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Resumo

CASTILHO, V. A. R. Diagnéstico e avaliacao in vivo de miopatias em peito de frangos de
corte. 2020. 63p. Dissertagdo (mestrado) — Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal da Grande Dourados.

Inimeras técnicas para avaliacdo das fibras musculares para estudo e entendimento do que é
denominado White striping e Wooden breast sdo descritas na literatura, porém, o diagnostico
confiavel dessas miopatias somente é realizado através da visualizacdo dos filés post mortem.
A aplicacdo de técnicas ndo destrutivas, como a ultrassonografia e termografia infravermelha,
sdo utilizadas quando existe a necessidade de um estudo sequencial em um mesmo animal. Ja a
técnica de bidpsia pode revelar informacBes imprescindiveis sobre progressao e estagio das
miopatias em um mesmo animal. Deste modo, objetivou-se validar as técnicas de avaliagdo nao
invasivas, ultrassonografia e termografia infravermelha, como ferramentas de avalia¢do in vivo
das miopatias Wooden breast e White striping que acometem frangos de corte utilizando a
técnica de bidpsia como ferramenta de apoio. Foram utilizadas 30 aves (15 machos e 15
fémeas) da linhagem Cobb 500® e adotado o delineamento inteiramente casualizado
constituido por dois sexos (machos e fémeas) com 15 repeti¢cBes por tratamento, sendo a ave
considerada a repeticdo. Aos 14, 21, 35, 42 e 49 dias foram realizados as mensuragdes da
temperatura superficial do peito das aves pela técnica de termografia infravermelha e anélises
de profundidade do filé e ecogenicidade por imagens de ultrassom. As aves foram submetidas a
técnica de bidpsia aos 21, 35 e 42 dias para coleta de fragmento do masculo peitoral para as
analises morfoldgicas descritivas das lesdes histoldgicas e morfometria das fibras musculares.
Aos 49 dias, as aves foram abatidas e realizadas as avaliagdes quanto aos escores
macroscopicos para Wooden breast e White striping no muasculo peitoral e a coleta de musculo
do peito para as analises morfoldgicas e morfométricas. Houve interacéo entre sexo e idade das
aves, sendo que os machos obtiveram maiores valores de ecogenicidade aos 14, 21 e 42 dias.
Para a temperatura superficial observou-se interagdo significativa entre o sexo e a idade das
aves, sendo que os machos apresentaram menores temperaturas quando comparados as fémeas.
Né&o foi observada influéncia do sexo das aves na ocorréncia das miopatias Wooden breast e
White striping aos 49 dias de idade e nas variaveis morfométricas das fibras musculares.
Contudo, a idade influenciou em todas as variaveis morfométricas e lesfes histoldgicas, em
que é possivel observar o aumento das lesdes celulares de acordo com o avancar da idade das
aves. Os resultados demonstram o decréscimo no valor de ecogenicidade com ponto de
inflexdo aos 28 dias e aumento dos valores a partir dos 35 aos 49 dias de idade das aves, além
de fraca correlacdo negativa com a profundidade total do filé, peso vivo, didametro e area das
fibras. Esse resultado pode ser atribuido a frequéncia do transdutor que pode ndo ter garantido
penetracdo tecidual suficiente nas idades iniciais. Houve uma tendéncia geral de diminuigéo da
temperatura superficial para ambos os sexos de acordo com o tempo, tendo forte correlacdo
negativa com o diametro e area das fibras e forte correlacdo positiva com a area ocupada por
fibras/campo e com o numero de fibras com menores didmetros. Conclui-se que a
ultrassonografia com transdutor de 3,5MHz detectou altera¢cbes musculares a partir dos 28 dias
de idade das aves condizentes com as lesdes miopaticas estudadas. A termografia
infravermelha € um método potencial e confiavel e mostrou um indicativo das lesdes
miopaticas em machos. A técnica de bidpsia pode ser utilizada como ferramenta auxiliar nos
estudos das miopatias em peitos de frangos de corte.

Palavras chaves: biépsia muscular, histomorfometria das fibras musculares, termografia
infravermelha, ultrassonografia, white striping, wooden breast.



Abstract

CASTILHO, V. A. R. In vivo diagnosis and assessment of myopathies in broiler chickens.
2020. 63 p. Dissertation (master's degree) - Faculty of Agrarian Sciences, Federal University of
Grande Dourados.

Numerous techniques for evaluating muscle fibers for study and understanding of what is
called White striping and Wooden breast are described in the literature, however, the reliable
diagnosis of these myopathies is only accomplished through the visualization of post mortem
fillets. The application of non-destructive techniques, such as ultrasound and infrared
thermography, are used when there is a need for a sequential study on the same animal. The
biopsy technique can reveal essential information about the progression and stage of
myopathies in the same animal. The objective was to validate non-invasive assessment
techniques, ultrasound and infrared thermography, as tools for in vivo assessment of Wooden
breast and White striping myopathies that affect broilers using the biopsy technique as a
support tool. Thirty birds (15 males and 15 females) of the Cobb 500® lineage were used and a
completely randomized design consisting of two gender (males and females) with 15
repetitions per treatment was adopted, with the bird being considered the repetition. At 14, 21,
35, 42 and 49 days the measurements of the surface temperature of the birds' breast were
performed using the infrared thermography technique and analysis of the fillet depth and
echogenicity by ultrasound images. The birds were submitted to the biopsy technique at 21, 35
and 42 days to collect a fragment of the pectoral muscle for descriptive morphological analyzes
of histological lesions and muscle fiber morphometry. At 49 days, the birds were slaughtered
and an assessment was made regarding the macroscopic score for Wooden breast and White
striping in the pectoral muscle and the collection of breast muscle for morphological and
morphometric analyzes. There was an interaction between sex and age of the birds, and the
males obtained higher echogenicity values at 14, 21 and 42 days. For surface temperature,
significant interaction between sex and age of birds was observed, with males showing lower
temperatures when compared to females. No influence of the sex of the birds was observed in
the occurrence of myopathies Wooden breast and White striping at 49 days of age and in the
morphometric variables of the muscle fibers. However, age influenced all morphometric
variables and histological lesions, in which it is possible to observe the increase in cell lesions
according to the advancing age of birds. The results demonstrate the decrease in echogenicity
value with inflection point at 28 days and increase in values from 35 to 49 days of age of the
birds, in addition to a weak negative correlation with the total fillet depth, live weight, diameter
and area of the fibers. This result can be attributed to the frequency of the transducer, which
may not have guaranteed sufficient tissue penetration in the early ages. There was a general
trend of decreasing surface temperature for both sexes according to time, with a strong
negative correlation with the diameter and area of the fibers and a strong positive correlation
with the area occupied by fibers / field and with the number of fibers with smaller diameters. It
was concluded that ultrasonography with a 3.5 MHz transducer detected muscle changes after
28 days of age of birds consistent with the studied myopathic lesions. Infrared thermography is
a potential and reliable method and has shown an indication of myopathic lesions in males. The
biopsy technique can be used as an auxiliary tool in the study of myopathies in broiler breast.

Keywords: infrared thermography, muscle fiber histomorphometry, muscle biopsy, ultrasound,
white striping, wooden breast.



Considerac0es Iniciais

Nas duas Ultimas décadas, dentre os produtos de origem animal, o consumo de carne de
frango teve um aumento notavel devido ao seu baixo custo, facilidade de preparo (Wideman et
al., 2016), adequado perfil nutricional (Petracci et al., 2015) e alegacdes de saude por ser uma
carne branca. Além disso, a producdo e o consumo de carne de frango estdo em conformidade
com a maioria dos principios religiosos e culturais existentes (Tallentire et al., 2018; Petracci et
al., 2019).

Embora o desempenho das aves tenha sido notavelmente melhorado, esse progresso
levou ao aumento na pressdo sobre a taxa de desenvolvimento muscular e houve o
aparecimento de um grupo de anormalidades relacionadas ao crescimento do musculo,
conhecidas como Wooden breast (peito amadeirado) e White striping (estriacdo branca) que
afetam em conjunto ou de forma individual o mdsculo peitoral maior de frangos de corte
(Soglia et al., 2018; Baldi et al., 2019).

O aumento massivo na ocorréncia das miopatias tem sido associado ao rapido
crescimento muscular, vascularizacdo insuficiente e estresse oxidativo que pode acarretar em
degeneracéo tecidual (Kuttappan et al., 2012a; Soglia et al., 2016; Papah et al., 2018; Sihvo et
al., 2018). Além disso, mesmo com o0s estudos e as pesquisas realizados nos ultimos anos, a
etiologia dessas anormalidades ainda permanecem obscuras (Petracci et al., 2019), existindo a
necessidade de aprofundar estudos que visem identificar a causa e origem dessas miopatias que
acometem frangos de corte.

Ainda que a etiologia dessas miopatias ndo seja considerada de causa especifica, essas
anormalidades sdo alvos de estudos que relacionam fatores ligados a genética e nutricdo
(Petracci et al., 2019). O momento em que as lesbes comecam a acometer o musculo também é
considerada uma informacéo relevante quanto a sua etiologia. Pesquisas que tornem possivel o
acompanhamento da evolugédo dessas lesdes no decorrer da vida do animal podem contribuir
para o desenvolvimento de estratégias e ferramentas para futuros estudos sobre o tema.

A velocidade do crescimento muscular e como o arranjo das fibras musculares se
comporta durante o processo de desenvolvimento do muasculo do peito pode estar relacionado a
manifestacdo dessas lesdes (Simdes, 2018). Ha relatos de que através do treinamento adequado
pode-se realizar a inferéncia da presenca de Wooden breast em frangos de corte in vivo,
entretanto esse método é mais eficaz em elevados graus de miodegeneragdo (Abasht et al.,
2016). Contudo, até o presente momento o diagnéstico confiavel dessas miopatias s6 pode ser
realizado através da visualizacdo do filé do peito, ou seja, ap6s o abate dos frangos.
Compreende-se, entdo, a necessidade do desenvolvimento de novos protocolos, metodologias e
ferramentas de diagnodstico das miopatias in vivo com o intuito de auxiliar as empresas de
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genética avicola na selecdo de aves com menor predisposicdo para o desenvolvimento de tais
lesGes.

A partir das ondas sonoras de alta frequéncia do equipamento de ultrassom, pressupde-se
que seja possivel detectar mudancas na densidade dos feixes musculares, diferencas de
ecogenicidade e identificar tecidos acometidos por essas miopatias. J& a termografia
infravermelha pode ser extremamente Util nas avaliacdes de lesGes musculares por exibir um
aumento na radiacdo de calor sobre o tecido lesado indicando uma possivel inflamacéo,
enquanto em que as areas hiporradiantes sugerem cicatrizacao tardia e baixo fluxo sanguineo
(Eddy et al., 2001; Brioschi et al., 2005). As aplicacbes de técnicas ndo invasivas sdo
necessarias para testar animais com alto valor agregado ou quando existe a necessidade de um
estudo precoce e sequencial em um mesmo animal (Bochno et al., 2015).

A técnica de bidpsia foi considerada vidvel para analisar o desenvolvimento do musculo
sem grande efeito sobre o desempenho das aves, visto que o procedimento permite a avaliacdo
da integridade das fibras musculares, tecido conjuntivo e vasos sanguineos em tecidos
acometidos por doencas e alteraces no tecido muscular de frangos de corte (Quentin et al.,
2003). Essa técnica pode ser utilizada como ferramenta de apoio para as tecnologias de
avaliacdo in vivo.

Muitos filés sdo acometidos por essas degeneracfes e acarretam em um notavel impacto
negativo na qualidade do produto e, com isso, ser rejeitado pelo consumidor,
consequentemente causando prejuizo econdémico para a industria. Diante desse cenério, existe
0 aumento no interesse da industria e de pesquisadores em elucidar a causa dessa condicao e,
posteriormente, encontrar meios para evita-la. Pressupfe-se que o desenvolvimento de novas
ferramentas para o diagnostico in vivo torna-se uma vertente que possibilita a identificacdo das
miopatias em estagios iniciais e sua evolugdo, além de contribuir com futuros estudos sobre o
desenvolvimento dessas miopatias e auxiliar na selecdo de caracteristicas desejaveis para a
producdo comercial.

A presente dissertacdo encontra-se dividida em dois capitulos, sendo o Capitulo 1 uma
revisdo de literatura que teve por objetivo compilar informagdes a respeito das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas e possiveis causas das miopatias White striping e Wooden
breast, e sobre as técnicas utilizadas para possivel diagnéstico. O Capitulo 2, intitulado
“Diagnostico e avaliacdo in vivo de miopatias em peitos de frangos de corte” teve como
objetivo validar as técnicas de avaliagdo ndo invasivas, ultrassonografia e termografia
infravermelha, como ferramentas de avaliacdo in vivo das miopatias que acometem frangos de
corte utilizando a técnica de bidpsia como ferramenta de apoio. Ambos os capitulos foram
redigidos de acordo com as normas da Revista Plos One (online).



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA



1 Miopatias peitorais em frangos de corte

Assim como em outras espécies, as aves sdo afetadas por diferentes tipos de miopatias
que podem variar tanto em sua prevaléncia quanto na importancia clinica e econémica, sendo
definida como qualquer alteracdo das fibras musculares, ou seja, sem o envolvimento de nervos
periféricos (Sihvo, 2019).

Recentemente, estudos evidenciaram que a selecdo genética em frangos de corte para o
rapido crescimento resultou em hipertrofia muscular alterando suas caracteristicas estruturais,
funcionais e metabolicas (Velleman & Clark, 2015; Petracci et al., 2015). De fato, se
comparadas as fibras musculares antes da selecdo genética, o tecido muscular de aves com
rapido crescimento exibe maior didmetro e maior taxa de degradacdo muscular (Velleman &
Clark, 2015). Desse modo, os aumentos notaveis no tamanho do musculo e na taxa de
crescimento ocasionaram o surgimento de varias miopatias musculares (Petracci et al., 2015;
Kuttappan et al., 2016).

Hé& alguns anos, a sele¢do genética para o crescimento muscular foi associada a miopatia
peitoral profunda, distrofia muscular, fraqueza e edema nas pernas em perus e frangos de corte
(Lien et al., 2012). Atualmente, o rapido crescimento e o0 alto rendimento de peito das
linhagens comerciais hibridas mais conhecidas, tém sido associados a ocorréncia de outras
miopatias que afetam o mdsculo peitoral maior (Pectoralis major), como por exemplo, peito
amadeirado (Wooden breast) e estriacdo branca (White striping) (Kuttappan et al., 2009; Sihvo
etal., 2014).

De acordo com Petracci et al. (2015) e Kuttappan et al. (2016), tanto os casos de Wooden
breast como os de White striping exibem lesbes histolégicas anélogas, inclusive a
miodegeneracao, a fibrose e a lipidose, e ocorrem frequentemente em conjunto em um mesmo
file. Do mesmo modo, foi observado que White striping também esta associada com a
anormalidade Spaghetti meat que exibe uma alteracéo na integridade estrutural na superficie do
musculo Pectoralis major (Bilgili, 2015; Sirri et al., 2016). Diante disso, supde-se que um
determinado mecanismo em comum pode ocasionar diversas miopatias.

O alto desenvolvimento do musculo do peito obtido através da hipertrofia das fibras,
provavelmente resultou na reducdo do espaco que normalmente seria ocupado por tecido
esquelético e vasos sanguineos, acarretando em um limitado suprimento sanguineo para o
musculo e, consequentemente, a um estado de hipdxia grave (Boerboom et al., 2018) e danos
celulares (Velleman, 2015). Boberboom et al. (2018) sugeriram que a hip6xia poderia ser

considerada como o0 evento desencadeante de alteracfes musculares em frangos de corte.



1.1 White striping

A estriacdo branca, como tambeém é conhecida, foi descrita a primeira vez em 2009 e
caracteriza-se pela ocorréncia de faixas brancas com alguns milimetros de largura que ocorrem
paralelamente as fibras musculares, principalmente no masculo do peito, coxas e sobrecoxas de
frangos de corte (Kuttappan et al., 2012a; Petracci et al., 2015; Kuttappan et al., 2016).

As caracteristicas dessa condicdo sdo descritas em inimeros estudos, dentre esses, alguns
sugerem que a miopatia White striping é composta por tecido adiposo devido ao alto teor de
gordura observado tanto na analise histoldgica quanto nas avalia¢cBes de composi¢do quimica
dos masculos acometidos (Kuttappan et al., 2013; Papah et al., 2017; Baldi et al., 2018).

A estriacdo pode ser facilmente identificada na superficie dos filés de peito de frango cru,
com isso pode afetar a aparéncia visual do produto que possui alto valor agregado. Estudos
observaram que essa anomalia esta associada a aves mais pesadas (Kuttappan et al., 2009) e
estimaram a ocorréncia em diferentes tipos de linhagens indicando diferentes graus de
severidade (Kuttappan et al., 2016). O estabelecimento dos graus de White striping (Figura 1)
consiste na analise visual do filé do peito em que se considera grau zero ou normal, o filé que
ndo apresenta nenhuma estriacdo; grau 1 ou moderado, que possuam estrias finas, geralmente
com menos de 1 mm de espessura, mas aparentemente visiveis na superficie do filé; grau 2 ou
grave, estrias largas com espessura entre 1 a 2 mm, muito visiveis na superficie do filé; grau 3
ou extremo, estrias grossas maiores que 2 mm de espessura, cobrindo quase toda a superficie
do filé.

Fig 1. Classificacdo de White striping no musculo Pectoralis major de frangos de corte.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Estudos realizados por Soglia et al. (2016) e Radaelli et al. (2017) néo observaram
diferencas histologicas entre Wooden breast e White striping. Contudo, pesquisas demonstram
que a estriacdo tem seu inicio aos 16 dias de idade da ave e o peito amadeirado inicia-se aos 23
dias, com a apresentacdo de casos mais severos aos 30 dias de idade (Griffin et al., 2017).
Além disso, Abasht et al. (2016) verificaram que amostras classificadas macroscopicamente
como ndo afetadas possuiam perfil de expressdo génica para essas anormalidades,
demonstrando que podem haver casos de falsos negativos na classificacdo visual dessas
miopatias.

Essa alteragdo muscular afeta diretamente a qualidade da carne (Petracci et al., 2013;
2014) de maneira em que os filés acometidos por graus mais severos quando comparados com
filés normais exibem menor conteddo proteico, maiores porcentagem de gordura, proporc¢éo de
colageno, valor de pH e perdas por cozimento. Outro fator importante é o impacto negativo na
aceitabilidade dos consumidores em relagdo a White striping. Estudos indicam que qualquer
condicdo que afete as caracteristicas sensoriais e visuais do produto pode influenciar
negativamente na decisdo de compra, prejudicando a demanda e, consequentemente, causando

perdas econémicas significativas para o setor (Kuttappan et al., 2012b).

1.2 Wooden breast

A condicdo da miodegeneracdo Wooden breast, também conhecida como peito
amadeirado, é uma anomalia emergente em frangos de corte que foi descrita pela primeira vez
por Sihvo et al. (2014). Caracterizada macroscopicamente pelo aparecimento de areas palidas e
endurecidas, bem como a presenca de liquido viscoso ao longo da porcéo ventral do musculo
Pectoralis major (Kuttappan et al. 2016). A lesdo pode afetar completamente o musculo
peitoral maior de forma difusa ou apenas em uma area focal, permanecendo envolta por tecido
muscular normal.

A Wooden breast quando focal ocorre na parte cranial e/ou na parte caudal do musculo,
enquanto a difusa estende-se através de todo o comprimento do musculo e encontra-se tanto no
musculo peitoral direito quanto no esquerdo, simultaneamente (Sihvo, 2019). Em casos mais
severos, os filés podem apresentar protuberancias na extremidade caudal além de pequenas
lesbGes e/ou petéquias hemorragicas (Brot et al., 2016). Ao mesmo tempo, essas anomalias sao
frequentemente associadas ao aparecimento de estrias brancas (Soglia et al., 2017), além do
musculo acometido apresentar maior peso e profundidade (Kuttappan et al., 2016).

As lesdes de Wooden breast afetam tipicamente o musculo peitoral maior sem o

envolvimento de outros musculos esqueléticos, musculo cardiaco ou liso (Papah et al., 2017).
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No entanto, ocasionalmente, outros musculos podem ser envolvidos, como foi encontrado em
um estudo realizado por Sihvo (2019), em que as aves acometidas exibiram lesdes
macroscopicas e histologicas semelhantes ao peito amadeirado no musculo biceps femoral,
localizado na sobrecoxa. A leséo focal encontrada foi descrita como ligeiramente palida, pouco
demarcada e de consisténcia ligeiramente endurecida, exibindo lesdo difusa no musculo do
peito. Alteracfes muito semelhantes também foram relatadas no musculo anterior Latissimus
dorsi localizado na porgéo cranial do dorso em frangos de corte (Zimermann et al., 2012).

A condicdo de Wooden breast nos filés de peito pode ser identificada ap6s o abate das
aves através da palpacdo manual (Tijare et al., 2016) e o grau de severidade (Figura 2)
classificado conforme descrito por Sihvo et al. (2017). Consideram-se grau 0 ou normal, o filé
que apresenta cor e consisténcia normais; grau 1 ou moderado, onde a consisténcia do filé
apresenta-se endurecida e a coloracdo palida na area cranial do filé; e, grau 2 ou severo, em que
0 musculo apresenta-se severamente endurecido e palido com estrias brancas ao longo da

superficie.

Fig 2. Classificacdo de Wooden breast no muasculo Pectoralis major de frangos de corte.
Fonte: Arquivo pessoal

A estrutura morfoldgica do masculo afetado exibe lesbes histoldgicas graves, incluindo
extensa necrose das fibras musculares existentes, acimulo de células inflamat6rias como os
heteréfilos e macréfagos ao redor da fibra em degeneracgdo, e por fim, fibrose (Sihvo et al.,
2014). Com a fibrose, 0 musculo esquelético é substituido por tecido conjuntivo e o colageno é

extensivamente reticulado, desta forma o tecido perde sua fluidez e torna-se mais rigido
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(Velleman & Clark, 2015). Porém, essa consisténcia endurecida pode ocorrer mesmo sem 0
aparecimento de fibrose excessiva (Sihvo et al., 2017). Além disso, ocorre a degeneracao e
regeneracdo das fibras musculares, porém, como demonstrado por Velleman & Clark (2015),
apesar da ativacdo dos mecanismos de reparo do musculo, a regeneracdo resulta em fibras que
séo significativamente menores em didmetro do que as fibras néo afetadas por essa condigéo,
ou seja, a regeneracdo ndo resulta em uma fibra muscular morfologicamente semelhante.

Autores revelaram que musculos acometidos por Wooden breast possuem aspectos
qualitativos inferiores quando comparados com filés normais, impactando negativamente na
indUstria avicola (Mudalal et al., 2015; Chatterje et al., 2016). Os filés com a miopatia Wooden
breast apresentam maiores valores de pH quando comparados com filés normais. A esse
respeito, um estudo mostrou claramente a presenca de degeneracdo histologica macica das
fibras e consequentemente a reducdo do contetdo de glicogénio ou alteracdo do inicio da
acidificacdo durante o periodo postmortem, ocasionando esse aumento no pH final (Mudalal et
al., 2015; Sihvo et al., 2014). Os filés acometidos por essas miopatias apresentam também
maiores teores de L* (luminosidade), a* (teor de vermelho) e b* (teor de amarelo) sendo
justificadas justamente pelos diferentes valores finais de pH. Além disso, apresentam maiores
perdas por cozimento, e menor capacidade de absor¢do da solucdo de marinacdo. A alteracéo
dessas propriedades pode ser devido as mudancas que ocorrem no tecido muscular apés o
processo de Miodegeneracao (Mudalal et al., 2015).

Sihvo et al. (2014) relataram que a qualidade dos filés de peito de frango pode ser
reduzida devido ao aparecimento de Wooden breast. Uma vez que a qualidade da carne é um
fator crucial para a escolha de determinado produto, quaisquer mudancas que alterem suas
caracteristicas quimicas, fisicas e tecnoldgicas podem interferir no momento da compra,

levando a rejeicdo pelo consumidor final (Kuttappan et al., 2013).

2 Etiologia

O excelente resultado de desempenho e composi¢cdo corporal das aves alcancado pelos
programas de selecdo genética alteraram extraordinariamente a arquitetura e o metabolismo
muscular (Petracci et al., 2019). Nesse contexto, estudos realizados em frangos de corte
modernos revelaram o comprometimento geral da regeneracdo muscular em consequéncia da
reducdo no numero de células satélites e de sua capacidade de proliferacdo e diferenciagdo
(Daughtry et al., 2018). Além disso, existe um forte determinismo genético na condicdo de
White striping (h®= 0,65) de acordo com Alnahhas et al. (2016), e apontaram que essa

miopatia esta altamente relacionada ao desenvolvimento do musculo peitoral maior (rg= +0,73)
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do que o proprio desenvolvimento do corpo (rg= +0,33). De acordo com isso, a selegdo
genética pode ser considerada como principal fator subjacente responsavel pelo aparecimento
dessas anormalidades.

Entretanto, estudos realizados para quantificar a expressdo génica e identificar os genes
causadores, tanto de White striping (Pampouille et al., 2018) quanto de Wooden breast (Hubert
et al.,, 2018; Papah et al., 2018) evidenciaram uma etiologia complexa e uma heranca
poligénica, em que varios metabodlitos e genes foram expressos diferencialmente entre
musculos acometidos pelas miopatias e 0os muasculos ndo afetados, contudo, ndo foi capaz de
identificar biomarcadores capazes de diferenciar White striping de Wooden breast.

Nos ultimos anos, estudos foram realizados para identificar os mecanismos e as vias
metabolicas envolvidas na ocorréncia dessas anormalidades musculares (Hubert et al., 2018;
Sihvo et al., 2018; Papah et al., 2018), mas a etiologia e cronologia exata dos eventos
desencadeantes sdo parcialmente entendidas (Petracci et al., 2019). Um diagrama esquematico
proposto por Petracci et al. (2019) demonstra os mecanismos subjacentes que levam ao

aparecimento das alteracdes musculares ja descritas nessa revisao de literatura (Figura 3).

Selegdo para aumento da taxa de crescimento e
desenvolvimento do musculo do peito

l‘ Tentativa de aumentar o fluxo
‘ Hipertrofia muscular »  sanguineo através do T NO
l (vasodilatador)
(.Iomprometm}ento do Eliminacéo de residuos Flebite e infiltracdo lipidica
suprimento sanguineo para as s o —> :
metabolicos prejudicado perivascular

fibras musculares

v

| densidade capilar
Acumulo de compostos osmdticos Estresse oxidativo ‘
que levam ao inchago dos tecidos ‘ \4 ‘ l

Hipoxia N
‘ Inflamagdo ‘ Disfunc¢ao mitocondrial
Aumento do diametro do ‘ Miode ‘ernera o ‘ v Alteragdo no
reticulo sarcoplasmatico g § Alteragéio no metabolismo metabolismo da glicose
de nucleotideos ¢
no catabolismo de purina : :
Homeostase do calcio It i ! Sintese de.colageno,
prejudicada proteoglicanos e
glicosaminoglicanos
. ~ . v ~
Ativagdo de proteases e lipases Regeneracdo Falhana regeneragdo Necrose da | Fibrose e lipidose
fibra muscular

Fig 3. Representacdo sistematica das possiveis etiologias e mecanismos que levaram ao

desenvolvimento das miopatias White striping e Wooden breast em frangos de corte.
Fonte: Adaptado de Petracci et al. (2019)

A selecdo para rapido crescimento e alto desenvolvimento do mdsculo peitoral maior,

provavelmente resultou em comprometimento do suprimento sanguineo, o que resulta em uma
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reducdo do fornecimento de oxigénio, nutrientes e a remocdo mais branda do &cido latico,
acarretando a danos musculares e ao aparecimento de lesGes miopaticas caracteristicas (Bilgili,
2013). Para Velleman & Clark (2015), a hipertrofia das fibras musculares esta associada com a
diminuicdo do nimero de capilares adjacentes, ocasionando estresse oxidativo e prejudicando a
regeneracdo do musculo. De acordo com Petracci et al. (2019), a propria fisiologia do musculo
peitoral maior deve ser levada em consideracdo, visto que seu desenvolvimento surpreendente
pode comprimir a artéria peitoral, diminuindo mais ainda a oxigenacdo e transporte de
nutrientes para o muasculo. Essa hipétese pode ser apoiada pela evidéncia descrita por
Kuttappan et al. (2013) onde observaram que 0 peso corporal esta absolutamente ligado ao
desenvolvimento dessas lesbes e as ocorréncias aumentam de acordo com 0 peso Vivo e
consequentemente com o avango da idade das aves. Diante disso, é plausivel que exista uma
forte relacdo entre o peso das aves e a ocorréncia e severidade das lesGes miopéticas no
musculo esquelético.

Ao mesmo tempo, verificou-se que a eliminacdo dos residuos metabolicos pode estar
prejudicada pela prépria falta de suprimento sanguineo contribuindo para o desenvolvimento
de flebite (inflamacdo dos vasos sanguineos) e infiltracdo por tecido adiposo (Sihvo et al.,
2017; Papah et al., 2017). Boerboom et al. (2018) argumentam que o tecido muscular tenta
superar o estado de hipdxia aumentando o fluxo sanguineo, no entanto, esse mecanismo pode
acelerar o desenvolvimento de estresse oxidativo pelo acimulo de éxido nitrico, responsavel
pela dilatacdo dos vasos sanguineos, contribuindo ainda com a inflamacdo dos tecidos e
degeneracéo do tecido muscular.

Além disso, alteracOes ultra-estruturais precoces associadas a ocorréncia das miopatias
como dilatacdo do reticulo sarcoplasmaético, vacuolizacdo e hiperplasia mitocondrial sdo
induzidas por desequilibrios osméticos resultantes da hipoxia e miodegeneracédo (Sihvo et al.,
2018; Petracci et al., 2019). A ativacdo de proteases e lipases ocasionadas pela homeostase do
calcio prejudicada podem contribuir com a degradacdo de proteinas e miodegeneracao
(Petracci et al., 2015; Zambonelli et al., 2016; Boerboom t al., 2018). Posteriormente, ocorrem
reacOes bioldgicas complexas dos processos regenerativos com o intuito de aliviar a inflamacéo
e limitar a apoptose celular e a necrose tecidual (Petracci et al., 2017). Quando a degeneracao
muscular ultrapassa a sua capacidade de regeneracgéo ocorre a fibrose e lipidose (Petracci et al.,
2019).

Além disso, ha relatos de inUmeras causas de degeneragdes musculares nos animais,
como por exemplo, a deficiéncia de selénio ou vitamina E pode resultar na perturbacdo da

integridade celular que acarreta ao desenvolvimento de condic¢des patolégicas, como miopatia
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nutricional em patos, frangos e perus, tendo como principal sinal clinico o aparecimento de
estriacbes brancas no mausculo esquelético, aléem de degradacdo, mineralizacdo e
miodegeneracdo (Mutryn et al., 2015), semelhantes as lesdes observadas em White Striping e
Wooden breast (Kuttappan et al., 2016). Outras possiveis causas, como a necrose, intoxicacéo
por iondforos, niveis aumentados de célcio intracelular, hipdxia e distrofia muscular s&o
relatadas na literatura (Sihvo et al., 2014).

O desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnostico in vivo torna-se uma
vertente que possibilita a identificacdo das lesdes em estdgios iniciais e sua evolugao,
contribuindo com futuros estudos sobre o desenvolvimento dessas miopatias. Para tanto,
pesquisas realizadas a fim de elucidar a causa dessas miopatias realizaram a coleta de um
fragmento muscular, e para isso, é necessaria a eutanasia das aves, 0 que nao permite verificar
em que momento da vida do animal essa desordem comeca a se manifestar, qual o
comportamento durante a sua evolugéo e, principalmente, tracar um perfil de desenvolvimento
das lesdes miopaticas em uma mesma ave, sendo necessaria uma quantidade maior de animais
para realizacdo de abates seriados e obtencdo de um Unico fragmento de tecido muscular por

animal.

3 Ultrassonografia

A ultrassonografia em tempo real tem como principio a emissdo de ondas de altas
frequéncias pela sonda ultrassénica situadas acima da faixa audivel pelo ser humano (superior
a 16 KHz), e o aparelho captura a reflexdo da onda emitida pelas estruturas internas do corpo,
produzindo imagens de diferentes tecidos. A propagacdo de ondas ocorre em tecidos
bioldgicos, solidos e liquidos, desta forma, a velocidade da propagacdo das ondas serad
influenciada pelas ondas ultrassénicas e o0 meio (Biscegli, 2006).

As ondas sonoras de alta frequéncia sofrem refracdo, que ¢ a mudanca de direcdo e
velocidade ao passar de um meio para outro, ou reflex&o, propriedade de uma onda em refletir
ao encontrar-se com uma superficie de separacdo entre dois meios (Biscegli, 2006). Sendo
assim, o aparelho de ultrassom mede a reflexdo das ondas sonoras quando atravessam 0S
tecidos, ou seja, convertem os impulsos elétricos em ondas de alta frequéncia que ao encontrar-
se com os diferentes tecidos corporais promovem reflexdo parcial (eco) em tecidos pouco
densos como mausculo e gordura, ou reflexdo total dos tecidos com alta densidade como o0s
0ss0s (Shung, 2006).

A utilizagdo de ultrassonografia na ciéncia animal é identificada ao longo da historia e

estd diretamente correlacionada com os avan¢os no campo da medicina e desde entdo, as
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aplicacdes da técnica expandiram-se rapidamente (Silva et al., 2012). O método é considerado
uma ferramenta valiosa que pode ser usada em programas de selecdo que visem o aumento do
ganho de peso, o conteldo de carne magra e gordura na carcaca tanto em estudos sobre 0s
efeitos dos fatores nutricionais e ambientais no desenvolvimento muscular (Bochno et al.,
2015). O principal beneficio dessa técnica é que nem o ser humano e nem 0 animal sdo
expostos a radiacdo ionizante, tornando a técnica mais segura (Case et al., 2012).

As medidas mais simples relatadas na avicultura sdo o comprimento e largura do peito, e
0 mais complexo, a profundidade que geralmente é usada como um preditor de ganho de peso
em combinagdo com a primeira medida (Melo et al., 2003). A partir de entdo, a técnica vem
sendo utilizada em varios estudos para predi¢do de inimeras variaveis, como o peso da gordura
abdominal, peso do musculo peitoral (Oviedo et al., 2006) e caracteristicas de carcaca e carne
(Boyle, 2006) em frangos de corte. Outros estudos tem realizado a selegdo de patos através das
medidas da profundidade do musculo (Farhat & Chavez, 2001) e predigdo in vivo da gordura
da carcaca de patos (Lin et al., 2018).

Através das ondas sonoras de alta frequéncia do equipamento, pressupfe-se que seja
possivel detectar mudancas na densidade dos feixes musculares e que peitos acometidos pelas
miopatias apresentem diferencas de ecogenicidade (escala de cinza) em relacdo aos peitos
normais, uma vez que existem estudos que encontraram maior ecogenicidade nas imagens
obtidas de musculos acometidos por miopatias congénitas e distrofia muscular (Sholten et al.,
2003; Pillen et al., 2009).

As aplicacOes de técnicas ndo destrutivas sdo necessarias para testar animais com alto
valor agregado ou quando existe a necessidade do estudo sequencial no mesmo animal
(Bochno et al., 2015). Recentemente, um estudo avaliou a efetividade da ultrassonografia como
método preditivo de Wooden breast e obteve correlacdo significativa entre a ecogenicidade e
0s escores da miopatia aos 42 e 49 dias com valores de 0,41 e 0,43, respectivamente (Simdes,
2018).

4 Termografia infravermelha

As cameras termogréaficas possuem a capacidade de detectar a radiacdo na faixa do
infravermelho do espectro visivel e converter a radiagdo em uma imagem. A intensidade da
radiacdo emitida por determinado objeto aumenta de acordo com a temperatura, segundo a Lei
de Planck sobre a radiagdo de corpos negros (Wilcox et al., 2009). Sendo assim, fornece a
informacdo qualitativa e quantitativa sobre a temperatura da superficie dos tecidos alvo
(Maldague et al., 2001).
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Dentre as tecnologias para aferir as condigdes térmicas de diferentes superficies, a
termografia infravermelha € uma das mais utilizadas nos estudos para obtencdo de respostas
térmicas em diversas espécies (Ferreira et al., 2011). E aplicada em inGmeras técnicas nao
invasivas para diagnosticar instantaneamente e com alta confiabilidade e precisao, além de ter a
facilidade em mensurar a temperatura de objetos moveis mesmo distantes e de dificil acesso.
Ao mesmo tempo, ndo interfere no comportamento natural do animal a ser analisado por ndo
ter a necessidade de contato prévio.

As imagens tém sido utilizadas em muitas espécies de animais para documentar 0s
processos inflamatorios associados a mudancas de temperatura na superficie da pele e para
determinar reacdes fisioldgicas do sistema nervoso parassimpatico (Purohit, 2006). Embora
ndo seja possivel diagnosticar patologias especificas, ha relatos na literatura sobre a utilizacéo
da termografia infravermelho para detectar problemas de claudicagdo em bovinos leiteiros
(Oikonomou et al., 2014), equinos (Douthit et al., 2014), suinos (Amezcua et al., 2014), assim
como ja vem sendo utilizada em frangos de corte para mensurar a producdo de calor
metabolico das aves (Naas et al., 2010), pododermatite (Wilcox et al., 2009; Jacob et al., 2016),
avaliacdo do estresse (Moe et al., 2017) e problemas de claudicacdo causadas por infeccdes
bacterianas (Weimer et al., 2018).

Na medicina humana existem trabalhos (Brioschi et al., 2005) que relatam que a imagem
infravermelha pode ser extremamente Util nas avaliacbes de lesbes musculares néo
complicadas, existindo um aumento na radiacdo sobre o tecido lesado, enquanto que as areas
hiporradiantes sugerem cicatrizagao tardia. Diante do pressuposto, a tecnologia nos permite
detectar areas localizadas de maior producdo de calor devido a uma possivel inflamacéo ou
diminuicdo na producdo de calor devido ao baixo fluxo sanguineo e processos degenerativos
(Eddy et al., 2001).

Estes achados (Eddy et al., 2001; Brioschi et al., 2005) confirmam os resultados de
pesquisas que destacam que musculos acometidos por miopatias sdo caracterizados por um
estado de hipoOxia grave gque acarretam em estresse oxidativo, posterior inflamacéo do tecido, e
por fim, leva a miodegeneracdo (Boerboom et al., 2018; Petracci et al., 2019). Sendo assim, a
validacao de técnicas de avaliacdo in vivo das miopatias pode contribuir com as pesquisas no
setor avicola e estabelecer ferramentas ndo invasivas como métodos de diagnostico

complementar através da inferéncia da presenca de miopatias em frangos de corte.
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5 Biopsia muscular

A técnica de biopsia muscular em medicina humana tem sido utilizada desde 1860,
quando Duchenne (1868) realizou o procedimento em um paciente para identificar processos
miodistroficos, permitindo os estudos nos diferentes estagios das doencas além de possibilitar o
diagndstico em vida. Atualmente, a técnica é necessaria para diagnosticar inimeras categorias
de doencas musculares (Meola et al., 2012), aléem de possiveis infeccbes ou anomalias
hereditarias no tecido muscular (Costa & Santana, 2016). Estudos realizados para verificar a
estrutura muscular em microscopia eletronica e histoenzimologia também s&o relatados
(Azevedo-Marques et al., 2003).

Na medicina veterinaria, a técnica é utilizada de forma rotineira nas mais diversas
espécies de animais, como em bovinos para avaliar as caracteristicas das fibras musculares
(Arrigoni et al., 2004), equinos para avaliar a composicdo das fibras musculares esqueléticas
(D’Angelis et al., 2006), para avaliar a morfometria das fibras musculares do musculo vasto
lateral em cdes com atrofia muscular induzida (Pelizzari et al., 2008). Porém, os primeiros
relatos encontrados na literatura foram de estudos realizados em cavalos (Amorim et al., 2011).

Na avicultura, esse procedimento originado da pratica humana (Levadoux et al., 2001)
foi utilizado por Quentin et al. (2003) no musculo Pectoralis major de frangos de corte. Neste
estudo, os pesquisadores avaliaram a capacidade ribossdbmica como marcador metabdlico do
desenvolvimento muscular através de biopsia muscular e se era possivel estabelecer o
procedimento como um método de coleta do musculo peitoral maior. A partir de entdo, a
técnica foi considerada viavel para o teste de outras condi¢des e estudos que visem analisar o
desenvolvimento do musculo sem grandes efeitos no desempenho e bem-estar das aves.

A bidpsia muscular é considerada um procedimento simples e de baixo risco que consiste
em remover um pequeno fragmento de tecido para o teste laboratorial sob a administracdo de
anestesia local. O método possibilita a avaliagdo da integridade da fibra muscular, tecido
conjuntivo, vasos sanguineos, junc@es neuromusculares e nervos intramusculares em tecidos
acometidos por doencas e alteracbes musculares (Kaneko et al., 2008). A coleta do material
deve ser realizada por cirurgia aberta, para permitir a visualizacdo da orientacdo das fibras
musculares (Shelton, 2010). Diferentemente de outras analises de tecido muscular em que a
fixacdo em formalina para os quais a preservacdo simples € o procedimento de rotina, uma
coleta de material muscular bem-sucedida requer o crioprocessamento da amostra fresca para a
manutencdo de macromoléculas vidveis (Nanette et al., 2012).

A técnica de biopsia como ferramenta de apoio para outras tecnologias de avaliagéo in

vivo pode revelar informacOes originais e relevantes para o estudo das lesdes miopaticas, e
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consequentemente, sobre o estagio e progressao das miopatias que acometem frangos de corte.
Justamente por ser considerado um procedimento simples e sem causar danos fisicos
exacerbados, pode definir o diagndstico precoce e permitir as coletas seriadas para as pesquisas
sobre a evolugédo das miopatias em um mesmo animal. Desta forma, um mesmo animal fornece
dados sobre toda a sua vida produtiva em trés a quatro amostras do tecido, além de estabelecer

essas ferramentas como protocolos auxiliares nos mais diversos estudos e pesquisas.
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Resumo

Objetivou-se validar as técnicas de avaliacdo ndo invasivas, ultrassonografia e termografia
infravermelha, como ferramentas de avalia¢do in vivo das miopatias Wooden breast e White
striping que acometem frangos de corte utilizando a técnica de bidpsia como ferramenta de
apoio. Foram utilizadas 30 aves (15 machos e 15 fémeas) da linhagem Cobb 500® e adotado
o delineamento inteiramente casualizado constituido por dois sexos (machos e fémeas) com
15 repeticOes por tratamento, sendo a ave considerada a repeticdo. Aos 14, 21, 35, 42 e 49
dias foram realizadas as mensuragdes da temperatura superficial do peito das aves pela
técnica de termografia infravermelha e anéalises de profundidade do filé e ecogenicidade por
imagens de ultrassom. As aves foram submetidas a técnica de bidpsia aos 21, 35 e 42 dias
para coleta de fragmento do musculo peitoral para as analises morfologicas descritivas das
lesBes histologicas e morfometria das fibras musculares. Aos 49 dias, as aves foram abatidas
e realizada a avaliacdo quanto ao escore macroscopico para Wooden breast e White striping
no musculo peitoral e a coleta de musculo do peito para as analises morfoldgicas e
morfométricas. Houve interagdo entre sexo e idade das aves, sendo que os machos obtiveram
maiores valores de ecogenicidade aos 14, 21 e 42 dias. Para a temperatura superficial
observou-se interacdo significativa entre o sexo e a idade das aves, sendo que 0s machos
apresentaram menores temperaturas quando comparados as fémeas. Nao foi observada
influéncia do sexo das aves na ocorréncia das miopatias Wooden breast e White striping aos
49 dias de idade e nas variaveis morfométricas das fibras musculares. Contudo, a idade
influenciou em todas as variaveis morfométricas e lesdes histoldgicas, em que € possivel
observar o aumento das lesdes celulares de acordo com o avancar da idade das aves. Os
resultados demonstram o decréscimo no valor de ecogenicidade com ponto de inflexdo aos
28 dias e aumento dos valores a partir dos 35 aos 49 dias de idade das aves, além de fraca
correlacdo negativa com a profundidade total do filé, peso vivo, diametro e area das fibras.
Esse resultado pode ser atribuido a frequéncia do transdutor que pode ndo ter garantido
penetracdo tecidual suficiente nas idades iniciais. Houve uma tendéncia geral de diminuicéo
da temperatura superficial para ambos os sexos de acordo com o tempo, tendo forte
correlacdo negativa com o diametro e area das fibras e forte correlacdo positiva com a area
ocupada por fibras/campo e com o nimero de fibras com menores didmetros. Conclui-se que
a ultrassonografia com transdutor de 3,5MHz detectou alteragcbes musculares a partir dos 28
dias de idade das aves condizentes com as lesdes miopaticas estudadas. A termografia
infravermelha é um método potencial e confiavel e mostrou um indicativo das lesdes
miopaticas em machos. A técnica de biopsia pode ser utilizada como ferramenta auxiliar nos
estudos das miopatias em peitos de frangos de corte.

Palavras chaves: biopsia muscular, histomorfometria das fibras musculares, termografia
infravermelha, ultrassonografia, write striping, wooden breast.
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Introducéo

Na ultima década, as miopatias que acometem o peito de frangos de corte atrairam
grande atencdo para a industria avicola, tendo em vista que cientistas basearam seus estudos
para o entendimento ou impedimento da ocorréncia do que foi denominado White striping e
Wooden breast. A miopatia White striping é descrita pela presenca de estrias brancas
paralelas as fibras musculares do peito de frangos de corte de crescimento rapido
visualizadas com facilidade na carne crua (Kuttappan et al., 2012).

A miopatia Wooden breast ocorre na musculatura peitoral maior, possuindo como
caracteristica principal a forma enrijecida ao toque ao longo da porcéo ventral, areas palidas,
material viscoso e até mesmo presenca de petéqueas hemorragicas de acordo com o grau da
lesdo (Sihvo et al., 2014; Brot et al., 2016). Além da caracterizacdo macroscépica, existem
estudos no aspecto microscopico dessas alteracdes musculares e como afetam a qualidade do
produto. Histologicamente, ambas as miopatias sdo caracterizadas pelo aparecimento de
lesGes associadas a necrose, infiltracdo de linfécitos e macrofagos, fibrose e caracteristicas
miodegenerativas (Sihvo et al., 2014).

O aumento no rendimento causado pela hipertrofia das fibras musculares pode reduzir
0 espaco que seria normalmente ocupado por camadas de tecido conjuntivo e vasos
sanguineos (Velleman, 2015), ocasionando restri¢do de fluxo sanguineo e acarretando a falta
de oxigénio circulante (Kuttappan et al., 2012; Mudalal et al., 2014). Contudo, mesmo com
o0s estudos e pesquisas realizados nos Gltimos anos, a etiologia dessas anormalidades ainda
permanecem obscuras.

Inimeras técnicas sdo encontradas na literatura para avaliar a estrutura das fibras
musculares, para tanto, o diagnostico confiavel dessas miopatias s6 pode ser realizado
através da visualizacdo e coleta de amostras post mortem, 0 que ndo nos permite

compreender o comportamento durante a sua evolucdo e, principalmente, tracar um perfil de
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desenvolvimento das lesdes em um mesmo animal. Compreende-se, entdo, a necessidade do
desenvolvimento de novos protocolos e ferramentas de diagnostico precoce in vivo, com 0
intuito de auxiliar as empresas de genética avicola na selecdo de aves com menor
predisposicdo para o desenvolvimento de tais lesdes.

Aplicacdes de técnicas ndo destrutivas, como a ultrassonografia e a termografia
infravermelha, sdo necessarias quando existe a necessidade de um estudo sequencial e
precoce. A partir das imagens de ultrassom é possivel calcular os valores de ecogenicidade,
que por sua vez € uma medida calculada através de uma escala de cinza que varia de acordo
com a densidade de feixes musculares e gordura intersticial (Pillen et al., 2009). PressupGe-se
que seja possivel detectar mudancas de ecogenicidade em tecidos acometidos por essas
miopatias, uma vez que estudos apresentaram alta correlacdo nos valores de ecogenicidade
das imagens obtidas de mudsculos acometidos por miopatias congénitas e distrofia muscular
(Sholten et al., 2003; Pillen et al., 2009).

Pesquisas demonstram que a termografia infravermelha pode ser extremamente Util nas
avaliacdes de lesbes musculares por permitir detectar areas localizadas com maior producéo
de calor devido a uma possivel inflamacdo ou diminuicdo de calor ocasionado pelo baixo
fluxo sanguineo ou tecido cicatrizado (Eddy et al., 2001). Para tanto, a técnica de bidpsia,
por ser considerada viavel para analisar a integridade das fibras musculares sem grande
efeito sobre o desempenho das aves, pode ser utilizada como ferramenta de apoio para as
tecnologias de avaliacdo in vivo e revelar informacgdes imprescindiveis sobre o estagio e
progressdo das miopatias em um mesmo animal.

A correlagdo dos resultados das técnicas ndo invasivas com os da técnica invasiva
(bidpsia) para o reconhecimento precoce e desenvolvimento dessas miopatias pode contribuir

com as pesquisas que possuem o objetivo de elucidar sua etiologia, justamente por permitir o
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diagnostico in vivo e auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias de estudo das
lesGes miopaticas.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo validar as técnicas de avaliacao
ndo invasivas, ultrassonografia e termografia infravermelha, como ferramentas de avaliacao
in vivo das miopatias Wooden breast e White striping que acometem frangos de corte

utilizando a técnica de bidpsia como ferramenta de apoio.

Material e métodos
Aves e alojamento

Todos os procedimentos deste estudo estdo de acordo com 0s preceitos éticos para
pesquisa cientifica e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais CEUA da
Universidade Federal da Grande Dourados (protocolo CEUA/UFGD 12/2019). Todas as aves
tiveram acompanhamento diario de manejo, bem como das condi¢es clinicas durante todo o
periodo experimental.

O experimento foi conduzido no aviario experimental na Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados. O aviario de pressdo negativa dispde
de 56 boxes, com area de 4,5m?2 cada, com bebedouro pendular, comedouro tubular, cortinas
e sobrecortinas, exaustores e placas evaporativas para o controle da temperatura interna, com
painel de acionamento automatico.

O aquecimento inicial foi feito através de lampada infravermelha de 250 W para cada
boxe. O programa de luz adotado foi continuo de 23 horas de luz na primeira semana e
intermitente nas demais, sendo diminuido o fotoperiodo gradativamente até os 11 dias de
vida, quando as aves foram submetidas a 18 horas de luz e intensidade luminosa de 22

lumens por m2.
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Foram alojados 400 pintos de um dia machos e fémeas, da linhagem Cobb 500®, apos
a pesagem inicial e uniformizacdo dos pesos. As aves foram criadas com densidade de 14
aves/m2 até 14 dias, idade em que foram selecionadas e identificadas 15 machos e 15 fémeas
com base no peso médio com variacdo de +10%, com o objetivo de padronizar o peso e ter
aves mais homogéneas para serem submetidas a técnica de bidpsia. Essas aves foram
alocadas em quatro boxes, sendo dois boxes de machos e dois de fémeas, com sete e oito
aves por box devido ao seu comportamento social gregario.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado constituido por dois sexos
(machos e fémeas) com 15 repeticdes por tratamento, sendo a ave considerada a repeticao.
As racOes experimentais foram fornecidas ad libtum e formuladas a base de milho e farelo de
soja de acordo com a fase produtiva, fase pré-inicial, inicial, crescimento I, crescimento Il e
final, atendendo as exigéncias nutricionais de Rostagno et al. (2017). As demais préaticas de
manejo foram adotadas seguindo o manual da linhagem.

Durante o periodo experimental de 49 dias foram registradas imagens termogréaficas
do peito das aves selecionadas e ultrassonografia do mdsculo do peito aos 14, 21, 28, 35, 42
e 49 dias de idade para a avaliacdo da temperatura superficial dos peitos e da ecogenicidade e
profundidade do musculo do peito, respectivamente. Aos 21, 35 e 42 dias o procedimento de
biopsia muscular foi realizado e, ap6s o abate das aves aos 49 dias, analisou-se a incidéncia
das miopatias White striping e Wooden breast e coleta dos fragmentos do musculo peitoral
maior para as analises histomorfoldgicas. O desempenho das aves (ganho de peso, consumo
de racdo e conversdo alimentar) foi avaliado de 21 a 49 dias de idade para acompanhar o
efeito da bidpsia sobre o desenvolvimento das aves. As imagens de ultrassom e termografia
infravermelha foram capturadas somente ao lado esquerdo do peito para que ndo houvesse
possivel interferéncia do tecido cicatrizado ocasionado pelas coletas de tecido muscular

realizadas no lado direito.
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Termografia infravermelha

A temperatura superficial do peito das aves foi registrada utilizando-se a camera
termografica da marca Testo®, modelo 868. Foram obtidas imagens termogréaficas cobrindo
toda a extensdo do lado esquerdo do peito dos frangos de corte (Fig 1). As imagens foram
submetidas ao processamento do software IRSoft da Testo®, a partir de 30 pontos
selecionados aleatoriamente somente no lado esquerdo do peito. A emissividade adotada foi

de 0,95 (Né&as et al., 2010).

Fig 1. Imagem termogréfica e a distribuicdo da temperatura
superficial do musculo peitoral dos frangos de corte.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ultrassonografia

As imagens de ultrassonografia foram obtidas por meio do equipamento de
ultrassonografia Aloka, modelo SSDN500, equipado com sonda linear de 13 cm e frequéncia
de 3,5 MHz e standoff. Para registrar as imagens, foi utilizada a metodologia descrita por
Oviedo-Rondo’n et al. (2007) que realizaram imagens ultrassonograficas em frangos de
corte. As aves foram posicionadas com o peito para cima. Foi necessaria a utilizacéo de 6leo

soja como acoplador acustico, e para separar as penas apenas para expor a pele do peito. A
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sonda foi posicionada ao lado do osso da quilha em um angulo de 90°, e as imagens feitas do
lado esquerdo do peito das aves, sendo a sonda posicionada 2 cm lateral e 1 cm posterior ao

apice do osso da quilha (Fig 2).

OO0 oogog
00 o oop

Fig 2. Representacdo do procedimento para registro de imagens
de ultrassom em tempo real. Local de registro da imagem paralela
ao 0sso da quilha.

Fonte: Oviedo-Rondo’n et al. (2007).

Posteriormente, as imagens foram analisadas pelo programa ImageJ para realizacéo
das medidas de profundidade do musculo conforme descrito por Case et al. (2012). Para
mensurar a profundidade do filé utilizou-se a ferramenta “Set scale” sendo calibrado 32
pixels por centimetro e a ferramenta “Line width” obtendo-se 0s valores de profundidade em
centimetros. Os valores de ecogenicidade foram determinados por meio de uma escala de
cinza aplicados a regido selecionada do musculo Pectoralis major e minor sem a fascia
circundante (Fig 3). A intensidade média de ecogenicidade dessa regiéo foi calculada com o
histograma padrdo do programa Adobe Photoshop CC 2018, e expressa em um valor entre O

(preto) e 255 (branco), adaptado de Pillen et al. (2009).
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Fig 3. Imagem de ultrassom do musculo Pectoralis major em frangos de
corte aos 21 dias. Linha pontilhada representa o filé do peito esquerdo,
regido em que foram calculados os valores de ecogenicidade; A seta indica o
traco de medida da profundidade do filé a partir da superficie da pele até a

caixa toracica. Fonte: Arquivo pessoal.

Protocolo de bidpsia muscular

As coletas das amostras do musculo Pectoralis major foram realizadas por técnica de
bidpsia originada da pratica humana segundo Levadoux et al. (2001) e adaptada conforme
descrito por Quentin et al (2003) para a realizagdo em peito de frangos de corte. O protocolo
de bidpsia utilizado neste estudo envolveu a realizacdo de trés coletas de amostras em cada
ave nas idades de 21, 35 e 42 dias. Dessa forma, todas as amostras de tecido muscular
representavam o acompanhamento do crescimento tipico e individual dos frangos de corte.
As bidpsias foram realizadas a partir dos 21 dias de idade pelo fato das aves serem pequenas
aos 14 dias, podendo causar prejuizos no seu desempenho e recuperagao pos-cirurgica.

Para a selecdo do local considerou-se que o desenvolvimento das lesdes inicia-se de
forma focal na area cranial do filé tornando-se difusas de acordo com o grau de severidade,

sendo assim, a primeira bidpsia foi realizada na parte cranial do musculo peitoral maior
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direito, e as subsequentes feitas caudalmente as anteriores. As aves foram devidamente
identificadas e uma hora antes da biopsia foi realizada a administracdo de cloridrato de
tramadol (5 mg/kg) via oral, além da administracdo de dipirona monohidratada (25 mg/kg)
no momento da cirurgia com o intuito de potencializar a acdo do medicamento anterior.

O local de coleta foi devidamente higienizado, feito a remocdo das penas, quando
necessario, assepsiado localmente através da aplicacdo topica de iodo degermante e sedadas
com o uso de diazepam (2 mg/kg) via intranasal e aplicado lidocaina creme diretamente na
pele no local da incisdo cirdrgica. Foram coletadas amostras de aproximadamente 100 mg
por ave em formato de paralelepipedo com dimensdo de 1 x 1 x 2 cm (altura, largura e
comprimento, respectivamente) com o auxilio de bisturi e pinca. Os fragmentos musculares
foram extraidos no seu sentido maior com orientacdo paralela a orientagdo das fibras
musculares, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e conservadas em freezer a
temperatura de -80°C. Essa orientacdo facilitou a amostragem de varias fibras ao longo do
comprimento do fragmento. As incisdes muscular e cutanea foram fechadas com suturas com

ponto continuo e fio ndo absorvivel (Fig 4).
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Fig 4. Procedimento de bidpsia no musculo Pectoralis major em frangos de corte. (A)
Preparo da ave para procedimento; (B) Sutura po6s-coleta do tecido muscular; (C) Fragmento
coletado; (D) Cicatrizacdo do musculo. Setas indicam a cicatrizagdo do procedimento cirdrgico:
(1) 21 dias; (2) 35 dias e (3) 42 dias. Fonte: Arquivo pessoal.

No periodo pos-operatério, a incisdo cirdrgica foi tratada com iodo degermante e
Rifamicina spray (10 mg/ml) e as aves permaneceram em observagdo no pos-operatorio por
duas horas na sala de recuperacdo antes de retornarem aos boxes de origem. As aves foram
tratadas com cloridrato de tramadol (5 mg/kg) via oral quatro horas apds o procedimento e,
com dipirona monohidratada (25 mg/kg) de oito em oito horas como protocolo analgésico.
Apbs 24 horas, foi realizada a limpeza do local da cirurgia com agua e sabao duas vezes ao
dia e efetuada a assepsia com Rifamicina (10 mg/ml) uso topico. Os procedimentos pos-

cirurgicos tiveram duracao de cinco dias e as suturas retiradas apos sete dias da bidpsia.

Protocolo histologico
Os fragmentos congelados foram transferidos para a cdmara de um microtomo

criostato Lupetec, modelo CM 2850 a temperatura de -20°C por 45 minutos e afixados no
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suporte metalico do criostato utilizando resina especial. Foram obtidos os cortes histologicos,
considerando-se duas laminas por ave e 10 cortes por lamina, com 10 um de espessura e
submetidos a técnica de coloracdo por Hematoxilina — Eosina (HE) para verificar possiveis
alteracdes na morfologia e morfometria geral das fibras.

Posteriormente, foram realizadas 10 fotomicrografias digitais utilizando microscépio
otico modelo BEL Photonics Bio 2, e camera digital modelo Moticam 2300, obtidas em cada
lamina histoldgica de acordo com as semanas de coleta e analisadas através do programa
Motic Images Plus 2.0. Foram realizadas as analises morfologicas descritivas das lesbes
miopéticas de acordo com Clark & Velleman et al. (2017); Presenca ou auséncia de lesbes
histoldgicas classificadas em células inflamatérias (Cl), fibras regenerativas (FR), fibras em
fagocitose (FF), fibras hipertréficas (FH), hiperplasia miofibrilar (HM) e tecido adiposo
(TA). Andlises morfométricas do nimero de fibras/campo representa a quantidade de fibras
contadas por area de seccdo transversal; diametro das fibras (um) representa a mensuracao
média do maior diametro de cada fibra muscular/campo; area das fibras (Um?) representa a
média da area das fibras mensuradas de forma individual/campo; e &rea ocupada por
fibras/campo (%) representa o percentual de area ocupada por fibras musculares por area de
seccao transversal, de acordo com a metodologia descrita por Kirchofer et al. (2002). Além
disso, foi calculado um indice subdividindo o nimero de fibras musculares em seis faixas de
tamanho de acordo com a é4rea das fibras (um?): menor que 1000, entre 1000 a 2000, entre
2000 a 3000, entre 3000 a 4000, entre 4000 a 5000 e maior que 5000, adaptado de Petracci et

al. (2013).

Caracterizagao das miopatias
Aos 49 dias, ocorreu o abate das aves para a coleta do fragmento de tecido muscular e

avaliacdo dos peitos quanto a presenga e severidade das miopatias. As aves foram submetidas
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ao jejum alimentar de oito horas no aviario, acondicionadas em caixas plasticas com
capacidade para oito aves e transportadas ao Laboratorio de Carnes da FCA/UFGD.

As aves foram sacrificadas por deslocamento cervical seguida de sec¢do das veias
jugulares e artérias carotidas e sangradas por trés minutos. A escaldagem das carcacas foi
feita em tanque de agua com temperatura a 58 °C e duracdo de dois minutos, seguida da
depenagem automatica das carcacas. A evisceracdo e retirada dos pés e cabeca apos a
depenagem procedeu-se de forma manual. Apés a evisceracdo das carcacas, foi realizada a
coleta de amostra do musculo Pectoralis major. O resfriamento das carcacas foi realizado via
agua e com duracao de 12 minutos no pré chiller a temperatura de 10 a 18°C e chiller com
duracdo de 18 minutos a temperatura de zero a 2°C.

Apbs o resfriamento, os peitos foram submetidos a desossa e separados apenas o lado
esquerdo para caracterizacdo das miopatias. Esse procedimento foi adotado para que néo
houvesse interferéncia da cicatrizacdo na avaliacdo visual. Os peitos foram classificados
entre um dos quatro scores de White striping estabelecidos em Grau zero ou normal o filé
que ndo apresentou estrias; Grau 1 ou moderado, o filé que apresentou estrias menores que 1
mm de espessura; Grau 2 ou grave, estrias largas com espessura entre 1 e 2 mm; e, Grau 3 ou
extremo, estrias maiores que 2 mm de espessura de acordo com Kuttappan et al. (2016). Os
peitos também foram classificados em um dos trés scores de Wooden breast em que
considera-se Grau 0 ou normal, o filé que apresentou cor e consisténcias normais; Grau 1 ou
moderado, em que a consisténcia do filé apresentou-se endurecida e a coloracdo palida na
area cranial do filé; e, Grau 2 ou severo, em que 0 musculo apresentou-se severamente
endurecido e palido com estrias brancas ao longo da superficie, conforme metodologia de

Sihvo et al. (2016).
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Analises Estatisticas
Os resultados obtidos foram verificados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias. Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia
através do procedimento MIXED do SAS (SAS 9.3). A frequéncia das miopatias aos 49 dias
de idade foram submetidas ao teste de Fisher e o nivel de significancia utilizado foi de 5%.
As variaveis ultrassonogréaficas, termograficas e histoldgicas foram submetidas a analise de
variancia através do procedimento MIXED do SAS (SAS 9.3) com o uso do comando
REPEATED na qual os dias de avaliacdo foram considerados medidas repetidas no tempo.
Foram realizados os desdobramentos dos efeitos das interacdes entre os efeitos principais
(tempo e sexo) sendo avaliados através de regressdes utilizando polinbmios ortogonais e
comparacbes de médias pelo teste de Tukey. Os resultados de frequéncias das lesdes
histologicas foram submetidos a analise de Qui-quadrado ao nivel de 5% de significancia.
Foram calculadas as correlacbes de Pearson entre todas as variaveis, considerando-se

correlacéo fraca (0,00 a 0,50), média (0,50 a 0,70) e forte (0,70 a 1,00).

Resultados
Aves e desempenho

As aves deste estudo ndo apresentaram quadro clinico de infecgBes ou quaisquer
sinais de complicacgdes ap0s os procedimentos cirargicos realizados. O aspecto macroscopico
post mortem do mdsculo peitoral maior ndo apresentou quaisquer alteragdes em sua
aparéncia do que ja ndo fosse esperado, ou seja, observaram-se apenas as cicatrizagdes das
coletas realizadas in vivo e lesdes caracteristicas das miopatias.

O ganho de peso no periodo de 21 a 49 dias de idade foi de 2,542 kg (Fémeas) e
3,128 kg (Machos), demonstrando que os frangos de corte machos apresentaram melhor

desempenho quando comparados as fémeas (p<0,0001). Os machos apresentaram maior
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consumo de racgdo (p<0,0001) comparado as fémeas em todo o periodo avaliado, sendo que
obtiveram consumo de 5,355 kg machos e 4,624 kg fémeas de 21 a 49 dias. No entanto, ndo
foi observada diferenca estatistica entre 0 sexo das aves para a variavel conversdo alimentar
(P=0,0577) no periodo de 21 a 49 dias, em que machos obtiveram 1,71 e fémeas 1,83.

Dentre as aves selecionadas e submetidas a técnica de bidpsia ndo houve mortalidade,
indicando que o protocolo cirurgico e pds-cirurgico utilizado foi adequado e o desempenho

das aves nao foi prejudicado pelas préaticas adotadas.

Ultrassonografia e Termografia Infravermelha

Houve interacdo significativa (p<0,0001) entre sexo e idade das aves na avaliacdo da
ecogenicidade (Tab 1). A variavel ecogenicidade avaliada pela técnica de ultrassom
apresentou comportamento de regressdo quadrdtica de acordo com as equacdes.
Desdobrando a interacdo entre sexo e idade, observamos que 0os machos obtiveram maiores
valores de ecogenicidade aos 14, 21 e 42 dias quando comparados com as fémeas.

Na avaliacdo da temperatura superficial do peito, houve interacdo significativa
(p<0,0001) entre o sexo e a idade das aves (Tab 1). Sendo que essa varidvel apresentou
comportamento de regressdo quadratica com o avancar da idade das aves. No
desdobramento, é possivel observar que aos 14 dias os frangos machos obtiveram menor
temperatura superficial do que as fémeas. No entanto, aos 21 dias de idade ocorreu o inverso,

em que 0s machos alcancaram maior média.
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Tab 1. Ecogenicidade, profundidade total do filé e temperatura superficial de machos e
fémeas em diferentes idades pelas técnicas de ultrassonografia e termografia

infravermelho.

Sexo Probabilidades
Variavel EPM!
Fémeas Machos Sexo (S) Idade (I) Sxl
Ecogenicidade 108,77 123,76 1,931 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Temperatura superficial (°C) 36,30 36,21 0,051 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Profundidade total do filé (cm)® 2,41 2,50 0,068 0,2718 <0,0001 0,9540

Diferenca das médias por dia de avaliacdo

Dias
Variavel Sexo
14 21 28 35 42 49
Fémeas® 114,2 121,3 82,0 105,5 1095 111,63
Ecogenicidade Machos’ 148,6 138,0 89,0 106,0 127,6 120,00

Valorde P  <0,0001 <0,0001  0,2380 0,9257 0,0021  0,1508

Fémeas” 37,37 36,76 36,92 37,27 37,07 36,30
Temperatura

Machos® 36,96 37,94 37,1 37,19 37,19 36,21
superficial (°C)

Valor de P 0,0387 <0,0001  0,3656 0,7121 0,5460 0,6386

'Erro padrido da média; “y(Média)=0,0581x+0,3595 r2=0,9495 (p=0,0344); °*y(F)=0,0425x"-2,8641x+150,74
r2=0,0849 (p=0,0065); “y(M)=0,1378x%-9.6551x+271,76 r*=0,4102 (p>0,0001); *y(F)=-0,0009x°+0,0399x+36,75

r2=0,1709 (p=0,0311); e ®y(M)=-0,0024x> + 0,1247x + 35,853 r’=0,3003 (p>0,0001);

A profundidade total dos filés de peito realizada in vivo pela técnica da
ultrassonografia ndo apresentou interacéo entre o sexo e a idade das aves (Tab 1). Nao houve
efeito significativo para o sexo das aves. Contudo, houve efeito isolado para a idade
(p<0,0001), onde a variavel apresentou efeito linear crescente. Sendo assim, quanto maior a
idade das aves, maiores séo as profundidades dos filés, ou seja, o aumento da profundidade

do filé acompanhou o aumento do peso médio das aves, conforme ja era esperado.
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Ocorréncia das miopatias
Né&o foi observada influéncia do sexo das aves na ocorréncia das miopatias Wooden
breast e White striping em frangos de corte avaliados aos 49 dias de idade (Tab 2).
Observou-se ainda, um pequeno percentual das lesGes de Grau 1 de White striping em ambos
0S sexos, Vvisto que 20% das fémeas apresentaram esse grau enquanto os machos
apresentaram 13,32%. Além disso, ambos 0s sexos ndo apresentaram aves sem lesdes

caracteristicas dessa miopatia, ou seja, grau 0.

Tab 2. Frequéncia de White Striping e Wooden breast em peito de frangos de corte

machos e fémeas aos 49 dias de idade.

Sexo
Escores P
Fémeas Machos
0 0% 0%
WS 1 20,00% 13,32% 0,0657
2 46,66% 33,34%
3 33,34% 53,34%
0 6,66% 0%
WB 1 26,66% 26,66% 0,1592
2 66,68% 73,34%

WS: White striping; WB: Wooden breast; Teste de Fisher (p<0,05).

Para a condicdo de Wooden breast, observa-se maior incidéncia no percentual do grau
2 (66,66% e 73,34 % fémeas e machos, respectivamente) e apenas as fémeas apresentaram
auséncia de lesdes caracteristicas dessa miopatia (Grau 0 — 6,66%), enquanto todos os

machos apresentaram essa miopatia.
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Morfometria e histomorfologia das fibras musculares

O sexo das aves ndo influenciou as varidveis morfométricas das fibras musculares,
com excecdo do numero de fibras encontradas com area menor que 1000 um2 e entre 1000 a
2000 pm?2 em que os machos obtiveram maiores valores, conforme apresentado na Tabela 3.
A idade influenciou de forma significativa sobre todos os parametros analisados, de forma
que o numero de fibras/campo, diametro e nimero de fibras com area entre 4000 a 5000 pum?
e maiores que 5000 pum? apresentaram comportamento quadratico.

Considerando-se 0 comportamento apresentado pelo modelo de regressao quadratica
0 numero de fibras/campo teve tendéncia decrescente durante toda a vida do animal,
enquanto o didmetro das fibras, o numero de fibras com area entre 4000 a 5000 um? e area
maior que 5000 pum? obtiveram comportamento crescente durante o periodo avaliado.

A area das fibras demonstrou comportamento linear crescente, ou seja, quanto maior
a idade das aves, maiores sdo os tamanhos das fibras. As varidveis de area ocupada por
fibras/campo e nimero de fibras com area menor que 1000 pum2, e entre 2000 a 3000 pum2
apresentaram comportamento linear decrescente com o avancar da idade. Sendo assim,
quanto maior a idade das aves, menor é a quantidade de fibras por campo.

Houve interacdo entre 0 sexo e a idade das aves para o numero de fibras encontradas
nas faixas de area entre 1000 a 2000 um? e 3000 a 4000 umz2. Desdobrando a interacao entre
sexo e idade observou-se gue 0s machos obtiveram 49 fibras musculares com area entre 1000
a 2000 pum2 aos 21 dias, enquanto as fémeas apresentaram 33 fibras por campo de seccdo
transversal na mesma idade. Contudo, na mesma idade as fémeas obtiveram maiores
nameros de fibras entre 3000 a 4000 um? (21 fibras) quando comparados aos machos (14

fibras por campo).
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Tab 3. Morfometria das fibras musculares de frangos de corte em diferentes idades.

. Sexo Probabilidades

Variavel 1
Fémeas Machos Sexo (S) Idade (I) SxI
Numero de fibras/campo 65 67 0,6100 0,5656 <0,0001 0,1149
Diametro das fibras (um) 93,8 94,1 0,1600 0,9089 <0,0001 0,6857
Area das fibras (um?) 4632 4467 0,8800 0,6696 <0,0001 0,6862
Area ocupada por fibras/campo (%) 64,9 63,5 0,7230 0,1083 <0,0001 0,4389
Numero de fibras distribuidas de acordo com a area
Area menor que 1000 (um?) 6 9 0,6980 0,0007 <0,0001 0,0931
Area entre 1000 a 2000 (um?) 13 17 1,6800 0,0156 <0,0001 0,0019
Area entre 2000 a 3000 (um?) 16 17 1,2560 0,8079 <0,0001 0,9525
Area entre 3000 a 4000 (um2) 10 8 0,6880 0,0723 <0,0001 0,0120
Area entre 4000 a 5000 (um2) 5 6 0,4140 0,3716 <0,0001 0,5865
Area maior que 5000 (Lm?) 16 15 0,8820 0,0878 <0,0001 0,1129
Regressdes polinomiais (Idade)
p-Valor r2 Equagdes

Numero de fibras/campo <0,0001 0,9014 y=0,0781x2-8,918x+280,178
Diametro das fibras (um) <0,0001 0,7435 y=-0,0081x2+2,390x+17,010
Area das fibras (um?) <0,0001 0,7808 y=164786x-1515,278
Area ocupada por fibras/campo (%) <0,0001 0,5720 y=-0,584x+85,644
Area menor que 1000 (um?) <0,0001 0,4964 y=-0,518%x+26,240
Area entre 1000 a 2000 (um?) (F) <0,0001 0,7592 y=-1,116x+53,613
Area entre 1000 a 2000 (um2) (M) <0,0001 0,6209 y=-1,680x+78466
Area entre 2000 a 3000 (Um3) <0,0001 0,7920 y=-1,681x+77,880
Area entre 3000 a 4000(um?) (F) <0,0001 0,7489 y=-0699x+35,226
Area entre 3000 a 4000 (um2) (M) <0,0001 0,4629 y=-0,424+23,666
Area entre 4000 a 5000 (um?) <0,0001 0,4732 y=-0,0355x2+2,420x-31,726
Area maior que 5000 (um?) <0,0001 0,8464 y=-0,0579x2+4,702x-72,600

Diferenca das medias por dia de avaliagdo

Variavel Sexo Dias

21 35 42 49

Fémeas 33 8 6 3

Area entre 1000 a 2000 pm? Machos 49 9 5 4
Valorde P  <0,0001 0,8431 0,8122 0,7817

Fémeas 21 10 5 2

Area entre 3000 a 4000 pum? Machos 14 11 5 2
Valorde P  <0,0001 0,6854 0,6559 0,9677

1Erro padrao da média; (F): Fémeas; (M): Machos
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Aos 21 dias, a presenca de fibras em fagocitose (FF) e fibras regenerativas (FR) foi
influenciada pelo sexo das aves, na qual machos apresentaram maiores ocorréncias dessas
lesbes (87% de FF e 93% FR) quando comparados as fémeas (53% de FF e 47% de FH)
conforme Fig 5. As fibras musculares das fémeas ndo apresentaram hiperplasia miofibrilar
(HM), enquanto 7% dos machos apresentaram tal lesdo. Contudo, tanto machos quanto as
fémeas ndo apresentaram infiltracdo de tecido adiposo (TA), mas ambos tiveram alta
incidéncia de células inflamatorias (CI), 80% das fémeas e 100% dos machos.

Observa-se ainda, que as fémeas exibiram fibras com didmetros regulares, ndcleos
periféricos, espaco endomisial minimo sem a presenca de fibras necroticas, contudo,
observou-se discreto nivel de células inflamatdrias ao redor das fibras indicando inicio de
possiveis degeneracbes musculares e necrose (Fig 6A). Os machos, na mesma idade (Fig
6B) apresentaram variedade no tamanho das fibras, bem como fibras degeneradas,
regeneradas e hipertroficas, além da infiltracdo por macréfagos (fagocitose) e aumento do
espaco endomisial. E possivel observar uma area de divisdes multiplas que se assemelham

a um aglomerado de pequenas fibras.
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Fig 5. Frequéncia de lesGes histologicas indicativas de miopatias na area de secgdo transversal
da fibra muscular de frangos de corte. Cl: Células inflamatorias; FR: Fibras regenerativas; FF:

Fibras em fagocitose; FH: Fibras hipertréficas; HM: Hiperplasia miofibrilar; TA: Tecido adiposo.

Qui-quadrado (p<0,05).

Aos 35 dias observou-se uma evolucdo na presenca das lesdes histoldgicas
principalmente nas fémeas, uma vez que foi observado o surgimento de hiperplasia
miofibrilar nas fémeas, e infiltracdo de tecido adiposo em ambos os sexos (Fig 5). Contudo,
0 sexo influenciou apenas na presenca de FR, sendo que machos apresentaram 86% de
ocorréncia enquanto as fémeas apenas 53%. As principais alteracfes histopatoldgicas
consistiram em necrose e degeneracdo e internalizacdo dos nucleos das fibras, além do
aparecimento excessivo de células inflamatdrias, como macréfagos e consideravel aumento
da variabilidade do tamanho das fibras, bem como o aparecimento de fibras hipertréficas

(Fig 6C e D). Os achados foram consistentes e semelhantes entre 0s sexos, todavia as lesdes



45
das amostras musculares oriundas de machos apresentavam lesdes mais acentuadas e
macrofagos imersos em tecido conjuntivo e espaco endomisial maior.

Além disso, fagocitose dos restos miofibrilares podem ser observadas nas Fig 6E, F,
G e H, além de mostrar algum grau de regeneracdo desses miocitos e presenca de células de
baixo calibre ao redor das células hipertréficas, indicando regeneracdo de algumas miofibras.
Fibras hipertrofiadas mostram divisGes lineares internas e nucleos ao redor das particoes,
também chamada de hiperplasia fibrilar.

Aos 42 dias, observou-se o continuo agravamento das lesbes de modo geral,
especialmente na presenca de infiltracdo de TA em ambos 0s sexos, 46% das fémeas e
66% dos machos. Nas analises realizadas aos 49 dias de idade, as ocorréncias das lesdes
histoldgicas foram similares as observadas aos 42 dias, ou seja, foi observada a presenca de
todas as lesdes listadas nas amostras analisadas, ndo havendo auséncia de alguma delas.
Além disso, ocorreu um agravamento na frequéncia dessas lesdes, evidenciado
principalmente nas fémeas que até entdo ndo tinham apresentado hiperplasia miofibrilar e
infiltracdo de tecido adiposo avaliado aos 21 dias.

Nas imagens histoldgicas, observa-se aumento das lesGes celulares citadas
anteriormente, consistindo no aumento da internalizacdo dos ndcleos, degeneracao e necrose
das fibras e infiltracdo acentuada de macrofagos (Fig 6G e H), além da substitui¢do de tecido
muscular por tecido adiposo. Desta forma, essas lesdes histomorfologicas corroboram com as
classificacbes macroscopicas realizadas aos 49 dias, e os resultados mostram como a taxa de
crescimento € correlacionada com a gravidade das miopatias e suas alteracbes em nivel

celular.
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21 dias

35 dias

42 dias

49 dias

Fig 6. Lesbes miopaticas em frangos de corte fémeas e machos de acordo com a idade. Fémeas:
A, C, E, G; Machos: B, D, F, H; 21 dias (A, B), 35 dias (C, D), 42 dias (E, F) e 49 dias de idade
(G, H). EE: Espaco endomisial; Seta: Presenca de células inflamatdrias; Cabeca da seta: Fibras
pequenas com nulcleos centrais; Asteriscos: Fibra fragmentada em fagocitose; FH: Fibras
hipertroficas; M: Presenca de macrdéfagos em tecido conjuntivo; HM: Hiperplasia miofibrilar; TA:

Substituicdo de tecido muscular por tecido adiposo.
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Correlacgao entre as técnicas ndo invasivas e as alteragdes histoldgicas

A temperatura superficial das fémeas apresentou correlagdo negativa fraca com as
variaveis de profundidade total do filé, peso vivo e area das fibras, ou seja, a temperatura
superficial das aves tende a diminuir conforme o aumento das variaveis listadas (Tab 4). O
comportamento inverso ocorreu com 0 numero e area das fibras, em que obtiveram
correlacdo fraca positiva. Contudo, obteve-se correlacdo moderada positiva com o nimero de
fibras com area menor que 1000 pum2, entre 2000 a 3000 um? e maiores que 5000 pumz.

A ecogenicidade teve fraca correlacdo negativa com as variaveis de profundidade
total do filé, peso vivo, diametro e area das fibras e com o nimero de fibras com area entre
4000 a 5000 pum?2 e maior que 5000 um?; e, fraca correlacdo positiva com as variaveis de
numero de fibras por campo e o numero de fibras com area menor que 1000 pum2, entre 1000
a 2000 um2 e entre 2000 a 3000 um2. Ja a profundidade total do filé apresentou forte
correlacdo positiva com as variaveis de peso vivo, diametro, area e nimero de fibras maiores
que 5000 umz2. Contudo, apresentou correlacao forte e negativa com o numero, area e nimero
fibras encontradas em todas as faixas de area, com excecdo de fibras maiores que 5000 pum2.

O peso vivo demonstrou ter forte correlacdo positiva com a profundida total do filé,
didmetro, area e numero de fibras maiores que 5000 umz2. A variavel peso vivo apresentou
forte correlacdo negativa com o nimero de fibras por campo e nimero de fibras de todas as
faixas de tamanho, exceto a quantidade de fibras maiores que 5000 um2. Indicando que
guanto maior o peso da ave, menor é a quantidade de fibras, contudo maiores sdo as fibras
musculares existentes.

O numero de fibras por campo obteve forte correlacdo negativa com o didmetro, area
e nimero de fibras com &rea maior que 5000 um? e forte correlagdo positiva com todas as
faixas de area das fibras, exceto com area maior que 5000 umz2. Ja o diametro das fibras

obteve forte correlacdo positiva com a area e nimero de fibras com &rea maior que 5000 pum?
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e forte correlacdo negativa com a area ocupada por fibra/campo e as fibras com area menor
que 1000 pm?, entre 1000 a 2000 pum?, entre 2000 a 3000 um?2, entre 3000 a 4000 um? e entre
4000 a 5000 umz2. Sendo assim, quanto maior a area ocupada por fibras/ campo, menores sao
as fibras musculares existentes.

A area das fibras obteve forte correlacdo negativa com o numero de fibras com area
menor que 1000 um?, entre 1000 a 2000 pm?, entre 2000 a 3000 pum? e entre 3000 a 4000
umz; e forte correlacdo positiva com o numero de fibras encontradas com area maior que
5000 um2. A area ocupada por fibra/campo demonstrou média correlacdo positiva com todas
as faixas de area das fibras, com excecdo de fibras maiores que 5000 um?2, com a qual
demonstrou fraca correlacao negativa.

A correlacdo entre as variaveis analisadas nos machos obteve um comportamento
semelhante ao ocorrido com as fémeas (Tab 5). A temperatura superficial demonstrou estar
correlacionada de forma moderada com todas as varidveis analisadas, com excecdo do
namero de fibras com area entre 4000 a 5000 um2. Entretanto, obteve correlacdo negativa
entre a maioria das variaveis, como a ecogenicidade, profundidade do filé, peso vivo,
didametro e area das fibras, enquanto os parametros de area ocupada por fibras/campo e o
namero de fibras encontradas com area menor que 1000 pum2, entre 1000 a 2000 um?2, entre
2000 a 3000 pum? e entre 3000 a 4000 um?2 foram correlacionadas de forma moderada e
positiva.

Os valores de ecogenicidade foram correlacionados de forma moderada e negativa
com a profundidade total do filé, peso vivo, diametro e area das fibras e com o nimero de
fibras com area entre 4000 a 5000 pm?2 e maior que 5000 umz2. Contudo, correlacionou-se de
forma moderada e positiva com o numero de fibras por campo, area ocupada por
fibras/campo e todas as faixas de area, com exce¢do do nimero de fibras com area maior que

5000 pm2.
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Tab 4. Coeficiente de Correlacao entre as varidveis analisadas in vivo e morfometria das fibras musculares de frangos de corte fémeas.

Temperatura o Profundidade . Namero de fibras Didmetro das Avrea das fibras  Area ocupada por

Superficial (°C) Ecogenicidade total do filé (cm) Peso Vivo (ko) por campo fibras (um) (um?) fibras/campo (%)
FEMEAS
Ecogenicidade 0,2012M°
Profundidade total do filé (cm) -0,2944* -0,2004*
Peso Vivo (kg) -0,2636* -0,1837** 0,9742%**
Numero de fibras/campo 0,1144* 0,3088** -0,9017*** -0,9162***
Diametro das fibras (um) -0,1751 -0,3002** 0,7999*** 0,8211%** -0,9133%**
Area das fibras (um2) -0,3074** -0,2901* 0,8780*** 0,8864*** -0,8844*** 0,9008***
Area ocupada por fibras/campo 0,3856** 0,0657 N -0,7724%** -0,7469*** 0,6780*** -0,6666*** -0,7573***
Area menor que 1000 pm? 0,0596* 0,4462 N -0,7772%** -0,7912*** 0,8859*** -0,7946%** -0,7795%*** 0,5170***
Area entre 1000 a 2000 pm? 0,0574N° 0,4327** -0,8355*** -0,8493*** 0,9510%*** -0,8248*** -0,7960*** 0,5704%***
Area entre 2000 a 3000 um? 0,0726* 0,3794%** -0,8529%** -0,8655*** 0,9459%** -0,8152%** -0,7898%*** 0,5766***
Area entre 3000 @ 4000 pm? 0,2206 N 0,2096 N -0,8376*** -0,8584*** 0,8582%*** -0,8098*** -0,8375*** 0,6309%***
Area entre 4000 a 5000 pm2 0,3536** -0,2561* -0,7101** -0,1582 NS 0,7000 M -0,1337N8 -0,2432 N5 0,3732N8
Area maior que 5000 Um? 0,6234* -0,3879** 0,6849%** 0,7072%** -0,8144%** 0,6685*** 0,6031*** -0,2751%**

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, “>N&o Significativo.
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Da mesma forma, os resultados encontrados neste estudo demonstram que a profundidade
total do filé e o peso vivo obtiveram correlacdo com a maioria das varidveis, sendo que obteve
forte correlacdo positiva com o peso vivo, didmetro e area das fibras bem como o numero de
fibras com area maior que 5000 umz2. J& com o numero de fibras por campo, area ocupada por
fibras/campo e com o nimero de fibras com area menor que 1000 umz, entre 1000 a 2000 umz2,
entre 2000 a 3000 pm? e entre 3000 a 4000 um?2 obtivemos forte correlacdo negativa, ou seja,
quanto mais espesso o filé menor o valor dos parametros.

Tratando-se das variaveis histoldgicas, o nimero de fibras por campo demonstrou-se
correlacionado fortemente de maneira negativa com o diametro, area e numero de fibras com
area maior que 5000 um?, e de forma positiva com a area das fibras e o nimero de fibras com
area menor que 1000 um?, entre 1000 a 2000 um2 e entre 2000 a 3000 pmz2,

Tanto o diametro quanto a area das fibras apresentaram forte correlacdo negativa com a
area ocupada por fibras/campo e o numero de fibras com area menor que 1000 um?2, entre 1000 a
2000 pm2 e entre 2000 a 3000 um2. E ainda apresentou moderada correlacdo negativa com o
numero de fibras com area entre 3000 a 4000 umz2. Além disso, o diametro das fibras foi
correlacionado de forma forte e positiva com a area das fibras, ou seja, quanto maior o didmetro,
maior a area das fibras.

Ja a area ocupada por fibras/campo obteve moderada correlacdo positiva com o numero
de fibras com area menor que 1000 umz, entre 1000 a 2000 um? e entre 3000 a 4000 um2; forte
correlacdo positiva com o namero de fibras com area entre 2000 a 3000 umz?; fraca correlacao
positiva com o numero de fibras com area entre 4000 a 5000 um?; e, moderada correlacdo
negativa com o numero de fibras com area maior que 5000 um2. Sendo assim, quanto maior a
area ocupada por fibras/campo menor serd o numero de fibras maiores que 5000 pm?2
Demonstrando que quanto maior a area ocupada por fibras/campo, menores sdo o tamanho das

fibras e maior o nimero de fibras existentes.
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Tab 5. Coeficiente de Correlacdo entre as varidveis analisadas in vivo e morfometria das fibras musculares de frangos de corte machos.

Temperatura o Profundidade . Namero de fibras Didmetro das Avrea das fibras  Area ocupada por

Superficial (°C) Ecogenicidade total do filé (cm) Peso Vivo (ko) por campo fibras (um) (um?) fibras/campo (%)
MACHOS
Ecogenicidade -0,3818**
Profundidade total do filé (cm) -0,6655"** -0,5593***
Peso Vivo (kg) -0,6868*** -0,5213*** 0,9620***
Ntimero de fibras/campo 0,6150%** 0,6144%** -0,8791%** -0,9220%**
Didmetro das fibras (um) -0,5747%** -0,4928*** 0,8009*** 0,8626*** -0,9066***
Area das fibras (um?) -0,5969*** -0,3796** 0,8117*** 0,8573*** -0,8608*** 0,0299***
Area ocupada por fibras/campo 0,5493*** 0,3984** -0,8080*** -0,8075*** 0,7622*** -0,6888*** -0,7522***
Area menor que 1000 pm2 0,5002*** 0,4677** -0,6536*** -0,6960*** 0,8375*** -0,7411*** -0,7193*** 0,5305***
Area entre 1000 a 2000 pm?2 0,5309*** 0,5688*** -0,7416*** -0,7747*** 0,9266*** -0,7818*** -0,7190*** 0,5888***
Avrea entre 2000 a 3000 pm2 0,5773*** 0,6752*** -0,8267*** -0,8781*** 0,9243*** -0,8246*** -0,7691*** 0,7023***
Avrea entre 3000 a 4000 pm2 0,4078** 0,2631* -0,6353*** -0,6753*** 0,5157*** -0,5776*** -0,6199*** 0,6018***
Area entre 4000 a 5000 um? -0,3694™° -0,3861** -0,0960 "> -0,0645 "> -0,1366 > -0,0029 ™ -0,1520™° 0,2242"
Area maior que 5000 pm? -0,4578** -0,6111*** 0,7210*** 0,7806*** -0,8458*** 0,7364*** 0,6431*** -0,4825***

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, “>N&o Significativo.
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Discussao

No presente estudo, analisamos a intensidade de ecogenicidade medida através das
imagens de ultrassom e temperatura superficial do peito de frangos de corte pela termografia
infravermelha como ferramentas de diagndéstico in vivo das miopatias peitorais White striping
e Wooden breast, utilizando a técnica de bidpsia como ferramenta de apoio para coletas de
material para estudo histoldgico sequencial.

Através das ondas sonoras de alta frequéncia do equipamento de ultrassom, é possivel
realizar a captura dos reflexos do som nas estruturas dentro do corpo e produzir imagens de
varios tecidos. Estudos anteriores ja mostraram que existe uma forte correlacdo entre os
achados da biopsia muscular e a intensidade da ecogenicidade, visto que a infiltracdo de
gordura e tecido fibroso foram responsaveis por um aumento da reflexdo das ondas,
resultando em intensidades de ecogenicidade mais altas (Reimerns et al., 1993; Pillen et al.,
2009).

Os resultados encontrados nesta pesquisa demonstram o decréscimo no valor de
ecogenicidade com ponto de inflexdo aos 28 dias, com um aumento dos valores a partir dos
35 aos 49 dias de idade das aves (Tab 1), além da moderada correlacdo negativa entre as
variaveis de ecogenicidade, profundidade do filé e peso vivo de machos e baixa correlacdo
em fémeas, sugerindo que quanto menores as variaveis de peso e profundidade do filé,
maiores sdo os valores de ecogenicidade (Tab 4 e 5). Esses resultados vao contra o esperado,
visto que se esperava 0 aumento dos valores de ecogenicidade de acordo a evolugdo das
lesGes caracteristicas das miopatias, como o aumento da fibrose e infiltracdo de gorduras,
sobretudo Wooden breast, conforme as lesdes histologicas descritas por por Sihvo et al.
(2014) e Clark & Velleman et al. (2017), fato que s6 ocorreu apds 28 dias. Pesquisas
relataram que a intensidade de ecogenicidade pode ser aumentada por doencas degenerativas,

justificando que a arquitetura anatbmica das células musculares € interrompida através da
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substituicdo por tecido conjuntivo e tecido adiposo (Heckmatt et al., 1985; Sholten et al.,
2003).

Segundo Sholten et al. (2003) o transdutor utilizado para a ultrassonografia muscular
deve garantir boa penetracdo das ondas no tecido (baixa frequéncia), e boa resolucéo espacial
(alta frequéncia). Neste estudo, o transdutor de 3,5 MHz pode ndo ter garantido penetracdo
tecidual suficiente no musculo do peito dos frangos de corte aos 14 e 21 dias de idade devido
ao seu tamanho reduzido, limitando a utilizacdo a técnica nessas condi¢cdes. Um transdutor
com frequéncia de 7,5 MHz poderia ter sido mais eficaz para a mensuracéo dos valores de
ecogenicidade nas idades iniciais por ser utilizado em musculos menores e promover a
captura de imagem com melhor qualidade, como ocorre na medicina humana (Sholten et al.,
2003).

Observando os valores de ecogenicidade apresentados aos 28, 35, 42 e 49 dias (Tab
1) verificamos o aumento exponencial dos valores, indicando que a partir dessa idade e
profundidade do mdsculo a frequéncia de 3,5 MHz pode ter garantido boa penetracdo e
reflexdo das ondas. Esses resultados corroboram com as pesquisas de Reimerns et al. (1993)
e Pillen et al. (2009) em que relataram maiores intensidades de ecogenicidade de acordo com
0 aumento de fibrose e infiltracdo de tecido adiposo. Outro ponto a ser considerado é que,
com o avancar da idade das aves, ocorre 0 aumento de didmetro e area da fibra muscular
(Tab 3), isso faz com que a distancia entre as superficies refletivas aumente e 0 nimero de
reflexos por centimetro quadrado diminui, consequentemente causa a diminuicdo da
ecogenicidade em tecidos saudaveis, o inverso do encontrado nesta pesquisa (Sholten et al.,
2003).

Ressalta-se que, aos 49 dias de idade, 100% das aves utilizadas neste estudo
desenvolveram algum grau de White Striping, onde a maioria apresentou grau moderado e

severo e 97% apresentaram graus de Wooden breast, em sua maioria grau severo. O aumento
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dos graus das lesdes histopatoldgicas de acordo com a idade das aves tambeém pode ser
observado nas analises histoldgicas realizadas a partir da coleta de material pela técnica de
biopsia (Fig 1). Levando em consideracdo a anatomia e profundidade do musculo Pectoralis
major nas diferentes idades avaliadas, fica claro que mais pesquisas necessitam ser realizadas
com o intuito de identificar qual a frequéncia do transdutor € a ideal para a realizacdo de
imagens de ultrassom em frangos de corte.

A acelerada taxa de crescimento dos frangos pode justificar a diferenca da intensidade
de ecogenicidade medida em imagens de ultrassom, visto que 0s machos apresentaram
maiores valores de ecogenicidade. De acordo com Kuttappan et al. (2012) a acelerada taxa de
crescimento dos machos resulta em maior ocorréncia das miopatias e consequentemente,
maior quantidade de tecido fibroso e substituicdo de tecido muscular por tecido adiposo, 0
que segundo Pillen et al. (2009) acarreta em areas com maiores intensidades de
ecogenicidade.

As estimativas das correlacdes de Pearson entre as medidas de ultrassom e o peso
vivo no presente estudo variam entre 0,96 e 0,97 e, além disso, as imagens podem ser
registradas de forma rapida e ndo invasiva. A precisdo e exatiddo da ultrassonografia
quantitativa do musculo, como a medida da profundidade do filé de peito, € um modelo
confiavel para a selecdo de caracteristicas benéficas em relacdo a conformacéo da ave (Farhat
& Chavez, 2001; Lin et al., 2018). A utilizacdo dessas medidas pode melhorar a acurécia de
selecdo para ganho peso (Case et al., 2012).

Na medida em que as aves cresceram, o gradiente de temperatura superficial do peito
aumentou. Aos 14 dias, o gradiente maximo foi de 2 °C tanto para machos quanto para
fémeas, porém aos 49 dias atingiu 5 °C em toda a superficie dos filés. Este fato pode ser
atribuido ao surgimento das miopatias, visto que o processo de desenvolvimento inicia-se de

forma focal, na rea cranial do musculo, e com o aumento da severidade as lesdes tornam-se
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difusas, espalhando-se por toda a superficie do file (Kuttappan et al., 2016; Clark &
Velleman, 2017). AvaliacGes sobre a distribuicdo da temperatura na area cranial, medial e
caudal do musculo pode fornecer informacGes acerca da relacdo entre o gradiente de
temperatura e a distribuicéo das lesbes miopaticas. Quando apenas as temperaturas absolutas
da superficie foram consideradas, a tendéncia geral foi uma diminuicdo da média para ambos
0s sexos de acordo com o tempo (Tab 1).

Observa-se no presente estudo que na medida em que o didmetro e area das fibras
musculares aumentam, ocorre a diminuicdo da temperatura superficial dos peitos de frangos
de corte (Tab 4 e 5). Ainda nessa linha de raciocinio, quanto menor a area ocupada por
fibras/campo, menor sera a temperatura no local. Além disso, a menor area ocupada por
fibras/campo pode ser dada pela degeneracdo muscular existente, visto que a diminuicdo da
area ocupada por fibras esta correlacionada de forma positiva com o numero de fibras com
menores diametros indicando processos regenerativos, além da substituicdo das fibras
musculares por tecido conjuntivo. Outro ponto a ser considerado, é a selecdo para aumento
de ganho de peso, em que consistiu na inducdo da hipertrofia das fibras ja existentes e, em
menor grau, a hiperplasia miofibrilar como um mecanismo compensatério, visto que o
namero de fibras musculares existentes é fixado apds a eclosdo (Branciari et al., 2009;
Petracci et al., 2015). Esse aumento no tamanho das fibras esta associado a menor densidade
de capilares sanguineos, além de pressionar os capilares sanguineos, reduzindo a
possibilidade de dilatacdo dos vasos levando ao inadequado suprimento de oxigénio
(Boerboom et al., 2018), e a possivel queda na temperatura superficial de acordo com o
presente estudo.

O inadequado suprimento de oxigénio e nutrientes sdo considerados fatores
intimamente ligados as miopatias Wooden breast e White striping. Além disso, os achados

histoldgicos (Fig 1) e morfométricos (Tab 3) do presente estudo sdo consistentes quando
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comparados com o padrdo de desenvolvimento das miopatias musculares, que s&o
caracterizadas pelo aparecimento de fibras pequenas indicativas de processos regenerativos
ocasionados pela degeneracéo das fibras musculares de maior calibre, fibrose e infiltracdo de
células inflamatorias (Sihvo et al., 2014; Velleman & Clark, 2015). Diante do exposto, a
termografia infravermelha como método de avaliacdo in vivo das miopatias White striping e
Wooden breast revelou-se uma ferramenta interessante e indicativa das lesdes miopaticas em
machos.

Esses resultados apresentados sdo consistentes com as lesbes histologicas
demonstradas nas figuras 1 e 2, onde € possivel verificar a diminuicdo da quantidade de
fibras musculares por area de corte transversal, aumento no diametro e area das fibras (fibras
hipertréficas), além da visualizacdo do aumento de tais lesbes de acordo com o avancar da
idade das aves, como hiperplasia miofibrilar, infiltracdo de tecido adiposo, fibras em
fagocitose e fibras em regeneracdo que corroboram com o acometimento das miopatias White
striping e Wooden breast ja descritas na literatura (Ferreira et al., 2014; Sihvo et al., 2018).

No presente estudo, o aumento da area das fibras musculares foi amplamente
associado ao aumento da presenca de fibras musculares anormais. As fibras musculares de
pequeno calibre indicam a existéncia de um processo de regeneracdo e também foram
associadas com a presenca de fibras anormais, ou seja, com algum tipo de lesdo tecidual,
como ja foram descritas em frangos de corte e em perus com miopatias e até mesmo algum
tipo de distrofia muscular (Pizzey & Barnardi, 1983; Polak et al., 2010). No mesmo contexto,
a infiltracdo de tecido adiposo também esté incluida como alternativa ao mecanismo falho de
regeneracao das fibras musculares (Kuttappan et al., 2013).

Alguns autores descreveram que a selecdo para o aumento do tamanho das fibras
musculares é uma das principais raz6es para o aparecimento de fibras hipertréficas, com area

trés a cinco vezes maiores que as fibras normais (Petracci et al., 2013). De acordo com isso,
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Miraglia et al. (2006) encontraram um aumento na porcentagem dessas fibras no musculo
peitoral de aves de crescimento rapido em comparacdo com aves de crescimento lento. Em
contrapartida, ndo houve aumento das fibras hiperplasicas em outros musculos oriundos
dessas mesmas aves.

Além das anomalias citadas acima, existe uma mudanca distinta do tecido conjuntivo
perimisial e endomisial. Essas alteracGes frequentemente estdo associadas com a infiltracao
de células inflamatorias e fibras em fagocitose (Petracci et al., 2013). As caracteristicas
histopatoldgicas como hipertrofia, modificacao no perfil das fibras musculares, presencas de
infiltrados inflamatdrios sdo acompanhados de anormalidades ultra-estruturais e enzimaticas,
e foram identificadas como lesbes caracteristicas de miopatias (Kuttappan et al., 2013;
Petracci et al., 2013; Sihvo et al., 2014).

Todos os parametros analisados nos frangos de corte machos apresentaram
correlagdes significativas maiores e melhores quando comparados as fémeas, principalmente
entre as variaveis relacionadas a morfometria das fibras musculares (Tab 5). Bauermeister et
al. (2009) e Kuttappan et al. (2013) relataram que a incidéncia das miopatias aumentaram em
até 50% devido as diferencas de peso vivo e sexo das aves. Pode-se dizer que as diferencas
encontradas neste estudo, estdo ligadas diretamente as diferencas de ganho de peso dos
machos e fémeas, visto que o exame histologico das fibras musculares mostrou um aumento
do acometimento das lesGes de acordo com o avancar da idade das aves independentemente
do sexo (Tab 2 e 3). Os resultados encontrados confirmam que a gravidade das lesdes
histoldgicas miopaticas aumenta conforme o aumento do peso ao abate e diferencas na taxa

de crescimento.

Os frangos de corte sdo afetados em grande parte por essas miopatias peitorais e as
observagBes macroscopicas e microscopicas correspondem a um exame geral da estrutura

das fibras musculares, desta forma, mais informacbes sobre o tempo e oS mecanismos de
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ocorréncia nos permitiria modular os fatores de producdo com o intuito de reduzir a presenca

e 0 grau dessas anormalidades.

Concluséo

A ultrassonografia com transdutor de 3,5 Mhz detectou alteragcbes no musculo
peitoral apos 28 dias de idade condizente com as lesdes miopaticas estudadas. A termografia
infravermelha é um método confiavel para detectar as alteracGes na faixa de temperatura
superficial de acordo com os arranjos das fibras musculares e mostrou um indicativo para o
acometimento das miopatias nos frangos de corte machos. A técnica de bidpsia pode ser

utilizada na avaliacdo diagnostica em frangos de corte.
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Considerac0es Finais

O presente estudo envolve a validacao de técnicas ndo-invasivas como ferramentas de
avaliacdo in vivo das miopatias White striping e Wooden breast. Essa pesquisa contribui para
0 meio cientifico de forma a aumentar as alternativas de ferramentas e técnicas que possam
ser adotadas com o proposito de avaliar a ocorréncia das miopatias em frangos de corte, bem
como auxiliar em seu entendimento e etiologia.

Com os resultados obtidos neste estudo verificamos que a ultrassonografia ndo foi
capaz de identificar possiveis lesdes ocasionadas por fibrose ou até mesmo infiltracdo por
tecido adiposo como descrito na literatura. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para
determinar a influéncia da localizagdo e organizacdo do tecido adiposo e fibroso sobre a
medida de ecogenicidade em frangos de corte, além de estudos com transdutores com
diferentes frequéncias de ondas.

A termografia infravermelha como método de avaliacdo in vivo das miopatias
revelou-se uma ferramenta interessante e indicativa das lesGes miopaticas em machos.
Devem-se considerar estudos mais aprofundados relacionados ao gradiente de temperatura
nas trés regibes da musculatura peitoral, cranial, medial e caudal. Além disso, realizar as
imagens tanto de ultrassonografia e termografia infravemermelha e submeter as aves ao abate
semanalmente para verificacdo dos graus de acometimento das miopatias pode revelar
informacdes inéditas sobre o desenvolvimento e progressdo das lesdes.

E possivel observar que a técnica de bidpsia também pode ser considerada uma
ferramenta de grande relevancia nos estudos sobre a histologia do tecido muscular dos
frangos de corte, visto que o desempenho e recuperacdo pos-cirirgica das aves submetidas a
essa técnica foram muito satisfatorios, de modo que as variaveis zootécnicas superaram 0s
valores preconizados pela prépria linhagem.

A busca por ferramentas que contribuam com estudos acerca das miopatias deve ser
constante, investigando a etiologia, progressdo e principalmente meios para evita-las, tendo
em vista que resultados consistentes com relacdo a esses tdpicos S0 escassos e

inconsistentes.



