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RESUMO

Objetivou-se avaliar 0s niveis de amonia, avaliar as lesGes histopatologicas e a
histomorfometria em frangos de corte. Para o experimento, que foi realizado na cidade de
Garanhuns, PE, foram utilizados 182 pintos da linhagem Ross, sendo 91 aves por cada semestre
do ano e estas divididas em trés grupos com 28 animais cada e mais um grupo controle (DO)
com sete animais em cada. As aves foram alojadas em trés galpdes de frangos de corte ndo
climatizados, medindo 2m x 2m em dois ciclos, um entre os meses de fevereiro e margo, e 0
segundo entre junho e agosto, de 2019. Foi utilizada a cama mais utilizada na regido, a de palha
de arroz, no galpdo 1 foi utilizada cama nova; no galpdo 2 foi usada cama ja fermentada
proveniente de galpbes da prépria granja ap6s um ciclo de producéo; e no galpdo 3 foi utilizada
a mesma cama do galpdo 2, a qual era pulverizada diariamente com sete litros de agua. O ciclo
de producdo teve um total de 42 dias, as aves foram eutanasiadas em DO, D7, D21, D35 e D42,
nos quais foram realizadas as coletas. Aferiu-se diariamente a concentracdo de gas aménia em
cada galpéo, em trés turnos (manha, meio-dia e fim da tarde), na altura das aves e do aviarista.
Dois fragmentos de traqueia (por¢do superior e porcdo inferior) foram coletados,
acondicionadas em potes plasticos em solucdo de formalina tamponada a 10% e posteriormente
com alcool a 70% até o processamento histoldgico. As amostras foram processadas por técnica
histoldgica de rotina, sendo emblocadas em parafina, cortadas a 3um, coradas em hematoxilina
e eosina e analisadas em microscopio éptico. Verificou-se que ndao houve diferenca entre as
mensurac6es em diferentes alturas dentro do galpédo, porém ha aumento de emissao de NHz (gas
amonia) no inverno e também nos galpdes que utilizaram cama reutilizada e reutilizada e
molhada. Na histomorfometria, ndo houve diferenca entre as aves, dos diferentes galpdes de
um mesmo ciclo, somente sazonal, nos D35 e D42, as aves criadas na época de altas
temperaturas apresentaram maior espessura de mucosa traqueal. Ja na histopatologia, as lesdes
mais encontradas foram traqueite, hiperplasia de glandula mucosa, desciliacdo e metaplasia de

epitélio traqueal, porém néo houve diferenca estatistica entre os grupos, nem entre os ciclos.

Palavras-chave: Avicultura, bem-estar animal, cronobiologia, gas toxico, histomorfometria.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the ammonia levels, evaluate histopathological lesions and
histomorphometry in broiler chickens. To the experimente, wich was carried out in the city of
Garanhuns, PE, 182 chicks of the Ross lineage were used, with 91 birds for each semestre of
the year divided into three groups with 28 animals each plus a control group (D0) with 7 animals
each. The birds were housed in three unheated broiler houses, measuring 2m x 2m in two cycles,
one between the months of february and march, and the second between june and august, of
2019. The bedding used was the most utilized in the region, the rice straw, in shed 1, new
bedding was used, in shed 2 litter already fermented from the sheds on the farm itself was used
after a production cycle, which was sprayed daily with seven liters of water; and in shed 3, the
same bed as in shed 2 was used, but without spraying. The production cycle had a total of 42
days, the birds were euthanized in DO, D7, D21, D35, D42, in wich collections were carried
out. The concentration of ammonia gas was checked daily in each shed, in three turns (morning,
noon and late afternoon), at the height of the birds and of the employee. Two fragments of
trachea (superior portion and inferior portion) were collected, stored in plastic containers with
10% buffered formalina solution and then 70% alcohol until the histological processing. The
samples were processed by routine histological techinique, being embedded in paraffin, cut at
3um, stained in hematoxylin and eosin and analyzed under na optical microscope. It was found
that there was no difference between the measurments at diferente heights in the shed, but there
is na increase in NH3(ammonia gas) in winter and also in sheds that used reused and reused
wet litter. In histomophometry there was no difference between the birds, from diferente sheds
in the same cycle, only seasonal, in D35 and D42, the birds raised in the high temperature
season had greater tracheal mucosa thickness. In histopathology, the most common lesions were
Tracheitis, mucous gland hyperplasia, deciliation and metaplasia of the tracheal epithelium, but

there was no statistical difference between groups or between cycles.

Keywords: Animal welfare, chronobiology, histomorphometry, poultry, toxic gas.
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira € a terceira no ranking de producdo mundial, atingindo 13.845
milhdes de toneladas de carne de frango em 2020 (ABPA, 2021). Essa € a maior producao nos
ultimos 10 anos (ABPA, 2021), sendo reflexo da alta tecnificacdo aplicada na avicultura
(EMBRAPA, 2018). Neste cenario o estado de Pernambuco se destaca como o maior produtor
da Regido Nordeste do Brasil (ABPA, 2021). Para isso, essa atividade requer um investimento
razoavel, com possibilidade de retorno proporcional a qualidade administrativa da empresa,

uma vez que a margem de lucro € estreita (ROSA et al., 2019).

Uma parte importante da avicultura é a escolha correta da cama, bem como seu manejo
adequado, uma vez que a cama afeta diretamente a salide, os parametros produtivos, a qualidade
de carcaca e o bem-estar dos frangos (STOJCIC et al., 2016). E a reutilizacdo dela permite
diminuir os custos da producéo de frangos, bem como aumenta seu valor agronémico e diminuir
o0 impacto ambiental dessa atividade (CARVALHO et al., 2011).

A utilizagdo de cama em aviarios, visa evitar o contato das aves diretamente com o solo,
absorver a umidade, incorporar dejetos e ainda ajudar na manutencdo da temperatura
(GIROTTO e AVILA, 2003). A sua qualidade é de extrema importancia, uma vez que € um
fator significante na criacdo de frangos de corte, desde o dia um até o abate, pois influencia na
salde, nos parametros produtivos, na qualidade de carcaca e no bem-estar desses animais
(STOJCIC et al., 2016).

Os dejetos dos animais que se acumulam na cama sdo responsaveis pela producédo de
poluentes, especialmente 0 gas amdnia (NH3) em decorréncia da mobilizagcdo do nitrogénio
excretado pelas aves (SOUSA et al., 2016). Esse gas € incolor, corrosivo, volatil e tem odor
repugnante (HAO e YAN, 2013) e sua producdo esta diretamente relacionada ao pH,
temperatura e umidade presente na cama (ELLIOT e COLLINS, 1982). Sendo o0 NH3z 0 maior
poluente atmosférico da avicultura (Y1 et al., 2016a), sabe-se que a emissao desse gas € lesiva
aos frangos (MILES et al., 2006) e seres humanos (DOUGLAS et al., 2018).

O efeito do NH3 € amplamente citado na avicultura (SOLIMAN et al., 2017; WU, et al.,
2017; XIONG et al., 2016; ZHANG et al., 2015a,b), inclusive sua a¢do sobre 0 DNA das aves,
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que induz mutacdes (Y| et al., 2016). Porém hé pouca descri¢cdo morfoldgica e histopatoldgica

das lesdes causadas por esse gas e auséncia de andlises histomorfométricas.

Além disso, 0 gas amonia também é capaz de afetar a regulacdo dos relogios bioldgicos
(WANG et al., 2020). A interferéncia na cronobiologia das aves, no manejo do ciclo claro-
escuro, é algo rotineiro e bem estudado (HIEKE, HUBERT e ATHREY, 2019; RIAZ et al.,
2021; WANG et al., 2020), porém, pouco se sabe sobe a interferéncia de outros sincronizadores,

tais como o NHj3, sobre a saude desses animais.

Diante da importancia da aménia na avicultura mundial, particularmente no Brasil e em
Pernambuco, torna-se essencial avaliar os niveis desse gas na avicultura de corte tradicional,
avaliar se sua producéo ocorre de forma ciclica, bem como estudar a histomorfometria e a
histopatologia de traqueias em frangos de corte submetidos a diferentes manejos de cama

aviaria.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Amoénia na criacdo de frangos de corte

2.1.1. Definigdo

Amédnia é um gas alcalino, incolor e que também pode se apresentar na forma liquida
(DAVIS et al., 2015). Tem um odor repugnante e sufocante, é bastante soliivel em dgua e ocorre
naturalmente na natureza, decorrente principalmente da decomposic¢do de material organico e
queimadas de florestas ou erupcdes vulcanicas (TOXNET, 2018). E o poluente atmosférico

mais preocupante na avicultura (DAVIS et al., 2015).
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2.1.2. Origem

A liberacdo de gas amonia é advinda da fermentacdo de compostos organicos presentes
na cama do aviario, juntamente com os dejetos das aves, ricos em componentes nitrogenados
como &cido Urico (80%), amonia (10%) e ureia (5%). (DAVIS e MORISHITA, 2005; DAVIS
et al., 2015). Assim que excretados, a ureia e 0 acido Urico sdo rapidamente convertidas em
amdnia por acdo enzimética da prdpria excreta e degradacdo pela microbiota presente
(principalmente o Bacillus pasteurii) (DAVIS et al., 2015).

A formacdo e liberacdo desse gas, depende de diversos fatores como Temperatura, pH
e umidade da cama (ABREU et al., 2011; ELIOTTS e COLLINS, 1982). Embora ja se tenha
comprovado que tanto niveis baixos como muito altos de umidade da cama, parecem nao
interferir na emisséo de amonia (ELIOTTS e COLLINS, 1982; WEI et al., 2015).

A cama de frango é um material absorvente que ira recobrir o piso dos alojamentos das
aves, recebendo as excretas desses animais (CAMPOS et al., 2018). A funcdo esperada dessa
cama é que ela absorva a umidade das fezes das aves, bem como demais materiais organicos
que se misturem a ela, forneca uma superficie macia para evitar lesées de ordem mecanica nas
aves e crie um isolamento térmico (CAMPOS et al., 2018; CARVALHO et al., 2011). Os
materiais preferencialmente utilizados como cama na avicultura de corte sdo cascas de arroz,
maravalha, serragem, papel e capim triturado (CAMPOS et al., 2018; CARVALHO et al.,
2011).

O tipo de cama a ser utilizada também influenciard a emissdo desse gas, Freitas et al.
(2011) testaram seis tipos de cama quanto a emissdo de amonia, sendo eles: bagaco de cana;
maravalha; casca de arroz; capim Napier; bagaco de cana + casca de arroz; bagago de cana +
maravalha, e concluiram que s6 ocorre mudanca da emissédo de gas a partir do 28° dia, quando
a cama com bagaco de cana + maravalha apresentou 0os menores e a cama com capim Napier

0s maiores indices de emissdo de gas.
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2.1.3. Maleficios da alta concentracdo de gas amonia

A presenca de amodnia é um problema ndo somente para a saude dos animais, mas
também para a saude dos colaboradores e um dos principais problemas ambientais atrelados a
criagdo de animais (DOUGLAS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2008; NASEEM e KING,
2018). Dentre as criagdes de gado, suinos e aves, ha uma ordem crescente na producdo de
poluentes atmosféricos, especialmente o gas amdnia, que afeta a salde de seres humanos
expostos a ele, podendo causar irritacdo nos olhos e na pele, lesdes em trato respiratorio, dores
de cabeca, vOmitos e essas alteracdes podem se agravar e ocasionar até a morte do individuo
(IVERSEN et al., 2000; SCHIFFMAN, 1998).

Os humanos podem detectar a presenca do gas aménia em concentracGes baixas de até
10 ppm, isso se deve principalmente ao odor repugnante e a acéo irritante do gas em olhos e
mucosas respiratérias. Se a exposi¢do for crbnica, pode causar sinusite crbnica, que por
consequéncia ira dessensibilizar a pessoa quanto a presenca de aménia, possibilitando a

permanéncia em locais com altos niveis de amonia (DAVIS et al., 2015).

Nas aves 0s sinais sdo semelhantes aos vistos em humanos, Oyetunde et al. (1978)
descreveram que instantes ap6s a emissdo de aménia as aves apresentavam dificuldade
respiratoria, com movimentos de cabeca, vermelhiddo dos olhos e em pele abaixo das penas
das asas. Posteriormente observaram as aves ficavam ofegantes, tropegas e deitavam-se ao lado
da porta. Esse comportamento parava apds um tempo e retornava toda vez que o gas era injetado

na camara.

Tém-se amplamente descrito na literatura que ja em concentragdes baixas como 25 ppm,
a presenca do gas amonia é capaz de causar lesGes em trato respiratorio de aves (ANDERSON,
BEARD e HANSON, 1964; AL-MASHHADANI e BECK, 1985; ANSARI et al., 2016).
Dentre as lesdes macroscopicas, destacam-se 0 excesso de muco em traqueia (ANDERSON,
BEARD e HANSON, 1964; AL-MASHHADANI e BECK, 1985) e pulmdes edematosos,
inflamados e com pontos hemorragicos (ANDERSON, BEARD e HANSON, 1964).

Nas lesbes microscopicas no trato respiratorio sao citadas areas com perda de cilios,
principalmente na parte superior da traqueia (OYETUNDE et al., 1978), que parecem possuir
um namero maior de células caliciformes, o que faz sentido em decorréncia da maior presenca
de muco (AL-MASHHADANI e BECK, 1985). Além disso, em niveis de apenas 15ppm de gas
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amonia ja é possivel verificar deterioragdo da estrutura tecidual traqueal, podendo chegar a
deformacéo severa da camada mucosa, inflamag&o na lamina prépria e edema em submucosa
(ZHOU et al., 2021).

Os mecanismos de acdo do gas sobre a traqueia € objeto de diversos estudos recentes,
tem-se atrelado que niveis de 15ppm de gas amodnia j& sdo suficientes para ocasionar lesGes
graves na porgdo superior da traqueia (ZHOU et al., 2021). Acredita-se que grande parte do
aparecimento dessas lesdes se deva a alcalinizagdo da mucosa traqueal, que leva a um
desbalanco na microbiota ali presente, deixando o epitélio mais vulneravel a acdo de diversos

patdgenos, inclusive aqueles de acdo sistémica (XIONG et al., 2016).

Nos pulmdes evidencia-se aumento da espessura da parede alveolar, diminuindo a luz
do alvéolo e por vezes com areas de atelectasia (AL-MASHHADANI e BECK, 1985). Esses
achados contradizem ao proposto por Curtis et al. (1975), que sugeriram que o trato respiratério
inferior ndo seria afetado pela acdo da amdnia, porque esse gas é altamente sollvel em agua,

logo se ligaria ao muco no trato respiratério superior, sem chegar aos pulmaoes.

Além de causar essas lesdes, que a principio podem parecer pequenas, elas acabam por
deixar as aves susceptiveis a agentes patdgenos capazes de causar grandes perdas econémicas
(ANDERSON, BEARD e HANSON, 1964; OYETUNDE et al., 1978), pois deprimem a
resposta imune das aves (WEI et al., 2015; CHEN et al., 2017) e elevam os niveis de diversos
mediadores inflamatdrios (AN et al., 2019; XIONG et al., 2016; ZHOU et al., 2021).

Além do trato respiratdrio é relatado uma irritacdo no aparelho fotorreceptor, causando
lesBes em cdrneas, fotofobia marcante, vermelhiddo ocular e lacrimejamento (ANDERSON,
BEARD e HANSON, 1964). Porém, se em concentragdes constantes de até 25 ppm, essas

lesBes aparentam ser transitorias a partir do 28° dia de exposicdo ao NHz (MILES et al., 2006).

Descreve-se ainda lesbes em coxins das aves, embora ndo se possa relacionar
diretamente a emissdo de amonia ao aparecimento de doenca podal. Sabe-se que a amonia
produzida pelas bactérias presentes na cama, em sua maior parte se mistura a umidade da cama,
fazendo com que esse microambiente se torne alcalino e consequentemente atue como agente
irritante nos coxins (STOJCIC et al., 2016).

Também se tem registros de alteragdes hepaticas (ZHANG et al., 2015a), podendo ser
observados infiltrados inflamatorios, hiperemia, fratura dos corddes esplénicos e atrofia da
polpa vermelha, linfocitos aumentados e amiloidose circundando a camada muscular da parede

arterial (AN et al., 2019). Macroscopicamente se tem relatado uma palidez hepatica (ZARNAB
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et al., 2019), provavelmente decorrente do aumento de colesterol depositado no 6rgdo (SA et
al., 2017).

Ha reducdo em musculatura de peito (Y1 et al., 2016b), como também alteracdes em
deposicdo de gordura, qualidade e palatabilidade desse corte, principalmente devido a
expressdo de diversos genes responsaveis pelo controle do metabolismo lipidico nas aves (Y|
et al., 2016a).

Zhang et al. (2015b), identificaram diminuicdo da taxa de crescimento, diminuicéo das
vilosidades e criptas intestinais, desenvolvimento retardado dos érgéos linfoides como a bolsa
cloacal e indicadores séricos de estresse oxidativo, como aumento de CK (creatina quinase) e
baixa de T-SOD (superoxido dismutase total).

Além disso tudo, ha diminuicdo do apetite das aves e consequente baixa da
produtividade, tanto voltado para frango de corte como para poedeiras (CHARLES e PAYNE,
1966; LU et al., 2016). Sendo registrado até 14,4% de reducdo de peso da carcaca do frango,
quando em condicOes de até 25ppm de gas aménia (ZARNAB et al., 2019).

2.2. Sistema respiratorio das aves

Em comparacdo com os mamiferos, pode-se notar algumas diferencas na constituicao
dos 6rgdos do trato respiratorio das aves (PLOPPER e ADAMS, 2012). Nas aves 0s pulmdes
sd30 esponjosos, compactos e rigidos, também ndo possuem alvéolos pulmonares, apenas
brénquios primarios, secundarios e terciarios (ou parabrénquios), atrios e capilares aéreos, local
onde ocorre a troca gasosa (MORAES, 2021; PLOPPER e ADAMS, 2012).

O trato respiratdrio superior é responsavel por filtrar, aquecer e umedecer o ar inalado
(FEDDE, 1986). Na porcéo final da traqueia as aves possuem a siringe, uma estrutura sacular
responsavel pela emissdo de sons das aves (MORAES, 2021). A traqueia das aves possui anéis
cartilaginosos mais complexos e ndo tem musculatura, 0 que ndo permite mudangas em seu
didametro durante a respiracao, porém o epitélio respiratorio é similar ao dos mamiferos, exceto
pela grande quantidade glandulas mucosas (PLOPPER e ADAMS, 2012).
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Além disso, as aves possuem nove sacos aéreos, cuja principal funcdo é aumentar o
fluxo de ar oxigenado nos pulmdes (ADAMS et al., 2021) (Figura 1), que sdo revestidos por
epitélio escamoso (por vezes até cuboide) simples (PLOPPER e ADAMS, 2012). Alguns sacos
aéreos penetram o0ssos, formando os 0ssos pneumaticos, diminuindo a sua densidade e
facilitando o voo (FEDDE, 1986).

Quando a ave inspira, 0s musculos respiratorios contraem, aumentando 0 espaco
intracavitario e também dentro dos sacos aéreos, criando uma pressdo subatmosférica dentro
dos sacos. Por causa dessa pressdo, o ar passa pelo tecido pulmonar e chega até os sacos aéreos,
quando a ave expira, por contracdo dos musculos expiratdrios, o ar segue o0 caminho inverso
(FEDDE, 1986), como ilustrado na figura 2. Esse fluxo ocorre porque os pulmdes das aves néo

expandem, mas € neles que ocorre a troca gasosa (FEDDE, 1986).

O trato respiratorio inferior das aves € formado pelo monte laringeo, traqueia, pulmdes
e sacos aéreos. Essas estruturas sdo mais sensiveis a agente ambientais irritantes e também mais
susceptiveis a infeccdes, provavelmente por possuir uma vasta area de superficie, com alta
umidade e oxigenacdo, fatores essenciais para o0 desenvolvimento da maioria dos
microrganismos (TULLY Jr., 1995).

Figura 1 — Desenho esquematico do sistema respiratorio das aves, indicando o fluxo do ar dentro
das vias aéreas durante a respiracao.
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Figura 2 — Esquema ilustrando o fluxo de ar, nas principais estruturas do sistema respiratorio
das aves, durante os processos de inspiracao, ilustrado em A e expiracao, ilustrado em B.

Fonte: Adaptado de Plummer e Goller, 2008.

2.3. Cronobiologia

Araujo e Marques (2002) definem a cronobiologia como “uma disciplina cientifica que
se caracteriza como um ramo da ciéncia que estuda a organizagdo temporal dos seres vivos.”
Dentre os ramos da cronobiologia, o estudo da interferéncia dos fatores abi6ticos sobre os
animais, tais como a influéncia do ciclo de luz e escuro, temperatura ambiente, humidade e
tantos outros fatores, é o mais reportado (KRONFELD-SCHOR et al., 2017).

Como uma forma adaptativa a essas mudancas ambientais, 0s seres vivos sdo capazes
de modificar seu comportamento e atividades fisioldgicas, procurando, principalmente,
minimizar prejuizos (ARAUJO e MARQUES, 2002; KRONFELD-SCHOR et al., 2017). Essas
mudancas ambientais, e por consequéncia as adaptacdes dos seres vivos, ocorrem de forma
ritmica, dai surgiu o estudo dos ritmos bioldgicos (ARAUJO e MARQUES, 2002).
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2.3.1. Ciclos biologicos

Em animais vertebrados, os ciclos podem ser classificados de acordo com a
periodicidade (VERAS et al., 2013), podendo ser organizados em: circaseptano, periodos de
dias a semanas; infradianos, periodos superiores a 28 horas; circadiano, periodo de 24 horas; e
ultradianos, periodos menores que 24 horas (PINTO, MURICY e TRETO, 2020). Essa
ritimicidade intrinseca, que guia as adaptacfes do individuo as modificacbes ambientais, visa

antecipar essas mudancas, e otimizar as respostas dos individuos (DIALLO et al., 2020).

Dentre os ritmos biolégicos, o mais estudado é o ciclo circadiano (ou ritmo circadiano),
que é a regulacdo dos processos biologicos dos seres vivos, de forma ritmica, em um periodo
de 24 horas (SANTOS e MOURA, 2019). Esse ritmo é ditado pela rotacdo do planeta Terra em
torno do seu proprio eixo, que gera um ciclo de claro-escuro em aproximadamente 24 horas
(PINTO, MURICY e TRETO, 2020).

O ciclo dos ritmos pode ser expresso em graficos, onde a distancia entre um pico e outro,
da variacdo estudada, compreende o periodo desse ciclo (Figura 3) (PINTO, MURICY e
TRETO, 2020). Esses picos respondem a mudangas ambientais com agdo sincronizadora,
chamadas de Zeitgeber, esses sincronizadores se suprimidos afetaram diretamente a ritmicidade
do fendmeno estudado, ocorrendo um ritmo bioldgico free-run, ou seja, deixa de responder a
ciclicidade imposta pelo Zeitgeber. Podem haver sincronizadores relacionados a outros ciclos
que ndo somente ao geofisico, como por exemplo o ciclo da disponibilidade de alimento
(VERAS et al., 2013).

A compreensdo desses ritmos bioldgicos é de suma importancia para compreensao dos
processos fisioldgicos dos animais e seres humanos, bem como para entendimento das
alteragBes bioldgicas ativadas por alteracdes nos sincronizadores (ANGELES-
CASTELLANOS et al., 2007). Os parametros clinicos e laboratoriais, tais como dosagens
hormonais, metabolizacdo celular, pressao arterial, entre outros, modificam junto com o ritmo
biolégico do individuo, sendo menos determinantes na espécie humana, devido a sua grande
capacidade de adaptacdo, principalmente a mudancas ambientais (MARTINEZ-CARPIO e
COROMINAS, 2004).
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Figura 3 — Representacdo grafica de dados com caracteristicas de ciclo circadiano, no eixo y
estdo ilustradas medidas aleatdrias e no eixo x o tempo decorrido. Em destaque estao indicados
0 ponto mais baixo do evento, denominado Nadir, e 0 ponto mais elevado indicado como Peak,
a distancia entre o pico da curva e o Nadir, indicado como Amplitude e o tempo de duracgéo de
um ciclo, ilustrado como Period.
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Fonte: Pinto, Muricy e Treto, 2020.

Os ritmos bioldgicos interferem diretamente na susceptibilidade, resposta clinica e
progndstico dos animais frente a doencas infecciosas (DIALLO et al., 2020; RIAZ et al., 2021).
Como por exemplo o ritmo circadiano pulmonar em mamiferos, que € gerado a nivel celular,
mediado por diversos genes, capazes de alterar o calibre e a resisténcia das vias aéreas,

desencadear sintomas respiratdrios e mediar reagdes inflamatérias (WANG et al., 2020).

Os ritmos podem sofrer alteracdes que vao além do ciclo de luz-escuriddo e dos
reguladores enddgenos dos reldgios bioldgicos, outros fatores externos como o gas amonia
(poluente aéreo), também influenciam as respostas as injurias nos animais (WANG et al.,
2020). Essas interferéncias podem levar a alteragdes de microbiota (HIEKE, HUBERT e
ATHREY, 2019), de desempenho zootécnico (RIAZ et al., 2021) e até alteracdes
histopatolégicas (WANG et al., 2020).

Para que isso possa ocorrer, algumas estruturas sao responsaveis pela interpretacdo dos
Zeitgeber, em mamiferos o ndcleo supraquiasmatico é o coordenador dessa sincronizagao
(DIALLO et al., 2020; SANTOS e MOURA, 2019). Em aves essa interpretacdo € um pouco
mais complexa, € um sistema composto por trés marcadores: 0 ndcleo supraquiasmatico;
glandula pineal; e retina (AYO et al., 2017; HIEKE, HUBERT e ATHREY, 2019).

A manipulacdo do fotoperiodo tornou-se algo rotineiro e essencial na avicultura

moderna, tanto para aumento de performance como promocao de bem-estar animal (HIEKE,
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HUBERT e ATHREY, 2019). O controle do periodo de luz é utilizado principalmente no
incubatdrio, visando melhorar a taxa de eclosdo, qualidade de pintainhos, performance pos-
eclosdo, e tantos outros fatores que interferem diretamente no ganho econémico da atividade
(RIAZ et al., 2021).

Além disso, 0 manejo sobre o estimulo luminoso vem sendo utilizado para controlar o
comportamento reprodutivo, reduzir canibalismo e aumentar o consumo de alimento (HIEKE,
HUBERT e ATHREY, 2019). Mas a influéncia do ciclo circadiano nas aves, também ocorre a
nivel de metabolismo celular, mediando o estresse oxidativo e portanto, a capacidade de

resposta celular a injurias diversas (AYO et al., 2017).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Todo o experimento foi conduzido sob os termos e condicdes dos Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA) aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), com numero de licenca 136/2018.

As aves foram eutanasiadas por deslocamento cervical, de acordo com a Resolucéo
Normativa N° 37/2018 — Diretrizes da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2. Local

O experimento foi realizado em uma granja particular localizada na cidade de

Garanhuns-PE, por ser uma das regides de maior producéo de frango de corte no Estado e onde
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existem pequenos produtores que relatam problemas com o gas amoénia proveniente da cama
provocando lesfes em seu plantel. O clima dessa regido é classificado como Aw (clima tropical

com chuvas de verdo) na classificacdo de Koppen- Geiger.

Foram utilizados trés galpdes de frangos de corte em dois ciclos, um entre os meses de
fevereiro e marco de 2019, em época quente, cuja temperatura variou entre 33,6°C e 18,2°C
(umidade minima absoluta 30 a 31%) e o segundo entre junho e agosto do mesmo ano, em
época fria, cuja temperatura variou entre 25,1°C e 14,5°C (umidade minima absoluta 44 a 56%)
(APAC, 2019abcde).

Os galpbes mediam 2m x 2m, todos com orientacdo leste-oeste, ndo climatizados. A
cama de escolha foi a palha de arroz, por ser um dos tipos mais amplamente utilizado no
Nordeste brasileiro. No galpdo 1, foi utilizada cama nova de palha de arroz sem aditivos; no
galpdo 2 foi reutilizada cama de palha de arroz ja fermentada proveniente de galpdes da propria
granja ap6s um ciclo de producéo; ja no galpdo 3 foi utilizada a mesma cama do galpdo 2, a
qual era umedecida diariamente com pulverizacdo de sete litros de dgua. A densidade de aves
no galp3o de alojamento foi de no maximo 11 aves/m?, para todos os galpdes, que é considerada

ideal de acordo com 0 Manual de Manejo de Frangos Ross (2014).

3.3. Amostragem

Foram utilizados no total 182 pintos da linhagem Ross, sendo 91 aves por cada estagéo
do ano, divididas em trés grupos com 28 animais cada e um grupo controle (D0) com mais sete
animais. O ciclo de producdo levou em consideragdo a média de tempo de criacdo de frangos
de corte comercialmente, sendo estes 42 dias. As coletas foram realizadas em DO (sete aves),
D7 (21 aves), D21 (21 aves), D35 (21 aves) e D42 (21 aves), sendo eutanasiadas sete aves por

grupo nos referidos tempos.

O DO corresponde ao momento da chegada dos pintos ao galpdo, pois esse momento é
decisivo para o bom desenvolvimento do lote, além de ser considerado critico para o arranque
inicial das aves. Para este experimento, esse grupo foi considerado o controle negativo de
amoOnia, uma vez que as aves ainda ndo haviam sido expostas ao efeito desse géas, por ainda ndo

terem sido alojadas.
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Todas as aves foram pesadas em balanga digital SF 400 — Global Home®), para o

acompanhamento do seu desenvolvimento.

3.4. Avaliacdo histologica e histomorfométrica

Em todos os tempos pré-determinados foram coletadas amostras de traqueia (por¢édo
superior e porcado inferior). Todas as amostras foram fixadas em solugéo de formalina a 10%
tamponada (pH 7), durante 24h e posteriormente acondicionadas em potes plasticos com alcool
a 70% e entdo seguiu-se o processamento histolégico no Laboratério de Histologia Animal do

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA).

Todas as amostras foram processadas por técnica histoldgica de rotina, a qual consiste
em desidratacdo em concentracGes de crescentes alcool, diafanizacdo em xilol, impregnadas em
parafina e emblocadas em parafina. Os blocos foram cortados a 3um, e em seguida, as laminas

foram coradas em hematoxilina e eosina para posterior analise em microscopio optico.

Para andlise histomorfométrica da mucosa traqueal foi utilizado o protocolo de Nunes
et al. (2002), sendo as laminas observadas e fotografadas em objetiva de 4x em um microscopio
optico trinocular LEICA DM500 acoplado a uma cadmera digital LEICA ICC50 HD®, sendo a
imagem captura e analisada por meio do software Leica LAS EZ® (Leica Microsystems,
Buffalo Grove, USA). As mensuracdes da espessura da mucosa traqueal, foram realizadas em
imagens digitais, por meio de dez diferentes pontos equidistantes 100pum entre si, utilizando o
software Image J®. O programa foi calibrado utilizando uma fotomicrografia no mesmo
aumento (4x) de uma régua micrométrica de 0,01 mm LEICA (50 mm — Referéncia 10310345),

na qual 69 pixels equivalem a 100 micrémetros.

Para avaliacao histopatologica da traqueia e demais 6rgéos, foi adotado o protocolo de
Sesti et al. (2013) com adaptac¢des (Quadro 1). Lesdes como hiperemia, congestdo, hemorragia,
metaplasia escamosa, achatamento epitelial, desprendimento de epitélio, necrose de epitélio,
hiperplasia e hipertrofia de glandulas mucosas, deplecdo de glandulas mucosas, desciliacao,

traqueite e fibroplasia, foram analisadas quanto ao grau de intensidade e distribuicao.
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Quadro 1 — Esquema detalhando a avaliagdo das les6es histopatoldgicas quanto a distribuicéo

e intensidade por meio de escore.

Categoria Escore Significado
Distribuicéo 0 Ausente
1 Focal
2 Focalmente extensa
3 Multifocal
4 Multifocal a coalescente
5 Difusa
Intensidade 0 Ausente
1 Discreta
2 Moderada
3 Acentuada

Fonte: Adaptado de Sesti et al. (2003).

3.5. Afericdo de gas amonia, temperatura e umidade ambiental

O monitoramento do ambiente aéreo foi realizado diariamente, em trés momentos —

inicio da manh&, meio-dia e fim da tarde. Aferiu-se a concentragcdo de amonia na altura das aves

e na altura do rosto do tratador responsavel pela manutencdo dos galpdes, por um detector de

gas amonia (Ammonia Gas Detector - Smart sensor, modelo: SSEYL AR8500), que fornece

leituras simultaneas dos niveis de aménia em ppm e temperatura em Célsius. Os niveis de

umidade ambiental eram aferidos nos dias de coleta utilizando um termo-higrémetro (Thero-

anemometer UA — 965, UYIGAO®).
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3.6. Anélise estatistica para histomorfometria e histopatologia traqueal

Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software comercial GraphPad Prism
(versdo 7.0). Para a variavel espessura da mucosa traqueal foi aplicado o teste paramétrico
ANOVA. Ja as lesBes histopatoldgicas foram analisadas utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo dos pesos das aves,
foi empregado o teste de normalidade ANOVA e posteriormente o teste t-student com

significancia de 5%.

3.7. Tratamento matematico para estudo ritmico

Apbs a tabulacdo dos resultados, em tabelas no programa Excel® foi realizada a
normalizacdo dos dados referentes ao nivel de amodnia, expressando-o em termos de
ppm/C/Ave; ou seja, em termos da temperatura em Célsius (C) no momento da afericdo, e
considerando-se a variagdo no nimero de animais em cada grupo, uma vez que a cada periodo
eram retirados sete animais para que fossem efetuadas as avaliagdes estruturais e

histopatoldgicas, nos periodos de 7, 14, 21, 35 e 42 dias.

O teste estatistico de Fisher foi aplicado para a verificacdo das diferencas entre as
afericOes efetuadas nos niveis A e B, assim como para avaliacdo das condicdes de temperatura

e umidade ao longo dos diferentes periodos de experimentacéo.

Para a verificacdo da ocorréncia de ritmos de variacdo temporal dos niveis de aménia
em cada grupo, foi determinado o coeficiente Hurst (H), considerando-se as metodologias
sugeridas em Miranda e Andrade (2001), assim como os trabalhos de Breslin e Belward (1999)
e Peters e Chistensen (2006).

Para a determinacdo dos padrdes de variagdo ritmica dos niveis de amdnia em todos 0s

grupos, nos dois diferentes contextos, foi empregado o método COSINOR desenvolvido em
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planilha do Programa Excel versdo 2010 da Microsoft, tomando-se como referéncia os
trabalhos de Refinetti, et al (2007), e Cornelissen (2014).

Para uma avaliacdo da capacidade descritora das equacdes obtidas, foi empregado o
método de Fisher, como sugerido em Cornelissen (2014), utilizando-se das tabelas estatisticas
e os respectivos valores dos coeficientes de determinacdo R? considerando-se um valor de

p<0,01 para uma avaliacdo das diferencas estatisticas, quando presentes.

Para uma comparacdo estatistica entre os diferentes grupos foi empregado o teste Fisher
mediante planilha estatistica do programa Excel da Microsoft versdo 2010, considerando-se

para estabelecer os niveis de discrepancia um valor critico de p<0,05.

4. REFERENCIAS

ABPA — Associacdo Brasileira de Proteina Animal. Relatorio anual 2021. p.1-75. 2021.

ABREU, V. M .N. ; ABREU, P. G.; COLDBELLA, A.; CONCEICAO, V. e CHINI, A.
Metodologia de determinacdo do ph e da temperatura da cama de aviario em tempo real. IN:
Anais do XL Congresso Brasileiro de Engenharia Agricola - CONBEA 2011. Cuiaba — MT,
Brasil, 2011.

ADAMS, K.; BERMINGHAM, C.; LORENZ, M.; FRANK, J. e OSOSKI, E. The Avian
Respiratory Sistem. [s.d.]

AGENCIA PERNAMBUCANA DE AGUAS E CLIMA (APAC). Boletim climatico: sintese
climética. v.7, n.2, 33p. Recife, 2019a

AGENCIA PERNAMBUCANA DE AGUAS E CLIMA (APAC). Boletim climético: sintese
climatica. v.7, n.3, 33p. Recife, 2019b

AGENCIA PERNAMBUCANA DE AGUAS E CLIMA (APAC). Boletim climatico: sintese
climatica. v.7, n.6, 33p. Recife, 2019¢c

AGENCIA PERNAMBUCANA DE AGUAS E CLIMA (APAC). Boletim climatico: sintese
climatica. v.7, n.7, 33p. Recife, 2019d

AGENCIA PERNAMBUCANA DE AGUAS E CLIMA (APAC). Boletim climético: sintese
climatica. v.7, n.8, 33p. Recife, 2019e



26

AL-MASHHADANI, E. H.; BECK, M. M. Effects of atmospheric ammonia on the surface
ultrastructure of the lung and trachea of broiler chicks. Poultry Science, n.64, p.2056 — 2061.
1985.

AN Y., XING H., ZHANG Y., JIA P., GU X. e TENG X. The evaluation of potential
immunotoxicity induced by environmental pollutant ammonia in broilers. Poultry Science, p.
1-11. 2019. DOI: http://dx.doi.org/10.3382/ps/pez135

ANDERSON, D. P.; BEARD, C. W.; HANSON, R. P. The Adverse Effects of Ammonia on
Chickens Including Resistance to Infection with Newcastle Disease Virus Avian Diseases, V.
1,n.8, p. 369 — 379. 1964.

ANGELES-CASTELLANOS M., RODRIGUEZ K., SALGADO R. e ESCOBAR C.
Cronobiologia médica. Fisiologia y fisiopatologia de los ritmos bioldgicos. Revista de la
Facultad de Medicina UNAM, v.50, n.6, p.238-241. 2007.

ANSARI, A. R.; GE, X.; HUANG, H.; HUANG, X.; ZHAO, X.; PENG, K.; ZHANG, J.; LIU,
H. Effects of lipopolysacharide on the histomorphology and expression of toll like receptor 4
in the chicken trachea and lung. Avian Pathology, n.45, v.5, p. 530 — 537. 2016.

ARAUJO J.F. ¢ MARQUES N. Cronobiologia: uma multidisciplinaridade necesséria.
Margem, Sdo Paulo, n.15, p. 95-112, jun. 2002.

AYO J.0., MAKERI H.K., MINKA N.S. e ALUWONG T. Circadian rhythms of biomarkers
of oxidative stress and their characteristics in broiler chickens reared under natural light/dark
cycle. Biological Rhythm Research. 2017. https://doi.org/10.1080/09291016.2017.1336880.

BRESLIN M.C. e BELWARD J.A. Fractal Dimensions for Rainfall Time Series. Mathematics
and Computers in Simulation, n.48, p.437-446. 1999.

CAMPOS M.F.F.S., TEOFILO T.S., CHAVES D.P., SANTOS A.C.G., LOPES B.C.A,
BEZERRA N.P.C. e TORRES M.A.O. Identificacdo parasitolégica da cama de frango
reutilizada em uma granja avicola. Revista Brasileira Ciéncia Veterinaria, v. 25, n. 1, p. 27-
30, jan./mar. 2018.

CARVALHO, T. M. R.; MOURA, D. J.; SOUZA, Z. M.; SOUZA, G. S.; BUENO, L. G. F.
Qualidade da cama e do ar em diferentes condic¢des de alojamento de frangos de corte. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, n.4, v.46, p. 351 — 361. 2011.

CHARLES, D. R.; PAYNE, C. G. The influence of graded levels of atmospheric ammonia on
chickens. British Poultry Science, n.7, v.3, p. 189 — 198. 1966.

CHEN, H.; YAN, F. F.; HU, J. Y.; WU, Y.; TUCKER, C. M.; GREEN, A. R.; CHENG, H.W.
Immune Response of Laying Hens Exposed to 30 ppm Ammonia for 25 Weeks. International
Journal of Poultry Science, n.16, p. 139 - 146. 2017.

CORNELISSEN G. Cosinor-based rhythmometry. Theoretical Biology and Medical
Modelling, n.11, p.1-24. 2014.


https://doi.org/10.1080/09291016.2017.1336880

27

CURTIS, S. E.; ANDERSON, C. R.; SIMON, J.; JENSEN, A. H.; DAY, D. L.; KELLEY, K.
W. Effects of aerial ammonia, hydrogen sulfide and swine-house dust on rate of gain and
respiratory-tract structure in swine. Journal of Animal Science, v. 41, n. 3, p. 735 — 739. 1975.

DAVID, B.; MEJDELL, C.; MICHEL, V.; LUND, V.; MOE, R. O. Air quality in alternative
housing systems may have na impact on laying henwelfare. Part Il-—ammonia. Animals, n.5,
p. 886 — 896. 2015.

DAVIS, M.; MORISHITA, T. Y. Relative ammonia concentrations, dust concentrations, and
presence of salmonella species and escherichia coli inside and outside commercial layer
facilities. Avian Diseases, n.49, p. 30 — 35, 2005.

DIALLO A.B., COIFFARD B., LEONE M., MEZOUAR S. e MEGE J. For Whom the Clock
Ticks: Clinical Chronobiology for Infectious Diseases. Frontiers in Immunology, v.11,
n.1457, p. 1-11, jul. 2020.

DOUGLAS, P.; ROBERTSON, S.; GAY, R.; HANSELL, A. L.; GANT, T. W. A systematic
review of the public health risks of bioaerosols from intensive farming. International Journal
of Hygiene and Environmental Health, n. 221, p. 134 — 173. 2018.

ELLIOTT, H. A.; COLLINS, N. E. Factors affecting ammonia release in broiler houses.
Transactions of the ASAE, n.25, v.2, p. 0413 — 0418. 1982.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Estatisticas — Portal
EMBRAPA. Acesso em Janeiro 2018. Disponivel em: https://www.embrapa.br/suinos-e-
aves/cias/estatisticas.

FEDDE M.R. Respiration. In: STURKIE P.D.. Avian Physiology. 4. ed. New York: Springer-
Verlag, 1986. cap. 9, p. 191-220.

FREITAS, L. W.; GARCIA, R. G.; NAAS, I. A,; CALDARA, F. R.,; LIMA, N. D. S.
Volatilizacdo de amonia em diferentes tipos de cama para frangos de corte. Revista Brasileira
de Engenharia de Biossistemas — Tup, n.3, v.5, p. 142 — 151. 2011.

GIROTTO, A. F.; AVILA, V. S. Aspectos da producdo, exportacdo, consumo e custos de
producéo e implantacdo de aviarios. Sistemas de producéo de frangos de corte - EMBRAPA
Suinos e Aves, n.1. 2003.

HAO, J.; YAN, B. Simultaneous determination of indoor ammonia pollutionand its biological
metabolite in human body by use of a recyclable nanocrystalline lanthanide functionalized
MOF. Nanoscale, n.8, v.5, p. 2881 — 2886. 2016.

HIEKE A.C., HUBERT S.M. e ATHREY G. Circadian disruption and divergent microbiota
acquisition under extended photoperiod regimens in chicken. PeerJ, n.7, p. 1-28. 2019. DOI
10.7717/peer}.6592

IVERSEN, M.; KIRYCHUK, S.; DROST, H.; JACOBSON, L. Human health effects of dust
exposure in animal confinement buildings. Journal of agricultural safety and health, n.6, v.4,
p. 283 — 288. 2000.


https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/cias/estatisticas
https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/cias/estatisticas

28

KRONFELD-SCHOR N., N, VISSER M.E., SALIS L. e van GILS J.A. Chronobiology of
interspecific interactions in a changing world. Philosophical Transactions B, n. 372, p. 1-13.
2017.

LU M., BAI J.,, WEI F., XU B., SUN Q., LI J.,, WANG G., TANG X., ZHANG H., YIN Q. e
LI S. Effects of alpha-lipoic acid supplementation on growth performance, antioxidant capacity
and biochemical parameters for ammonia-exposed broilers. Animal Science Journal, 2016.
DOI:10.1111/asj.12759

MARTINEZ-CARPIO P.A. e COROMINAS A. Introduccion general a la cronobiologia clinica
y a la manipulacién terapéutica de los ritmos biolégicos. Medicina Clinica (Barcelona), v.
123, n. 6, p. 230-235. 2004.

MEDEIRQOS, R.; SANTOS, B. J. M.; FREITAS, M.; SILVA, O. A.; ALVES, F. F;
FERREIRA, E. A adi¢do de diferentes produtos quimicos e o efeito da umidade na volatilizacdo
de amonia em cama de frango. Ciéncia Rural, n.8, v. 38, p. 2321 — 2326. 2008.

MILES, D. M.; MILLER, W. W.; BRANTON, S. L.; MASLIN, W. R.; LOTT, B. D. Ocular
Responses to Ammonia in Broiler Chickens. Avian Diseases, n.50, v.1, p. 45 - 49. 2006.

MIRANDA J.G.V. e ANDRADE R.F.S. R/S Analysis of Pluviometric Record: Comparison
with Numerical Experiments. Physica A, n.295, p.38-41. 2001.

MORAES P.L. Sistema respiratorio das aves. Mundo Educacdo. 2021. Disponivel em:
https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/sistema-respiratorio-das-aves.htm. Acesso em: 2
abr. 2021.

NASEEM, S.; KING, A. J. Ammonia production in poultry houses can affect health of humans,
birds, and the environment—techniques for its reduction during poultry production.
Environmental Science and Pollution Research, n.16, v.25, p.15269 — 15293. 2018.

NUNES J.E.S., VASCONCELOS A.C., JORGE M.A., GUIMARAES E.B., PAIXAO T.A,
MARTINS N.R.S. e RESENDE J.S. Estudo comparativo da viruléncia de amostras de vacina
do virus da doenca de Newcastle em galinhas SPF por meio da analise morfométrica da
espessura traqueal. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.54 p.335-
339. 2002.

OYETUNDE, O. O. F.; THOMSON, R. G.; CARLSON, H. C. Aerosol exposure of ammonia,
dust and Escherichia coli in broiler chickens. Canadian veterinary journal n.19, p. 187 -193.
1978.

PETERS O. e CHRISTENSEN K. Rain Viewed as Relaxational Events. Journal of Hidrology,
n.328, p.46-55. 2006.

PINTO W.J.,, MURICY V.C. e TRETO R.R.R. Ritmos bioldgicos no sistema enddcrino.
Brazilian Journal of Development, Curitiba, v. 6, n. 7, p.53677-53696, jul. 2020.

PLOPPER C.G. e ADAMS D.R. Sistema respiratério. In: EURELL J.A. e FRAPPIER B.L.
Histologia Veterinaria de Dellmann, 6 ed., Sdo Paulo: Manole, 2012. cap. 9, p.153-169.


https://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/sistema-respiratorio-das-aves.htm

29

RIAZ M.F., MAHMUD A., HUSSAIN J., REHMAN A., USMAN M., MEHMOOD S. e
AHMAD S. Impact of light stimulation during incubation on hatching traits and post-hatch
performance of commercial broilers. Tropical Animal Health and Production n.53, p.1-8.
2021.

ROSA C.O., GIMENES R.M.T., GARCIA R.G., RUVIARO C.F. e SORDI V.F. sistema de
iluminacdo em LED na avicultura de corte: aspectos econdmicos. In: Il ENCONTRO
INTERNACIONAL DE GESTAO, DESENVOLVIMENTO E INOVACAO, Navirai, MS.
Anais [...]. 2019. P. 1-5.

SA R.N., XING H., LUAN S.J., SUN Y.B., SUN C.Y. e ZHANG H.F. Atmospheric ammonia
alters lipid metabolism-related genes in the livers of broilers (Gallus gallus). Journal of Animal
Physiology and Animal Nutrition. p.1-7, 2017. DOI: 10.1111/jpn.12859

SANTOS A.A. e MOURA M.D.G. Reldgio bioldgico: revisdo de literatura. Revista da
Universidade Vale do Rio Verde, v.17, n. 1, p.1-6. 2019.

SCHIFFMAN, S. S. Livestock odors: implications for human health and well-being. Journal
of animal Science, n.76, p. 1343 — 1355. 1998.

SESTI L., KNEIPP C., PARANHOS R., PAULET P., CABAZAN C. Field safetyand efficacy
of vector Marek’s/Newcastle Disease Vaccine (r-HVT-NDV) as assessed by clinical and
productive performance in a large population of commercial broilers. In. WESTERN
POULTRY DISEASE CONFERENCE (WPDC), Sacramento, California. Anais [...]. 2013.
p.19-22.

SOLIMAN, E. S.; MOAWED, S. A.; HASSAN, R. A. Influence of microclimatic ammonia
levels on productive performance of different broilers’ breeds estimated with univariate and
multivariate approaches. Veterinary World, n.10, v.8, p. 880 — 887. 2017.

SOUSA, F. C.; TINOCO, I. F. F.; PAULA, M. O.; SILVA, A. L.; SOUZA, C. F.; BATISTA,
F. J. F.; BARBARI, M. Medidas para minimizar a emissao de amonia na producéo de frangos
de corte: revisdo. Revista Brasileira de Engenharia de Biossistemas, n.1, v.10, p. 51 — 61.
2016.

STOJCIC, M. D.; BJEDOV, S.; ZIKIC, D.; PERIC, L.; MILOSEVIC, N. Effect of straw size
and microbial amendment of litter on certain litter quality parameters, ammonia emission,and
footpad dermatitis in broilers. Archives animal breeding, n. 59, p. 131 — 137. 2016.

TOXNET — TOXICOLOGY DATA NETWORK. CASRN: 7664-41-7, Ammonia. Acesso em
10.12.2018.https://toxnet.nIm.nih.gov/caiin/sis/search/a?dbs+hsdb: @term+@DOCNO+162.

TULLY, T. N. Avian respiratory diseases: Clinical overview. Journal of avian medicine and
surgery, v. 9, n. 3, p.162-174. 1995

VERAS G.C., MURGAS L.D.S., ZANGERONIMO M.G., OLIVEIRA M.M., ROSA P.V. e
FELIZARDO V.O. ritmos bioldgicos e fotoperiodo em peixes. Archivos de Zootecnia, v. 62,
p. 25-43. 2013.


https://toxnet.nlm.nih.gov/cgiin/sis/search/a?dbs+hsdb:@term+@DOCNO+162

30

WANG L., SHI X., ZHENG S. e XU S. Selenium deficiency exacerbates LPS-induced
necroptosis by regulating miR-16-5p targeting PI3K in chicken tracheal tissue. Metallomics,
n. 12, p. 562-571. 2020.

WELI, F. X.; HU, X. F.; XU, B.; ZHANG, M. H.; LI, S. Y.; SUN, Q. Y.; LIN, P. Ammonia
concentration and relative humidity in poultry houses affect the immune response of broilers.
Genetics and molecular research, n.14, v.2, p. 3160 — 3169. 2015.

WU, Y.N.; YAN, F. F,; HU, J. Y.; CHEN, H.; TUCKER, C. M.; GREEN, A. R.; CHENG, H.
W. The effect of chronic ammonia exposure on acute-phase proteins, immunoglobulin, and
cytokines in laying hens. Poultry Science, n.96, p. 1524 — 1530. 2017.

XIONG, Y.; TANG, X.; MENG, Q.; ZHANG, H. Differential expression analysis of the broiler
tracheal proteins responsible for the immune response and muscle contraction induced by high
concentration of ammonia using iITRAQ-coupled 2D LC-MS/MS. Science China Life
Sciences, n. 11, v. 59, p. 1166 — 1176. 2016.

Yl B.,, CHEN L., AS R., ZHONG R., XING H. e ZHANG H. High concentrations of
atmospheric ammonia induce alterations of gene expression in the breast muscle of broilers
(Gallus gallus) based on RNA-Seq. BMC Genomics, v.17, n.598, p.1-11. 2016a.

Yl B., CHEN L., AS R., ZHONG R., XING H. e ZHANG H. Transcriptome Profile Analysis
of Breast Muscle Tissues from High or Low Levels of Atmospheric Ammonia Exposed Broilers
(Gallus gallus). PLoS ONE, v.11, n.9, p.1-15. 2016b.

ZARNAB S., CHAUDHARY M.S., JAVED M.T., KHATOON A., SALEEMI M.K., AHMED
T., TARIQ N., MANZOOR F., JAVED 1., ZHANG H., ZHENHUA X. e PENG Y. Effects of
Induced High Ammonia Concentration in Air on Gross and Histopathology of Different Body
Organs in Experimental Broiler Birds and its Amelioration by Different Modifiers. Pakistan
Veterinary Journal, v. 39, n. 3, p. 371-376. 20109.

ZHANG, J.; LI, C.; TANG, X.; LU, Q.; SA, R.; ZHANG, H. High Concentrations of
Atmospheric Ammonia Induce Alterations in the Hepatic Proteome of Broilers (Gallus gallus):
an iTRAQ-Based Quantitative Proteomic Analysis. PLoS ONE, n.10, v.4, p. 1 — 18. 2015a.

ZHANG, J.; LI, C.; TANG, X.; LU, Q.; SA, R.; ZHANG, H. Proteome changes in the small
intestinal mucosa of broilers (Gallus gallus) induced by high concentrations of atmospheric
ammonia. Proteome Science, n.13, v.9, p. 1 — 14. 2015b.

ZHOU Y., ZHANG M., LIU Q. e FENG J. The alterations of tracheal microbiota and
inflammation caused by different levels of ammonia exposure in broiler chickens. Poultry
Science, n. 100, p. 685-696. 2021.



31

5. ARTIGOS CIENTIFICOS
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Artigo intitulado “Variacéo circadiana dos niveis de amo6nia em criacdo tradicional de
frango de corte sob diferentes condicdes climéticas”, que foi submetido a revista Biological
Rhythm Research.
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VARIACAO CIRCADIANA DOS NIVEIS DE AMONIA EM CRIACAO
TRADIDIONAL DE FRANGO DE CORTE SOB DIFERENTES CONDICOES
CLIMATICAS

O Brasil é o pais que mais exporta carne de frango no mundo. Condic¢Bes de alojamento
constituem um dos maiores entraves na avicultura, dentre esses a exposicdo ao gas amonia
(NH3). O NH 3 pode lesionar diversos tecidos e gerar modificacBes genéticas prejudiciais.
Portanto objetivou-se verificar e descrever se hd uma variacdo ritmica nos niveis de NH3 em
galpdes de frango de corte, criados em sistema tradicional. Foram utilizadas 182 aves, sendo
91 criadas em periodo quente e seco e 91 em periodo frio e tmido, com cama aviaria de palha
de arroz em trés diferentes apresentacfes; nova, reutilizada ap6s um ciclo de criacdo e
reutilizada apds um ciclo de criagdo com umedecimento diario. Foram realizadas trés afericdes
diariamente, em duas alturas, durante o ciclo de 42 dias. Os dados foram tabulados e
normalizados expressando-os em termos de ppm/C/Ave. O teste estatistico de Fisher foi
aplicado para a verificacdo das diferencas entre os pontos de aferi¢des e avaliar temperatura e
umidade. Na verificacdo da ocorréncia de ritmos de variacdo temporal dos niveis de amdnia,
foi determinado o coeficiente Hurst (H) e na determinacdo dos padrdes de variacdo ritmica dos
niveis de NH3, foi empregado o método COSINOR. Para a capacidade descritora das equacgdes
obtidas, foi empregado o método de Fisher, considerando-se um valor de p < 0,01 para uma
avaliacdo das diferencas estatisticas, quando presentes. Verificou-se que ha uma variacdo
ritmica nos niveis de NH3 durante o ciclo de criacdo de 42 dias, bem como que em época fria
0s niveis de amdnia aumentam ligeiramente, entretanto, os diferentes tipos de cama aviaria
testados ndo parecem influenciar significantemente nos niveis de amonia. Esses resultados
permitem adaptacGes a0 manejo em cria¢Oes de frango de corte, proporcionando um ambiente

seguro para as aves e trabalhadores, minimizando prejuizos.

Palavras-chave: Ciclo circadiano; Frango; Gallus Gallus domesticus; Poluente

atmosférico; Ritmicidade.
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Introducgéo

A producdo de frango de corte brasileira tem destaque mundial, ocupando o terceiro
lugar no ranking de producdo. Com uma producéo de 13.245 milhGes de toneladas no ano de
2019, sendo considerada a maior producdo dos ultimos 10 anos (ABPA, 2020). Para isso, essa
atividade requer um investimento razoavel, principalmente em novas tecnologias promotoras
de bem-estar aos animais, com possibilidade de retorno proporcional a qualidade administrativa
da empresa (EMBRAPA, 2016; ROSA et al., 2019).

Dawkins, Donnelly e Jones (2004) verificaram que na producéo industrial de frangos de
corte, as condicdes de alojamento sdo mais importantes do que a densidade em si. Dentre esses
fatores esta o gas amonia (NHs), o qual é capaz de causar irritagdo em 6rgdos de diferentes
sistemas (NA et al., 2019). A volatilidade desse gas se deve principalmente a mobilizacdo no

nitrogénio excretado pelas proprias aves (SOUSA et al., 2016).

Pesquisas mostram que o estresse pode gerar modificacfes a nivel celular nas aves
(AYO et al.,2017), sendo capaz de modificar genes em musculatura peitoral (Y1 et al., 2016b),
modificar o metabolismo hepatico (AS et al., 2017) ou até mesmo a resposta imune da traqueia
(XIONG et al., 2016). O aumento dos niveis de amdnia atmosférica gera estresse nas aves,
inclusive diminuindo seu crescimento (MALISELO e NKONDE, 2015).

A regulacéo dos sistemas bioldgicos ndo é estatica (ANGELES-CASTELLANOS et al.,
2007), sabe-se que a regulacédo do ciclo circadiano das aves pode influenciar em diversas areas
semelhantes, principalmente na resposta imune celular ao estresse oxidativo (AYO et al., 2017).
Alguns trabalhos assinalam a ocorréncia de ritmos de varias naturezas, entre estes os ritmos de
temperatura corpdrea, captura de alimento e ovoposi¢do em galinhas (KADONO et al, 1981;
HOUDELIER et al, 2002), como também uma interferéncia direta sobre a qualidade de

incubacéo ao se modificar o ritmo circadiano de exposicédo a luz (RIAZ et al., 2021).

Entretanto, pouco se sabe sobre a variacdo ciclica do gas aménia durante o periodo de
criacdo de frangos de corte, assim, objetivou-se verificar a variagdo dos niveis de amonia,
diariamente, em trés momentos diferentes, em duas épocas distintas, uma no periodo de verdo
e outra no inverno, do municipio de Garanhuns, PE, em frangos de corte de zero a 42 dias de

criagdo com ventilagcdo natural e trés diferentes apresentagdes de cama aviaria.
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Metodologia

Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em uma granja no municipio de Garanhuns, Pe, O
clima dessa regido é classificado como Aw (clima tropical com chuvas de verdo) na
classificacdo de Koppen- Geiger. Seguindo as determinaces da Comissdo de ética no uso de
animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com nimero de
licenga 136/2018.

Os bioensaios foram realizados em duas etapas; uma no periodo de fevereiro a marco,
correspondendo ao periodo de verdo local, e outra etapa no intersticio de junho a agosto de

2020, correspondendo ao frio local.

Na primeira etapa, 91 pintinhos, obtidos no incubatério local de frango de corte, sete
foram eutanasiados por meio de deslocamento cervical e os demais distribuidos aleatoriamente,
em trés galpdes, G1, G2 e G3, com mesma dimensdo (2x2x2 m); com aeracao natural e manejo
por meio de cortinas. Em todos os galpdes utilizou-se cama aviaria de palha de arroz, com
aproximadamente 15 cm de espessura, em G1 a palha de arroz era nova, em G2 palha de arroz
usada uma vez e em G3 palha de arroz usada uma vez, umedecida todos os dias com 7 litros de

agua pulverizadas com pulverizador costal.

No periodo frio, repetiu-se 0 mesmo experimento com 91 pintinhos, sete foram
eutanasiados por deslocamento cervical e os demais distribuidos em trés galpbes G4, G5 e G6,

com variacgdo similar quanto ao tipo de cama, como também as condicGes de aeracao.

O nivel de gas aménia e temperatura ambiente foram aferidos trés vezes ao dia (6, 12 e
18h), em cada galp&o, em dois pontos verticais, A (alto) e B (baixo), separados por pelo menos
1,20 m. A afericdo era efetuada com a ajuda de um detector manual Gas Detector Smart Sensor
modelo AR8500, que fornece leituras simultaneas dos niveis de amdnia em ppm e temperatura

em Célsius.

Foram realizadas coletas nos dias DO (sete aves), D7, D21, D35 e D 42, sendo sete aves
por galpdo, totalizando 21 aves por dias de coleta. Os niveis de umidade ambiental eram
aferidos nos dias de coleta utilizando um termo-higrémetro (Thero-anemometer UA — 965,
UYIGAO®).
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Tratamento matematico dos dados obtidos

Os dados foram tabulados em tabelas no programa Excel®. Apos a tabulagdo dos
resultados, foi providenciada a normalizacdo dos dados referentes ao nivel de amonia,
expressando-o em termos de ppm/C/Ave; ou seja, em termos da temperatura em Célsius (C) no
momento da afericdo, e considerando-se a variagdo no numero de animais em cada grupo, uma
vez que a cada periodo eram retirados sete animais para que fossem efetuadas as avaliacGes

estruturais e histopatolégicas, nos periodos de 7, 14, 21, 35 e 42 dias.

O teste estatistico de Fisher foi aplicado para a verificagdo das diferencas entre as
aferi¢Oes efetuadas nos niveis A e B, assim como para avaliacdo das condicdes de temperatura

e umidade ao longo dos diferentes periodos de experimentacéo.

Para a verificacdo da ocorréncia de ritmos de variacdo temporal dos niveis de amonia
em cada grupo, foi determinado o coeficiente Hurst (H), considerando-se as metodologias
sugeridas em Miranda e Andrade (2001), assim como os trabalhos de Breslin e Belward (1999)
e Peters e Chistensen (2006).

Finalmente, para a determinacdo dos padrdes de variacdo ritmica dos niveis de aménia
em todos os grupos, nos dois diferentes contextos, foi empregado o método COSINOR
desenvolvido em planilha do Programa Excel versédo 2010 da Microsoft, tomando-se como
referéncia os trabalhos de Refinetti, et al. (2007), e Cornelissen (2014).

Para uma avaliacdo da capacidade descritora das equacdes obtidas, foi empregado o
método de Fisher, como sugerido em Cornelissen (2014), utilizando-se das tabelas estatisticas
e os respectivos valores dos coeficientes de determinacdo R2 considerando-se um valor de p <

0,01 para uma avaliacdo das diferencas estatisticas, quando presentes.

Para uma comparacao estatistica entre os diferentes grupos foi empregado o teste Fisher
mediante planilha estatistica do programa Excel da Microsoft versdo 2010, considerando-se

para estabelecer os niveis de discrepancia um valor critico de p < 0,05.

Resultados
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Considerando as aferigdes de gas amonia obtidos para os pontos A e B, verticalmente
separados por uma distancia ndo superior a 1,50 m em cada grupo, obteve-se os valores de
probabilidade de 0,167 para o Grupo G1; 0,999 para G2 e 0,823 para G3, nao havendo diferenca

estatistica significativa para um valor de p < 0,05, para o periodo quente.

Para o periodo de frio os valores de probabilidade foram de 0,408 para G4; 0,852 para
G5 e 0,937 para G6, também n&o havendo diferenca estatistica significativa para um valor de
p<0,05.

A temperatura média para o periodo quente foi de 27,17+£3,73 C (CV=3,73) e para 0
periodo frio foi de 22,46+0,52 C (CV=2,33%). Com os valores de coeficiente de variagdo (CV)
reduzidos, pode-se dizer que em cada periodo de experimentacdo a temperatura média entre 0s

seus respectivos grupos foi praticamente constante.

Para comparar os niveis de gas amonia entre os diferentes grupos, foram considerados
os valores obtidos no ponto A. Com o intuito de verificar se haveria uma variacdo de forma
ritmica nos valores trabalhados. Para isso, os valores obtidos para os niveis de amonia foram
normalizados em relacdo aos valores de temperatura em C° e em relacdo ao nimero de animais

em cada grupo, conforme o periodo temporal em que seriam efetuadas as leituras.

Para a verificacdo da ocorréncia de ritmicidade entre os valores aferidos quanto ao nivel
de aménia empregou-se o coeficiente de Hurst, empregando a técnica de Rescaled Range (R/S)
de Hurst para avaliar as condicdes de persisténcia de memdria na série temporal que procura

descrever os niveis de amdnia ao longo do tempo, nos diferentes grupos.

Na tabela 1 pode-se verificar os valores obtidos para o expoente H de Hurst em cada
grupo, verificando-se ser cada um destes, estatisticamente diferente de zero para um valor de
p<0,05. Apesar disto, considerando-se as condi¢des de realizagdo das dosagens, verificou-se
gue estes valores estdo situados no intervalo 0< H<0,5, sugerindo que os niveis de ambnia, em

todos os grupos, variam de forma ritmica, embora de forma caracteristica conforme o grupo.

Para verificar qual seria o padrdo de ritmicidade associado, aplicou-se 0 método do
COSINOR. Observou-se que o padrdo ritmico era uma funcdo periodica do tipo Y =M + A,
cos (W.t+@o), onde “Y” representa o nivel atmosférico de amonia expresso em termos de
ppm/C/Ave, “M” é o mesor, que caracteriza o valor médio do nivel de amdnia em torno do qual
os demais valores oscilam, “A” ¢ a amplitude de variacao dos niveis de amonia; “W” ¢ o
parametro que estima o tamanho do ciclo (W=360/T) onde “T” ¢é o periodo de ocorréncia de

um ciclo completo, que no caso da amdnia foi de 24 horas, atuando como periodo padrdo em
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que ocorrera a variagdo. “t” ¢ o tempo em que se deseja conhecer o valor dos niveis de amonia,

neste caso normalizado em relacdo & temperatura e 0 nimero de aves por grupo no momento

[{Pret]

da dosagem. O parametro “@” caracteriza o horario mais provavel em que o nivel de amonia ¢

maximo.

Tabela 1. Valores médios e os respectivos desvios para o coeficiente de Hurst “H” e pardmetros de regressdo para
caracterizacdo ritmica da variacdo dos niveis de amdnia (ppm/C/Ave) nos diferentes grupos, sob diferentes
condic¢des de tratamento.

Grupos H M (10%) A (10) Q R?
Gl 0,09+0,10 0,55%0,05 0,98+0,20 26,216,6 0,87
G2 0,01+0,01 5,51+1,90 0,97+0,31 13,1+0,5 0,92
G3 0,18+0,07 0,59+0,65 0,96x0,70 23,518,4 0,91
G4 0,09+0,11 1,55+0,79 1,15+0,67 15,9447 0,74
G5 0,02+0,01 6,30+2,40 1,09+0,47 13,1+0,9 0,92
G6 0,03+0,03 1,32+0,77 0,59+0,21 15,1+£2,3 0,75

OBS: H — Coeficiente de Hurst; M — Mesor (ppm/C/Ave); - A — Amplitude (ppm/C/Ave); ¢ — Acrofase (horas).
R?- Coeficiente de determinagéo.

Os parametros de regressao para as fungdes que descrevem os ritmos de variagdo dos
niveis de aménia, normalizados, em cada grupo podem ser visualizados na tabela 1, assim como
na tabela 2 podem ser visualizadas as fracdes relativas quanto ao mesor tomando-se como

referéncia o seu valor em G1.

Tabela 2. Raz&o entre os valores de Mesor (ppm/C/Ave) comparando-se com diferentes grupos de referéncia.
Grupos de referéncia

Gl G2 G3 G4 G5 G6
Gl 1 - - - - -
G2 10,02 1 - - - -
G3 1,07 0,11 1 - - -
G4 2,82 0,28 2,63 1 - -
G5 11,45 1,14 10,67 4,06 1 -
G6 2,4 0,24 2,24 0,85 0,21 1

OBS.: G1 — Grupo de aves criadas no periodo de temperaturas elevadas e com cama aviaria nova; G2 - Grupo de
aves criadas no periodo de temperaturas elevadas e com cama aviaria reutilizada; G3 - Grupo de aves criadas no
periodo de temperaturas elevadas e com cama aviéria reutilizada e umedecida; G4 - Grupo de aves criadas no
periodo de temperaturas amenas e com cama aviaria nova; G5 - Grupo de aves criadas no periodo de temperaturas
amenas e com cama avidria reutilizada; G6 - Grupo de aves criadas no periodo de temperaturas amenas e com
cama aviaria reutilizada e umedecida.

Entre os Grupos pertencentes a fase quente das aferigdes, pode-se verificar na tabela 1
que G1 e G3 apresentaram valores de Mesor e de amplitude muito proximos (p>0,05), embora
G2 tenha apresentado um valor cerca de 10 vezes maior (p<0,05), sendo a amplitude de mesma

ordem de grandeza como nos outros grupos.
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No periodo quente, em G1 a producdo e liberacdo méaxima ocorreu por volta de
26,2+6,6h, como assinala a tabela 1, que equivaleria ao horério de cerca de duas horas e doze
minutos. No grupo G2, que recebeu a cama aviaria reutilizada sem ser umedecida, este periodo
de atividade méaxima é deslocado para aproximadamente as treze horas, que corresponde ao
periodo de maior incidéncia solar. No grupo G3, com o umedecimento da palha de arroz, este
tempo de atividade maxima de producdo de amonia volta para um periodo similar ao do grupo
G1, considerando-se o desvio padrdo, onde obtém-se um horario que estaria em torno de cerca

de 23 horas e trinta minutos, mas podendo variar cerca de seis horas.

Por fim, os coeficientes de determinagdo R? assinalam uma boa correspondéncia entre
as funcbes matematicas obtidas, na tentativa de descricdo da varia¢do dos niveis de ambnia em
relacdo a variacdo do intervalo temporal, uma vez que seus valores se aproximam da unidade,

que corresponde a uma relacdo maxima de 100%.

Nas figuras 1 e 2 podem ser visualizados os padrdes ritmicos de variacdo circadiana dos
niveis de amonia por grau Celsius e por Ave nos diferentes grupos de tratamento, conforme o

periodo quente ou frio quando da realizacdo dos ensaios.

Figura 1. Variacgdo circadiana dos niveis de aménia (ppm/C/Ave) nos grupos G1, G2 e G3 no
periodo quente.
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Figura 2. Variagdo circadiana dos niveis de aménia (ppm/C/Ave) nos grupos G4, G5 e G6 no

periodo de frio.
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Discussao

Estatisticamente ndo houve diferenca nos valores de NHs entre 0s grupos no mesmo
momento experimental. A metodologia utilizada para calcular a ritmicidade dos niveis de
amonia foi semelhante as empregas nos estudos de Miranda e Andrade (2001), Pal et al. 2020)
e Peter e Chistensen (2006).

O fato de G2 ter apresentado um valor de Mesor tdo superior a G1 e G3 pode estar
relacionado com a reutilizacdo de cama aviaria e/ou 0 umedecimento diério da cama, que ao
contrario do que esperaria, houve uma redugdo na producdo de aménia (NASEEM e KING,
2018). No periodo frio, este efeito também pode ser observado, sendo os valores do Mesor
ligeiramente aumentados em todos os grupos nesta fase, embora a amplitude tenha sido,

praticamente, de mesma magnitude.

Em tempo frio, a producdo de amdnia aumentou de forma significativa, para um valor

de p<0,05, cerca de 200% em relacdo a G1, 10% em relacdo a G2 e 240% em relagédo a G3,



40

como assinalam os dados da tabela 2. Resultados semelhantes aos encontrados Wathes et al.
(1997), que verificaram uma maior producdo de amonia gasosa na época fria. Entretanto,
considerando apenas o fator temperatura ambiental, esse resultado contradiz o estabelecido na
literatura que em temperatura ambiental mais alta, haveria um aumento na emissdo de NHs
(JIANG et al., 2021).

Deve-se ressaltar que existe uma relagdo importante entre a variacao de temperatura e a
atividade enzimatica nos sistemas biolégicos (GONZALEZ-RUIZ et al., 2020; HOAR, 1983),
podendo esta aumentar ou diminuir, quando se afasta da temperatura ideal, acoplada as
principais etapas do metabolismo do nitrogénio, tanto endogenamente, como no ambiente,
envolvendo a participacdo de microrganismos (HU et al., 2020). No periodo de temperatura
mais baixa, parece que as condi¢cBes de producdo de amdnia ficam mais favoraveis,

aumentando-se a taxa de producdo para cerca de um grau Celsius, por animal.

O impacto da reutilizacdo e umidificacdo de cama aviaria parece ter sido maior no
periodo quente do que no frio, comparando-se a producdo de NHz entre os grupos G2 e G5,
como se melhor visualiza nas figuras 1 e 2. Nota-se que o umedecimento da cama do grupo G6,
na fase fria, reduz a producdo de amonia, mas nao reduz a linha basal abaixo do nivel de
producdo em G4, sugerindo que este nivel esta relacionado com um incremento basal decorrente

da contribuicédo da variacdo de temperatura no ambiente.

O umedecimento pode deslocar o periodo de producéo e liberagdo maxima de amonia,
para um periodo em que a contribuicdo térmica do ambiente seria menor. Isto pode ser visto ao
se verificar que o periodo de producdo e liberagdo maxima da aménia nos grupos com cama
aviario nova (G1 e G4), proximo a 15 horas, foi semelhante ao dos grupos com cama reutilizada
e umedecida (G3 e G6), em torno de 15,1 horas. J& nos grupos com cama aviaria reutilizada
(G2 e G5), esse valor caiu para 13 horas. Disto se verifica que o fator umidade parece deslocar
0 ponto de atividade mé&xima producdo e liberacdo da amdnia, cerca de duas horas no periodo

frio, aproximadamente dez horas no periodo quente, conforme assinalam os dados da tabela 1.

O dominio deste tipo de informacdo pode contribuir para o desenvolvimento de
ferramentas importantes para se controlar os niveis de NHs, de forma a manter-se, na maior
parte do tempo, com niveis satisfatorios de amonia tanto para as aves em crescimento, como
para o profissional que circula nos espacos onde esta atividade € desenvolvida, aumentando-se

a producdo, com qualidade de vida e bem-estar animal (DAVID et al., 2015).
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J& com relacdo a amplitude, pode-se verificar que na fase quente esta permanece
relativamente similar em todos os grupos, inclusive naquele em que ocorreu 0 umedecimento
da cama em G3. Mas, em G6, apds o umedecimento, na fase fria, temos uma queda em cerca
da metade da amplitude de variacdo da taxa de producdo de amdnia. Também é importante
destacar que na fase fria, o grupo G5 teve uma taxa de producdo apenas quatro vezes maior em
relacdo a G4 e G6, enquanto na fase quente esta relacéo (entre G1 e G3) tenha sido bem maior,

conforme assinalam os dados da tabela 2.

Isso pode estar atrelado ao fato que na época quente a umidade relativa € mais estavel,
enquanto na época fria essa umidade varia muito, dessa forma, gera um aumento direto na
producdo de amonia (YONGBO et al., 2017).

Com a visualizacdo dos graficos 1 e 2, verifica-se que as flutuacdes de fatores
ambientais, como a temperatura e umidade, podem provocar um grande impacto sobre os locais
onde se desenvolve os sistemas de criacdo de animais, por isso sdo objeto de estudos em todo
o mundo (AYOetal., 2017; JIANG et al., 2021; MILES et al., 2013; NASEEM e KING, 2018;
SOUSA et al., 2017; STOJCIC et al., 2016).

A otimizacdo dos processos de coleta de dados, assim como o aperfeicoamento dos
modelos matematicos, pode constituir um importante recursos para se compreender a dindmica
dos diferentes fatores bioldgicos, numa perspectiva dindmica. Assim, a constatacdo de que 0
gas amodnia tem uma variacao ritmica, bem como sofre influéncia direta de fatores ambientais
e até alguns de alojamento (tipo de cama aviaria e umidade da mesma), pode-se implementar
medidas de adequacao de manejo na criacdo de frango de corte, a fim de garantir uma producéo

mais saudavel e mais rentavel.

Concluséao

Verificou-se que a variacdo dos niveis de amdnia, em criacdo tradicional de frango de
corte, ocorre de forma ritmica, com ligeiro aumento na época fria. E que criagfes que reutilizem

cama avidaria estdo sujeitas a niveis mais altos de NHs.

Declaracao de conflito de interesse
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Histomorfometria e histopatologia de traqueias de frangos de corte

submetidos a diferentes niveis de gas amonia

Objetivou-se avaliar a histomorfometria e a histopatologia da traqueia de frangos de
corte submetidos a diferentes niveis de gas aménia. O experimento foi realizado na cidade de
Garanhuns-PE em 2019, entre os meses de fevereiro e mar¢o, com temperatura mais elevada e
uma repeticdo entre junho e agosto, com temperatura mais amena. Para isto, utilizou-se trés
galpdes com cama de palha de arroz, sendo no galpdo 1, cama nova; no galpdo 2, cama
reutilizada; e no galpdo 3, cama reutilizada com aumento de sua umidade. Foram alojadas 28
aves por galpdo, para um clico de producéo e 42 dias. Nos dias DO, D7, D21, D35 e D42, foram
eutanasiadas sete aves por galpéo, sendo as aves do DO consideradas como grupo controle, em
seguida coletados fragmentos de traqueia (porcéo superior e porcédo inferior), acondicionados
em potes plasticos com solugédo de formalina a 10% tamponada (pH 7). Apds 24h o fixador foi
trocado por alcool a 70%, dando inicio ao processamento histoldgico de rotina. As mensuracdes
da espessura da mucosa traqueal foram realizadas em imagens digitais, por meio de dez
diferentes pontos equidistantes 100um entre si. As lesfes histopatoldgicas foram avaliadas
considerando sua distribuicdo e intensidade. Observou-se que as aves criadas com cama
reutilizada, apresentaram maior quantidade e gravidade de lesbes histopatoldgicas, entretanto
esses resultados ndo tiveram diferenca estatistica. Quanto a histomorfometria, as aves criadas
no periodo de temperatura elevada, ao final do ciclo de producdo (D35 e D42), apresentaram
mucosa traqueal mais espessa que as aves criadas no periodo de temperatura amena. Assim,
podemos concluir que a diferenca entre as camas nado alterou de forma significativa a mucosa
traqueal das aves, no entanto, a temperatura ambiente influenciou na espessura da traqueia das

aves na fase final do ciclo de produgéo.

Palavras-chave: Avicultura; Gallus Gallus domesticus; gas toxico; NH3; Traqueite.
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Introducao

O Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango no mundo, com o total de 13.845
milhGes de toneladas de carne de frango no ano de 2020 (ABPA, 2021). A regido Nordeste
ocupa a quarta colocacdo em percentual produtivo, destacando-se o Estado de Pernambuco

responsavel por aproximadamente 45% da producéo total da regido (ABPA, 2021).

Rosa et al. (2019) afirmam que a margem de lucro na atividade avicola € estreita,
necessitando constantes investimentos. Uma parte importante desse investimento é na cama
aviaria, pois a sua qualidade afeta diretamente os indices produtivos (STOJCIC et al., 2016),
podendo ser utilizadas em varios ciclos de producéo seguindo-se um manejo adequado (WANG
etal., 2016). Espera-se que a cama absorva a umidade dos materiais organicos que se misturem
a ela, crie um isolamento térmico e sirva como protecdo fisica a fim de evitar lesdes podais
(CAMPOS et al., 2018; CARVALHO et al., 2011).

Todo material organico da cama, especialmente as excretas das aves, sdo responsaveis
pelas mudancas fisico-quimicas da cama, resultando na producéo de gas amonia (NHz) (DAVIS
e MORISHITA, 2005). O NHjs é considerado o maior poluente atmosférico da avicultura (Y|
et al., 2016), capaz de causar lesGes em seres humanos (DAVIS et al., 2015; IVERSEN et al.,
2000; SCHIFFMAN, 1998) e nas aves, principalmente no sistema respiratorio (AL-
MASHHADANI e BECK, 1985; ANDERSON et al., 1964; ANSARI et al., 2016).

As principais lesdes descritas sdo excesso de muco em traqueia, pulmdes edematosos,
inflamados e com pontos hemorragicos (AL-MASHHADANI e BECK, 1985; ANDERSON et
al., 1964; ANSARI et al., 2016). Entretanto as alteracdes histologicas sdo poucas vezes
descritas, sendo relatado perda de cilios, aumento do ndmero de celulas caliciformes,
inflamacdo em lamina propria e edema em submucosa (AL-MASHHADANI e BECK, 1985;
OYETUNDE et al.,, 1978; ZHOU et al., 2021). Entretanto, ainda ndo ha uma andlise

histomorfoldgica dessas traqueias.

Ha ainda outros fatores que influenciam diretamente o bem-estar dessas aves, como 0
estresse térmico. O estresse térmico ocorre quando o animal ndo consegue dissipar calor
suficiente para 0 meio ambiente, isso pode ocorrer por diversos fatores, dentre os quais, a
elevacdo de temperatura ambiente (RATH et al., 2015). Associa-se ao estresse térmico
alteracdes gastrointestinais e imunologicas (RATH, et al.,2015), porém, ndo ha relatos

associando a temperatura ambiente elevada a lesbes em sistema respiratorio.
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Desta forma, objetivou-se avaliar as lesfes histopatoldgicas e a histomorfometria em
traqueias de frangos, submetidos a diferentes niveis de NHs e temperaturas ambientes diversas.

Material e métodos

Local e amostragem

O experimento foi realizado na cidade de Garanhuns-PE, onde existem relatos de
problemas com o gas aménia proveniente da cama, provocando lesdes nos frangos de corte. Foi
conduzido sob os termos e condicBes dos Principios Eticos da Experimentacdo Animal, do
Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA) aprovado pela Comissao
de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com
numero de licenca 136/2018. O clima dessa regido €é classificado como Aw (clima tropical com

chuvas de verdo) na classificagdo de Koppen- Geiger.

O experimento foi realizado entre os meses de fevereiro e marco, época do ano com
temperatura ambiental elevada (entre 33,6°C e 18,2°C com umidade minima absoluta 30 a 31%)
com repeticdo entre junho e agosto de 2019, em época de temperaturas mais amenas (entre
25,1°C e 14,5°C com umidade minima absoluta 44 a 56%) (APAC, 2019abcde).

Foram utilizados trés galpdes, que mediam 2m x 2m, todos com orientacéo Leste-Oeste,
ndo climatizados. A cama de escolha foi a palha de arroz, por ser um dos tipos mais amplamente
utilizado no Nordeste brasileiro. No galpdo 1, foi utilizada cama nova de palha de arroz sem
aditivos; no galpdo 2 foi reutilizada cama de palha de arroz ja fermentada proveniente de
galpdes da propria granja apés um ciclo de producgéo; ja no galpéo 3 foi utilizada a mesma cama

do galpdo 2, a qual era umedecida diariamente com pulverizacao de sete litros de agua.

Foram utilizados um total de 182 pintos da linhagem Ross, sendo 91 aves por cada
estacdo do ano, divididas em trés galpdes com 28 animais cada. Cada galpéo foi considerado
um grupo experimental, sendo eles G1, G2 e G3 as aves criadas nos trés galpdes na época
guente e G4, G5 e G6 as aves criadas na época de temperaturas amenas. Para cada momento
experimental o grupo controle era composto por sete aves de zero dia, formando os grupos Gx
(ciclo de producéo entre fevereiro e margo) e Gy (ciclo de producédo entre junho e agosto). A

densidade de aves no galpéo de alojamento foi de no maximo 11 aves/mz2, para todos os galpdes,



48

que é considerada ideal para a linhagem utilizada, de acordo com o Manual de Manejo de
Frangos Ross (2014). Essas aves foram criadas em um ciclo de producdo de 42 dias.

Todas as aves foram pesadas em balanca digital SF 400 — Global Home®), para o
acompanhamento do seu desenvolvimento. Aves foram eutanasiadas de acordo com a
Resolugdo Normativa N° 37/2018 — Diretrizes da Prética de Eutanasia do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), nos dias 0, 7, 21, 35 e 42 (DO, D7, D21,
D35 e D42). No DO foram eutanasiadas sete aves, para compor o0 grupo controle e nos demais

dias, D7, D21, D35 e D42, eram eutanasiadas sete aves por grupo.

Avaliacgdo histoldgica e histomorfométrica

Em todos os tempos pré-determinados foram coletadas amostras de duas regifes da
traqueia (porgdo superior e porcédo inferior) e entdo, acondicionadas em potes plasticos com
solucdo de formalina a 10% tamponada (pH 7). Ap6s 24h, as amostras foram transferidas para
o0 alcool a 70%, dando inicio ao processamento histoldgico no Laboratério de Histologia Animal

do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA).

Todas as amostras foram processadas por técnica histologica de rotina (ROCHA et al.,
2016), onde foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol,
impregnadas e emblocadas em parafina. Os blocos foram cortados a 3um, e em seguida, as
laminas foram coradas em hematoxilina e eosina para posterior analise em microscépio optico
trinocular LEICA DM500.

Para andlise histomorfométrica da mucosa traqueal foi utilizado o protocolo de Nunes
et al. (2002), sendo as laminas observadas e fotografadas em objetiva de 4x em um microscépio
optico trinocular LEICA DM500 acoplado a uma camera digital LEICA ICC50 HD®, sendo a
imagem capturada por meio do software Leica LAS EZ® (Leica Microsystems, Buffalo Grove,
USA). As mensuracgdes da espessura da mucosa traqueal, foram realizadas em imagens digitais,
por meio de dez diferentes pontos equidistantes 100um entre si, utilizando o software Image
J®. O programa foi calibrado utilizando uma fotomicrografia no mesmo aumento (4x) e uma
régua micrométrica de 0,01 mm LEICA (50 mm — Referéncia 10310345), na qual 69 pixels

equivalem a 100 micrémetros.

Para avaliacdo histopatoldgica da traqueia, foram observadas lesdes como hiperemia,
congestdo, hemorragia, metaplasia escamosa, achatamento epitelial, desprendimento de
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epitélio, necrose de epitélio, hiperplasia e hipertrofia de glandulas mucosas, deplecdo de
glandulas mucosas, desciliacdo, traqueite e fibroplasia. Para classificacdo das lesdes quanto a
sua distribuicdo e grau de intensidade, foi adotado o protocolo de Sesti et al. (2013) com

adaptacoes (Quadro 1).

Quadro 1 - Avaliacédo das lesbes histopatoldgicas quanto a distribuicdo e intensidade por meio

de escore.
Categoria Escore Significado
Distribuigéo 0 Ausente
1 Focal
2 Focalmente extensa
3 Multifocal
4 Multifocal a coalescente
5 Difusa
Intensidade 0 Ausente
1 Discreta
2 Moderada
3 Acentuada

Fonte: Adaptado de Sesti et al. (2003).

Para fins de monitoramento do gas amonia, eram feitas trés aferi¢des diérias, em trés
turnos, inicio da manha, inicio da tarde e inicio da noite. Para isso utilizou-se um detector de
gas amonia (Ammonia Gas Detector - Smart sensor, modelo: SSEYL AR8500), que fornece

leituras simultaneas dos niveis de am6nia em ppm e da temperatura ambiente em °C.

Andlise estatistica

Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software comercial GraphPad Prism

(versdo 7.0). Para a variavel espessura da mucosa traqueal foi aplicado o teste paramétrico
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ANOVA. Jaas lesBes histopatoldgicas foram analisadas utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo dos pesos das aves,
foi empregado o teste de normalidade ANOVA e posteriormente o teste t-student com

significancia de 5%.

Resultados e discussao

A influéncia da umidade da cama, neste trabalho, ndo elevou os niveis de amdnia como
esperado (Figura 1), pois os valores encontrados nos grupos criados com camas novas, foram
bem préximos aos valores dos grupos criados com cama reutilizada e umedecida. 1sso ndo era
esperado, uma vez que a liberacdo do gas amoénia depende de vérios fatores, dentre eles a
umidade da cama e a temperatura ambiental, onde nos locais mais umidos e frios haveria uma
maior liberacdo desse gas (ASTON et al., 2019).

Figura 1: Niveis de aménia (ppm) mensurados nos diferentes manejos de cama aviaria, em duas
épocas do ano, de temperatura mais elevada e de temperatura amena. Cada padrao representa
um grupo experimental, sendo eles: G1 e G4 — aves criadas em galpdo com cama aviaria nova;
G2 e G5 — aves criadas em galpdo com cama aviaria reutilizada; G3 e G6 — aves criadas em
galpdo com cama reutilizada e umedecida. Os grupos G1, G2 e G3 foram criados em periodo

do ano com temperaturas elevadas e os grupos G4, G5 e G6 foram criados em periodo do ano
com temperaturas amenas.
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Fidan et al. (2020) também associam 0 aumento da umidade com o aumento de NHs,
porém, eles adicionam outro fator na liberacdo desse gés, a espessura da cama. Em cama com
espessura de 1cm, houve piora na sua qualidade e aumento de umidade e NHs. Nesse estudo,
todas as camas tinham espessuras semelhantes, aproximadamente 15cm, tamanho que Fidan et
al. (2020) afirmam gerar uma reducdo da aménia atmosférica, 0 que também pode ter
colaborado para os valores reduzidos encontrados.

Eliotts e Collins (1982) em seu experimento evidenciaram gque na primeira semana de
criacdo dos frangos, o aumento de umidade da cama gerou uma reducdo nos niveis de NHs, ja
nas semanas seguintes ocorreu efeito inverso. O desfecho desse experimento vai de encontro
ao que foi evidenciado nesse trabalho, em que os niveis de gas amdnia permaneceram baixos.
Os mesmos autores atribuem a reducdo de gas amonia a uma maior diluicdo de NH3z e apontam
que como a producdo desse gas depende da atividade de bactérias aerdbicas, que em um
ambiente de muita umidade ndo conseguiriam desempenhar seu metabolismo, fazendo com que
bactérias anaerdbicas prevalecessem. Esse ambiente favoravel as bactérias anaerdbicas, pode

ter perdurado por todo o ciclo produtivo neste estudo.

Miles et al. (2011) geraram uma equacao capaz de estimar a quantidade de gas amonia
a ser volatilizado em uma producdo de frangos de corte. Para chegar nessa equacdo eles
provaram que os fatores que mais influenciam séo a temperatura ambiente e a umidade da cama,
guando esses dois elementos aumentam, o NH3 também aumenta. Porém, ha um determinado
limite de umidade e temperatura em que essa producdo atinge seu limite maximo e apos esse
limite tende a diminuir. 1sso pode explicar o fendmeno visto nesse estudo, pois 0s grupos G2 e
G5, nos quais as aves eram criadas com cama aviaria reutilizada, registraram maiores niveis de
NH3, enquanto os grupos G3 e G6, nos quais a cama era umedecida, registram niveis
semelhante aos grupos G1 e G3, nos quais a cama era nova, estando de acordo com Liu et al.
(2007) que concluiram gque em um determinado momento ponto o aumento de umidade

diminuiu a emissao de NHs.

Alguns autores ja relataram lesbes relacionadas a exposicdo ao NHgz, tais como
metaplasia do epitélio da mucosa, hipertrofia da mucosa (OYETUNDE et al., 1978),
desciliagédo (OYETUNDE et al., 1978; SHI et al., 2019; TERZICH et al., 1998), hipertrofia de
glandulas mucosas (SHI et al., 2019; TERZICH et al., 1998; ZHOU et al., 2020), necrose,
hemorragia e traqueite (TERZICH et al., 1998; WANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020).
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Neste trabalho, além das lesdes ja citadas, foram observadas também o achatamento e
desprendimento do epitélio da mucosa, fibroplasia, hemorragia e hiperemia (associadas a
processos inflamatdrios), traqueite (com predominancia de linfdcitos, histidcitos e plasmacitos,
respectivamente), congestdo (ndo associada a infiltrados inflamatorios), perda de cilios, além

de deplecéo e hipertrofia de glandulas mucosas.

Essas lesdes ocorreram por diversos mecanismos atrelados a acdo do gas amonia, esse
gas é capaz de provocar instabilidade na microbiota da traqueia, resultando em reacOes
inflamatdrias e até necrose de mucosa (ZHOU et al., 2021). Segundo Han et al. (2020) a amdnia
gera um estresse oxidativo nas células do epitélio traqueal, com esse estresse ocorre uma
disfungdo mitocondrial que desencadeia a morte celular por necroptose, uma morte celular
mediada que ira provocar uma grande reacao inflamatoria. 1sso condiz com o achado de maior
ocorréncia que foi a traqueite, porém nao foram encontradas muitas areas de morte celular. As
demais lesdes com maior frequéncia foram hiperplasia de glandulas mucosas, metaplasia
escamosa do epitélio da mucosa e desciliacdo (Figura 2), porém sem diferenca estatistica entre

as porcdes superior e inferior da tragueia, nem entre 0s grupos ou entre 0s periodos do ano.

Ainda assim, foi possivel notar que a maior ocorréncia de lesdes neste 6rgao foi no
periodo de temperaturas amenas, corroborando com Aston et al. (2019). A maior parte dessas
lesBes encontravam-se na porcao superior da traqueia, 0 que ja era esperado, uma vez que 0 gas
amonia tem boa solubilidade em agua (AL-MASHHADANI e BECK, 1985; XING et al.,
2016), portanto sua concentracdo vai diminuindo a medida em que passa pelo trato respiratorio,
pois vai se misturando ao muco presente no trato respiratorio superior (AL-MASHHADANI e
BECK, 1985) (Quadros 2 e 3).

Quanto a distribuicdo e escore de intensidade, ndo houve diferenca estatistica (p>0.05)
entre as porcOes superiores e inferiores das traqueias, tampouco entre 0s grupos e os diferentes
periodos do ano. Em sua maioria as lesdes tinham uma distribui¢do multifocal, variando quanto
a intensidade, nesse caso as areas de desciliacdo eram sempre acentuadas, as demais lesdes

variaram entre leve e moderada.
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Quadro 2: Frequéncia absoluta das principais lesdes em por¢ao superior de traqueias de frangos
de corte, submetidos a diferentes manejos de cama aviaria em dois periodos do ano, um de

temperaturas elevadas e um de temperaturas amenas.

Lesdo Gl G2 G3 TotalTE G4 G5 G6 Total TA  Total geral
Desciliagdo 1 1 0 2 5 1 0 6 8
Hiperplasia 4 8 7 19 14 9 10 33 52
Metaplasia 3 2 3 8 5 5 3 13 21
Traqueite 16 12 12 40 22 9 14 45 85
24 23 22 89 46 26 27 99 188

G1 — aves criadas com cama aviaria nova em periodo de temperatura elevada; G2 — aves criadas com
cama aviaria reutilizada em periodo de temperatura elevada; G3 — aves criadas com cama aviaria
reutilizada e umedecida em periodo de temperatura elevada; G4 — aves criadas com cama aviaria nova
em periodo de temperatura amena; G5 — aves criadas com cama aviaria reutilizada em periodo de
temperatura amena; G6 — aves criadas com cama aviéria reutilizada e umedecida em periodo de
temperatura amena; TE — periodo de temperatura elevada; TA — periodo de temperatura amena.

Quanto a histomorfometria, no dia sete a espessura das traqueias de todos os grupos foi
semelhante (Figura 3-A), no dia 21 os grupos do periodo de temperaturas amenas apresentam
um pequeno aumento em relacdo ao periodo de temperaturas elevadas, porém, sem diferenca
estatistica (p>0.05) (Figura 3-B). Ja nos dias 35 e 42 essa diferenca se inverteu e a espessura
das traqueias dos animais do periodo de temperaturas elevadas passaram a ter medidas maiores
que as dos animais do periodo de temperaturas amenas (Figura 3-C e D), apresentando diferenca
estatistica (p<0.05).
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Quadro 3: Frequéncia absoluta das principais lesdes em porcéo inferior de traqueias de frangos
de corte, submetidos a diferentes manejos de cama aviaria em dois periodos do ano, um de

temperaturas elevadas e um de temperaturas amenas.

Lesdo Gl G2 G3 Totalciclol G4 G5 G6 Totalciclo2 Totalgeral
Desciliagao 1 1 1 3 2 0 0 2 5
Hiperplasia 6 8 11 25 19 12 15 46 71
Metaplasia 0 1 1 2 5 2 3 10 12
Traqueite 10 11 10 31 12 10 9 31 62
17 21 23 61 38 24 27 89 150

G1 — aves criadas com cama aviaria nova em periodo de temperatura elevada; G2 — aves criadas com
cama aviaria reutilizada em periodo de temperatura elevada; G3 — aves criadas com cama aviaria
reutilizada e umedecida em periodo de temperatura elevada; G4 — aves criadas com cama aviaria nova
em periodo de temperatura amena; G5 — aves criadas com cama aviaria reutilizada em periodo de
temperatura amena; G6 — aves criadas com cama aviaria reutilizada e umedecida em periodo de
temperatura amena; TE — periodo de temperatura elevada; TA — periodo de temperatura amena.

O fato de a espessura de mucosa traqueal ter aumentado no fim do ciclo de produc¢do no
periodo de temperaturas elevadas, ndo condiz com o esperado, pois foi no periodo de
temperaturas amenas que foram observadas maiores frequéncias de metaplasia epitelial e
traqueite. Ambas as alteracbes promovem o aumento da mucosa traqueal (ELDEMERY et al.,
2017; TORO et al., 2012), pois na metaplasia ha proliferacdo de células epiteliais e na traqueite

ha infiltrado de células inflamatorias.
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Figura 3: Analise histomorfometrica da mucosa traqueal de frangos de corte aos 7, 21, 35 e 42
dias de vida, criados em diferentes manejos de cama aviaria. Cada padréo representa um grupo
experimental, sendo eles: G1 e G4 — aves criadas em galpdo com cama aviaria nova; G2 e G5
—aves criadas em galpdo com cama avidria reutilizada; G3 e G6 — aves criadas em galpao com
cama reutilizada e umedecida. Os grupos G1, G2 e G3 foram criados em periodo do ano com
temperaturas elevadas e os grupos G4, G5 e G6 foram criados em periodo do ano com
temperaturas amenas. Apenas nos dias 35 e 42 foram encontradas diferengas na espessura de
mucosa traqueal das aves, entre os periodos do ano (p>0.05).

7 DIAS 21 DIAS
150+

%
%

Gy
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Em conclusdo, mesmo em diferentes niveis de NHz e diferentes condi¢cdes ambientais,
ndo foi possivel notar diferenca significativa quanto as alteracdes histopatoldgicas entre as aves
dos diferentes grupos. Na histomorfometria verificamos que no periodo de temperaturas
elevadas, as mucosas traqueais apresentaram maiores mensuracgdes, ja os diferentes niveis de
amoOnia em um mesmo periodo do ano, ndo demonstraram diferencas nas mensuracdes de

mucosa traqueal.
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Circadian variation in ammonia levels in traditional broiler chicken raising system

under different climate conditions

Brazil is the largest exporter of chicken meat in the world. Lodging conditions pose
numerous problems for poultry farming, including exposure to ammonia gas (NHs), which
causes damage to different tissues and can generate harmful genetic modifications. The aim of
the present study was to determine whether there is rhythmicity in NHs levels in broiler chicken
houses in a traditional raising system. A total of 182 broiler chickens were used, 91 of which
were raised in the warm period and 91 were raised in the cool period on rice straw litter under
three different conditions: new, reused after one raising cycle, and reused after a raising cycle
with daily wetting. Three daily readings of atmospheric ammonia were performed at two
heights during a 42-day cycle. The data were tabulated, normalized, and expressed in terms of
ppm/C/bird. Fisher’s statistical test was used to determine differences related to reading point,
temperature, and moisture. The Hurst coefficient was determined in the occurrence of
rhythmicity in the temporal variation in NHs levels and the COSINOR method was employed
for the determination of patterns of rhythmic variation in NHz3 levels. Fisher’s method was
employed to determine the descriptive capacity of the equations, considering a p-value of <0.01
as indicative of a statistically significant difference. Rhythmic variation in NH3 levels was
found during the 42-day raising cycle. Moreover, ammonia levels increased slightly in the cool
season. However, the different types of litter seem to exert no significant influence on ammonia
levels. These findings can assist in establishing adaptations to broiler chicken management,

providing a safer environment for the birds and workers.

Keywords: Atmospheric pollutant; Circadian cycle; Rhythmicity; Chicken; Gallus

Gallus domesticus;
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Introduction

The Brazilian production of broiler chickens occupies third place in world ranking. Production was
13,245 million tons in 2019, which is considered the largest in the last ten years (ABPA 2020). This activity
requires considerable investment, especially in new technologies that promote animal wellbeing, with the
possibility of long-term returns (Rosa et al. 2019).

Dawkins, Donnelly, and Jones (2004) report that lodging conditions are more important than density
in the industrial production of broilers. Among the lodging factors that constitute a problem in poultry
farming activities, the production of ammonia gas (NHz) causes irritation to different organ systems (An et
al. 2019). The volatility of this gas is mainly due to the mobilization of nitrogen excreted by birds
themselves (Sousa et al. 2016).

Studies have shown that stress can cause changes on the cellular level in birds (Ayo et al. 2017) and
is capable of modifying genes in the pectoral musculature (Yi et al. 2016), altering hepatic metabolism (Sa
etal. 2017), and even altering the immune response of the trachea (Xiong et al. 2016). The increase in levels
of atmospheric ammonia generates stress in poultry, which can lead to diminished growth (Maliselo and
Nkonde 2015).

The regulation of biological systems is not a static process (Ageles-Castellanos et al. 2007). The
regulation of the circadian cycle in poultry can exert an influence on diverse aspects, especially the immune
response to oxidative stress (Ayo et al. 2017). Studies have described the occurrence of rhythms of different
natures in chickens, such as rhythms in body temperature, feeding, and egg laying (Kadono et al. 1981;
Houdelier et al. 2002), as well as an indirect interference on incubation quality by modifying the circadian
rhythms of exposure to light (Riaz et al. 2021).

However, little is known regarding the cyclic variation in ammonia gas during a raising period of
broiler chickens. Therefore, the aim of the present study was to determine whether there is a daily variation
in ammonia levels in two different seasons (warm and cool periods) in the city of Garanhuns, Brazil, during

a 42-day broiler chicken raising cycle with natural ventilation and three different litter conditions.
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Methods

Experimental design

The experiments were conducted on a commercial ranch in the city of Garanhuns (northeastern
Brazil). The climate of the region is classified as Aw (tropical with summer rains) in the Képpen-Geiger
classification. This study was conducted following approval from the Ethic Committee on Animal Use of
Rural Fereral Universaty of Pernambuco (UFRPE) (license number: 136/2018).

The bioassays were performed in 2020 in two phases: February to March, corresponding to the
warm season, and June to August, corresponding to the cool season. In the first phase, 91 chicks were
obtained from a local broiler haychery. Seven were euthanized by cervical dislocation and the others were
randomly distributed among three houses (H1, H2, and H3) with the same dimensions (2x2x2m), with
natural aeration and the manual positioning of curtains. Rice straw litter was used in all houses, measuring
approximately 15 cm in thickness. The rice straw was new in H1, reused after one raising cycle in H2, and
reused after a raising cycle with daily wetting (seven liters of sprayed water) in H3. The same protocol was
repeated in the cool period: 91 chicks; seven euthanized by cervical dislocation and the rest distributed
among three houses (H4, H5, and H6) with natural aeration and three types of litter (new, used, and used
with wetting).

The level of ammonia gas and environmental temperature were measured three times per day
(6:00a.m., 12:00p.m.and 18:00p.m.) in each broiler house at two vertical points (A [high] and B [low])
separated by approximately 1.20m. The readings were performed with the Smart Sensor gas detector (model
AR8500), which furnishes simultaneous readings of ammonia levels in ppm and temperature in Celsius.

Collections were made on Day 0 (seven birds), D7, D21, D35, and D42. Seven birds were used on
each collection day per house, totaling 21 birds per collection day. These birds were collected to assess
possible injuries in a partner study. Environmental humidity level was measured on each collection day

using a moisture meter (thermo-anemometer UA — 965, UYIGAO®).
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Mathematical treatment of data

The data were tabulated with the aid of the Excel® program. The data regarding the ammonia level
were normalized and expressed as ppm/C/bird: temperature at the time of the reading considering the
variation in the number of animals in each group, as seven birds were removed on each evaluation day (7,
14, 21, 35, and 42 days) for structural and histopathological evaluations.

Fisher’s statistical test was used to determine differences between the readings performed at Points
A and B as well as differences in temperature and humidity throughout the different experimentation
periods. The Hurst (H) coefficient was calculated to determine the occurrence of rhythmicity in the temporal
variation of ammonia levels in each group, considering the methods suggested by Breslin and Belward
(1999), Miranda and Andrade (2001) and Peters and Christensen (2006). The COSINOR method
(developed in Excel, version 2010, Microsoft) was employed for the determination of patterns of
rhythmicity in ammonia levels in all groups in the two seasonal contexts, based on Refinetti et al. (2007)
and Cornelissen (2014).

Fisher’s method was employed to determine the descriptive capacity of the equations obtained, as
suggested by Cornelissen (2014), using statistical tables and respective coefficients of determination (R?),
considering a p-value of < 0.01 as indicative of a statistically significant difference. Comparisons between
groups were performed using Fisher’s test with the aid of a spreadsheet created with the Excel program

(version 2010), considering a p-value of < 0.05 as indicative of a statistically significant difference.

Results

Considering the ammonia gas readings at Points A and B (separated vertically by a distance of
approximately 1.20m in each group), probability values in the warm period were 0.167 in H1, 0.999 in H2,
and 0.823 in H3, demonstrating no statistically significant differences between points (p>0.05). Probability
values in the cool period were 0.408 in H4, 0.852 in H5, and 0.937 in H6, also demonstrating no statistically

significant differences between points (p>0.05).
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Mean temperature was 27.17 + 3.73°C in the warm period (CV=3.73%) and 22.46 + 0.52°C in the
cool period (CV=2.33%). The low coefficients of variation indicate that mean temperature was practically
constant among the different groups in each period of the experiment (warm and cool).

The readings from Point A were considered in the comparison of ammonia gas levels among the
different groups to determine the variations in the rhythmicity of the data. For such, ammonia levels were
normalized in relation to temperature and the number of animals in each group for each period in which the
readings were taken.

The Hurst coefficient was employed to determine the occurrence of rhythmicity among the ammonia
level readings. For such, the rescaled range method (R/S) was used to evaluate memory persistence in the
time series in the description of ammonia levels in the different groups over time. Table 1 displays the H
values in the different groups, each of which was statistically different from zero considering a p-value <
0.05. Despite this, the H values were situated within the 0 to 0.5 range, suggesting that the ammonia levels
varied rhythmically in all groups, although in a characteristic manner within each group.

The COSINOR method was employed to determine the associated pattern of rhythmicity. The
rhythmic pattern was found to be a periodic function of the following type: Y = M + A. cos (W.t+o), in
which “Y” represents the atmospheric level of ammonia expressed as ppm/C/bird, “M” is the mesor, which
characterizes the mean level of ammonia around which the other values fluctuate, “A” is the amplitude of
variation in ammonia levels, “W” is the parameter that estimates the size of the cycle (W = 360/T, in which
“T” is the period of occurrence of a complete cycle, which, in the case of ammonia, was 24 horas, serving
as a standard period in which variation occurs), “t” is the time in which one wishes to know the ammonia
level (normalized in relation to temperature and the number of birds per group at the time of the reading),
and “¢” characterizes the most probable time of the maximum ammonia level.

The regression parameters for the functions that described the rhythms of variation in the normalized
ammonia levels in each group are displayed in Table 1. The relative fractions regarding the mesor (taking

the values in H1 as reference) are displayed in Table 2.
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Among the groups analyzed in the warm period, H1 and H3 had very similar mesor values (p>0.05),
whereas the mesor in H2 was about tenfold higher (p<0.05) (Table 1). The amplitude in the three groups
was on the same order of magnitude. The maximum production and release of ammonia gas occurred at
26.2 + 6.6h in H1, which is equivalent to 02.12h. In H2, which received reused litter that was not wetted,
the period of maximum activity was approximately 13.00h, which corresponds to the period of greatest
incident solar radiation. In H3 (reused litter wetted daily), the time of maximum ammonia production was
similar to that found in H1 (considering the standard deviation), occurring at around 23.30h, but with a six-
hour variation.

[Table 1 near here]

[Table 2 near here]

The coefficients of determination (R?) indicated good correspondence among the mathematical
functions at describing the variation in ammonia levels in relation to the variation in the time interval, as
the values approached the unit, which corresponds to a maximum of 100%.

Figures 1 and 2 show the rhythmic patterns of circadian variation in ammonia level per degree
Celsius and per broiler chicken among the different treatment groups in the different periods (warm or cool)
in which the assays were conducted.

[Figure 1 near here]

[Figure 2 near here]

Discussion

Statistically, no significant differences were found in NHz among the groups in the same
experimental period. The method used to calculate the rhythmicity of the ammonia levels was similar to
that employed in studies conducted by Miranda and Andrade (2001), Peters and Christensen (2006) and Pal
et al. 2020).

The fact that the mesor was much higher in H2 compared to H1 and H3 may be related to the reuse
of the litter and/or the absence of daily wetting. In contrast to what would be expected, a reduction in the

production of ammonia was found in the group with reused and wetted litter (Naseem and King 2018). This
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same effect was found in the cool period. Moreover, mesor values were slightly higher in all groups in this
phase, although the amplitude was practically of the same magnitude.

In the cool period, the production of ammonia increased significantly (p<0.05); around 200% in
relation to H1, 10% in relation to H2, and 240% in relation to H3, as shown in Table 2. Similar results were
found by Wathes et al. (1997), who reported a greater production of ammonia gas in the cold season.
However, considering only the environmental temperature factor, this result contradicts data established in
the literature, in which a higher environmental temperature is related to an increase in the emission of NH3
(Jiang et al. 2021).

There is an important association between the variation in temperature and enzymatic activity in
biological systems (Hoar 1983; Gonzalez-Ruiz et al. 2020), which either increases or diminishes when there
is @ movement away from the ideal temperature, coupled to the main steps of the metabolism of nitrogen
both endogenously and in the environment involving the participation of microorganisms (Hu et al. 2020).
It seems that conditions to produce ammonia are more favorable in the cooler period, with an increase in
the production rate for every one-degree C increase in ambient temperature.

The impact of the reutilization and wetting of the litter seems to have been greater in the warm
period than the cold period when comparing NH3 production between H2 and H5 (as illustrated in Figures
1 and 2). The wetting of the litter in the cool period (H6) reduced the production of ammonia but did not
reduce the basal level below the production level found in H4, suggesting that this level is related to a basal
increase resulting from the contribution of the variation of temperature in the environment.

Wetting may displace the period of maximum ammonia production and release to a period in which
the thermal contribution of the environment is lower. Indeed, the period of maximum ammonia production
and release in the group with new litter was similar to that found in the group with reused and wetted litter
in each period (H1 and H3; H4 and H6). Thus, the moisture factor seems to displace the point of maximum
ammonia production and release approximately two hours in the cool period and approximately ten hours

in the warm period, as demonstrated by the data displayed in Table 1.
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This information could contribute to the development of important tools for controlling NHs,
maintaining satisfactory levels for both the growing birds and workers a large portion of the time, thereby
increasing production, animal wellbeing, and quality of life (David et al. 2015).

The amplitude remained relatively similar in all groups in the warm period, even in the group in
which the wetting of the litter occurred (H3). However, a reduction by approximately half occurred in the
amplitude of the variation in the ammonia production rate after wetting in the cool period (H6), as shown
in Table 2. This may be linked to the fact that the relative humidity is more stable in the warm period, but
varies greatly in the cool period, generating a direct influence on ammonia production (Yongbo et al. 2017).

As illustrated in Figures 1 and 2, fluctuations in environmental factors, such as temperature and
humidity, can have a considerable impact in locations where animal raising systems are developed and are
therefore the object of study throughout the world (Miles et al. 2013; Stojcic et al. 2016; Ayo et al. 2017,
Sousa et al. 2017; Naseem and King 2018; Jiang et al. 2021).

The optimization of data collection processes and the improvement of mathematical models could
constitute an important resource for understanding the dynamics of different biological factors. Thus, the
observation that ammonia gas has rhythmic variation and is also influenced directly by environmental
factors and some lodging factors (type and moisture of litter) can assist in the adjustment of management
measures for broiler chicken raising systems to ensure healthier and more profitable production.

The present findings revealed the occurrence of rhythmic variation in ammonia levels in a traditional
broiler chicken raising system, with a slight increase in production in the cool season. Moreover, systems

in which the litter is reused are subject to higher NH3 levels.
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Table 1. Mean and standard deviation values for Hurst (H) coefficient and regression parameters for

rhythmic characterization of variation in ammonia levels (ppm/C/bird) in different groups under different

treatment conditions.

Group H M (103) A (103) $ R?

H1 0.09+0.10 0.55%0.05 0.98 £0.20 26.2+6.6 0.87
H2 0.01+0.01 5.51%+1.90 0.97 £0.31 13.1+05 0.92
H3 0.18+0.07 0.59%0.65 0.96 £0.70 23.5+84 091
H4 0.09+0.11 1.55%0.79 1.15 +0.67 159+47 0.74
H5 0.02+0.01 6.30%x2.40 1.09+0.47 13.1+09 0.92
H6 0.03+0.03 1.32+0.77 0.59+0.21 151+23 0.75

NOTE: H — Hurst coefficient; M —mesor (ppm/C/bird); A — amplitude (ppm/C/bird); ¢ — acrophase (hours);

R2— coefficient of determination.



Table 2. Ratio between mesor values (ppm/C/bird) comparing different reference groups.

Reference groups

H1 H2 H3 H4 H5 H6
H1 1 - - - - -
H2 10.02 1 - - - -
H3 1.07 0.11 1 - - -
H4 2.82 0.28 263 1 - -
H5 11.45 1.14 10.67 4.06 1 -
H6 2.4 0.24 2.24  0.85 0.21 1
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Figure Legends
Figure 1. Circadian variation in ammonia levels (ppm/C/bird) in H1, H2, and H3 (warm period).

Figure 2. Circadian variation in ammonia levels (ppm/C/bird) in H4, H5, and H6 (cool period).
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Resumo

Objetivou-se avaliar a histomorfometria e a histopatologia da traqueia de frangos de
corte submetidos a diferentes niveis de gas amonia. O experimento foi realizado na
cidade de Garanhuns-PE em 2019, entre os meses de fevereiro e margco, com
temperatura mais elevada e uma repeticdo entre junho e agosto, com temperatura
mais amena. Para isto, utilizou-se trés galpdes com cama de palha de arroz, sendo
no galpao 1, cama nova; no galpao 2, cama reutilizada; e no galpéo 3, cama reutilizada
com aumento de sua umidade. Foram alojadas 28 aves por galpdo, para um clico de
producao e 42 dias. Nos dias DO, D7, D21, D35 e D42, foram eutanasiadas sete aves
por galpdo, sendo as aves do DO consideradas como grupo controle, em seguida
coletados fragmentos de traqueia (porcao superior e porcao inferior), acondicionados
em potes plasticos com solucdo de formalina a 10% tamponada (pH 7). Apos 24h o
fixador foi trocado por alcool a 70%, dando inicio ao processamento histolégico de
rotina. As mensuracfes da espessura da mucosa traqueal foram realizadas em
imagens digitais, por meio de dez diferentes pontos equidistantes 100um entre si. As
lesBes histopatoldgicas foram avaliadas considerando sua distribuicéo e intensidade.
Observou-se que as aves criadas com cama reutilizada, apresentaram maior
guantidade e gravidade de lesdes histopatoldgicas, entretanto esses resultados nao
tiveram diferenca estatistica. Quanto a histomorfometria, as aves criadas no periodo
de temperatura elevada, ao final do ciclo de producéo (D35 e D42), apresentaram
mucosa traqueal mais espessa que as aves criadas no periodo de temperatura
amena. Assim, podemos concluir que a diferenca entre as camas néo alterou de forma
significativa a mucosa traqueal das aves, no entanto, a temperatura ambiente

influenciou na espessura da traqueia das aves na fase final do ciclo de producéo.

Palavras-chave: Avicultura; Gallus Gallus domesticus; gas toxico; NH3; Traqueite.
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Introducao

O Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango no mundo, com o total
de 13.845 milhdes de toneladas de carne de frango no ano de 2020 (ABPA, 2021). A
regido Nordeste ocupa a quarta colocacdo em percentual produtivo, destacando-se o
Estado de Pernambuco responsavel por aproximadamente 45% da producéo total da

regiao (ABPA, 2021).

Rosa et al. (2019) afirmam que a margem de lucro na atividade avicola é
estreita, necessitando constantes investimentos. Uma parte importante desse
investimento € na cama aviaria, pois a sua qualidade afeta diretamente os indices
produtivos (STOJCIC et al., 2016), podendo ser utilizadas em varios ciclos de
producdo seguindo-se um manejo adequado (WANG et al., 2016). Espera-se que a
cama absorva a umidade dos materiais organicos que se misturem a ela, crie um
isolamento térmico e sirva como protecdo fisica a fim de evitar lesbes podais

(CAMPOS et al., 2018; CARVALHO et al., 2011).

Todo material organico da cama, especialmente as excretas das aves, sao
responsaveis pelas mudancas fisico-quimicas da cama, resultando na producéo de
gas amoénia (NHsz) (DAVIS e MORISHITA, 2005). O NHs é considerado o maior
poluente atmosférico da avicultura (Yl et al., 2016), capaz de causar lesfes em seres
humanos (DAVIS et al., 2015; IVERSEN et al., 2000; SCHIFFMAN, 1998) e nas aves,
principalmente no sistema respiratorio (AL-MASHHADANI e BECK, 1985;

ANDERSON et al., 1964; ANSARI et al., 2016).

As principais lesdes descritas sdo excesso de muco em traqueia, pulmdes
edematosos, inflamados e com pontos hemorragicos (AL-MASHHADANI e BECK,
1985; ANDERSON et al.,, 1964; ANSARI et al., 2016). Entretanto as altera¢cbes

histologicas séo poucas vezes descritas, sendo relatado perda de cilios, aumento do
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namero de células caliciformes, inflamacdo em l|amina prépria e edema em
submucosa (AL-MASHHADANI e BECK, 1985; OYETUNDE et al., 1978; ZHOU et al.,

2021). Entretanto, ainda ndo h&4 uma analise histomorfoldgica dessas traqueias.

Ha ainda outros fatores que influenciam diretamente o bem-estar dessas aves,
como o estresse térmico. O estresse térmico ocorre qguando o animal ndo consegue
dissipar calor suficiente para 0 meio ambiente, isso pode ocorrer por diversos fatores,
dentre os quais, a elevacéo de temperatura ambiente (RATH et al., 2015). Associa-se
ao estresse térmico alteracbes gastrointestinais e imunolégicas (RATH, et al.,2015),
porém, ndo ha relatos associando a temperatura ambiente elevada a lesbes em

sistema respiratorio.

Desta forma, objetivou-se avaliar as lesGes histopatoldgicas e a
histomorfometria em traqueias de frangos, submetidos a diferentes niveis de NH3 e

temperaturas ambientes diversas.

Material e métodos
Local e amostragem

O experimento foi realizado na cidade de Garanhuns-PE, onde existem relatos
de problemas com o gas aménia proveniente da cama, provocando lesdes nos frangos
de corte, sendo conduzido sob os termos e condi¢cbes dos Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA) aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com numero de licenca 136/2018. O clima
dessa regido é classificado como Aw (clima tropical com chuvas de verdo) na

classificagdo de Koppen- Geiger.

O experimento foi realizado entre os meses de fevereiro e marco, época do ano

com temperatura ambiental elevada (entre 33,6°C e 18,2°C com umidade minima
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absoluta 30 a 31%) com repeticdo entre junho e agosto de 2019, em época de
temperaturas mais amenas (entre 25,1°C e 14,5°C com umidade minima absoluta 44

a 56%) (APAC, 2019abcde).

Foram utilizados trés galpdes, que mediam 2m x 2m, todos com orientagcéo
Leste-Oeste, ndo climatizados. A cama de escolha foi a palha de arroz, por ser um
dos tipos mais amplamente utilizado no Nordeste brasileiro. No galpao 1, foi utilizada
cama nova de palha de arroz sem aditivos; no galpao 2 foi reutilizada cama de palha
de arroz ja fermentada proveniente de galpdes da propria granja apds um ciclo de
producdo; ja no galpdo 3 foi utilizada a mesma cama do galpdo 2, a qual era

umedecida diariamente com pulverizacéo de sete litros de agua.

Foram utilizados um total de 182 pintos da linhagem Ross, sendo 91 aves por
cada estacéo do ano, divididas em trés galpdes com 28 animais cada. Cada galpao
foi considerado um grupo experimental, sendo eles G1, G2 e G3 as aves criadas nos
trés galpdes na época quente e G4, G5 e G6 as aves criadas na época de
temperaturas amenas. Para cada momento experimental o grupo controle era
composto por sete aves de zero dia, formando os grupos Gx (ciclo de producédo entre
fevereiro e marco) e Gy ( ciclo de producéo entre junho e agosto). A densidade de
aves no galpao de alojamento foi de no maximo 11 aves/m2, para todos os galpdes,
gue é considerada ideal para a linhagem utilizada, de acordo com o Manual de Manejo
de Frangos Ross (2014). Essas aves foram criadas em um ciclo de producéo de 42

dias.

Todas as aves foram pesadas em balanca digital SF 400 — Global Home®),
para o acompanhamento do seu desenvolvimento. Aves foram eutanasiadas de
acordo com a Resolugdo Normativa N° 37/2018 — Diretrizes da Pratica de Eutanasia

do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA), nos dias 0,
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7,21,35e 42 (DO, D7, D21, D35 e D42). No DO foram eutanasiadas sete aves, para
compor o grupo controle e nos demais dias, D7, D21, D35 e D42, eram eutanasiadas

sete aves por grupo.
Avaliacéo histolégica e histomorfométrica

Em todos os tempos pré-determinados foram coletadas amostras de duas
regides da traqueia (porcao superior e porcao inferior) e entdo, acondicionadas em
potes plasticos com solucdo de formalina a 10% tamponada (pH 7). Apés 24h, as
amostras foram transferidas para o alcool a 70%, dando inicio ao processamento
histolégico no Laboratério de Histologia Animal do Departamento de Morfologia e

Fisiologia Animal (DMFA).

Todas as amostras foram processadas por técnica histoldégica de rotina
(ROCHA et al., 2016), onde foram desidratadas em concentragdes crescentes de
alcool, diafanizadas em xilol, impregnadas e emblocadas em parafina. Os blocos
foram cortados a 3um, e em seguida, as laminas foram coradas em hematoxilina e

eosina para posterior analise em microscopio 6ptico trinocular LEICA DM500.

Para analise histomorfométrica da mucosa traqueal foi utilizado o protocolo de
Nunes et al. (2002), sendo as laminas observadas e fotografadas em objetiva de 4x
em um microscopio Optico trinocular LEICA DM500 acoplado a uma camera digital
LEICA ICC50 HD®, sendo a imagem captura por meio do software Leica LAS EZ®
(Leica Microsystems, Buffalo Grove, USA). As mensurac¢des da espessura da mucosa
traqueal, foram realizadas em imagens digitais, por meio de dez diferentes pontos
equidistantes 100um entre si, utilizando o software Image J®. O programa foi calibrado

utilizando uma fotomicrografia no mesmo aumento (4x) e uma régua micrométrica de
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0,01 mm LEICA (50 mm — Referéncia 10310345), na qual 69 pixels equivalem a 100

micrémetros.

Para avaliacdo histopatolégica da traqueia, foram observadas lesées como
hiperemia, congestdo, hemorragia, metaplasia escamosa, achatamento epitelial,
desprendimento de epitélio, necrose de epitélio, hiperplasia e hipertrofia de glandulas
mucosas, deplecdo de glandulas mucosas, desciliacao, traqueite e fibroplasia. Para
classificacao das lesdes quanto a sua distribuicéo e grau de intensidade, foi adotado

o protocolo de Sesti et al. (2013) com adaptacdes (Tabela 1).

Para fins de monitoramento do gas aménia, foram realizadas trés afericbes
diarias, em trés turnos (inicio da manha, por volta das 6h, inicio da tarde, por volta das
12h e inicio da noite, por volta das 18h). Para isso utilizou-se um detector de gas
amoOnia (Ammonia Gas Detector - Smart sensor, modelo: SSEYL AR8500), que
fornece leituras simultaneas dos niveis de ambnia em ppm e da temperatura ambiente
em °C.

Tabela 1 - Avaliacdo das lesfes histopatoldgicas quanto a distribuicdo e intensidade

por meio de escore.

Categoria Escore Significado

Distribuicéo 0 Ausente
Focal
Focalmente extensa
Multifocal
Multifocal a coalescente

Difusa

Intensidade Ausente

Discreta

N P Ol 01 A W N PP

Moderada
3 Acentuada
Fonte: Adaptado de Sesti et al. (2003).
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Anéalise estatistica

Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software comercial GraphPad
Prism (versdo 7.0). Para a variavel espessura da mucosa traqueal foi aplicado o teste
paramétrico ANOVA. J& as lesdes histopatoldgicas foram analisadas utilizando o teste
ndo parameétrico de Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%. Para
avaliacdo dos pesos das aves, foi empregado o teste de normalidade ANOVA e

posteriormente o teste t-student com significancia de 5%.

Resultados e discussao

A influéncia da umidade da cama, neste trabalho, ndo elevou os niveis de
amonia como esperado (Figura 1), pois os valores encontrados nos grupos criados
com camas novas, foram bem préximos aos valores dos grupos criados com cama
reutilizada e umedecida. Isso ndo era esperado, uma vez que a liberacdo do gas
amonia depende de varios fatores, dentre eles a umidade da cama e a temperatura
ambiental, onde nos locais mais umidos e frios haveria uma maior liberacdo desse

gas (ASTON et al., 2019).

Figura 1

Fidan et al. (2020) também associam o aumento da umidade com o aumento
de NHs, porém, eles adicionam outro fator na liberacdo desse gas, a espessura da
cama. Em cama com espessura de 1cm, houve piora na sua qualidade e aumento de
umidade e NHs. Nesse estudo, todas as camas tinham espessuras semelhantes,
aproximadamente 15cm, tamanho que Fidan et al. (2020) afirmam gerar uma reducao
da amdnia atmosférica, o que também pode ter colaborado para os valores reduzidos

encontrados.

Eliotts e Collins (1982) em seu experimento evidenciaram que na primeira

semana de criacdo dos frangos, o0 aumento de umidade da cama gerou uma reducao
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nos niveis de NHs, ja nas semanas seguintes ocorreu efeito inverso. O desfecho desse
experimento vai de encontro ao que foi evidenciado nesse trabalho, em que os niveis
de gas amodnia permaneceram baixos. Os mesmos autores atribuem a redugéo de gés
amonia a uma maior diluicdo de NH3 e apontam que como a producdo desse gas
depende da atividade de bactérias aerdbicas, que em um ambiente de muita umidade
ndo conseguiriam desempenhar seu metabolismo, fazendo com que bactérias
anaerobicas prevalecessem. Esse ambiente favoravel as bactérias anaerdbicas, pode

ter perdurado por todo o ciclo produtivo neste estudo.

Miles et al. (2011) geraram uma equacgao capaz de estimar a quantidade de
gas amobnia a ser volatilizado em uma producao de frangos de corte. Para chegar
nessa equacao eles provaram que os fatores que mais influenciam sao a temperatura
ambiente e a umidade da cama, quando esses dois elementos aumentam, 0 NH3
também aumenta. Porém, ha um determinado limite de umidade e temperatura em
gue essa producédo atinge seu limite maximo e apdés esse limite tende a diminuir. I1sso
pode explicar o fendmeno visto nesse estudo, pois os grupos G2 e G5, nos quais as
aves eram criadas com cama aviaria reutilizada, registraram maiores niveis de NHs,
engquanto os grupos G3 e G6, nos quais a cama era umedecida, registram niveis
semelhante aos grupos G1 e G3, nos quais a cama era nova, estando de acordo com
Liu et al. (2007) que concluiram que em um determinado momento ponto o aumento

de umidade diminuiu a emissao de NHs.

Alguns autores ja relataram lesdes relacionadas a exposi¢cao ao NH3, tais como
metaplasia do epitélio da mucosa, hipertrofia da mucosa (OYETUNDE et al., 1978),
desciliacdo (OYETUNDE et al.,, 1978; SHI et al., 2019; TERZICH et al., 1998),

hipertrofia de glandulas mucosas (SHI et al., 2019; TERZICH et al., 1998; ZHOU et
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al., 2020), necrose, hemorragia e traqueite (TERZICH et al., 1998; WANG et al., 2020;

ZHOU et al., 2020).

Neste trabalho, além das lesdes ja citadas, foram observadas também o
achatamento e desprendimento do epitélio da mucosa, fibroplasia, hemorragia e
hiperemia (associadas a processos inflamatérios), traqueite (com predominancia de
linfécitos, histidcitos e plasmacitos, respectivamente), congestdo (ndo associada a
infiltrados inflamatorios), perda de cilios, além de deplecéo e hipertrofia de glandulas

mucaosas.

Essas lesdes ocorreram por diversos mecanismos atrelados a acédo do gas
amonia, esse gas é capaz de provocar instabilidade na microbiota da traqueia,
resultando em reag6es inflamatdrias e até necrose de mucosa (ZHOU et al., 2021).
Segundo Han et al. (2020) a ambnia gera um estresse oxidativo nas células do epitélio
traqueal, com esse estresse ocorre uma disfungcdo mitocondrial que desencadeia a
morte celular por necroptose, uma morte celular mediada que ira provocar uma grande
reacao inflamatdria. Isso condiz com o achado de maior ocorréncia que foi a traqueite,
porém nao foram encontradas muitas areas de morte celular. As demais lesdes com
maior frequéncia foram hiperplasia de glandulas mucosas, metaplasia escamosa do
epitélio da mucosa e desciliagdo (Figura 2), porém sem diferenca estatistica entre as

por¢cdes superior e inferior da traqueia, nem entre 0s grupos ou entre os periodos do

ano.

Figura 2

Ainda assim, foi possivel notar que a maior ocorréncia de lesdes neste 6rgao
foi no periodo de temperaturas amenas, corroborando com Aston et al. (2019). A maior

parte dessas lesdes encontravam-se na por¢cado superior da traqueia, 0 que ja era
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esperado, uma vez que o gas amoénia tem boa solubiidade em agua (AL-
MASHHADANI e BECK, 1985; XING et al., 2016), portanto sua concentragao vai
diminuindo a medida em que passa pelo trato respiratério, pois vai se misturando ao
muco presente no trato respiratorio superior (AL-MASHHADANI e BECK, 1985)

(Tabela 2 e 3).

Tabela 2: Frequéncia absoluta das principais lesbes em porgéo superior de tragueias
de frangos de corte, submetidos a diferentes manejos de cama aviaria em dois

periodos do ano, um de temperaturas elevadas e um de temperaturas amenas.

Lesdo Gl G2 G3 TotalTE G4 G5 G6 TotalTA Total geral
Desciliagago 1 1 0 2 5 1 0 6 8
Hiperplasia 4 8 7 19 14 9 10 33 52
Metaplasia 3 2 3 8 5 5 3 13 21
Traqueite 16 12 12 40 22 9 14 45 85

24 23 22 89 46 26 27 99 188

G1 — aves criadas com cama aviaria nova em periodo de temperatura elevada; G2 — aves criadas com
cama aviaria reutilizada em periodo de temperatura elevada; G3 — aves criadas com cama aviaria
reutilizada e umedecida em periodo de temperatura elevada; G4 — aves criadas com cama aviaria nova
em periodo de temperatura amena; G5 — aves criadas com cama aviaria reutilizada em periodo de
temperatura amena; G6 — aves criadas com cama aviaria reutilizada e umedecida em periodo de
temperatura amena; TE — periodo de temperatura elevada; TA — periodo de temperatura amena.

Quanto a distribuicdo e escore de intensidade, ndo houve diferenca estatistica
(p>0.05) entre as porgdes superiores e inferiores das traqueias, tampouco entre 0s
grupos e os diferentes periodos do ano. Em sua maioria as lesGes tinham uma

distribuicdo multifocal, variando quanto a intensidade, nesse caso as areas de
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desciliacdo eram sempre acentuadas, as demais lesGes variaram entre leve e

moderada.

Tabela 3: Frequéncia absoluta das principais lesées em porc¢ao inferior de traqueias
de frangos de corte, submetidos a diferentes manejos de cama aviaria em dois

periodos do ano, um de temperaturas elevadas e um de temperaturas amenas.

Lesao Gl G2 G3 Totalciclol G4 G5 G6 Totalciclo2 Totalgeral
Desciliagdo 1 1 1 3 2 0 0 2 5
Hiperplasia 6 8 11 25 19 12 15 46 71
Metaplasia O 1 1 2 5 2 3 10 12
Traqueite 10 11 10 31 12 10 9 31 62

17 21 23 61 38 24 27 89 150

G1 — aves criadas com cama aviaria nova em periodo de temperatura elevada; G2 — aves criadas com
cama aviaria reutilizada em periodo de temperatura elevada; G3 — aves criadas com cama aviaria
reutilizada e umedecida em periodo de temperatura elevada; G4 — aves criadas com cama aviaria nova
em periodo de temperatura amena; G5 — aves criadas com cama aviaria reutilizada em periodo de
temperatura amena; G6 — aves criadas com cama aviaria reutilizada e umedecida em periodo de
temperatura amena; TE — periodo de temperatura elevada; TA — periodo de temperatura amena.

Quanto a histomorfometria, no dia sete a espessura das traqueias de todos 0s
grupos foi semelhante (Figura 3-A), no dia 21 os grupos do periodo de temperaturas
amenas apresentam um pequeno aumento em relagdo ao periodo de temperaturas
elevadas, porém, sem diferenca estatistica (p>0.05) (Figura 3-B). Ja nos dias 35 e 42
essa diferenca se inverteu e a espessura das traqueias dos animais do periodo de
temperaturas elevadas passaram a ter medidas maiores que as dos animais do
periodo de temperaturas amenas (Figura 3-C e D), apresentando diferenca estatistica

(p<0.05).

Figura 3
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O fato de a espessura de mucosa traqueal ter aumentado no fim do ciclo de
producdo no periodo de temperaturas elevadas, ndo condiz com o esperado, pois foi
no periodo de temperaturas amenas que foram observadas maiores frequéncias de
metaplasia epitelial e traqueite. Ambas as alteracbes promovem o aumento da
mucosa traqueal (ELDEMERY et al., 2017; TORO et al., 2012), pois na metaplasia ha

proliferacéo de células epiteliais e na traqueite ha infiltrado de células inflamatorias.

Em conclusdo, mesmo em diferentes niveis de NHs e diferentes condi¢cdes
ambientais, ndo foi possivel notar diferenca significativa quanto as alteracdes
histopatologicas entre as aves dos diferentes grupos. Na histomorfometria verificamos
que no periodo de temperaturas elevadas, as mucosas traqueais apresentaram
maiores mensuracgodes, ja os diferentes niveis de aménia em um mesmo periodo do

ano, ndo demonstraram diferencas nas mensuragdes de mucosa traqueal.
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Influéncia do gas aménia quanto a histomorfometria e
histopatologia de traqueias de frangos de corte

Jéssica de Torres Bandeira, Tatiane Bandeira da Silva; Bruno César Azevedo Brito;
Renato Souto Maior Muniz de Morais; Maria Edna Gomes Barros; Priscilla Maria
Cavalcante Rocha; Francisco de Assis Leite Souza; Joaquim Evéncio-Neto.

Local no corpo do texto — linha 170

Figura 1: Niveis de amodnia (ppm) mensurados nos diferentes manejos de cama
aviaria, em duas épocas do ano, de temperatura mais elevada e de temperatura
amena. Cada padrdo representa um grupo experimental, sendo eles: G1 e G4 — aves
criadas em galpdo com cama aviaria nova; G2 e G5 — aves criadas em galpdo com
cama aviaria reutilizada; G3 e G6 — aves criadas em galpdo com cama reutilizada e
umedecida. Os grupos G1, G2 e G3 foram criados em periodo do ano com
temperaturas elevadas e os grupos G4, G5 e G6 foram criados em periodo do ano
com temperaturas amenas.
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Figura 2: Fotomicrografia de traqueia de frango de corte. A — Desprendimento de
epitélio da mucosa e areas de deplecéo e hipertrofia de glandulas mucosas de frango
criado em galpdo com cama aviaria nova, em época de temperaturas elevadas aos
42 dias, HE. B — Traqueite com hemorragia e hiperemia em mucosa traqueal de frango
criado em galpdo com cama aviaria nova, em época de temperaturas elevadas aos
35 dias, HE. C — Traqueite com hemorragia e perda de cilios em mucosa traqueal de
frango criado em galpdo com cama aviaria nova, em época de temperaturas elevadas
aos 35 dias, HE. D — Congestdo em mucosa traqueal de frango criado em galpdo com
cama aviaria reutilizada e umedecida, em época de temperaturas elevadas aos 21
dias, HE.
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Figura 3: Analise histomorfometrica da mucosa traqueal de frangos de corte aos 7, 21,
35 e 42 dias de vida, criados em diferentes manejos de cama aviaria. Cada padrao
representa um grupo experimental, sendo eles: G1 e G4 — aves criadas em galpao
com cama aviaria nova; G2 e G5 — aves criadas em galpdo com cama aviaria
reutilizada; G3 e G6 — aves criadas em galpao com cama reutilizada e umedecida. Os
grupos G1, G2 e G3 foram criados em periodo do ano com temperaturas elevadas e
0s grupos G4, G5 e G6 foram criados em periodo do ano com temperaturas amenas.
Apenas nos dias 35 e 42 foram encontradas diferencas na espessura de mucosa
traqueal das aves, entre os periodos do ano (p>0.05).
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Anexo 4 — Normas da Revista Brasileira de Ciéncia Avicola

Layout do Manuscrito

1. Formato: cada manuscrito original deve ser devidamente identificado pelo titulo e
nome(s) do(s) autor(es). A fonte utilizada deve ser Arial (tamanhos de fonte: 16pt para o titulo,
14pt para os subtitulos no corpo do texto e 12pt para o corpo do texto), em espagcamento duplo
e em papel A4 (21,0 x 29,7cm) com margens de 1,5 cm. As linhas e péginas devem ser
numeradas consecutivamente. O manuscrito deve ser salvo em .doc (Microsoft Word ou editor
de texto compativel). Somente nomenclaturas oficiais e reconhecidas serdo aceitas.

Abreviacbes ndo devem ser utilizadas no titulo.

2. folha de rosto: todos os manuscritos devem ter uma folha de rosto com o titulo, o(s)
nome(s) completo(s) do(s) autor(es) e a instituicdo de origem. Uma nota de rodapé com o
endereco para correspondéncia completo e o email do autor a quem principal deve ser incluida

nesta pagina.

3. Tabelas: as tabelas devem ser numeradas consecutivamente em numeros indo-
arabicos e devem ter um titulo descritivo. Todas as explicacbes devem ser dadas em uma
legenda imediatamente abaixo da figura. Todas as abreviagcdes que aparecam na tabela devem
ser explicadas nesta legenda, mesmo que sejam também explicadas no corpo do texto. As
tabelas devem poder ser compreendidas sem qualquer referéncia ao corpo do texto.

4. llustracdes (fotografias, graficos e desenhos): as ilustracbes devem ser numeradas
consecutivamente em numeros indo-ardbicos e devem ser enviadas no mesmo documento
(arquivo) mas em paginas separadas, que devem também trazer o nome do artigo, o(s) nome(s)
do(s) autor(es) e a indicacdo do local no corpo do texto onde a ilustracdo deve aparecer.
Fotografias, figuras e material escaneado devem ser enviados em alta resolugdo (no minimo
600 dpi) e no formato .tif ou .jpg. As figuras serdo publicadas em preto e branco. Um acordo
em relagdo aos custos da impressdo colorida deve ser firmado caso o autor deseje publicar as

ilustracGes coloridas.

5. Unidades: o Sistema Internacional de Unidades (SI) deve ser usado para medidas e

abreviagoes.

6. Referéncias: as referéncias devem aparecer em ordem alfabética de acordo com o
sobrenome do autor. A lista completa de referéncias deve ser mencionada. Todos os autores de

cada artigo devem ser citados.
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7. Citagdes no corpo do texto: o sobrenome do autor deve ser seguido pelo ano em
parénteses. No caso de dois autores, 0s dois sobrenomes devem aparecer. No caso de mais de
dois autores, a citacdo deve ser feita usando-se o sobrenome do primeiro autor seguido pela

expressao et al.(em italico).
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8. nomes cientificos de microorganismos: seguir as recomendac6es do Berg”s Manual



	2aa35e40e3659d02d234f844107eb6379df867ae626a139f569ca9d05210b866.pdf
	ded987a5471a9e8e967b80fc0ed8c2e8d8c85bffb1902b806ca5f899e001b30b.pdf
	2aa35e40e3659d02d234f844107eb6379df867ae626a139f569ca9d05210b866.pdf

