A 13.500A 33.333A 22.895A 19.883 L*0,00

3 3,00 <.00 0,00 <.00
(mm3)  30°C 11.000B 9.541B 13.583A 11.041B 19.812A 12.995 L*0,00
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36°C 13.812B 15.500A 13.312A 11.645B 13.208A 13.495 NS
Média 13.416 13.097 13.465 18.673 18.638
24°C  757TA  893A  687A  1.442A 1.000B 956,00 Q*0,04
ERIT 30°C 638AB 757A  766A  795B  1.690A 929,33 Q*0,01 1,94 <00 <.00 <.00
(mm3) 3goCc  579B  670A  642A  612B  797B 659,83 NS
Média 658,33 773,61 698,05 949,72 1.162,22
24°C  7,33A 8,17AB 7,27A  7,49A  7,75A 7,60 NS
HG 30°C 7,28A 944A 815A 7,37A  7,65A 7,98 NS 9,96 0,18 0,01 0,01
(9/dL) 36°Cc 8,49A 7,66B 7,67A 7,33A  7,78A 7,79 Q*0,03

Média 7,703 8,424 7,699 7,397 7,727
CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentra¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Contudo, todos os valores se mantiveram dentro do intervalo de referéncia para
essas aves. A concentracao da HG é importante na determina¢éo da capacidade de
oxigenacao tissular que se utiliza nos seres vivos (CHARLES NORIEGA, 2000), assim
como, € importante na classificacdo de um processo anémico (STURKIE, 1976), o que
nao foi constatado em nenhum tratamento. O valor da HG também pode ser utilizado
para avaliacdo do estado nutricional da ave, e a manutencdo dos seus valores no
intervalo de referéncia é uma variavel para percepcao da boa nutricdo dessas aves.

A concentracdo de eritrécitos também foi maior no ambiente de 30°C, quando
as codornas receberam a maior dosagem de fitase na dieta, assemelhando-se, porém,
quando houve a adi¢cdo de 500 e 1000FTU. Os eritrécitos mantiveram-se todos dentro
dos valores normais, excluindo qualquer suspeita de anemia nas codornas. Uma vez
gue a contagem total de eritrocitos permite a analise mais detalhada da presenca ou
auséncia de anemia ou de hemoconcentracdo (CHARLES NORIEGA, 2000).

A presenca de LYM foi maior nas aves que estiveram submetidas ao ambiente
de conforto térmico (24°C), independente dos niveis da enzima fitase. Essa presenca

reduziu linearmente & medida que as temperaturas aumentaram (Tabela 4).

Tabela 4. Linfécitos (LYM), Eosindfilos (EOS), Basdfilos (BASO), Monécitos (MONO), e
relacdo heterdfilo:linfécito (H:L), de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo
superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o segundo ciclo de

postura.

. - P- Ccv . .
Fitase (FTU/k Média Tem Fit Temp*Fit
Param Temp ( 9 value (%) P P

0 500 1000 1500 3000
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24°C  46,75A 46,50A 44,60A 4500A 47,30A 46,03 NS
LYM 30°C 31,17B 35,088 34,00B 3508B 34,10B 33,89 Q*005 7,48 <00 0,14 0,02
(%)  36°C 25,60C 28,80C 28,83C 25,60C 24,67C 26,70 NS

Média 34,51 36,79 3581 3523 3536

24°C  0,58A 0,08B 0,92AB 1,50A 0,33A 0,68 L*
EOS 30°C 225A 258A 2,00A 1,25A 083A 1,78 L* NS 0,00 0,00 0,00
(%) 36°C 2,25A 1,67A 0,50B 0,17B 0,50A 1,02 L*

Média 1,69 1,44 1,14 097 0,56

24°C 0,008 0,08B 0,33A 0,75A 0,25B 0,28
BASO 30°C 1,67A 1,75A 1,17A 0775A 0,83A 1,23 L* NS 0,00 0,00 0,00
(%) 36°C 1,25A 1,00A 0,50A 0,088 0,17B 0,60

Média 097 094 067 053 042

24°C  1,92B 1,83AB 2,67A 142B 167A 1,90
MONO 30°C 1067A 7,75A 6,50A 6,33A 3,00A 6,85 NS NS 0,00 0,70 0,02
(%) 36°C 7,00AB 1,00B 2,83A 3,08AB 2,83A 3,35

Média 653 353 400 361 2,50

24°C 36,50 38,83 37,58 36,13 37,42 37,29C
HET 30°C 37,00 40,00 42,00 41,92 41,80 4054B NS 6,73 <00 000 0,05
(%) 36°C 48,92 5340 5350 5510 57,60 53,70A

Média 40,81 44,08 44,36 44,38 4561

24°C  0,78C 0,84B 0,85C 0,80C 0,79C 0,81 NS

30°C 1,21B 1,15B 1,24B 1,20B 1,22B 1,20 NS 11,97 <00 0,03 0,00

36°C 1,93A 190A 1,87A 2,16A 234A 2,04 L*<.00

Média 1,31 1,29 1,32 1,38 1,45
CV%-= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentrag¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Comportamento semelhante ocorreu com a presenca de EOS, BASO e MONO,
onde pode-se verificar que o ambiente de 30°C proporcionou 0s maiores valores
meédios em relacdo aos demais ambientes térmicos avaliados neste estudo (p<0,05),
independente do aumento da fitase. Quanto a HET, podemos observar que 0os maiores
valores foram encontrados no ambiente de 36°, o que esta diretamente ligado ao fato
de que os HET circulantes aumentam como consequéncia da exposi¢ao ao estresse.

Houve interacdo significativa na relagédo H:L, onde pode-se observar que as
aves alojadas no ambiente térmico de 24°C apresentaram uma menor relacdo H:L,
independente dos niveis de fitase. Dados que corroboram com os valores de EC, onde
na temperatura de 24°C as aves apresentaram uma melhor espessura de casca,
porém o melhor desempenho relacionado a producéo total de ovos foi melhor nas

aves que estavam a no ambiente 30°C (Tabela 5).



41

Por outro lado, as aves que foram submetidas ao estresse mais severo (36°C),
apresentaram os maiores valores médios para a relagdo H:L, conforme nos mostra a
equacao de regressao linear: y = 0,0002x + 1,8498 (r2=80%) (Figura 1). As aves que
estiveram alojadas nos ambientes de 36° apresentaram menor PRO e GE, no que diz
respeito a EC e CADZ os menores valores foram encontrados no ambiente de 30°,

tais parametros estédo ligados diretamente ao estresse térmico.

2,5
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0
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Figura 1. Relacgdo heterofilo:linfocito de codornas japonesas alimentadas com dietas
contendo superdosagem de fitase submetidas a temperatura de 36°C.

Segundo Araujo et al. (2007) as codornas em fase de postura, que foram
mantidas sob estresse térmico, alta temperatura (32°C), ndo sofreram influéncia em
relacdo a conversdo alimentar por duzia de ovos. No presente estudo, podemos
observar que as aves foram influenciadas pela temperatura em relacdo aos
parametros CDAZ, a PRO a temperatura de 30°C, independente dp nivel de fitase, foi
a que apresentou o melhor rendimento. Contudo as codornas que estavam alojadas
no ambiente de 36°C e com nivel de fitase de 1500FTU/Kg na dieta apresentaram
maior valor no que diz respeito a EC.

No ambiente de 30°C a melhor EC apresentada foi na incluséo de 1000FTU de
fitase.

Tabela 5. Valores médios de espessura de casca (EC), Producéo total de ovos (PRO), Gravidade
especifica (GE) e Conversédo por duzia de ovos (CADZ), de codornas japonesas alimentadas

com doses de fitase e submetidas a trés temperaturas diferentes.

Fitase (FTU/kg) Média CV,% Temp Fit Temp*Fit
0 500 1000 1500 3000

Param Temp
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24°C 0,43A 0,41A 041A 040B 0,41A 041

30°C 0,40B 0,39A 0,41A 0,40B 0,41A 0,40 3,60 0,12 0,03 <0.00
EC (mm) 36°C 0,39b 0,40A 0,39A 0,44A 041A 041

Média 0,41 0,40 0,40 0,41 0,41

Efeito NS

24°C 66,01 66.75 68,07 70,07 6536 67,25B

30°C 80,55 76,30 82,28 80,74 77,12 79,40A 11,67 <0.00 0,76 0,93
PRO (%) 36°C 66,38 64,94 64,31 61,51 62,57 63,94B

Média 70,98 69,33 71,55 70,77 68,35

Efeito NS

24°C 1,08 1,08 1,07 1,08 1,08 1,08

30°C 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,02 0,44 0,75 0,22
mgllér,n?’ 36°C 1,07 1,08 1,08 1,08 1,08 1,07

Média 1,07 1,08 1,07 1,08 1,08

Efeito NS

24°C 0,36 0,36 0,36 0,35 0,38 0,36A

30°C 0,30 0,32 0,30 0,31 0,31 0,31B
ch:;/AdllDéi'a 36°C 0,28 0,32 0,33 0,34 0,32 0,32B 13,81 <.00 0,71 0,79

Média 0,32 0,33 0,33 0,33 0,34

Efeito NS

CV%-= coeficiente de variacdo, NS= nédo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentragfes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para variavel PRO, os melhores valores se encontram no ambiente de 30°C,
sendo a inclusédo de 1000FTU a que obteve melhor resposta. Quanto a GE ndo houve
variacao significativa para ambiente ou nivel de fitase incluida na dieta. Para CADZ,
destaca-se o ambiente de 24° e a inclusdo de 3000FTU/kg, que foi resultado mais alto
para o parametro. Dessa maneira acredite-se que a dose de 3000FTU atuou
diminuindo os efeitos deletérios causados pelo estresse por calor e
consequentemente liberou uma maior quantidade de P e Ca 0 que promoveu uma
melhor qualidade da casca de ovo.

A relacéo H:L é utilizada para avaliacdo de estresse em aves, portanto quanto
maior essa relagdo, mais provavel da ave estar em estresse, e se torna mais confiavel
guando avaliada em conjunto com os valores de MONO. Uma vez que em situacoes
de estresse em aves, ocorre um aumento dos mondcitos e também dos eosinofilos
circulantes, e concomitantemente as aves apresentam leucopenia e linfopenia, dessa
maneira apresentam uma maior susceptibilidade a doengcas (MARCHINI et al., 2011).

Alguns estudos com frangos determinam que a relacdo H:L foi mais confiavel para
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avaliar o estresse fisiolégico do que a mensuracéo dos corticosteréides (GROSS e

SIEGEL, 1983).

Os demais parametros, HT, PLQ e NEU, se mantiveram dentro dos valores de

referéncia e ndo apresentaram diferenca significativa no que diz respeito a ambiente

e temperatura (Tabela 6).

Tabela 6. Hematdcritos (HT), Plaquetas (PLQ) e Neutréfilos (NEU) de codornas japonesas

alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor

durante o segundo ciclo de postura.

 Temp Fitase (FTU/kg) Média V6|13|L-Je (Co/:/) Temp Fit Temp*Fit
Param
0 500 1000 1500 3000
24°C 37,30 36,83 3400 36,75 37,58 36,49
HT 30°C 3525 37,58 3525 37,30 3833 36,74 L*0,04 6,02 006 002 0,15
(%) 36°C 36,90 36,83 37,90 39,67 37,83 37,83
Média 36,48 37,08 3572 37,90 37,92
24°C  18.833 24.666 19.666 29.750 19.583 22.500A
PLQ 30°C 24.666 20.416 16.166 26.416 30.416 23.616A L*0,02 2,96 0,04 001 0,06
(Mm% 36°C 15.666 20.000 17.583 18.916 23.416 19.116A
Média 19.722 21.694 17.805 25.027 24.472
24°C 15,75 13,75 14,83 1390 13,30 14,31
NEU 30°C 1513 1350 14,33 14,50 13,17 14,12 L*0,01 11,21 0,17 0,03 0,50
(%) 36°C 12,75 13,40 1425 1470 12,40 13,50
Média 14,54 13,55 14,47 1437 12,96

CV%-= coeficiente de variagdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentra¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto aos resultados hematoldgicos referentes ao quarto ciclo de postura,

podemos observar que houve efeito significativo (p<0,05) para HT, Eritrécitos, LYM,

EOS e MONO.

Houve efeito significativo para os valores médios de HT nos ambientes

avaliados neste estudo, sendo 0s menores valores médios (p<0,05) encontrados nas

aves que foram alojadas nos ambientes considerados de estresse por calor (30°C e

36°C), mesmo estando dentro do intervalo de referéncia, essa diminuicdo pode estar

relacionada com a presenca de policromasia observada nos eritrocitos (Tabela 7). Os

maiores valores médios foram do ambiente de 24°C, onde as aves estavam expostas
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ao ambiente de termoneutralidade. Os valores de HT para os dois ciclos apresentaram
baixa variacao entre si.

As codornas que foram alimentadas com dietas com maiores niveis de fitase
(1500 e 3000FTU/Kg) ndo apresentaram diferenca para eritrocitos entre si,
independente do ambiente térmico. Entretanto, a diferenca entre os dois ciclos foi
bastante significativa para todos os tratamentos e temperaturas. Os valores se
apresentaram acima do intervalo de referéncia, e mais elevados no quarto ciclo em
relagdo ao segundo. Devido a alta sensibilidade do sistema sanguineo frente as
mudancas de temperatura, este se torna um importante indicador das respostas
fisiologicas da ave mediante a agentes estressores (BORGES et al., 2003).

A alteracdo na quantidade de eritrocitos entre os dois ciclos de postura pode
caracterizar uma adaptacdo das aves as temperaturas do experimento, uma vez que
guanto maior o numero de eritrécitos, maior € o transporte de oxigénio. Os eritrocitos
possuem um tempo de vida mais curto comparado ao dos mamiferos, portanto a
eritropoiese é mais intensa, sendo controlada pelos niveis de eritropoietina, que é
produzida nos rins, através dos estimulos de oxigénio sanguineo e niveis de
horménios estrogénios e androgénios (VILA, 2013).

As aves gue receberam dieta com a inclusdo de 1000FTU apresentaram efeito
significativo, sendo os ambientes de 24°C e de 30°C, os que proporcionaram menores
valores de plaquetas, entretanto nesse mesmo tratamento podemos observar que na

temperatura de 36° as aves apresentaram o maior valor de plaquetas.

Tabela 7. Hematdcritos (HT), Eritrécitos, Plaquetas (PLQ), Heterdfilos (HET) de codornas

japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por

calor durante o quarto ciclo de postura.

baram Temp Fitase (FTU/kg) Média vaﬁue (Co/zg Temp Fit Temp*Fit
0 500 1000 1500 3000

24°C 38,25 41,90 40,40 41,80 40,13  40,49A

30°C 37,40 38,50 38,67 38,50 38,00 38,21B NS 6,72 0,01 0,12 0,73

36°C 38,00 40,40 37,90 38,60 40,33 39,05AB

Média 37,88 40,27 38,99 39,63 39,49

24°C  1.177A 1.314A 1.275AB 1.379A 1.212A 1.272 NS

30°C 1.221A 1.079A 1.087B 1.257A 1.333A  1.195 NS 1,78 0,07 0,27 0,04
(mmd)  36°C  1.074A 1.266A 2.079A 1.367A 1.335A 1424 Q*0,01

Média 1.157 1.220 1.480 1.334 1.294
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24°C 28.166A 23.000A 21.333AB 20.000A 23.583A 23.216 Q*0,03
PLQ 30°C 19.500AB 16.416AB 17.750B 18.916A 23.833A 19.283 L*0,05 2,70 0,01 0,04 0,00
(mm3)  36°C 14.583B 14.333B 29.666A 22.416A 19.100A 20.020 Q*0,00

Média 20.750 17.916 22916  20.444 22.172

24°C 33,30 31,92 31,42 30,83 34,33 32,36C
HET 30°C 40,58 41,75 44,00 45,83 44,42  43,32B NS 8,38 <00 053 0,28
(%) 36°C 48,92 49,10 49,70 48,50 49,42  49,10A

Média 40,933 40,922 41,706 41,722 42,722
CV%= coeficiente de variagdo, NS= nao significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas

dentro das concentragdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O valor de HET, assim como no segundo ciclo de postura seguem aumentados
na temperatura de 36°, contudo o valor no quarto ciclo apresentou menores valores
em relacdo ao segundo ciclo. Esses valores podem estar ligados diretamente ligados
a adaptacao dessas aves aos ambientes em que elas se encontram.

O ambiente de conforto térmico (24°C) refletiu em maiores valores médios de
LYM, independente dos niveis da enzima fitase incluidos na dieta (Tabela 8). Em
contraponto, houve uma reducgéo nestes valores no ambiente de maior temperatura.
Com a diminuicdo do numero de LYM, o sistema imune se torna deficiente, deixando
as aves mais suscetiveis as doencas (MARCHINI et al., 2011). As temperaturas
ambientais elevadas podem desencadear alteracdes fisiolégicas e comportamentais,
0 que pode resultar na reducéo da taxa de crescimento, no consumo e aproveitamento
da racdo, no aumento da ingestao de agua, taquicardia, taquipneia, imunossupressao
e alteracdes hematoldgicas (EL-KHOLY et al., 2017).

As aves alimentadas com superdosagens de fitase (1500 e 3000FTU)
apresentaram diferencas significativas para a presenca de EOS entre si. Ao serem
alimentadas com a dieta contendo 1500FTU a temperatura de 36°C, houve uma
diminuicdo dessas células, e comportamento contrario ocorreu nas aves que
receberam o maior nivel de fitase (3000FTU/Kg) na dieta. Como podemos observar
os valores se encontram dentro dos valores de referéncia, ndo sendo clinicamente

significantes.

Tabela 8. Linfécitos (LYM), Eosindfilos (EOS), Mondcitos (MONO) e relacdo heterdfilo:linfocito
(H:L), de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e

submetidas a estresse por calor durante o quarto ciclo de postura.
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Fitase (FTU/Kg) Média P~ &V

. -
value (%) Temp Fit Temp*Fit

Param Temp

0 500 1000 1500 3000

24°C  53,10A 52,92A 56,67A 56,00A 52,30A 54,20 Q*0,01
Lym 30°C 4150B 43,83B 41,58B 38,70B 38,67B 40,86 L*0,02 7,95 <.00 0,03 0,04
(%) 36°C 31,33C 30,67C 27,92C 26,67C 26,80C 28,68 L*0,01

Média 41,98 42,47 42,06 40,46 39,26

24°C  1,00A 100A 075A 087A 062B 085  L*
EOs 30°C 1,37A 087A 087A 150A 212A 135 L* NS 000 000 0,00
(%) 36°C 0,75A 0,43A 062A 0,00B 1,00AB 056  L*

Média 1,04 0,77 075 079 1,25

24°C  1,25B 150AB 1,00A 1,62B 225A 152  L*
MONO 30°C 2,62A 162A 112A 1,75A 150A 172 L* NS 000 001 0,00
(%) 36°C 1,00B 1298 0,75A 150B 1,62A 123  L*

Média 1,62 1,47 09 162 1,79

24°C 0,63 0,61 056 055 067 0,60C

30°C 0,99 0,96 1,06 1,2 1,15 1,07B NS 132 <00 000 0,11

36°C 1,59 1,58 1,79 182 1,85 1,73A

Média 1,07 1,05 1,13 1,19 1,22
CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentra¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os maiores valores para MONO foram verificados nos ambientes de 30°C
(OFTU/Kg) e 24°C (3000FTU/kg). No entanto, entre as temperaturas ndo houveram
diferencas significativas, porém no que diz respeito a inclusdo de fitase na dieta o valor
mais baixo esteve presente na inclusdo de 1000FTU/Kg e o maior em 3000FTU/Kg.
Sabe-se que sob condicbes de estresse, as aves tem sua hematopoiese
comprometida, e que devido a isso ocorre um aumento de EOS e MONO circulantes
devido a leucopenia e linfopenia (FRANZINI et al., 2022). Desta forma, observamos
que ocorreu um aumento de MONO no segundo ciclo em relagcdo ao quarto,
acreditamos que devido as aves estarem com o0 organismo mais adaptado as
temperaturas em que estavam sendo submetidas.

A relacdo H:L teve efeito significativo para as temperaturas avaliadas (<0,05),
no quarto ciclo a maior relacdo H:L foi verificada na maior temperatura (36°C),
enguanto os menores valores foram observados no ambiente de conforto térmico
(24°C). Dessa forma podemos verificar que 0os maiores niveis de estresse foram
observados nas temperaturas mais elevadas, consideradas temperaturas fora da faixa
de conforto térmico. Esses dados corroboram o estudo de Silveira et al. (2011), onde

0S maiores valores da relagdo H:L estdo relacionadas das temperaturas que se
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apresentam fora da faixa de conforto térmico para codornas. Contudo os valores da

relacdo H:L cairam no quarto ciclo em relacdo ao segundo, caracterizando uma

possivel diminuicdo do estresse térmico ao longo dos dias devido a adaptagcédo das

codornas as temperaturas que se encontram fora da faixa de termorregularidade.

Para os demais parametros, LEU, HG, BASO e NEU, ndo houve alteracao

significativa entre os tratamentos e os ambientes dentro deste presente ciclo (Tabela

9). E quando comparamos entre 0os dois podemos observar que em relagéo a LEU e

a BASO, houve uma diminuig&o entre o segundo e o quarto ciclos, e em relacdo a HG

e NEU houve um discreto aumento no quarto ciclo em relacdo ao segundo.

Tabela 9. Leucécitos (LEU), Hemoglobinas (HG), Basofilos (BASO) e Neutréfilos (NEU) de

codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a

estresse por calor durante o quarto ciclo de postura.

baram Temp Fitase (FTU/KkQ) Média veﬁue (CO/Z/) Temp Fit Temp*Fit
0 500 1000 1500 3000
24°C 11.125 8708 7.333 9.666 12.416 9.850
LEU  30°C 12.833 10.125 8.166 9.666 8.916 9.941 Q*0,01 351 096 0,00 0,23
(mm3) 36°C 13.625 8.875 8.416 11.291 7.900 10.021
Média 12.527 9.236 7.972 10.208 9.744
24°C 8,22 8,26 7,92 8,56 8,12 8,21
HG 30°C 7,80 8,27 8,19 8,63 8,37 8,25 NS 7,80 076 015 0,89
(9/dL) 36°C 8,03 8,18 8,36 8,51 8,63 8,34
Média 8,01 8,24 8,16 8,57 8,37
24°C 0,00 0,37 0,12 0,12 0,00 0,12A
BASO 30°C 0,50 0,37 0,25 0,37 012 032A NS NS 089 096 0,94
(%) 36°C 0,12 0,57 0,25 0,25 0,12  0,26A
Média 0,21A  0,44A 0,21A 0,25A 0,08A
24°C 10,00 14,83 12,33 11,67 12,33 12,23C
NEU 30°C 1530 14,13 14,13 14,17 155 1464B NS 14,16 <00 0,67 0,07
(%) 36°C 16,75 14,50 16,88 17,17 17,67 16,59A
Média 14,02 14,49 1444 1433 1517

CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam

temperaturas dentro das concentracdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto as analises bioquimicas, as mesmas nos proporcionaram avaliar as

condi¢cbes de saude renal, hepéatica, assim como, a possivel sobrecarga que 0s 0rgaos

dos animais poderiam ter recebido com o impacto do estresse térmico. Em adicéo

também avaliar se houve minimizacdo dos efeitos do estresse térmico com o uso da

as
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fitase. Sendo sempre importante que essas analises sejam realizadas em conjunto,
uma vez que para aves algumas enzimas mensuradas ndo sao especificas.

Foi observado para a segundo ciclo de postura, efeito significativo para Alanina
aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA),
Fosforo (P) e Calcio (Ca), e niveis de ureia (URE) e acido urico (AU).

Houve efeito significativo para as concentracfes de ALT entre os niveis de
fitase avaliados (p=0,0293), assim como, pode-se verificar interacéo significativa entre
0s niveis de fitase e temperaturas (p=0,0116).

Ao desdobrar a interacao entre niveis de fitase e temperaturas para os valores
de ALT, observou-se que, as codornas que receberam as dietas com incluséo de fitase
apesentaram comportamentos semelhantes para as concentracdes de ALT no
sangue, sendo superiores aos animais que receberam a dieta basal, sem inclusdo da

enzima (Tabela 10).

Tabela 10. Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST) e Fosfatase
alcalina (FA) de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de

fitase e submetidas a estresse por calor durante o segundo ciclo de postura.

Fitase (FTU/kg) o p- cVv , ,
. Temp Média o Temp Fit Temp*Fit
Param 0 500 1000 1500 3000 value (%)
24°C 2,20B 3,85A 3,48A 2,70A 2,40A 2,92 NS

ALT 30°C 1,10B 3,68A 2,82A 2,74A 2,43A 255 Q*0,02 26,78 0,07 0,03 0,01
(UL) 36°C 4,03A 3,23A 2,80A 2,51A 3,39A 319  Q*0,01

Média 2,44 358 303 265 274

24°C 264,98 218,01 272,18 238,37 247,89 248,29B
AST 30°C 243,66 277,03 307,25 302,99 289,82 284,15A NS 20,89 0,04 086 0,12
(U/L) 36°C 278,52 303,87 223,48 306,93 278,17 278,19AB

Média 262,39 266,3 267,64 282,76 271,96

24°C 260,58 303,78 262,70 260,06 303,94 278,21B
EA  30°C 199,14 300,55 212,14 223,83 321,68 251,47B L*0,04 27,98 0,00 001 0,91
(UIL) 36°C 284,58 392,63 314,48 354,89 369,83 343,28A

Média 248,10 332,32 263,11 279,59 331,82
CV%-= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentrac¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

As codornas alimentadas com a dieta basal, apresentaram valores
semelhantes aos demais grupos estudados apenas quando estiveram, exceto para as

gue foram submetidas ao ambiente de 36°C, que apresentaram os maiores valora da
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enzima para este ciclo. Embora tenha ocorrido variacdo entre os tratamentos nessas
temperaturas, os valores de ALT se mantiveram abaixo dos valores normais de
referéncia para as aves (CARPENTER; MARION, 2018), a qual varia de 5 — 11U/,
para aves ndo carnivoras e de carater ndo migratorio. Contudo em diversas espécies
de aves, a ALT pode apresentar niveis normais de atividade abaixo do limiar de
sensibilidade de alguns analisadores (HOCHLEITHNER, 1994). Dessa forma, a baixa
atividade de ALT no organismo das aves pode ser de carater fisioldgico.

Foi verificado efeito quadratico nos niveis de ALT (R?=0,99) entre 0s grupos

estudados dentro da temperatura de 36°C, conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Niveis de ALT de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo
superdosagem de fitase submetidas a temperatura de 36°C

As concentracbes de AST apresentaram efeitos significativos dentro dos
ambientes avaliados (p=0,0370), onde verificou-se que as aves do ambiente de 30°C
apresentaram médias superiores aos animais dos ambientes de 24° e 36°C. Em geral,
a média da AST se manteve dentro dos valores normais de referéncia para as aves,
que € < 275 UIt (THRALL et al., 2004). Os valores para temperatura de 30°C
mantiveram-se acima dos valores de referéncia, exceto para o grupo basal. No
ambiente de 36°C apenas no tratamento 1000FTU/Kg o valor de AST se manteve
dentro dos valores de referéncia, e no ambiente de 24°C todos os valores se
encontram dentro dos valores normais para a espécie. A atividade da AST de forma

geral é pouco especifica para problemas hepaticos (GRUNKEMEYER, 2010). Sendo
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assim, necessaria a avaliacao juntamente com outras enzimas (ALT e GGT) e sua
comparacao com a CK € necessaria para avaliar se a atividade tem origem hepatica
ou muscular. No presente estudo, a CK se manteve dentro dos valores normais, e
assim podemos descartar que a elevagdo da AST nas aves deste estudo seja de
origem muscular.

Para a FA foram observados maiores valores nas temperaturas mais elevadas,
sendo a menor inclusdo de fitase (500FTU) no ambiente de 36°C, que apresentou o
valor mais elevado, podendo a fitase ter atuado como hepatoprotetora. Entretanto
todos esses valores se encontrem dentro da dos valores de referéncia para aves. E
para analise de eficiéncia do funcionamento adequado do figado é preciso se observar
0s demais valores em conjunto, tais valores apesar da variagao entre tratamentos e
temperaturas se encontram dentro dos valores de referéncia para aves, de acordo
com Thrall et al. (2004).

As concentracdes de P e Ca diferiram significativamente entre os ambientes
avaliados. Foi verificada uma maior concentracado de Ca na corrente sanguinea das
aves que estiveram alojadas no ambiente de 24°C (p=0,0001), sendo considerado um
ambiente de conforto térmico para estes animais na fase de producéo (Tabela 11). Da
mesma forma, pode-se observar um comportamento semelhante para a concentracao
média de P (p=0,0024) que também foi superior nas aves que se encontravam em
situacBes condizentes com o conforto térmico. Na temperatura de 24°C, o valor do P
encontra-se dentro dos valores de referéncia, 5 a 7 g/L (THRALL et al., 2004), e os
demais estéo abaixo do limite minimo.

O Ca se manteve proximo dos valores minimos de referéncia, 20 a 30 mg/d{
(THRALL et al., 2004), na temperatura de 24°C. Resultados semelhantes foram
encontrados em trabalhos com poedeiras que foram submetidas a estresse térmico,
onde foi encontrada diminuicdo das concentracdes plasmaticas de P, em animais que
foram expostos a temperatura de 34°, sendo provavel a ocorréncia de estresse térmico
severo (WOLFENSON et al., 1987, AIT-BOULAHSEN et al., 1993, USAYRAN et
al., 2001, PERSIA et al., 2003). De acordo com os dados do presente estudo, a
temperatura de 36°C influenciou negativamente as aves no quesito de producéo de
ovos (Tabela3).

Houve efeito significativo na interacdo entre fitase e ambiente para as
concentracdes de ureia (URE) e acido urico (AU) (p<0,05). Pode-se observar que o

nivel de URE no sangue foi menor no grupo que recebeu a dieta contendo a maior
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dosagem da enzima fitase (3000 FTU), quando estas estavam alojadas no ambiente
de conforto térmico (24°C), apresentando uma queda linear na concentracao desse
metabdlito no sangue a medida que se elevou os niveis da enzima na dieta (Figura
3). Nesse mesmo tratamento, nas demais temperaturas o0s resultados se

apresentaram acima dos valores de referéncia para aves.

Tabela 11. Fosforo (P); Calcio (Ca); Ureia (URE) e Acido Urico (AU), de codornas japonesas
alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor

durante o segundo ciclo de postura.

Fitase (FTU/k R
Temp ( 9 Média P cv

. Tem Fit Temp*Fit
Param 0 500 1000 1500 3000 value (%) P P

24°C 520 505 522 571 529  529A
p 30°C 461 454 438 416 4,84  450B NS 19,38 0,00 0,82 0,83
(mg/dl) 36°C 4,92 4,47 391 422 420 4,34B

Média 4,91 468 450 4,70 4,77

24°C 19,18 18,12 185 21,45 19,88 19,42A
ca 30°C 1873 16,05 17,62 19,01 16,34 17,55B NS 12,00 0,00 0,19 0,17
(mg/dl) 36°Cc 17,28 16,68 16,92 1565 17,40 16,78B

Média 18,40 16,95 17,68 18,70 17,87

24°C  4,36A 544A 4,38A 3,70A 3,35B 425  L*0,01
URE 30°C 4,46A 528A 265B 3,49A 583AB 4,34 Q*<.00 17,39 0,00 <.00 0,00
(mg/dl) 36°C 5,00A 5,83A 3,80A 355A 7,25A 509 Q*<.00

Média 4,60 552 361 358 548

24°C  3,49A 2,78A 3,99A 3,87A 3,24A 347 NS
AU 30°C 3,28A 2,75A 2,41B 3,14A 325A 2,97 NS 20,14 000 015 0,01
(mg/dl) 36°C 4,04A 3,60A 3,93A 3,01A 3,23A 356 L*0,05

Média 3,60 3,04 3,44 3,34 3,24
CV%-= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentragfes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Dessa maneira podemos perceber que a maior inclusdo de fitase (3000FTU),
colaborou positivamente para a manutengao do funcionamento renal adequado, uma
vez que os valores de AU também se mantiveram dentro da faixa normal para a
espécie. E embora tenha ocorrido a interagéo entre fitase e ambiente, os valores de
concentracéo de AU, para todos os tratamentos e todos 0os ambientes se mantiveram
dentro dos valores de referéncia, que é < 13 mg/df (THRALL et al., 2004).

Ao observar os ambientes considerados de estresse térmico por calor; no
ambiente de 30°C as codornas apresentaram menor concentracdo de ureia no
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sangue, quando receberam a dieta contendo a adicdo de 1000FTU da enzima. Por
outro lado, no ambiente de 36°C, os grupos 0 e 500 FTU proporcionaram valores
semelhantes para as concentracdes de URE. O tratamento com 3000 FTU
proporcionou o maior valor de URE em relagéo a todos os ambientes, e 0s trés grupos
se apresentaram acima dos valores de referéncia, que € de 0 a 5 mg/df (THRALL et
al., 2004). Ja os grupos 1000 e 1500 FTU obtiveram os menores valores de URE em
todos os ambientes térmicos.

A elevacao dos valores de URE pode representar um estado de desidratacao
do animal, no presente estudo a maioria dos valores de concentracdo da URE que se
apresentaram acima dos valores de referéncia estdo presentes em ambiente de
desconforto térmico por calor, o que pode justificar esses valores, uma vez que as
concentracdes de AU estéo todas dentro da normalidade e assim podemos descartar

injarias renais.
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Figura 3. Niveis de acido Urico de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo
superdosagem de fitase.

As concentragfes de AU s6 foram menores nos grupos que receberam a dieta
contendo a inclusédo de 1000FTU da enzima fitase, e submetidas ao ambiente de
30°C.

Os demais parametros, GGT e CK, se mantiveram dentro dos valores de
referéncia, ndo apresentaram interferéncia em relacdo a ambiente ou tratamento

neste segundo ciclo, que fossem clinicamente significativas (Tabela 12). Relativo ao
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CK, os valores que se encontram dentro dos valores normais para a espécie,
descartam qual quer possibilidade que o aumento das demais enzimas seja de origem

muscular.

Tabela 12. Gama Glutamil Transferase (GGT) e Creatinoquinase (CK) de codornas japonesas
alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor

durante o segundo ciclo de postura.

Fitase (FTU/kg) o P- cVv
. Temp Média o
Param 0 500 1000 1500 3000 value (%)

Temp Fit Temp*Fit

24°C 0,37 1,38 334 522 058 2,18
GGT 30°C 067 412 1,10 037 0,66 1,38 NS 305,88 0,85 0,28 0,60
(UL) 36°Cc 0,67 7.3 1,10 052 041 1,99

Média 057 427 1,85 203 055

24°C 770,70 564,40 748,63 539,40 660,50 656,73
ck 30°C 741,58 740,18 748,33 485,15 67420 677,89 NS 26,61 093 005 0,37
(ULL) 36°C 521,23 683,23 755,66 567,65 799,59 665,47

Média 677,84 662,6 750,88 530,73 711,43
CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentrac¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

No quarto ciclo de postura, foi observado efeito significativo para ALT, FA, P e
Ca, e niveis de URE, CK e AU.

Houve interacdo significativa entre os niveis de fitase e temperaturas
(p=0,0297) para as concentracdes de ALT, onde foi verificado que as aves que
receberam a dieta contendo a maior dosagem da enzima e alojadas na temperatura
de 36°C apresentaram menores valores médios, quando comparadas aos demais
grupos avaliados. Assim como no segundo ciclo de postura os valores se mantiveram
a baixo dos valores de referéncia (Tabela 13).

Destaca-se a diminuicdo da concentracédo de ALT entre coletas, uma vez que
os valores entre os tratamentos e temperaturas baixaram significativamente, podendo
levar a hipétese de uma possivel sobrecarga cronica no figado das codornas, uma
vez que a diminuicdo dessa enzima pode estar ligada a baixa atividade hepética,
observa-se que nesse ciclo nos tratamentos O e 3000 FTU houveram menores

variagdes. A maior variagéo observada foi no tratamento 1000 FTU.
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Os niveis de FA foram menores (p<0,0001) nas aves que receberam dieta
contendo 1000 e 1500 FTU, quando expostas a temperatura de 30°C, e quando
receberam a dieta de 1000FTU no ambiente de 36°C, demonstrando que esses

grupos apresentaram comportamento semelhante dentro deste ciclo.

Tabela 13. Alanina aminotransferase (ALT) e Fosfatase alcalina (FA) de codornas japonesas
alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o

quarto ciclo de postura.

Temp*

Fitase (FTU/kg) Media P CV il

mp value (%)
0 500 1000 1500 3000

Temp Fit

Param

24°C 1,88A 1,48A 1,50A 1,55A 2,05A 1,69 NS
ALT 30°C 2,20A 3,10A 1,54A 1,60A 2,55A 2,20 Q*0,02 32,87 0,04 032 0,03
(UIL) 36°C 1,93A 1,82A 1,76A 2,30A 1,13B 1,79 NS

Média 2 2,13 1,6 1,82 191

24°C 1.844,34A 822,20A 2.032,60A 1.942,41A 75563A 1.479,43 NS
FA  30°C 656,03A 1.373,55A 646,67B 611,91B 1.622,04A 982,04 NS 51,24 0,03 0,31 <.00
(UL) 36°C 757,96A 1.676,02A 940,44B 1.788,21A 632,43A 1.159,01 Q*0,01

Média 1.086,11 1.290,59 1.206,57 1.447,51 1.003,37
CV%= coeficiente de variagdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas

dentro das concentragdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Podemos observar que as concentracdes de FA foram superiores neste ciclo
guando comparados ao segundo ciclo, reforcando a ideia de que a origem dessa
elevacao seja hepatica, uma vez que as aves apresentaram um menor peso do figado
nas temperaturas mais altas para esse mesmo ciclo de coletas, e a redugao de peso
de figado j& foi relatada em alguns estudos onde as aves foram submetidas a
temperaturas altas. Santos (2012) observou reducao do peso do figado e do coracéo
em codornas criadas sob estresse térmico por calor, e Oliveira Neto et al. (2000)
observaram reducéo gradativa no peso de 6rgdos em aves que foram mantidas em
temperaturas elevadas para a espécie.

E importante salientar que o estudo realizado dentro do mesmo projeto avaliou
0 peso do figado dessas aves e foi observado a diminuicdo do peso do figado das
mesmas aves tanto no segundo ciclo de postura quanto no quarto (Tabela 14). Essa
reducdo no peso do figado pode estar relacionada com a reducdo da ingestdo de

b

alimento consequentemente a reducdo da taxa metabdlica dessas aves devido a
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ocorréncia de estresse térmico. Esse fato corrobora estudo onde foi observado a
reducado do peso do figado (8,5%), em frangos de corte suplementados com de fitase
microbiana com niveis diferentes de fésforo (VIVEROS et al., 2002). E no presente
estudo os maiores valores meédios relativos ao PF foram observados no ambiente de
30°C.

Tabela 14. Peso de Figado (PF) relativo ao segundo e quarto ciclos de postura, de codornas
japonesas alimentadas com doses de fitase e submetidas a trés temperaturas diferentes (24, 30
e 36°C).

T Fitase (FTU/kg) Média CV,% Temp Fit  Temp*Fit
em
Param P 0 500 1000 1500 3000

24°C 257 251 230 271 252 2,52
PE(%) 30°C 271 262 246 245 275 260 1429 050 003 006
Segundo 3e°C 2,77 271 244 211 251 251
cico TViedia 2,68 261 240 242 2,60

Efeito Q*0,0037

24°C  2,76AB 2,01B 241A 243A 2,65AB 2,45
PE(%) 30°C  301A 281A 237A 233A 302A 271 750 <00 034 001
Quarto  36°C  2,15B 243AB 219A 217A 211B 221
ciclo  TViedia 264 2418 219 231 259

Efeito NS
CV%-= coeficiente de variacdo, NS= nédo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentragfes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Houve uma reducdo nas concentraces de P nas codornas alojadas no
ambiente de 24°C, ao receberem a dieta com a maior dosagem da fitase. No entanto,
observou-se um aumento linear (p<0,0001) na concentracdo deste mineral a medida
gue se aumentava os niveis de fitase na dieta, no ambiente de 36°C (Figura 4). Por
tanto a diminuicdo do fosforo circulante, juntamente com a elevagéo dos valores de
URE (Tabela 15) pode levar a um quadro de doenga renal, no presente estudo né&o foi
avaliado o rim através de ultrassonografia ou necropsia, e para tal conclusdo seriam
necessarios estudos detalhados quando a condi¢do renal. Os valores do P para o
guarto ciclo encontram-se abaixo dos valores de referéncia determinados para as
aves, porém podemos observar na que os valores relativos ao ambiente de 36°C

relacionados aos tratamentos de 1500 FTU/kg e 3000 FTU/kg, mantiveram-se dentro
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dos valores de referéncia, o que corrobora com a média de espessura da casca do

0oVvOo que se apresentaram melhores nessas mesmas condicdes.
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Figura 4. Niveis de fésforo de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo

superdosagem de fitase submetidas a temperatura de 24°C

Pode-se observar, que o uso da suplementacao de fitase (1000 e 1500FTU)
aumentou (p=0,0001) as concentracbes de Ca circulante nas codornas quando
alojadas no ambiente de estresse por calor a 36°C. E dessa maneira podemos
ressaltar que nesse caso a fitase reverteu os efeitos deletérios do calor sobre a
absorcdo do calcio. Uma vez que o aumento da temperatura ambiente,
consequentemente eleva a necessidade de calcio para poedeiras (PLAVNIK, 2003).
Em contrapartida, no ambiente de 30°C foi o maior nivel de inclusdo da fitase que
proporcionou maior concentragcédo de Ca no sangue, mostrando que a fitase contribuiu
de forma significativa para a manutencéo das concentracdes de Ca, quando as aves
se encontram fora das temperaturas consideradas de conforto térmico.

Sobretudo todos os valores se mantiveram a baixo dos valores de referéncia para
aves (THRALL, 2004), assim como, no segundo ciclo de postura. Apesar da queda de
Ca o ambiente de 36°C, com dose de 1500 FTU de fitase, obteve-se nesse tratamento,
o melhor desempenho relacionado a espessura de casca do ovo, assim essa
dosagem se destaca para uma melhor qualidade de producdo de ovos em aves
submetidas a estresse térmico. Diante dos resultados de Ca, podemos dizer que o

uso da fitase diminuiu os possiveis efeitos deletérios do estresse térmico das
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codornas, onde algumas concentracdes proporcionaram um melhor resultado, os
melhores desempenhos foram para 3000FTU no ambiente de 30°C e 1500FTU para

0 ambiente de 36°C.

Tabela 15. Fosforo (P); Célcio (Ca); Uréia (URE) de codornas japonesas alimentadas com dietas
contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o quarto ciclo de

postura.

Temp*

Fitase (FTU/kg) Média P &V ™

mp value (0/0)
0 500 1000 1500 3000

Temp Fit

Param

24°C  365A  3,96A 3,99B 506A  390B 4,11 Q*0,00
p 30°C 4,81A  343A  487A  4,13A 453BA 4,35 NS 1355 0,26 0,00 <.00
(mg/dl) 36°C  4,15A  3,78A 3,58B  502A  530A 4,37 L*<.00

Média 4,20 3,72 4,14 4,74 4,57

24°C 10,83BA 9,59A  12,41A 11,49BA 10,50B 10,96 NS
ca 30°C 13,41A 12,97A 10,04A 8,87B  17,98A 12,65 Q*<.00 19,23 0,03 0,08 <.00
(mg/dl) 36°C 10,27B 11,32A 11,40A 13,61A 11,03B 11,52 Q*0,03

Média 11,50 11,29 11,28 11,32 13,17

24°C  567A  6,63A 355A  7,00A 801A 6,17 Q*0,00
URE 30°C 526A 344B 503A 6,64A  7,69A 561 L*<.00 1390 0,04 <00 <.00
(mg/dl) 36°C 558A  6,21A 3,57A  6,63A  8,14A 6,02 Q*0,00

Média 5,50 5,42 4,05 6,76 7,94
CV%-= coeficiente de variacdo, NS= nédo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentrac¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

A menor concentracdo de URE foi observada (p<0,0001) apenas no grupo de
aves que foram alimentadas com dietas contendo a dose de fitase recomendada pela
industria (500FTU), aves essas submetidas ao ambiente de 30°C. Os demais valores
para esse ciclo se encontram acima dos valores de referéncia.

Os valores de AST se mantiveram acima dos valores de referéncia em ambos
os ciclos; ja na temperatura de 24°C, no segundo ciclo, os valores se mantiveram
dentro do intervalo determinado para aves, e no segundo ciclo esse valor elevou e
ultrapassou o limite superior do valor de referéncia (Tabela 16). A AST é uma enzima
gue estd presente em multiplos 6érgdos, em especial no figado no muasculo
(GRUNKEMEYER, 2010; CAPITELLI & CROSTA, 2013), e a sua funcéo varia de
acordo com as diferentes espécies de aves, sendo a presenca da AST também
relatada no coracgéo, cérebro e rins (HOCHLEITHNER, 1994).
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Tabela 16. Aspartato aminotransferase (AST); Gama Glutamil Transferase (GGT);
Creatinoquinase (CK); Acido urico (AU), de codornas japonesas alimentadas com dietas
contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o quarto ciclo de

postura.

. - p- Ccv . Temp*
mp Fitase (FTU/KkQ) Média value (%) Temp Fit Fit

0 500 1000 1500 3000

Param

24°C 273,66 258,77 304,03 267,21 322,00 285,13
AST 30°C 267,63 276,56 304,35 294,44 29468 287,53 NS 1952 0,92 040 0,95
(ULL) 36°C 269,76 300,50 304,54 286,90 296,10 291,56

Média 270,35 278,61 304,30 282,85 304,26

24°C  1,67A  250A  2,00A  3,10A 1,90A 2,23 Q*0,01
GGT 30°C 208A  220A 1,75A  2,18A 1,30A 1,90 NS 2386 0,18 0,04 0,02
(UL) 36°C 2,10A 2,08A 143A 177A  2,50A 1,97 Q*0,01

Média 1,95 2,26 1,72 2,35 1,90

24°C  443,11A 619,30A 482,41A 509,50B 421,09B 49508 NS
CcK 30°C 701,43A 510,05A 400,70A 802,83A 714,60A 62592 NS 24,34 0,02 0,23 0,01
(UL) 36°C 524,06A 644,38A 585,98A 533,12B 577,02BA 572,91 NS

Média 556,20 591,24 489,70 615,15 570,90

24°C 2,93 3,85 3,52 2,96 3,70 3,39
AU 30°C 3,01 3,66 3,29 3,48 3,85 3,46 L*0,01 17,12 0,44 0,01 0,23
(mg/dl) 36°Cc 3,77 3,38 3,46 3,20 4,19 3,60

Média 3,24 3,63 3,42 3,21 3,91

CV%-= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as

temperaturas dentro das concentrac¢des de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).

As demais enzimas, GGT CK e AU, se mantiveram dentro dos valores de
referéncia normais para a espécie, de acordo com THRALL (2004). E entre os dois
ciclos foi possivel observar que houve um aumento discreto no quarto ciclo em relacéo

ao segundo para as trés enzimas, porém ndo tem um significado clinico especifico.
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3 CAPITULO Il - HEMATOLOGICAL EVALUATION IN LAYING QUAIL WITH DIET
CONTAINING DIFFERENT LEVEL OF PHYTASE UNDER DIFFERENT

THERMAL CONDITIONS?

AVALIACAO HEMATOLOGICA DE CODORNAS DE POSTURA COM DIETAS
CONTENDO DIFERENTES NiVEIS DE FITASE EM DIFERENTES CONDICOES

TERMICAS

Amana Fernandes Maia® Luiz Arthur dos Anjos Lima Edilson Paes Saraiva

Felisbina Luisa Pereira Guedes Queiroga Fernando Guilherme Perrazo Costa

Ana Cristina Silvestre Ferreira Roberto Sargo Ricardo Roméao Guerra

RESUMO

Obijetivou-se, no presente estudo, estabelecer os melhores niveis de fitase na dieta em
diferentes temperaturas para as codornas de postura da linhagem (Couturnix japdnica), através
da avaliacdo hematoldgica, para avaliacdo da imunidade, nivel de estresse térmico e estudo das
demais células sanguineas. Estudos com a inclusdo de fitase na alimentacdo das aves vem sendo
desenvolvidos, com o intuito de aumentar a disponibilidade dos minerais presentes nas dietas e
consequentemente diminuir os custos finais do produtor, mantendo um bom desempenho
produtivo. Neste estudo foram utilizados um total de 720 codornas japonesas em fase de
producdo, foram utilizados cinco niveis de fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000FTU) e trés faixas
de temperatura (24, 30 e 36°C), representando faixas de termoneutralidade e de estresse
térmico, para cada faixa de temperatura, foram analisadas 8 aves de cada um dos 15 tratamentos,

totalizando 120 aves. O experimento foi dividido em cinco ciclos de 21 dias, para esta avaliagéo

! Artigo submetido a revista Ciéncia Animal
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foram utilizados o segundo e o quarto ciclo. As amostras deste estudo foram processadas logo
apos a coleta para os parametros hematoldgicos e confec¢do dos esfregagos sanguineos. Foram
avaliados os seguintes pardmetros para hematologia: Hematocritos, Leucécitos, Hemoglobinas,
Eritrocitos, Plaquetas, Heterdfilos, Linfdcitos, Eosindfilos, Basofilos, Mondcitos e Neutrofilos,
e calculada a relacdo Heterofilo:Linfécito (H:L). De acordo com os resultados as aves foram
influenciadas pela temperatura em relacdo ao estresse térmico, estando bem destacado na
elevagéo da relagdo H:L nas temperaturas fora da faixa de termoneutralidade, a alteragéo da
imunidade os parametros se mantiveram dentro dos valores normais do intervalo de referéncia,
exceto para os leucocitos com nivel de 1500FTU e sob temperatura de 24°C onde estes estavam
acima dos valores do intervalo de referéncia. As aves que estavam no ambiente de 36°C e com
nivel de fitase de 1500FTU/Kg apresentaram o maior valor de EC, dessa maneira acredite-se
que essa dose de fitase atuou diminuindo os efeitos deletérios causados pelo estresse por calor,
possibilitando, melhor qualidade da casca de ovo. Conclui-se que a fitase amenizou as possiveis
alteracdes produtivas e manteve homeostase satisfatoria, e mantendo uma boa produtividade

das aves do presente estudo.

Palavras-Chave: estresse térmico; coturnicultura; patologia clinica.

ABSTRACT

The aim of this study was to establish the best levels of phytase in the diet at different
temperatures for laying quails of the lineage (Couturnix japonica), through hematological
evaluation, to evaluate immunity, level of thermal stress and study of other blood cells. Studies
with the inclusion of phytase in poultry feed have been developed, with the aim of increasing
the availability of minerals present in the diets and consequently reducing the final costs of the
producer, maintaining a good productive performance. In this study, a total of 720 Japanese

quails in the production phase were used, five levels of phytase (0, 500, 1000, 1500 and
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3000FTU) and three temperature ranges (24, 30 and 36°C) were used, representing ranges of
thermoneutrality and thermal stress, for each temperature range, 8 birds from each of the 15
treatments were analyzed, totaling 120 birds. The experiment was divided into five cycles of
21 days, for this evaluation the second and fourth cycles were used. Samples from this study
were processed shortly after collection for hematological parameters and preparation of blood
smears. The following hematology parameters were evaluated: Hematocrits, Leukocytes,
Hemoglobins, Erythrocytes, Platelets, Heterophils, Lymphocytes, Eosinophils, Basophils,
Monocytes and Neutrophils, and the Heterophil:Lymphocyte (H:L) ratio was calculated.
According to the results, the birds were influenced by the temperature in relation to the thermal
stress, being well highlighted in the elevation of the H:L ratio in the temperatures outside the
thermoneutrality range, the alteration of the immunity the parameters remained within the
normal values of the reference interval, except for the leukocytes with a level of 1500FTU and
under a temperature of 24°C where these were above the values of the reference interval. Birds
that were in an environment of 36°C and with a phytase level of 1500FTU/Kg had the highest
EC value, so it is believed that this dose of phytase acted by reducing the deleterious effects
caused by heat stress, allowing better eggshell quality. It is concluded that phytase mitigated
the possible productive alterations and maintained satisfactory homeostasis, maintaining good

productivity of the birds in the present study.

Keywords: heat stress; coturniculture; clinical pathology.

1. INTRODUCAO

A criacdo de codornas, coturnicultura, tem se destacado como meio de producao
rentavel e tem obtido destaque no setor produtivo, devido a modernizacdo da criacdo, ao
potencial produtivo das aves e baixa exigéncia, como por exemplo em relagdo espaco de criacao

e por apresentarem maturidade sexual precoce, o que implica no rapido retorno financeiro. E



62

necessario que se tenha também um cuidado com o bem estar dessas aves, uma vez que iSso
implica diretamente na produtividade (MOTA, 2013). S&o considerados animais endotérmicos
ou homeotérmicas, ou seja, tem habilidade de manter a temperatura corporal constante, mesmo
diante de variagcdes ambientais.

A temperatura e a umidade relativa de ar, estdo diretamente ligadas ao bem estar das
aves, e sdo variaveis que podem interferir diretamente sobre o desempenho produtivo das aves.
Em decorréncia do estresse térmico, a ave pode apresentar um aumento dos niveis de
corticosterona circulante, fazendo com que a imunidade humoral seja suprimida e
consequentemente ocorre uma alteracdo a nivel leucocitario, levando a ave a uma maior
suscetibilidade a doencas e a uma queda no crescimento e na producao de ovos (ONBASILAR,
2005).

A fitase € uma enzina exdgena que tem sido utilizada como alternativa para aumentar a
disponibilidade de minerais, em especial o fosforo (JENDZA et al., 2005). Do ponto de vista
comercial as microbianas sdo consideradas mais promissoras, porém elas podem ser de origem
bacterina (Bacillus sp., Enterobacter sp., Escherichia coli), fungicas (Aspergillus sp.,
Penicillium sp. E Talaromyces thermophilus) e de leveduras (Arxula adeninivorasns e
Hansenula polymorpha) (PANDEY et al., 2001). Os aditivos enziméticos ndo tem uma funcéo
do ponto de vista nutricional, porém, atuam no processo digestivo, fazendo com que a
digestibilidade dos nutrientes que estdo presentes nas dietas seja mais eficaz (CAMPESTRINI
et al., 2005).

O exame hematoldgico tem uma importante atribuicdo para o diagnostico de
enfermidade em aves, através do hemograma que se tem informagdes do estado geral em que 0
paciente se encontra e permite que 0 veterinario possa se orientar na investigacdo da etiologia
e patogenia das mais diversas doengas (HARRIS, 2010). Maxwell (1993) e Borges et al. (2003),

afirmam que o sistema sanguineo € especialmente sensivel & mudancas de temperatura e € um
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importante indicador das respostas a nivel fisiologicas das aves referente a agentes causadores
de estresse. Alteragfes quantitativas e morfolégicas podem ser observadas nas células
sanguineas, apresentando mudanca nos valores de hematdcrito, leucocito circulante, eritrécito
e hemoglobina. A relacdo entre heterofilo:linfocito (H:L) é um pardmetro muito eficaz na
mensuracdo do grau de bem-estar em aves (GROSS & SIEGEL, 1983). A alteracdo dessa
relacdo que tem como consequéncia do aumento de heterofilo e diminuicdo de linfécito, tem
sido proposta como uma variavel sensivel ao estresse em aves (MAXWELL, 1993; BORGES,
1997, 2001). Portanto quando a relacdo H:L estéa elevada, esta é considerada um indicativo de
estresse em aves, e quando se encontra diminuida ou normal € um indicativo de que as aves se
encontram bem adaptadas e sem incidéncia de estresse no organismo, por se mostrar eficiente
esse parametro tem sido muito utilizado. E o estresse térmico estd diretamente ligado a
producdo e qualidade dos ovos.

Sendo assim, objetivou-se estabelecer os niveis fitase na dieta de codornas de postura;
definir a temperatura ideal de criacdo; analisar os exames hematologicos e identificar o estresse

térmico através da relacdo heteréfilo:linfécito.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas cadmaras climéticas da Unidade de Pesquisa em
Bioclimatologia, Comportamento e Bem-estar Animal, do Departamento de Zootecnia, no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, em Areia - PB. O
protocolo experimental n® 3695120121 foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Foram utilizados um total de 720 codornas japonesas em fase de producédo (42 dias),
distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x3, foram
alojadas 8 aves por gaiola e cada tratamento contou com 6 repeti¢cGes. Foram inseridos cinco

niveis de fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000FTU) na dieta e as codornas foram submetidas a trés
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faixas de temperatura (24, 30 e 36°C), representando faixas de termoneutralidade e de estresse
térmico. Para cada faixa de temperatura, foram analisadas 8 aves de cada um dos 15
tratamentos, totalizando 120 aves. O experimento foi dividido em cinco ciclos de 21 dias, com
as codornas em fase de producéo, para esta avaliagdo foram utilizados o segundo (aves com 84
dias) e o quarto ciclo (aves com 126 dias).

As codornas foram alojadas em trés cAmaras bioclimaticas, com ajustes que permitiram
obter e manter as temperaturas avaliadas no estudo, 24, 30 e 36°C. As salas possuiam dimens@es
de 5,40 m de comprimento por 3,83 m de largura. Cada camara contou com gaiolas de arame
galvanizado, com as dimensdes de 47 x 23,5 x 16 cm (comprimento x largura x altura),
providas de comedouros tipo calha e bebedouros tipo “nipple” adequados a fase de
desenvolvimento dos animais. Os comedouros foram abastecidos com as ragdes experimentais
duas vezes ao dia, as 7:00 e as 16:00 horas. Durante o periodo experimental, as aves receberam
racao ad libitum.

A temperatura das salas foi controlada por meio de aquecedores acoplados a um
termostato elétrico e por meio da utilizacdo de ar-condicionado, dotado de controle automatico
de temperatura. A renovacdo e movimentacdo do ar foram efetuadas por exaustores axiais de
parede. As temperaturas e umidades relativas do ar, de cada ensaio experimental, foram
monitoradas por termo-higrémetros digitais de maxima e minima, pela manhd e ao final da
tarde. Os sensores de temperatura foram fixados ao nivel do centro de massa dos animais,
caracterizando o microclima local.

As dietas foram formuladas segundo a recomendacéo das Tabelas Brasileiras de Aves e
Suinos (ROSTAGNO et al., 2011), variando apenas a suplementacao de fitase (Tabela 1). Todas
as dietas foram formuladas considerando a reducdo nos niveis de célcio e fosforo, avaliando o
gue a matriz da enzima disponibiliza com 500FTU (0,165% Ca - 0,150% P). Levando em

consideracdo o desenho experimental, as dietas experimentais foram formuladas atendendo as



65

recomendacdes sugeridas por Rostagno et al. (2011), contudo, com reducédo do nivel de Cae P
com base na valorizagdo enziméatica da fitase avaliada na dose de 500FTU/Kkg, o que
corresponde a 0.165% de Ca e de 0.15% de P. A dieta basal ndo foi suplementada com fitase.
As demais foram suplementadas com 500, 1000 e 3000FTU/kg de ragdo, em modo on top, em
substituicdo ao inerte.

Para as coletas foi realizado um jejum de 6 horas e foram coletadas amostras de sangue
(Iml), por puncéo da jugular com agulha de 13 x 0,4 mm, na seringa continha EDTA. As
amostras foram individualmente armazenadas em tubos de ensaio para as andlises
hematoldgicas. Para a contagem e diferencial leucocitario foram utilizados esfregagos
sanguineos, que foram produzidos no momento seguinte a coleta de cada ave.

A leitura das laminas, foi realizada no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da Universidade Tras-os-Montes e Alto Douro. Os esfregacos sanguineos foram
corados com a coloragdes de rotina, Dift-Quick que permitiu a contagem diferencial de
leucocitose e andlise de eventuais alteracdes morfoldgicas.

A contagem total de eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos, assim como o total de
hematocritos foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Federal da
Paraiba, Campus Areia. Para contagem de eritrdcitos, leucocitos e trombdcitos foi utilizando o
sistema Unopette, 0 método Natt & Herrick, (1952), com solucédo de azul de toluidina a 0,01%,
gue € uma das técnicas mais utilizadas para contagem total em camara de Newbauer, neste
método ha dificuldade de diferenciar os pequenos linfocitos dos trombdcitos (BERNARDINO,
2016). Devido a esse fator se faz necesséria a realizagdo da contagem diferencial em esfregaco.
Para a determinacdo do hematocrito foi realizada a técnica de micro-hematocrito como descrito

em Rosario et al. (2000).
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Para o célculo da relagdo H:T, foram utilizados o nimero total de linfocitos e heterofilos
de cada tratamento, dentro de cada ambiente. Calculada através da divisdo do numero de
linfocitos pelo nimero de heterdfilos, o resultado foi expresso como forma de valor decimal.

Para o célculo dos intervalos de referéncia e seu intervalo de confianga limites value
(90%), foi utilizado o software Reference Value Advisor V 2.1, que € um conjunto gratuito de
instrucBes para calcular o IR com o Microsoft Excel (GEFFRE et al., 2011). E importante ter
em mente diversos fatores podem influenciar os valores hematolégicos, tais como a raca, o tipo
de alimentacdo, a temperatura, a forma de coleta e técnica de avaliagdo, entre outros aspectos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia no programa estatistico R verséo 4.2,
e para as varidveis que apresentaram diferenca estatistica foram submetidas a andlise de
regressao para determinacdo do melhor nivel de fitase e teste de Tukey a 5% de significancia

para as temperaturas das camaras.

2.1 Variaveis zootécnicas

Aos 15 dias que antecederam o inicio do experimento foi identificado parcelas
completas de 8 animais e diariamente foi feito o registro do total de ovos produzido para
obtencdo das médias de producdo, apos tal procedimento as aves foram distribuidas de acordo
com a produtividade média e longo em seguida as parcelas foram pesadas e identificadas por
tratamento e repeticao.

As variaveis de desempenho e qualidade de ovos avaliadas foram: Producgdo (%),
conversdo por duzia de ovo (kg/dz), porcentagem (%) espessura de casca (mm) e gravidade
especifica (g/cm3).

O periodo de avaliagdo de desempenho foi dividido em cinco periodos de 21 dias. Ao

final de cada periodo foram coletadas as sobras das racfes de cada parcela para o calculo do
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consumo de racdo. A coleta dos ovos foi realizada duas vezes ao dia (8:00 e 15:00 horas) e
anotadas em ficha de frequéncia de postura e mortalidade para corre¢do dos dados. A produgéo
dos ovos em porcentagem foi calculada dividindo-se a quantidade de ovos totalizados por
repeticdo pelo nimero de aves, corrigidos pela mortalidade quando houve.

Os ovos dos ultimos trés dias de cada periodo foram pesados individualmente para a
obtencdo do peso médio dos ovos. A conversdo por duzia de ovos foi calculada pela relagédo
entre o consumo de ragéo dividida pela producdo, sendo esse resultado multiplicado por doze.

A espessura da casca foi medida com o auxilio de um micrémetro digital com precisdo
de 0,1 mm na linha mediana do ovo, essa anéalise foi realizada apds as cascas dos ovos serem
secas em estufa de 55°C.

Para avaliar a gravidade especifica foram feitas imersGes dos ovos em diferentes
solucBes salinas com os devidos ajustes para um volume de 25 litros de 4gua com densidades

que variam de 1,060 a 1,100 com intervalo de 0,0025 g/cm3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi realizado o célculo do intervalo de referéncia para as codornas
utilizando a aves do tratamento controle (OFTU), para cada uma das temperaturas (24°, 30° e
36°) e esses dados foram utilizados para a avaliacdo dos parametros hematologicos analisados
(Tabela 2).

De acordo com os resultados para o0 hemograma das aves durante o segundo ciclo de
postura, pode-se observar interacdo significativa entre os niveis de fitase e 0os ambientes
térmicos para valores de Leucocitos, Hemoglobina, Hemaécias, Linfdcitos, Basofilos,
Mondcitos e para relagdo Heterofilo:Linfdcito (p<0,05).

Foi observado efeito significativo para Leucdcitos entres as temperaturas avaliadas no

maior nivel de inclusdo da fitase (3000 FTU), onde a menor valor de leucécitos esteve presente
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na temperatura de 36°. Sendo a temperatura uma possivel causa da diminui¢do da imunidade
das codornas (Tabela 3). A menor taxa de leucdcitos circulantes foi observado no menor nivel
de inclusdo de fitase (500FTU), no ambiente térmico de 30°C. Apesar da maioria dos
parametros estarem dentro dos valores de referéncia obtidos neste estudo, exceto LEU
(ambiente 24°C, fitase 1500FTU), eritrdcitos (ambiente 24°C, fitase 1500/3000FTU e 30°C e
fitase 3000FTU) e HG (ambiente 30°C e fitase 500FTU),

Podemos observar que as aves apresentaram comportamentos diferentes para ambientes
térmicos e tratamentos especificos, pode-se notar que no ambiente térmico de 24°C para o
tratamento 1500FTU/kg de fitase, os valores de leucdcitos (33.333 mm3) estdo
significativamente acima do valor de referéncia (2.800 - 24.200 mm3). Com tudo, apesar dos
leucdcitos estarem acima dos valores de referéncia, podemos perceber que as aves ndo
apresentaram estresse térmico quando se relaciona ao célculo da relacdo heteréfilo:linfocito.

No entanto, nas temperaturas mais altas podemos perceber que os animais apresentaram
leucograma de estresse, com destaque para o0 ambiente de 36°C, na qual as aves apresentaram
nameros maiores de heterofilos circulantes.

Os niveis de HG diferiram significativamente apenas nas codornas que foram
alimentadas com a dieta contendo a adi¢do de 500FTU, sendo 0s maiores valores médios para
hemoglobina apresentados pelas aves que estiveram no ambiente térmico de 30°C. Contudo,
todos os valores se mantiveram dentro do intervalo de referéncia para essas aves. A
concentracdo da HG é importante na determinacdo da capacidade de oxigenagdo tissular que se
utiliza nos seres vivos (CHARLES NORIEGA, 2000), assim como, € importante na
classificagdo de um processo anémico (STURKIE, 1976), o que ndo foi constatado em nenhum
tratamento. O valor da HG também pode ser utilizado para avaliagdo do estado nutricional da
ave, e a manutencao dos seus valores no intervalo de referéncia é uma variavel para percepcéao

da boa nutricdo dessas aves.
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A concentracdo de eritrocitos também foi maior no ambiente de 30°C, quando as
codornas receberam a maior dosagem de fitase na dieta, assemelhando-se, porém, quando
houve a adicdo de 500 e 1000FTU. Os eritrocitos mantiveram-se todos dentro dos valores
normais, excluindo qualquer suspeita de anemia nas codornas. Uma vez que a contagem total
de eritrécitos permite a analise mais detalhada da presenca ou auséncia de anemia ou de
hemoconcentragcdo (CHARLES NORIEGA, 2000).

A presenga de LYM foi maior nas aves que estiveram submetidas ao ambiente de
conforto térmico (24°C), independente dos niveis da enzima fitase. Essa presenca reduziu
linearmente a medida que as temperaturas aumentaram.

Comportamento semelhante ocorreu com a presenca de EOS, BASO e MONO, onde
pode-se verificar que o ambiente de 30°C proporcionou os maiores valores médios em relacdo
aos demais ambientes térmicos avaliados neste estudo (p<0,05), independente do aumento da
fitase. Quanto a HET, podemos observar que os maiores valores foram encontrados no ambiente
de 36° o0 que esta diretamente ligado ao fato de que os HET circulantes aumentam como
consequéncia da exposicao ao estresse.

Houve interacdo significativa na relacdo H:L, onde pode-se observar que as aves
alojadas no ambiente térmico de 24°C apresentaram uma menor relacdo H:L, independente dos
niveis de fitase. Dados que corroboram com os valores de EC, onde na temperatura de 24°C as
aves apresentaram uma melhor espessura de casca, porém o melhor desempenho relacionado a
producdo total de ovos foi melhor nas aves que estavam a no ambiente 30°C.

Por outro lado, as aves que foram submetidas ao estresse mais severo (36°C),
apresentaram os maiores valores médios para a relagdo H:L, conforme nos mostra a equagédo de
regressdo linear: y = 0,0002x + 1,8498 (r2=80%) (Figura 1). As aves que estiveram alojadas

nos ambientes de 36° apresentaram menor PRO e GE, no que diz respeito a EC e CADZ os
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menores valores foram encontrados no ambiente de 30° tais parametros estdo ligados
diretamente ao estresse térmico.

Segundo Araujo et al. (2007) as codornas em fase de postura, que foram mantidas sob
estresse térmico, alta temperatura (32°C), ndo sofreram influéncia em relacdo a converséao
alimentar por duzia de ovos. No presente estudo, podemos observar que as aves foram
influenciadas pela temperatura em relacdo aos pardametros CDAZ, a PRO a temperatura de
30°C, independente dp nivel de fitase, foi a que apresentou o melhor rendimento (Tabela 3).
Contudo as codornas que estavam alojadas no ambiente de 36°C e com nivel de fitase de
1500FTU/Kg na dieta apresentaram maior valor no que diz respeito a EC. No ambiente de 30°C
a melhor EC apresentada foi na inclusdo de 1000FTU de fitase.

Para varidvel PRO, os melhores valores se encontram no ambiente de 30°C, sendo a
inclusdo de 1000FTU a que obteve melhor resposta. Quanto a GE ndo houve variagédo
significativa para ambiente ou nivel de fitase incluida na dieta. Para CADZ, destaca-se 0
ambiente de 24° e a inclusdo de 3000FTU/kg, que foi resultado mais alto para o parametro.
Dessa maneira acredite-se que a dose de 3000FTU atuou diminuindo os efeitos deletérios
causados pelo estresse por calor e consequentemente liberou uma maior quantidade de P e Ca
0 que promoveu uma melhor qualidade da casca de ovo.

Arelacdo H:L é utilizada para avaliacao de estresse em aves, portanto quanto maior essa
relacdo, mais provavel da ave estar em estresse, e se torna mais confidvel quando avaliada em
conjunto com os valores de MONO. Uma vez que em situagdes de estresse em aves, ocorre um
aumento dos monacitos e também dos eosindfilos circulantes, e concomitantemente as aves
apresentam leucopenia e linfopenia, dessa maneira apresentam uma maior susceptibilidade a
doengas (MARCHINI et al., 2011). Alguns estudos com frangos determinam que a relagéo H:L
foi mais confiavel para avaliar o estresse fisioldgico do que a mensuracéo dos corticosteroides

(GROSS e SIEGEL, 1983).
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Os demais parametros, HT, PLQ e NEU, se mantiveram dentro dos valores de referéncia
e ndo apresentaram diferenca significativa no que diz respeito a ambiente e temperatura.

Quanto aos resultados hematoldgicos referentes ao quarto ciclo de postura, podemos
observar que houve efeito significativo (p<0,05) para HT, Eritrécitos, LYM, EOS e MONO
(Tabela 5).

Houve efeito significativo para os valores médios de HT nos ambientes avaliados neste
estudo, sendo os menores valores médios (p<0,05) encontrados nas aves que foram alojadas
nos ambientes considerados de estresse por calor (30°C e 36°C), mesmo estando dentro do
intervalo de referéncia, essa diminuicéo pode estar relacionada com a presenca de policromasia
observada nos eritrocitos. Os maiores valores médios foram do ambiente de 24°C, onde as aves
estavam expostas ao ambiente de termoneutralidade. Os valores de HT para os dois ciclos
apresentaram baixa variagao entre si.

As codornas que foram alimentadas com dietas com maiores niveis de fitase (1500 e
3000FTU/Kg) ndo apresentaram diferenca para eritrdcitos entre si, independente do ambiente
térmico. Entretanto, a diferenca entre os dois ciclos foi bastante significativa para todos os
tratamentos e temperaturas. Os valores se apresentaram acima do intervalo de referéncia, e mais
elevados no quarto ciclo em relacdo ao segundo. Devido a alta sensibilidade do sistema
sanguineo frente as mudancas de temperatura, este se torna um importante indicador das
respostas fisioldgicas da ave mediante a agentes estressores (BORGES et al., 2003).

A alteracdo na quantidade de eritrocitos entre os dois ciclos de postura pode caracterizar
uma adaptacdo das aves as temperaturas do experimento, uma vez que quanto maior o nimero
de eritrocitos, maior € o transporte de oxigénio. Os eritrocitos possuem um tempo de vida mais
curto comparado ao dos mamiferos, portanto a eritropoiese € mais intensa, sendo controlada
pelos niveis de eritropoietina, que é produzida nos rins, através dos estimulos de oxigénio

sanguineo e niveis de hormonios estrogénios e androgénios (VILA, 2013).
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As aves que receberam dieta com a inclusdo de 1000FTU apresentaram efeito
significativo, sendo os ambientes de 24°C e de 30°C, os que proporcionaram menores valores
de plaguetas, entretanto nesse mesmo tratamento podemos observar que na temperatura de 36°
as aves apresentaram o maior valor de plaquetas. O valor de HET, assim como no segundo ciclo
de postura seguem aumentados na temperatura de 36° contudo o valor no quarto ciclo
apresentou menores valores em relagdo ao segundo ciclo. Esses valores podem estar ligados
diretamente ligados a adaptacdo dessas aves aos ambientes em que elas se encontram.

O ambiente de conforto térmico (24°C) refletiu em maiores valores médios de LY M,
independente dos niveis da enzima fitase incluidos na dieta. Em contraponto, houve uma
reducdo nestes valores no ambiente de maior temperatura. Com a diminuicdo do nimero de
LYM, o sistema imune se torna deficiente, deixando as aves mais suscetiveis as doencas
(MARCHINI et al., 2011). As temperaturas ambientais elevadas podem desencadear alteragdes
fisiol6gicas e comportamentais, 0 que pode resultar na reducdo da taxa de crescimento, no
consumo e aproveitamento da rag¢do, no aumento da ingestdo de agua, taquicardia, taquipneia,
imunossupressao e alteraces hematoldgicas (EL-KHOLY et al., 2017).

As aves alimentadas com superdosagens de fitase (1500 e 3000FTU) apresentaram
diferencas significativas para a presenca de EOS entre si. Ao serem alimentadas com a dieta
contendo 1500FTU a temperatura de 36°C, houve uma diminuicdo dessas células, e
comportamento contrario ocorreu nas aves que receberam o maior nivel de fitase
(3000FTU/Kg) na dieta. Como podemos observar os valores se encontram dentro dos valores
de referéncia, ndo sendo clinicamente significantes.

Os maiores valores para MONO foram verificados nos ambientes de 30°C (OFTU/KQ)
e 24°C (3000FTU/kg). No entanto, entre as temperaturas ndo houveram diferencas
significativas, porém no que diz respeito a inclusdo de fitase na dieta o valor mais baixo esteve

presente na inclusdo de 1000FTU/Kg e o maior em 3000FTU/Kg. Sabe-se que sob condigdes
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de estresse, as aves tem sua hematopoiese comprometida, e que devido a isso ocorre um
aumento de EOS e MONO circulantes devido a leucopenia e linfopenia (FRANZINI et al.,
2022). Desta forma, observamos que ocorreu um aumento de MONO no segundo ciclo em
relacdo ao quarto, acreditamos que devido as aves estarem com o organismo mais adaptado as
temperaturas em que estavam sendo submetidas.

A relacdo H:L teve efeito significativo para as temperaturas avaliadas (<0,05), no quarto
ciclo a maior relagdo H:L foi verificada na maior temperatura (36°C), enquanto 0s menores
valores foram observados no ambiente de conforto térmico (24°C). Dessa forma podemos
verificar que os maiores niveis de estresse foram observados nas temperaturas mais elevadas,
consideradas temperaturas fora da faixa de conforto térmico. Esses dados corroboram o estudo
de Silveira et al. (2011), onde os maiores valores da relacdo H:L estdo relacionadas das
temperaturas que se apresentam fora da faixa de conforto térmico para codornas. Contudo 0s
valores da relacdo H:L cairam no quarto ciclo em relagcdo ao segundo, caracterizando uma
possivel diminuicdo do estresse térmico ao longo dos dias devido a adaptacdo das codornas as
temperaturas que se encontram fora da faixa de termorregularidade.

Para os demais parametros, LEU, HG, BASO e NEU, ndo houve alteracdo significativa
entre os tratamentos e os ambientes dentro deste presente ciclo. E quando comparamos entre 0s
dois podemos observar que em relacdo a LEU e a BASO, houve uma diminuicdo entre o
segundo e o quarto ciclos, e em relacdo a HG e NEU houve um discreto aumento no quarto

ciclo em relagéo ao segundo.

3. CONCLUSAO

Podemos concluir que o melhor nivel de fitase na dieta foi o de 1500FTU/Kg, a melhor

temperatura diante dos resultados o melhor ambiente foi o de 30°C, pois ndo houve interferéncia
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na produtividade. Diante dos exames hematoldgicos foi possivel observar que a temperatura
influencia na celularidade, especificamente nos leucdcitos e que quanto maior foi a temperatura

consequentemente a relagdo H:L subiu, o que é um sinal de estresse.
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Figura 1. Relacdo heterofilo:linfocito de codornas japonesas alimentadas com dietas
contendo superdosagem de fitase submetidas a temperatura de 36°C.
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Tabela 1 - Dietas experimentais, contendo cinco niveis de Fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000 FTU/kg) e
reducdo nos niveis de fosforo e célcio levando em consideracdo a matriz de 500 FTU da enzima, para

codornas japonesas na fase de postura

Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5
Ingredientes Unidade OFTU 500FTU  1000FTU  1500FTU 3000FTU
Milho Gréo - 7,88% kg 59,720 59,720 59,720 59,720 59,720
Soja Farelo 45,22% kg 30,518 30,518 30,518 30,518 30,518
Oleo de Soja kg 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667
DL-Metionina kg 0,398 0,398 0,398 0,398 0,398
L-Lisina HCL kg 0,265 0,265 0,265 0,265 0,265
L-Treonina kg 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
Calcério kg 7,437 7,437 7,437 7,437 7,437
Fosfato Bicalcio 18,5% kg 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Sal kg 0,345 0,345 0,345 0,345 0,345
Premix Mineral* kg 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Premix Vitaminico? kg 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Colina kg 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070
Antioxidante® kg 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Inerte kg 0,060 0,050 0,040 0,030 0,000
Fitase kg 0,000 0,010 0,020 0,030 0,060
Total kg 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
T1 T2 T3 T4 T5
Nutrientes Unidade OFTU 500FTU 1000FTU 1500FTU 3000FTU
Fitase FTU/Kkg 0 500 1000 1500 3000
Energia Metabolizavel  kcal/kg 2800,000 2800,000 2800,000 2800,000 2800,000
Proteina Bruta % 19,000 19,000 19,000 19,000 19,000
Metionina Dig. Aves % 0,647 0,647 0,647 0,647 0,647
Met+Cis. Dig. Aves % 0,908 0,908 0,908 0,908 0,908
Lisina Dig. Aves % 1,107 1,107 1,107 1,107 1,107
Treonina Dig. Aves % 0,675 0,675 0,675 0,675 0,675
Triptofano Dig. Aves % 0,207 0,207 0,207 0,207 0,207
Valina Dig. Aves % 0,798 0,798 0,798 0,798 0,798
Caélcio % 2,993 2,993 2,993 2,993 2,993
Fosforo Total % 0,394 0,394 0,394 0,394 0,394
Fosforo Disponivel % 0,177 0,177 0,177 0,177 0,177
Potassio % 0,732 0,732 0,732 0,732 0,732
Saodio % 0,155 0,155 0,155 0,155 0,155
Cloro % 0,319 0,319 0,319 0,319 0,319

Numero de Mogin mEq/kg 164,590 164,590 164,590 164,590 164,590
Premix Vitaminico (concentragdo/kg de produto): Vit. A - 15 mil Ul, Vit. D3 - 1,500,000 UI. Vit. E - wm 15000; Vit.B1 - 2.0 g, Vit. B2 -
4.0 g Vit. B6 - 3.0 g, Vit. B12 - 0015 g, &cido nicotinico - 25 g, acido pantoténico - 10 g; Vit.K3 - 3.0 g, &cido félico - 1.0 g; 2Premix Mineral
(concentragéo/kg de produto): Mn - 60 g, Fe-80g,Zn-50¢g, Cu-10g,Co-2g, |-1ge Se - 250 mg;3Antioxidante = BHT = 100 g/ton;
Quantidade suficiente para 1000 g de veiculos.
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Tabela 2. Valores de referéncia de codornas japonesas sob diferentes temperaturas, referéncia
calculada com as aves dos grupos controles do presente experimento

Parametros 24°C 30°C 36°C

HT (%) 30.9 - 49.5 29.0-42.6 28.7 - 45.7
LEU (mm3) 2.800 - 24.200 6.800 - 20.500 8.900 - 25.700
HG (g/dL) 50-104 56-9.4 5.5-10.3
Eritrocitos (mm3) 505.200 - 995.500 390.000 - 1.114,000 255.000 - 1.095,000
PLQ (mm3) 8.000 - 46.900 7.700 - 45.500 8.600 - 24.400
HET (%) 18.9-43.4 31.3-47.0 36.6 - 59.8
LYM (%) 42.1-65.7 21.2-52.0 18.3-40.1
EOS (%) <28 <41 <52
BASO (%) * <31 8.0-29.8
MONO (%) <45 0.2-28.9 0.0-15.6
NEU (%) 3.3-34.1 1.7-239 8.2-34.1
H:L 04-1.0 0.7-1.7 1.0-2.7

O método estatistico foi uma andlise do software Reference Value Advisor V 2.1, para Hematdcritos (HT), Leucdcitos (LEU),
Hemoglobinas (HG), Eritrdcitos, Plaquetas (PLQ), Heterdfilos (HET), Linfécitos (LY M), Eosindfilos (EOS), Basofilos (BASO),
Mondcitos (MONO), Neutrdfilos (NEU) e relagéo heterofilo:linfécito (H:L).
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Tabela 3. Hematocritos (HT), Leucdécitos (LEU), Hemoglobinas (HG), Eritrdcitos, Plaquetas (PLQ), Heterdfilos
(HET), Linfdcitos (LYM), Eosintfilos (EOS), Baséfilos (BASO), Mondcitos (MONO), Neutrofilos (NEU) e
relacdo heterofilo:linfocito (H:L), de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase

e submetidas a estresse por calor durante o segundo ciclo de postura.

. Temp Fitase (FTU/kg) Média V{S;e (CO/;; Temp Fit Temp*Fit
0 500 1000 1500 3000

24°C 37,30 36,83 34,00 36,75 37,58 36,49
HT 30°C 3525 3758 3525 37,30 3833 36,74 L*0,04 6,02 006 002 0,15
(%)  36°Cc 3690 36,83 37,90 3967 37,83 37,83

Média 36,48 37,08 3572 37,90 37,92

24°C  15.437A 14.250A 13.500A 33.333A 22.895A 19.883 L*0,00
LEU 30°C 11.000B 9.541B 13.583A 11.041B 19.812A 12.995 L*0,00 3,00 <.00 0,00 <.00
(mm3)  36°C 13.812B 15.500A 13.312A 11.645B 13.208A 13.495 NS

Média 13.416 13.097 13.465 18.673 18.638

24°C  7,33A 8,17AB 7,27TA 749A  7,75A 7,60 NS
HG 30°C 7,28A 944A 8,15A  7,37A  7,65A 7,98 NS 99 0,18 001 001
(9/dL) 36°Cc 849A 766B 7,67TA 7,33A  7,78A 7,79 Q*0,03

Média 7,703 8,424 7,699 7,397 7,727

24°C  757A  893A  687A  1.442A 1.000B 956,00 Q*0,04
ERIT 30°C 638AB 757A  766A  795B  1.690A 929,33 Q*0,01 1,94 <00 <00 <.00
(mm3) 360Cc  579B  670A  642A  612B 797B 659,83 NS

Média 658,33 773,61 698,05 949,72 1.162,22

24°C  18.833 24.666 19.666 29.750 19.583 22.500A
pLQ 30°C 24.666 20.416 16.166 26.416 30.416 23.616A L*0,02 296 004 001 0,06
(mm3)  36°C 15.666 20.000 17.583 18.916 23.416 19.116A

Média 19.722 21.694 17.805 25.027 24.472

24°C 36,50 38,83 37,58 36,13 37,42 37,29C
HET 30°C 37,00 40,00 4200 41,92 41,80 4054B NS 6,73 <00 000 0,05
(%)  36°C 48,92 5340 5350 5510 57,60 53,70A

Média 40,81 44,08 4436 44,38 4561

24°C  46,75A 46,50A 44,60A 4500A 47,30A 46,03 NS
LymM 30°C 31,17B 3508B 34,008 35088 34,10B 33,89 Q*0,05 7,48 <00 0,14 0,02
(%)  36°C 25,60C 28,80C 28,83C 2560C 24,67C 26,70 NS

Média 3451 36,79 3581 3523 3536

24°C  0,58A 0,08B 0,92AB 1,50A 0,33A 0,68 L*
EOs 30°C 225A 258A 2,00 125A 083A 1,78 L* NS 0,00 0,00 0,00
(%) 36°C 2,25A 1,67A 0,50B 0,17B  0,50A 1,02 L*

Média 1,69 1,44 1,14 0,97 0,56

24°C  0,00B 0,088 0,33A 0,75A 0,25B 0,28 L* NS 0,00 0,00 0,00
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30°C  1,67A 1,75A 1,17A 0,75A  0,83A 1,23
B(Ao/f)o 36°C  1,25A 1,00A 050A 0088 0178 0,60

Média 0,97 0,94 0,67 0,53 0,42

24°C  192B 1,83AB 2,67A 1,42B  1,67A 1,90
MONO 30°C 10,67A 7,75A 6,50A 6,33A 3,00A 6,85 NS NS 0,00 0,70 0,02
(%) 36°C 7,00AB 1,00B 2,83A 3,08AB 2,83A 3,35

Média 6,53 3,53 4,00 3,61 2,50

24°C 15,75 13,75 14,83 13,9 13,3 14,31
NEU 30°C 1513 135 14,33 14,5 13,17 14,12 L*0,01 11,21 017 0,03 05
(%) 36°C 12,75 13,4 14,25 14,7 12,4 13,5

Média 14,54 13,55 14,47 1437 12,96

24°C  0,78C 0,84B 0,85C 0,80C 0,79C 0,81 NS
_ 30°C  1,21B  1,15B 1,24B  1,20B  1,22B 1,20 NS 11,97 <00 0,03 0,00
ML 360 1,93A 190A 187A 2,16A 234A 2,04 L*<.00

Média 1,31 1,29 1,32 1,38 1,45

CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas dentro das
concentracdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 4. Valores médios de espessura de casca (EC), Produgdo total de ovos (PRO), Gravidade especifica
(GE) e Conversdo por duzia de ovos (CADZ), de codornas japonesas alimentadas com doses de fitase e

submetidas a trés temperaturas diferentes.

- Fitase (FTU/Kkg) Média CV,% Temp  Fit Temp*Fit
em
Param P 0 500 1000 1500 3000

24°C 0,43A 0,41A 041A 040B 0,41A 0,41

30°C 0,40B 0,39A 041A 040B 041A 0,40 3,60 0,12 0,03 <0.00
EC (mm) 36°C 0,39b  0,40A 0,39A 044A 041A 0,41

Média 0,41 0,40 0,40 0,41 0,41

Efeito NS

24°C 66,01 66.75 68,07 70,07 6536 67,25B

30°C 80,55 76,30 8228 80,74 77,12 7940A 11,67 <0.00 0,76 0,93
PRO (%) 36°C 66,38 64,94 6431 6151 6257 63,94B

Média 70,98 69,33 7155 70,77 68,35

Efeito NS

24°C 1,08 1,08 1,07 1,08 1,08 1,08

30°C 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,08 1,02 044 0,75 0,22

GE, 3 36°C 1,07 1,08 1,08 1,08 1,08 1,07
mg/cm
Média 1,07 1,08 1,07 1,08 1,08
Efeito NS
24°C 0,36 0,36 0,36 0,35 0,38 0,36A
30°C 0,30 0,32 0,30 0,31 0,31 0,31B
Ki;%?’éi’a 36°C 0,28 0,32 0,33 0,34 0,32 0,32B 13,81 <00 0,71 0,79

Média 0,32 0,33 0,33 0,33 0,34
Efeito NS
CV%-= coeficiente de variagdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas dentro das

concentrages de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5. Hematdcritos (HT), Leucécitos (LEU), Hemoglobinas (HG), Eritrocitos, Plaquetas (PLQ), Heterdfi
(HET), Linfécitos (LYM), Eosindfilos (EOS), Basdfilos (BASO), Mondcitos (MONO), Neutréfilos (NEU) e rela
heterofilo:linfocito (H:L), de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submeti

a estresse por calor durante o quarto ciclo de postura.

oaram  Temp Fitase (FTU/kg) Média veﬁue (CO/Z/) Temp Fit Temp*Fit
0 500 1000 1500 3000

24°C 38,25 41,90 40,40 41,80 40,13  40,49A
HT 30°C 37,40 38,50 38,67 3850 3800 3821B NS 672 0,01 012 0,73
(%) 36°C 38,00 40,40 37,90 38,60 40,33 39,05AB

Média 37,88 40,27 38,99 39,63 39,49

24°C  11.125 8.708 7.333 9.666 12.416  9.850
LEU  30°C 12.833  10.125 8.166 9.666 8916  9.941 Q*0,01 351 0,96 000 0,23
(mm3)  36°C  13.625 8.875 8416  11.291 7.900 10.021

Média 12.527 9.236 7.972  10.208 9.744

24°C 8,22 8,26 7,92 8,56 8,12 8,21
HG 30°C 7,80 8,27 8,19 8,63 8,37 8,25 NS 7,80 0,76 0,15 0,89
(g/dL)  36°C 8,03 8,18 8,36 8,51 8,63 8,34

Média 8,01 8,24 8,16 8,57 8,37

24°C  1.177A  1.314A 1.275AB 1.379A 1.212A 1.272 NS
ERIT 30°C 1.221A  1.079A  1.087B 1.257A 1.333A  1.195 NS 1,78 0,07 027 0,04
(mm3)  36°C  1.074A  1.266A  2.079A 1.367A 1.335A 1.424 Q*0,01

Média  1.157 1.220 1.480 1.334  1.294

24°C  28.166A 23.000A 21.333AB 20.000A 23.583A 23.216 Q*0,03
PLQ  30°C 19.500AB 16.416AB 17.750B 18.916A 23.833A 19.283 L*0,05 2,70 001 004 0,00
(mm3)  36°C 14.583B 14.333B 29.666A 22.416A 19.100A 20.020 Q*0,00

Média 20.750 17.916  22.916 20.444 22.172

24°C 33,30 31,92 31,42 30,83 34,33 32,36C
HET  30°C 40,58 41,75 44,00 4583 4442 4332B NS 838 <00 053 0,28
(%) 36°C 48,92 49,10 49,70 4850 49,42  49,10A

Média 40,933 40,922 41,706 41,722 42,722

24°C  53,10A 52,92A  56,67A 56,00A 52,30A 54,20 Q*0,01
Lym  30°C 41,50B  43,83B 41,588 38,70B 38,67B 40,86 L*0,02 7,95 <.00 0,03 0,04
(%) 36°C 31,33C 30,67C  27,92C 26,67C 26,80C 28,68 L*0,01

Média 41,98 42,47 42,06 40,46 39,26

24°C  1,00A 1,00A 0,75A  0,87A  0,62B 0,85 L*
EOS  30°C  1,37A 0,87A 0,87A  150A  2,12A 1,35 L* NS 0,00 0,00 0,00
(%) 36°C  0,75A 0,43A 0,62A  0,00B 1,00AB 0,56 L*

Média 1,04 0,77 0,75 0,79 1,25

24°C 0,00 0,37 0,12 0,12 0,00 0,12A
BASO 30°C 0,50 0,37 0,25 0,37 0,12 032A° NS NS 089 0,9 0,94
(%) 36°C 0,12 0,57 0,25 0,25 0,12 0,26A

Média  0,21A 0,44A 0,21A  0,25A  0,08A
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24°C  1,25B  150AB  1,00A  162B  2,25A 1,52 L*
MONO 30°C  2,62A 1,62A 1,12A  1,75A  1,50A 1,72 L* NS 0,00 001 0,00
(%) 36°C  1,00B 1,298 0,75A  1,50B  1,62A 1,23 L*

Média 1,62 1,47 0,96 1,62 1,79

24°C 10,00 14,83 12,33 11,67 12,33  12,23C
NEU 30°C 15,30 14,13 14,13 14,17 15,5 14,64B NS 14,16 <.00 0,67 0,07
(%) 36°C 16,75 14,50 16,88 17,17 17,67  16,59A

Média 14,02 14,49 14,44 14,33 15,17

24°C 0,63 0,61 0,56 0,55 0,67 0,60C
_ 30°C 0,99 0,96 1,06 12 1,15 1,07B NS 13,2 <00 0,00 0,11
AL 36°C 1,59 1,58 1,79 1,82 1,85 1,73A
Média 1,07 1,05 1,13 1,19 1,22

CV%= coeficiente de variagdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas dentro d
concentracdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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AVALIACAO HEMATOLOGICA DE CODORNAS DE POSTURA COM DIETAS
CONTENDO DIFERENTES DOSES DE FITASE EM DIFERENTES CONDICOES

TERMICAS
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo, estabelecer os niveis de fitase mais indicados na dieta de
codornas de postura da linhagem (Couturnix japobnica), em diferentes temperaturas,
considerando os niveis de célcio e fésforo no sangue e a alteracGes a nivel renal e hepatico nas
aves. As amostras coletadas neste estudo foram centrifugadas, apds 30 minutos da coleta, para
obtencdo do soro e congeladas até o processamento foram utilizados cinco grupos para cada
temperatura, onde um grupo foi o controle e os demais receberam diferentes doses de fitase
incluidas na dieta. Para tal, foram avaliados os seguintes parametros: GGT, ALT, AST,
Fosfatase Alcalina, Fosforo, Célcio, Ureia, CK e Acido drico. Quanto aos resultados de calcio
e fosforo, observou-se que o célcio esteve mais baixo no quarto ciclo de postura em relacdo ao

segundo ciclo e o fésforo no segundo ciclo nas médias de ambientes apenas o ambiente de 24°C

2 Artigo submetido a revista Ciéncia Rural



87

ele se manteve dentro do intervalo de referéncia, ja no quarto ciclo apenas 3 tratamentos se
mantiveram dentro dos valores normais para espécie (24°C/1500FTU; 36°C/1500FTU;
36°C/3000FTU). E concluiu-se que a adicdo da enzima fitase nds niveis 1500FTU e 3000FTU
proporcionaram melhores resultados em relagdo a niveis de Ca e P, contribuiu para que a
producdo fosse mantida, auxiliando assim o organismo a se manter estavel.

Palavras-Chave: ambiente térmico; aves; patologia clinica.

ABSTRACT

This study aimed to establish the most suitable phytase levels in the diet of laying quails of the
lineage (Couturnix japonica), at different temperatures, considering the levels of calcium and
phosphorus in the blood and changes in the kidneys and liver in the birds. The samples collected
in this study were centrifuged 30 minutes after collection to obtain serum and frozen until
processing, five groups were used for each temperature, where one group was the control and
the others received different doses of phytase included in the diet. For this, the following
parameters were evaluated: GGT, ALT, AST, Alkaline Phosphatase, Phosphorus, Calcium,
Urea, CK and Uric Acid. As for the results of calcium and phosphorus, it was observed that
calcium was lower in the fourth laying cycle compared to the second cycle and phosphorus in
the second cycle in the environment averages, only the 24°C environment remained within the
reference range, while in the fourth cycle only 3 treatments remained within the normal values
for the species (24°C/1500FTU; 36°C/1500FTU; 36°C/3000FTU). And it was concluded that
the addition of the enzyme phytase at levels 1500FTU and 3000FTU provided better results in
relation to levels of Ca and P, contributed to the maintenance of production, thus helping the
organism to remain stable.

Keywords: thermal environment; poultry; clinical pathology.
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1. INTRODUCAO

Codornas (Couturnix japonica) sdo aves domeésticas destinadas a producdo que podem
apresentar duas habilidades, producgéo de carne e produgéo de ovos. Sdo consideradas animais
homeotérmicos, pois possuem a habilidade de manter a temperatura corporal relativamente
constante, mesmo diante de variagdes ambientais.

A criacdo de codornas, coturnicultura, tem se destacado como meio de producéo
rentdvel e tem obtido destaque no setor produtivo, devido a modernizacdo da criacdo, ao
potencial produtivo das aves e baixa exigéncia do sistema de produgdo, como por exemplo a
pequena demanda de espaco para criagdo e por apresentarem maturidade sexual precoce, 0 que
implica no rapido retorno financeiro. No entanto, é necessario que haja uma atencao sobre o
grau de bem-estar dessas aves, uma vez que isso implica diretamente na produtividade (MOTA,
2013).

A temperatura e a umidade relativa de ar s&o fatores ambientais que estdo diretamente
ligadas ao bem-estar das aves, e sdo varidveis que podem interferir diretamente sobre o
desempenho produtivo quando estes animais sdo criados em ambientes de altas temperaturas.

A nutricdo é um fator muito importante na criacdo de codornas, tendo em vista que € a
parte que afeta diretamente os custos de producéo, devido a racdo para codornas conterem mais
proteina, calcio e fosforo em sua composicao do que as racdes para frangos e poedeiras (SILVA
etal., 2012).

Assim, o0 uso da enzima fitase atua aumentando a disponibilidade do célcio e fosforo
presente nas moléculas de fitato dos graos e dessa maneira realizar a reducéo do uso de célcio
e fosforo na ragéo, ajudando diretamente na redugédo de custos ao produtor (CROMWELL,
1979; CORLEY et al.,1980).

O célcio e o fosforo, sdo nutrientes importantes para o desenvolvimento 6sseo dos

animais e o fornecimento desses minerais assegura a boa qualidade de estrutura 6ssea. Para 0s
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animais com habilidade de postura, sdo também imprescindiveis para a qualidade da casca dos
ovos (CABRAL et al., 1999).

Objetivou-se com o presente estudo, avaliar as alteragdes nos niveis plasmaticos de
calcio e fosforo e as alteragdes a nivel renal e hepéatico de codornas em postura com dietas com

diferentes doses de fitase e submetidas a estresse térmico.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas cadmaras climéticas da Unidade de Pesquisa em
Bioclimatologia, Comportamento e Bem-estar Animal, do Departamento de Zootecnia, no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, em Areia - PB. O
protocolo experimental n® 3695120121 foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Foram utilizados um total de 720 codornas japonesas em fase de producédo (42 dias),
distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x3, foram
alojadas 8 aves por gaiola e cada tratamento contou com 6 repeti¢cbes. Foram inseridos cinco
niveis de fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000FTU) na dieta e as codornas foram submetidas a trés
faixas de temperatura (24, 30 e 36°C), representando faixas de termoneutralidade e de estresse
térmico. Para cada faixa de temperatura, foram analisadas 8 aves de cada um dos 15
tratamentos, totalizando 120 aves.

O experimento foi dividido em cinco ciclos de 21 dias, com as codornas em fase de
producdo, para esta avaliagdo foram utilizados o segundo (aves com 84 dias) e o quarto ciclo
(aves com 126 dias).

As codornas foram alojadas em trés cAmaras bioclimaticas, com ajustes que permitiram
obter e manter as temperaturas avaliadas no estudo, 24, 30 e 36°C. As salas possuiam dimensdes
de 5,40 m de comprimento por 3,83 m de largura. Cada cdmara contou com gaiolas de arame

galvanizado, com as dimensfes de 47 x 23,5 x 16 cm (comprimento x largura x altura),
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providas de comedouros tipo calha e bebedouros tipo “nipple” adequados a fase de
desenvolvimento dos animais. Os comedouros foram abastecidos com as ragdes experimentais
duas vezes ao dia, as 7:00 e as 16:00 horas. Durante o periodo experimental, as aves receberam
racao ad libitum.

A temperatura das salas foi controlada por meio de aquecedores acoplados a um
termostato elétrico e por meio da utilizagdo de ar-condicionado, dotado de controle automatico
de temperatura. A renovagdo e movimentacao do ar foram efetuadas por exaustores axiais de
parede. As temperaturas e umidades relativas do ar, de cada ensaio experimental, foram
monitoradas por termo-higrometros digitais de méxima e minima, pela manha e ao final da
tarde. Os sensores de temperatura foram fixados ao nivel do centro de massa dos animais,
caracterizando o microclima local.

As dietas foram formuladas segundo a recomendacéo das Tabelas Brasileiras de Aves e
Suinos (ROSTAGNO et al., 2011), variando apenas a suplementacao de fitase (Tabela 1). Todas
as dietas foram formuladas considerando a redu¢do nos niveis de calcio e fosforo, avaliando o
gue a matriz da enzima disponibiliza com 500FTU (0,165% Ca - 0,150% P). Levando em
consideracdo o desenho experimental, as dietas experimentais foram formuladas atendendo as
recomendacdes sugeridas por Rostagno et al. (2011), contudo, com reducéo do nivel de Cae P
com base na valorizacdo enzimética da fitase avaliada na dose de 500FTU/kg, o que
corresponde a 0.165% de Ca e de 0.15% de P. A dieta basal ndo foi suplementada com fitase.
As demais foram suplementadas com 500, 1000 e 3000FTU/kg de ragdo, em modo on top, em
substituicdo ao inerte.

Para as coletas foi realizado um jejum de 6 horas e foram coletadas amostras de sangue
(1ml) para avaliacdo dos parametros bioquimicos, através de puncgéo da jugular com agulha de
13 x 0,4 mm, para essa coleta a seringa ndao continha anticoagulante. O sangue foi armazenado

em tubo seco que apds 30 minutos de descanso foram centrifugadas a 3.500 rpm durante 1
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minuto para obtencdo do soro, esses foram armazenados em Ependorfs e congelados para
posterior analise.

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Universidade Tras-os-Montes e Alto Douro. Para as determinacgdes
bioguimicas foram utilizados Kits comerciais disponiveis para uso no equipamento analisador
para bioguimica clinica respons®920 - DiaSys Diagnostic Systems, que utiliza a Colorimetria
e Ensaio imunoturbidimétrico. E para a determinacdo mais uniforme desses parametros, foram
realizados todos os dias controles de qualidade e calibracdo do equipamento analisador e dos
reagentes, assim como foram utilizados os mesmos lotes de reagentes no intuito de que ndo
houvesse interferéncia.

Os dados foram submetidos a analise de variancia no programa estatistico R versao 4.2,
e para as varidveis que apresentaram diferenca estatistica foram submetidas a andlise de
regressdo para determinacdo do melhor nivel de fitase e teste de Tukey a 5% de significancia

para as temperaturas das camaras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises bioguimicas, as mesmas nos proporcionaram avaliar as condicdes de salde
renal, hepatica, assim como, a possivel sobrecarga que os 6rgdos dos animais poderiam ter
recebido com o impacto do estresse térmico. Em adicdo também avaliar se houve minimizacao
dos efeitos do estresse térmico com o uso da fitase. Sendo sempre importante que essas analises
sejam realizadas em conjunto, uma vez que para aves algumas enzimas mensuradas nao séo
especificas.

Foi observado para a segundo ciclo de postura, efeito significativo para Alanina
aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA), Fosforo

(P) e Célcio (Ca), e niveis de ureia (URE) e acido arico (AU).
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Houve efeito significativo para as concentracfes de ALT entre os niveis de fitase avaliados
(p=0,0293), assim como, pode-se verificar interacdo significativa entre os niveis de fitase e
temperaturas (p=0,0116).

Ao desdobrar a interacdo entre niveis de fitase e temperaturas para os valores de ALT,
observou-se que, as codornas que receberam as dietas com incluséo de fitase apesentaram
comportamentos semelhantes para as concentragfes de ALT no sangue, sendo superiores aos
animais que receberam a dieta basal, sem incluséo da enzima (Tabela 2).

As codornas alimentadas com a dieta basal, apresentaram valores semelhantes aos
demais grupos estudados apenas quando estiveram, exceto para as que foram submetidas ao
ambiente de 36°C, que apresentaram 0s maiores valora da enzima para este ciclo. Embora tenha
ocorrido variacdo entre os tratamentos nessas temperaturas, os valores de ALT se mantiveram
abaixo dos valores normais de referéncia para as aves (CARPENTER; MARION, 2018), a qual
varia de 5 — 11U/, para aves ndo carnivoras e de carater ndo migratorio. Contudo em diversas
espécies de aves, a ALT pode apresentar niveis normais de atividade abaixo do limiar de
sensibilidade de alguns analisadores (HOCHLEITHNER, 1994). Dessa forma, a baixa atividade
de ALT no organismo das aves pode ser de carater fisioldgico.

Foi verificado efeito quadratico nos niveis de ALT (R?=0,99) entre os grupos estudados
dentro da temperatura de 36°C, conforme apresentado na Figura 1.

As concentracbes de AST apresentaram efeitos significativos dentro dos ambientes
avaliados (p=0,0370), onde verificou-se que as aves do ambiente de 30°C apresentaram médias
superiores aos animais dos ambientes de 24° e 36°C. Em geral, a média da AST se manteve
dentro dos valores normais de referéncia para as aves, que ¢ <275 Ul/0 (THRALL et al., 2004).
Os valores para temperatura de 30°C mantiveram-se acima dos valores de referéncia, exceto

para o grupo basal.
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No ambiente de 36°C apenas no tratamento 1000FTU/Kg o valor de AST se manteve
dentro dos valores de referéncia, e no ambiente de 24°C todos os valores se encontram dentro
dos valores normais para a espécie. A atividade da AST de forma geral é pouco especifica para
problemas hepaticos (GRUNKEMEYER, 2010). Sendo assim, necessaria a avaliagdo
juntamente com outras enzimas (ALT e GGT) e sua comparagdo com a CK é necessaria para
avaliar se a atividade tem origem hepética ou muscular. No presente estudo, a CK se manteve
dentro dos valores normais, e assim podemos descartar que a elevacdo da AST nas aves deste
estudo seja de origem muscular.

Para a FA foram observados maiores valores nas temperaturas mais elevadas, sendo a
menor incluséo de fitase (500FTU) no ambiente de 36°C, que apresentou o valor mais elevado,
podendo a fitase ter atuado como hepatoprotetora. Entretanto todos esses valores se encontrem
dentro da dos valores de referéncia para aves. E para anélise de eficiéncia do funcionamento
adequado do figado é preciso se observar os demais valores em conjunto, tais valores apesar da
variacdo entre tratamentos e temperaturas se encontram dentro dos valores de referéncia para
aves, de acordo com Thrall et al. (2004).

As concentracOes de P e Ca diferiram significativamente entre os ambientes avaliados.
Foi verificada uma maior concentracdo de Ca na corrente sanguinea das aves que estiveram
alojadas no ambiente de 24°C (p=0,0001), sendo considerado um ambiente de conforto térmico
para estes animais na fase de producdo. Da mesma forma, pode-se observar um comportamento
semelhante para a concentracdo média de P (p=0,0024) que também foi superior nas aves que
se encontravam em situag¢fes condizentes com o conforto térmico. Na temperatura de 24°C, o
valor do P encontra-se dentro dos valores de referéncia, 5a 7 g/L (THRALL et al., 2004), e 0s
demais estdo abaixo do limite minimo.

O Ca se manteve proximo dos valores minimos de referéncia, 20 a 30 mg/d¢ (THRALL

et al., 2004), na temperatura de 24°C. Resultados semelhantes foram encontrados em trabalhos



94

com poedeiras que foram submetidas a estresse térmico, onde foi encontrada diminuicdo das
concentragcOes plasmaticas de P, em animais que foram expostos a temperatura de 34°, sendo
provavel a ocorréncia de estresse térmico severo (WOLFENSON et al., 1987, AlT-
BOULAHSEN et al., 1993, USAYRAN et al., 2001, PERSIA et al., 2003). De acordo com 0s
dados do presente estudo, a temperatura de 36°C influenciou negativamente as aves no quesito
de producéo de ovos (Tabela3).

Houve efeito significativo na interacdo entre fitase e ambiente para as concentragdes de
ureia (URE) e &cido urico (AU) (p<0,05). Pode-se observar que o nivel de URE no sangue foi
menor no grupo que recebeu a dieta contendo a maior dosagem da enzima fitase (3000 FTU),
quando estas estavam alojadas no ambiente de conforto térmico (24°C), apresentando uma
queda linear na concentracdo desse metabdlito no sangue a medida que se elevou os niveis da
enzima na dieta (Figura 2). Nesse mesmo tratamento, nas demais temperaturas os resultados se
apresentaram acima dos valores de referéncia para aves. Dessa maneira podemos perceber que
a maior inclusdo de fitase (3000FTU), colaborou positivamente para a manutencdo do
funcionamento renal adequado, uma vez que os valores de AU também se mantiveram dentro
da faixa normal para a espécie. E embora tenha ocorrido a interacdo entre fitase e ambiente, 0s
valores de concentracdo de AU, para todos os tratamentos e todos 0s ambientes se mantiveram
dentro dos valores de referéncia, que ¢ < 13 mg/d¢ (THRALL et al., 2004).

Ao observar 0s ambientes considerados de estresse térmico por calor; no ambiente de
30°C as codornas apresentaram menor concentracdo de ureia no sangue, quando receberam a
dieta contendo a adi¢do de 1000FTU da enzima. Por outro lado, no ambiente de 36°C, os grupos
0 e 500 FTU proporcionaram valores semelhantes para as concentra¢es de URE. O tratamento
com 3000 FTU proporcionou 0 maior valor de URE em relacdo a todos os ambientes, e os trés

grupos se apresentaram acima dos valores de referéncia, que ¢ de 0 a 5 mg/d¢ (THRALL et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432014000037#bib0005
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2004). Ja os grupos 1000 e 1500 FTU obtiveram os menores valores de URE em todos 0s
ambientes térmicos.

A elevacdo dos valores de URE pode representar um estado de desidratagédo do animal,
no presente estudo a maioria dos valores de concentracdo da URE que se apresentaram acima
dos valores de referéncia estdo presentes em ambiente de desconforto térmico por calor, o que
pode justificar esses valores, uma vez que as concentracOes de AU estdo todas dentro da
normalidade e assim podemos descartar injurias renais.

As concentragdes de AU s6 foram menores nos grupos que receberam a dieta contendo
a inclusdo de 1000FTU da enzima fitase, e submetidas ao ambiente de 30°C.

Os demais parametros, GGT e CK, se mantiveram dentro dos valores de referéncia, ndo
apresentaram interferéncia em relacdo a ambiente ou tratamento neste segundo ciclo, que
fossem clinicamente significativas. Relativo ao CK, os valores que se encontram dentro dos
valores normais para a espécie, descartam qual quer possibilidade que o aumento das demais
enzimas seja de origem muscular.

No quarto ciclo de postura, foi observado efeito significativo para ALT, FA, P e Ca, e
niveis de URE, CK e AU.

Houve interacdo significativa entre os niveis de fitase e temperaturas (p=0,0297) para
as concentracdes de ALT, onde foi verificado que as aves que receberam a dieta contendo a
maior dosagem da enzima e alojadas na temperatura de 36°C apresentaram menores valores
médios, quando comparadas aos demais grupos avaliados. Assim como no segundo ciclo de
postura os valores se mantiveram a baixo dos valores de referéncia (Tabela 4).

Destaca-se a diminuicdo da concentracdo de ALT entre coletas, uma vez que os valores
entre os tratamentos e temperaturas baixaram significativamente, podendo levar a hip6tese de
uma possivel sobrecarga crénica no figado das codornas, uma vez que a diminui¢do dessa

enzima pode estar ligada a baixa atividade hepatica, observa-se que nesse ciclo nos tratamentos
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0 e 3000 FTU houveram menores variagfes. A maior variagdo observada foi no tratamento
1000 FTU.

Os niveis de FA foram menores (p<0,0001) nas aves que receberam dieta contendo 1000
e 1500 FTU, quando expostas a temperatura de 30°C, e quando receberam a dieta de 1000FTU
no ambiente de 36°C, demonstrando que esses grupos apresentaram comportamento semelhante
dentro deste ciclo.

Podemos observar que as concentragdes de FA foram superiores neste ciclo quando
comparados ao segundo ciclo, reforcando a ideia de que a origem dessa elevacao seja hepatica,
uma vez que as aves apresentaram um menor peso do figado nas temperaturas mais altas para
esse mesmo ciclo de coletas, e a reducdo de peso de figado ja foi relatada em alguns estudos
onde as aves foram submetidas a temperaturas altas (Tabela 3).

Santos (2012) observou reducgdo do peso do figado e do coragcdo em codornas criadas
sob estresse térmico por calor, e Oliveira Neto et al. (2000) observaram reduc¢do gradativa no
peso de 6rgaos em aves que foram mantidas em temperaturas elevadas para a espécie.

E importante salientar que o estudo realizado dentro do mesmo projeto avaliou 0 peso
do figado dessas aves e foi observado a diminuicdo do peso do figado das mesmas aves tanto
no segundo ciclo de postura quanto no quarto. Essa reducdo no peso do figado pode estar
relacionada com a reducdo da ingestdo de alimento consequentemente a reducdo da taxa
metabdlica dessas aves devido a ocorréncia de estresse térmico. Esse fato corrobora estudo onde
foi observado a reducdo do peso do figado (8,5%), em frangos de corte suplementados com de
fitase microbiana com niveis diferentes de fosforo (VIVEROS et al., 2002). E no presente
estudo os maiores valores médios relativos ao PF foram observados no ambiente de 30°C.

Houve uma redugéo nas concentracdes de P nas codornas alojadas no ambiente de 24°C,
ao receberem a dieta com a maior dosagem da fitase. No entanto, observou-se um aumento

linear (p<0,0001) na concentracdo deste mineral & medida que se aumentava os niveis de fitase
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na dieta, no ambiente de 36°C (Figura 3). Por tanto a diminuicdo do fosforo circulante,
juntamente com a elevacao dos valores de URE pode levar a um quadro de doenca renal, no
presente estudo ndo foi avaliado o rim através de ultrassonografia ou necropsia, e para tal
concluséo seriam necessarios estudos detalhados quando a condic&o renal. Os valores do P para
0 quarto ciclo encontram-se abaixo dos valores de referéncia determinados para as aves, porém
podemos que os valores relativos ao ambiente de 36°C relacionados aos tratamentos de 1500
FTU/kg e 3000 FTU/kg, mantiveram-se dentro dos valores de referéncia, o que corrobora com
a média de espessura da casca do ovo que se apresentaram melhores nessas mesmas condicdes.

Pode-se observar, que o uso da suplementacdo de fitase (1000 e 1500FTU) aumentou
(p=0,0001) as concentragdes de Ca circulante nas codornas quando alojadas no ambiente de
estresse por calor a 36°C. E dessa maneira podemos ressaltar que nesse caso a fitase reverteu
os efeitos deletérios do calor sobre a absor¢édo do célcio. Uma vez que o aumento da temperatura
ambiente, consequentemente eleva a necessidade de calcio para poedeiras (PLAVNIK, 2003).
Em contrapartida, no ambiente de 30°C foi o maior nivel de inclusdo da fitase que proporcionou
maior concentracdo de Ca no sangue, mostrando que a fitase contribuiu de forma significativa
para a manutencéo das concentracdes de Ca, quando as aves se encontram fora das temperaturas
consideradas de conforto térmico.

Sobretudo todos os valores se mantiveram a baixo dos valores de referéncia para aves
(THRALL, 2004), assim como, no segundo ciclo de postura. Apesar da queda de Ca o0 ambiente
de 36°C, com dose de 1500 FTU de fitase, obteve-se nesse tratamento, o0 melhor desempenho
relacionado a espessura de casca do ovo, assim essa dosagem se destaca para uma melhor
qualidade de producdo de ovos em aves submetidas a estresse térmico. Diante dos resultados
de Ca, podemos dizer que o uso da fitase diminuiu os possiveis efeitos deletérios do estresse

térmico das codornas, onde algumas concentragdes proporcionaram um melhor resultado, 0s
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melhores desempenhos foram para 3000FTU no ambiente de 30°C e 1500FTU para o ambiente
de 36°C.

A menor concentracdo de URE foi observada (p<0,0001) apenas no grupo de aves que
foram alimentadas com dietas contendo a dose de fitase recomendada pela inddstria (500FTU),
aves essas submetidas ao ambiente de 30°C. Os demais valores para esse ciclo se encontram
acima dos valores de referéncia.

Os valores de AST se mantiveram acima dos valores de referéncia em ambos os ciclos;
ja na temperatura de 24°C, no segundo ciclo, os valores se mantiveram dentro do intervalo
determinado para aves, e no segundo ciclo esse valor elevou e ultrapassou o limite superior do
valor de referéncia. A AST é uma enzima que esta presente em maltiplos 6rgédos, em especial
no figado no musculo (GRUNKEMEYER, 2010; CAPITELLI & CROSTA, 2013), e a sua
funcdo varia de acordo com as diferentes espécies de aves, sendo a presenca da AST também
relatada no coracao, cérebro e rins (HOCHLEITHNER, 1994).

As demais enzimas, GGT CK e AU, se mantiveram dentro dos valores de referéncia
normais para a espécie, de acordo com THRALL (2004). E entre os dois ciclos foi possivel
observar que houve um aumento discreto no quarto ciclo em relacdo ao segundo para as trés

enzimas, porém ndo tem um significado clinico especifico.

4. CONCLUSAO

A adicdo da enzima exdgena fitase na dieta de codornas em fase de producdo nos niveis
de 1500FTU e 3000FTU proporcionam melhores para os niveis de importantes minerais para
estas aves, Ca e P, quando criadas em ambientes de altas temperaturas (30 e 36°). Quanto a
alteracOes renais e hepéticas, foi observado que houveram mudancgas entre os ciclos, néo
podendo afirmar que houveram sobrecargas, sendo assim necessarios mais estudos especificos

com um nlimero maior de animais.
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Figura 1. Niveis de ALT de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de
fitase submetidas a temperatura de 36°C
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Figura 3. Niveis de fésforo de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo

superdosagem de fitase submetidas a temperatura de 24°C.



104

Tabela 1 - Dietas experimentais, contendo cinco niveis de Fitase (0, 500, 1000, 1500 e 3000 FTU/kg) e
reducdo nos niveis de fosforo e célcio levando em consideracdo a matriz de 500 FTU da enzima, para

codornas japonesas na fase de postura

Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5
Ingredientes Unidade OFTU 500FTU  1000FTU  1500FTU 3000FTU
Milho Gréo - 7,88% kg 59,720 59,720 59,720 59,720 59,720
Soja Farelo 45,22% kg 30,518 30,518 30,518 30,518 30,518
Oleo de Soja kg 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667
DL-Metionina kg 0,398 0,398 0,398 0,398 0,398
L-Lisina HCL kg 0,265 0,265 0,265 0,265 0,265
L-Treonina kg 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
Calcério kg 7,437 7,437 7,437 7,437 7,437
Fosfato Bicalcio 18,5% kg 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Sal kg 0,345 0,345 0,345 0,345 0,345
Premix Mineral* kg 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Premix Vitaminico? kg 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Colina kg 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070
Antioxidante® kg 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Inerte kg 0,060 0,050 0,040 0,030 0,000
Fitase kg 0,000 0,010 0,020 0,030 0,060
Total kg 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
T1 T2 T3 T4 T5
Nutrientes Unidade OFTU 500FTU 1000FTU 1500FTU 3000FTU
Fitase FTU/Kkg 0 500 1000 1500 3000
Energia Metabolizavel  kcal/kg 2800,000 2800,000 2800,000  2800,000 2800,000
Proteina Bruta % 19,000 19,000 19,000 19,000 19,000
Metionina Dig. Aves % 0,647 0,647 0,647 0,647 0,647
Met+Cis. Dig. Aves % 0,908 0,908 0,908 0,908 0,908
Lisina Dig. Aves % 1,107 1,107 1,107 1,107 1,107
Treonina Dig. Aves % 0,675 0,675 0,675 0,675 0,675
Triptofano Dig. Aves % 0,207 0,207 0,207 0,207 0,207
Valina Dig. Aves % 0,798 0,798 0,798 0,798 0,798
Caélcio % 2,993 2,993 2,993 2,993 2,993
Fosforo Total % 0,394 0,394 0,394 0,394 0,394
Fosforo Disponivel % 0,177 0,177 0,177 0,177 0,177
Potassio % 0,732 0,732 0,732 0,732 0,732
Saodio % 0,155 0,155 0,155 0,155 0,155
Cloro % 0,319 0,319 0,319 0,319 0,319

Numero de Mogin mEq/kg 164,590 164,590 164,590 164,590 164,590
Premix Vitaminico (concentragdo/kg de produto): Vit. A - 15 mil Ul, Vit. D3 - 1,500,000 UI. Vit. E - wm 15000; Vit.B1 - 2.0 g, Vit. B2 -
4.0 g Vit. B6 - 3.0 g, Vit. B12 - 0015 g, &cido nicotinico - 25 g, acido pantoténico - 10 g; Vit.K3 - 3.0 g, &cido félico - 1.0 g; 2Premix Mineral
(concentragéo/kg de produto): Mn - 60 g, Fe-80g,Zn-50¢g, Cu-10g,Co-2g, |-1ge Se - 250 mg;3Antioxidante = BHT = 100 g/ton;
Quantidade suficiente para 1000 g de veiculos.
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Tabela 2. Gama Glutamil Transferase (GGT); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato
aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA); Fosforo (P); Calcio (Ca); Uréia (URE);
Creatinoquinase (CK); Acido Grico (AU), de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo
superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor durante o segundo ciclo de postura.

Fitase (FTU/kg)
Temp

A Média P-value CV (%) Temp Fit Temp*Fit
Param 0 500 1000 1500 3000

24°C 0,37 1,38 3,34 5,22 0,58 2,18

GGT 30°C 067 412 1,10 037 066 1,38 NS 305,88 085 0,28 0,60
(UL) 36°C 0,67 7,3 1,10 052 041 1,99

Média 057 427 185 203 055

24°C  220B 3,85A 348A 2,70A 240A 2,92 NS

ALT 30°C 1,10B 3,68A 2,82A 274A 2,43A 2,55 Q*0,02 26,78 0,07 0,03 0,01
(UIL) 36°C 4,03A 3,23A 2,80A 251A 3,39A 3,19 Q*0,01
Média 2,44 358 3,03 265 2,74

24°C 264,98 218,01 272,18 238,37 247,89 248,29B
AST 30°C 24366 277,03 307,25 302,99 289,82 284,15A NS 2089 004 086 0,12
(UIL) 36°C 278,52 303,87 223,48 306,93 278,17 278,19AB

Média 262,39 266,3 267,64 28276 271,96

24°C 260,58 303,78 262,70 260,06 303,94 278,21B
FA  30°C 199,14 30055 212,14 223,83 321,68 251,47B  L*0,04 27,98 000 001 091
(U/L) 36°C 284,58 392,63 314,48 354,89 369,83 343,28A

Média 248,10 332,32 263,11 279,59 331,82

24°C 520 505 522 571 529 5,29A
P 30°C 461 454 438 416 4,84 4,50B NS 19,38 0,00 082 083
(mg/dl) 36°C 4,92 447 391 422 420 4,34B

Média 491 468 450 470 477

24°C 19,18 18,12 185 2145 19,88  19,42A
ca 30°C 1873 16,05 17,62 19,01 16,34  17,55B NS 12,00 0,00 019 0,17
(mg/dl) 36°C 17,28 16,68 16,92 1565 17,40  16,78B

Média 18,40 16,95 17,68 18,70 17,87

24°C  436A 544A 438A 3,70A 3,35B 4,25 L*0,01
URE 30°C 4,46A 528A 265B 3,49A 583AB 434 Q*<00 17,39 0,00 <.00 0,00
(mg/dl) 36°C 500A 583A 3,80A 355A 7,25A 5,09 Q*<.00

Média 460 552 361 358 548

24°C 770,70 564,40 748,63 539,40 660,50 656,73
CK  30°C 741,58 740,18 748,33 48515 67420 677,89 NS 2661 093 005 037
(UIL) 36°C 521,23 683,23 75566 567,65 799,59 66547

Média 677,84 662,6 750,88 530,73 711,43

24°C  349A 2,78A 3,99A 3,87A 324A 3,47 NS
AU  30°C 328A 2,75A 2,41B 3,14A 3,25A 2,97 NS 20,14 0,00 015 0,01
(mg/dl) 36°C  4,04A 3,60A 3,93A 301A 3,23A 3,56 L*0,05

Média 3,60 304 344 334 324

CV%-= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam
as temperaturas dentro das concentracgdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 3. Valores médios de espessura de casca (EC), Producéo total de ovos (PRO) e Peso de Figado
(PF) relativo ao segundo e quarto ciclos de postura, de codornas japonesas alimentadas com doses de
fitase e submetidas a trés temperaturas diferentes

Fitase (FTU/KkQ) Média CV,% Temp Fit Temp*Fit

Param o 0 500 1000 1500 3000

24°C  043A 041A 041A 040B 041A 041

30°C  0,40B 0,39A 041A 040B O041A 040 3,60 0,12 003  <0.00
(n'fﬁ) 36°C  0,39b 0,40A 0,39A 0,44A 0,41A 041

Média 041 040 040 041 041

Efeito NS

24°C 66,01 66.75 68,07 70,07 6536 67,258

30°C 8055 76,30 8228 80,74 77,12 79,40A 11,67 <0.00 0,76 0,93
PRO (%) 36°C 66,38 64,94 6431 6151 6257 63,94B

Média 70,98 69,33 7155 70,77 68,35

Efeito NS

24°C 257 251 230 271 252 252
PF(%) 30°C 271 262 246 245 275 260 1429 050 0,03 0,06
Segundo 36°C 2,77 2,71 244 211 251 251
cico TVisdia 2,68 261 240 242 2,60

Efeito Q*0,0037

24°C  2,76AB 2,01B 241A 243A 2,65AB 245
PF (%) 30°C  301A 281A 237A 233A 302A 271 750 <00 0,34 0,01
Quarto  36°C  2,15B 2,43AB 2,19A 217A 2,11B 221
ciclo TVedia 264 2418 219 231 2,59

Efeito NS

CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as
temperaturas dentro das concentracGes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 4. Gama Glutamil Transferase (GGT); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase
(AST); Fosfatase alcalina (FA); Fosforo (P); Calcio (Ca); Uréia (URE); Creatinoquinase (CK); Acido trico (AU),
de codornas japonesas alimentadas com dietas contendo superdosagem de fitase e submetidas a estresse por calor
durante o quarto ciclo de postura.

. - p- Ccv . Temp*
Temp Fitase (FTU/KkQ) Média value (%) Temp Fit Fit

Param 0 500 1000 1500 3000

24°C  1,67A 2,50A 2,00A 3,10A 1,90A 2,23 Q*0,01
GGT 30°C  2,08A 2,20A 1,75A 2,18A 1,30A 1,90 NS 2386 0,18 0,04 0,02
(ULL) 36°C  2,10A 2,08A 1,43A 1,77A 2,50A 1,97 Q*0,01

Média 1,95 2,26 1,72 2,35 1,90

24°C  1,88A 1,48A 1,50A 1,55A 2,05A 1,69 NS
ALT 30°C  2,20A 3,10A 1,54A 1,60A 2,55A 2,20 Q*0,02 32,87 0,04 0,32 0,03
(UL) 36°C  1,93A 1,82A 1,76A 2,30A 1,13B 1,79 NS

Média 2 2,13 1,6 1,82 1,91

24°C 273,66 ~ 258,77 304,03 267,21 322,00 285,13
AST 30°C 267,63 276,56 304,35 29444 29468 28753 NS 1952 0,92 040 0,95
(UL) 36°Cc 269,76 300,50 304,54 286,90 296,10 291,56

Média 270,35 278,61 304,30 282,85 304,26

24°C  1.844,34A 822,20A 2.032,60A 1.942,41A 75563A 1.479,43 NS
EA  30°C 656,03A 1.373,55A 646,67B 611,91B 1.622,04A 982,04 NS 51,24 0,03 0,31 <.00
(UL) 36°C 757,96A 1.676,02A 940,44B 1.788,21A 632,43A 1.159,01 Q*0,01

Média 1.086,11 1.290,59 1.206,57 1.447,51 1.003,37

24°C  3,65A 3,96A 3,99B 5,06A 3,90B 411  Q*0,00
p  30°C  481A 3,43A 4,87A 4,13A 4,53BA 4,35 NS 1355 0,26 0,00 <.00
(mgrdl) 36°C  4,15A 3,78A 3,58B 5,02A 5,30A 437  L*<.00
Média 4,20 3,72 4,14 4,74 4,57

24°C  10,83BA  9,59A 12,41A 11,49BA  10,50B 10,96 NS
Ca 30°C 1341A  12,97A  10,04A 8,87B 17,98A 12,65 Q*<.00 19,23 0,03 0,08 <.00
(mg/dl) 36cc  10,27B  11,32A 11,40A  1361A  11,03B 11,52 Q*0,03

Média 11,50 11,29 11,28 11,32 13,17

24°C  5,67A 6,63A 3,55A 7,00A 8,01A 6,17  Q*0,00
URE 30°C  5,26A 3,44B 5,03A 6,64A 7,69A 561 L*<.00 13,90 0,04 <.00 <.00
(mg/dl) 36°C  5,58A 6,21A 3,57A 6,63A 8,14A 6,02  Q*0,00

Média 5,50 5,42 4,05 6,76 7,94

24°C  443,11A 619,30A 482,41A 509,50B 421,09B 49508 NS
cKk 30°C 701,43A 510,05A 400,70A 802,83A 714,60A 62592 NS 24,34 002 0,23 0,01
(UIL) 36°C 524,06A 644,38A 58598A 533,12B 577,02BA 57291 NS

Média 556,20 591,24 489,70 615,15 570,90

24°C 2,93 3,85 3,52 2,96 3,70 3,39
AU 30°C 3,01 3,66 3,29 3,48 3,85 3,46 L*0,01 17,12 0,44 0,01 0,23
(mg/dl)  36°C 3,77 3,38 3,46 3,20 4,19 3,60

Média 3,24 3,63 3,42 3,21 3,91
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CV%= coeficiente de variacdo, NS= ndo significativo. Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, comparam as temperaturas

dentro das concentracdes de fitase, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, o desempenho das aves obteve melhores resultados nos niveis de
1500FTU e 3000FTU quando criadas em ambientes de estresse térmico por altas
temperaturas, houve alteracdo significativa da relacdo H:L, constatando um maior
estresse para as aves na temperatura de 36°C. Os mesmos niveis de fitase
proporcionam melhores concentragdes de minerais para estas aves (Ca e P). Quanto
a alteracOes renais e hepaticas, faz-se necessarios estudos mais especificos. A
enzima fitase também contribuiu para uma boa taxa de produtividade, uma vez que a

sanidade e a producao estao intimamente interligadas.
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