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Resumo

As lesdes O6sseas em frangos de carne tém sido um assunto amplamente estudado
ao longo dos anos. O principal factor apontado como causa destas lesdes € a continua
seleccdo genética a que as estirpes de carne foram submetidas ao longo dos anos, com o
objectivo de aumentar a taxa de crescimento, a qualidade e composi¢cdo da carcaca. Este
estudo teve como objectivo averiguar as diferengas histolégicas na ossificacdo de 0ssos
longos em frangos de aptidao carne em relagéo a uma estirpe de aptiddo dupla, que possam
ajudar a explicar a maior incidéncia de lesdes 6sseas em estirpes de frangos de carne.

Foram utilizados ambos os membros posteriores de 50 frangos Cobb 500 na idade
de abate (50-55 dias, média de 1,5 kg), perfazendo um total de 100 membros posteriores e
de 5 exemplares da estirpe ISA brown (42-49 dias de idade e média de 700g), perfazendo
um total de 10 membros posteriores. Foram colhidas secg¢fes longitudinais da epifise
proximal do fémur, incluindo a respectiva cartilagem articular, que foram fixadas em formol
tamponado a 10%. Estas foram posteriormente descalcificadas utilizando uma solucéo
comercial e processadas para analise histopatolégica.

As diferentes zonas de ossificacdo da epifise proximal do fémur foram divididas em
cinco camadas: cartilagem articular / zona de reserva, zona de proliferagdo, zona
hipertréfica, zona de ossificacdo superficial (> 30% de matriz ossificada) e zona de
ossificacdo profunda (< 30% de matriz ossificada). Estas foram medidas em relacdo a
espessura total do centro de ossificacdo da cabeca femoral utilizando software apropriado e
os dados obtidos subsequentemente tratados estatisticamente.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (para um intervalo de
confianca de 95%) entre a zona hipertréfica e a zona de ossificacdo profunda entre ambas
as estirpes testadas, sendo a zona hipertréfica consideravelmente mais extensa e a zona de
ossificacdo profunda notavelmente menor no grupo de galinhas de aptiddo carne. Este
estudo indica que as estirpes de carne, que sdo preferidas pelo seu crescimento rapido e
elevado ganho de peso, tendem a repousar consideravelmente mais peso em 0Sso0s que se
encontram fragilizados por possuirem uma camada mais espessa de cartilagem hipertrofica
(pobre em matriz extracelular) e osso apenas parcialmente ossificado, comparativamente a
estirpe de crescimento mais lenta usada para comparacao.

Palavras-chave: galinhas de aptiddo carne, ossificacdo, selec¢cdo genética, fémur,

lesdes 6sseas



Abstract

Bone damage in broilers has been a widely studied subject over the years. The
main cause for bone alteration of this is the continued genetic selection that broiler lines have
been subjected to throughout the years, with the purpose of increasing growth performance
and carcass quality and composition. This study aimed to investigate histological differences
in the ossification of long bones in broiler strains, compared to a dual-purpose strain, which
might help explain the higher incidence of bone lesions in broiler lines.

Both hind limbs from 50 Cobb 500 birds at slaughter age (50-55 days, average
1.5kg) and 5 ISA brown exemplars (42-49 days and average 700g) were used. Longitudinal
sections of the femoral proximal epiphysis and respective articular cartilage were collected
and fixated in 10% buffered formalin, subsequently decalcified using a commercial solution
and later routinely processed for histopathological analysis.

The different ossification zones of the femoral epiphysis were divided into five
layers: joint/reserve cartilage, proliferation zone, hypertrophic zone, superficial ossification
zone (>30% ossified matrix) and deep ossification zone (<30% ossified matrix). These were
measured against the total thickness of the femoral head ossification center using
appropriate software and the obtained data statistically analyzed.

Comparison between the thickness of the various layers of ossification in the dual
purpose and the broiler group resulted in statistically significant differences (95% confidence
interval) between the hypertrophic zone and the deep ossification zone of the samples
tested, the hypertrophic zone being considerably more extensive, and the deep ossification
zone being notably smaller in the broiler group.

This study indicates that broiler strains, which are prefered for their fast growth and
weight gain will tend to rest considerably more weight on bones that are more fragile due to a
thicker layer of hypertrophic cartilage (poor in extracelular matrix) and only partially ossified
bone, in comparison to the slower growth strain.

Key words: broilers, ossification, genetic selection, femur, bone lesions



Lista de Abreviaturas, Simbolos e Acronimos

GA — Galinhas de aptidao carne

GD - Galinhas de aptid&do dupla / grupo controlo

ZR — Zona de reserva/ Zona de cartilagem em repouso
ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem em proliferacéo
ZH — Zona de cartilagem hipertréfica

ZOS — Zona de ossificacao superficial

ZOP — Zona de ossificacdo profunda

HO - Hipé6tese nula

GS - Gait Score

LACH - laboratério de analises clinicas e histopatologia
H&E — (colora¢éo) Hematoxilina Eosina

Kg — quilogramas

g — gramas

% - percentagem

SCAHAW - Scientific Committee on Animal Healthand Animal Welfare
d — dias
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BS — breaking strenght

P — fosforo
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E. coli — Echerichia coli

FCVE - factor de crescimento vascular endotelial
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cm? — centimetros quadrados

°C — graus célsius/centigrados
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. DESCRICAO DO ESTAGIO CURRICULAR

\

Foram realizados dois estdgios curriculares com vista a obtencdo do grau
académico de Mestre em Medicina Veterinaria. O primeiro decorreu no periodo de 1 de
Setembro de 2017 a 1 de Novembro de 2017, na Clinica Veterinaria da Liga Portuguesa dos
Direitos do Animal, em Carcavelos, sob a orientacdo da Orientadora de Estagio Dra. Célia
Palma, com o objectivo de aplicar os conhecimentos adquiridos durante o curso e, também,
de ganhar mais experiéncia na area de Clinica de pequenos animais. O segundo estagio foi
efectuado sob a orientagdo da Professora Doutora Rute Noiva e decorreu entre 13 de
Novembro e 20 de Fevereiro de 2017, no Laboratério de Analises Clinicas e Histopatologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias.

No primeiro estagio, acima referido, foi possivel fazer o acompanhamento de
consultas de medicina interna e de medicina preventiva, observacado de ecografia, auxiliar
em procedimentos clinicos e de enfermagem veterinaria, bem como o acompanhamento e
realizacdo de cirurgias.

Relativamente as consultas efectuadas, a grande maioria dos casos recebidos
foram de rotinas profilaticas, nomeadamente vacinacdo e desparasitacdo, bem como a
aplicacdo de identificacdo electronica, tendo sido realizadas ainda muitas primeiras
consultas de cé@es e gatos no primeiro més de vida, onde para além da profilaxia foram,
também, dados conselhos e esclarecidas dividas dos tutores de como lidar com esta fase
de desenvolvimento dos seus animais; na area de medicina interna 0s casos que
prevaleceram foram de dermatologia, gastroenterologia e nefro/urologia, respectivamente
por ordem decrescente de casuistica. Em menor nimero foi possivel acompanhar também
casos de ortopedia, oncologia, cardiologia, pneumologia, endocrinologia e consultas pré
cirdrgicas.

Quanto aos procedimentos clinicos e de enfermagem veterindria foi realizada
administracdo de farmacos, colheita de sangue, limpeza de feridas cutaneas, cateterizacédo
venosa, auxilio na colocagdo de pensos e puncdo aspirativa por agulha fina de massas
cutaneas.

Na area de clinica cirurgica foi possivel fazer o acompanhamento de cirurgias, onde
se destacam as ovariohisterectomias, nodulectomias e orquiectomias, bem como
mastectomias e amputacdo de membro, em menor numero. Foi também possivel a
realizacdo de duas orquiectomias em gatos.

Durante o estégio na clinica foi ainda feita a observacéo de ecografias, rondando os
40 casos observados, a maioria dos quais revelaram massas hepéticas, massas

pancreaticas e célculos urinarios.



O segundo estagio foi inicialmente dedicado a preparacdo das amostras
necessarias ao estudo a ser efectuado para realizacdo da dissertacdo de mestrado, que
visou a fixacdo em formol e descalcificacdo de 110 amostras, 0 seu corte e posterior
processamento histolégico. Foi também feita a observacdo de laminas para diagndstico,
descricdo macroscOpica e corte de amostras provenientes do hospital veterinario da
universidade luséfona de humanidades e tecnologias, onde se destacaram pecas de
mastectomia, nodulos cutaneos, pecas de esplenectomia, biopsias de figado e pecas de
enucleacdo. Também foi feito o processamento histolégico de amostras provenientes de
necropsias de bovinos e posterior observacdo das laminas para diagnostico, bem como a
observacédo e acompanhamento de necrépsias.



Il. DISSERTACAO DE MESTRADO

1. Introducéao
1.1. Contextualizacédo do estudo

A avicultura moderna, cada vez mais focada na elevada producdo e economia,
descurou a salde e o bem-estar das aves, ao criar genétipos mais susceptiveis a
desenvolver doengas (Knowles et al., 2008).

Em 2008, num estudo efectuado por Knowles et al., averiguou-se que 27,6% dos
frangos de carne sofriam de problemas de locomocdo, sendo que 3,3% estavam
completamente incapacitados de andar. Estes problemas e lesbes causam reducdo na
producdo como consequéncia do menor consumo de alimento, do aumento da frequéncia de
carcacas fracamente desenvolvidas e de menor qualidade - que por sua vez leva a altas
taxas de rejeicdo nos matadouros - e também, do aumento da mortalidade. Tudo isto gera
perdas monetarias anuais bastante significativas, tornando-se assim, um foco de interesse e
preocupacdo para a industria. (Sullivan, 1998; Knowles et al., 2008)

A integridade Ossea das aves de producgdo € de grande importancia na avicultura
intensiva, ja que grande parte das aves em idade de abate sofrem de claudicacdo severa e
deformacdes Osseas, que levam a fracturas 0sseas e outras lesdes que contribuem para
uma baixa produtividade, elevada mortalidade e rejeicdes de carcaca no matadouro. As
aves que claudicam passam muito mais tempo deitadas e levam a uma maior contaminagao
do local de processamento, aumentando os riscos de seguranca alimentar e aumentando as
rejeicdes de carcaga devido a lesdes como bolhas no peito, arranhfes e processos
inflamatérios. (Canello et al., 2016)

Além disso, a fragueza e porosidade 6ssea também estdo relacionadas com um
aumento da incidéncia de fragmentos 0sseos em produtos carneos desossados e com
descoloracdo da carne adjacente ao 0sso devido ao extravasamento de sangue, 0 que
diminui a qualidade comercial dos produtos. Para além do que algumas deformidades
esqueléticas afectam o equipamento automatico de evisceracao e desossagem, exigindo
corte manual que atrasa toda a linha de processamento e resultando em perdas de carne
(Vaillancourt e Martinez, 2002; Canello et al., 2016).

Por outro lado, inquéritos demonstram que actualmente os consumidores nao tém
nocdo das condicdes em que os frangos de carne séo criados e ficam desagradados
guando confrontados com informacdes sobre as actuais praticas comerciais. Tendo em
conta que a sustentabilidade da producéo intensiva de frangos depende fortemente da
aceitacdo do consumidor, e com as cada vez maiores preocupacdes com questbes
relacionadas com o bem-estar animal, a industria de frangos de carne é for¢cada a criar

solucdes para este problema causado por anos de selecgéo genética, garantindo ao mesmo
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tempo as melhores préaticas de maneio possiveis. Deste modo, o problema gerado pelo
rapido aumento da taxa de crescimento e seu impacto no desenvolvimento 6sseo justifica a
necessidade de mais estudos nesta area com vista a criar genétipos mais robustos e
saudaveis (Havenstall, 2003; Hall e Sandilands, 2007).

Estes factos demonstram que melhorar a salde dos membros posteriores em
frangos de carne pode trazer varios beneficios econémicos para a inddstria avicola, além de
corrigir as questdes relacionadas com o bem-estar.

O presente estudo, torna-se assim relevante na medida em que se foca num tema
actual que afecta a industria avicola, com o objectivo principal de perceber se existem
diferencas na ossificacdo entre frangos de aptiddo carne — cuja estirpe foi sujeita a anos de
seleccdo genética que prejudicou o seu desenvolvimento 6sseo - com frangos de aptidao
ovo/dupla.

Para este fim, pretendeu-se procurar diferencas morfolégicas significativas na
ossificacdo das duas estirpes em estudo através da avaliacdo dos seguintes parametros:
medicao das diferentes zonas de ossificagdo, célculo da média dos valores de espessura
para cada zona, célculo da percentagem que cada zona ocupa no total da cabeca do fémur,
comparacdo dos valores obtidos em cada uma das varias zonas do membro posterior
esquerdo e direito de cada galinha, comparacéo entre os valores obtidos nas varias zonas

das galinhas de aptidao dupla e das galinhas de aptidao carne.

1.1.1. Falando em numeros...

Mais de 4,4 bilides de frangos sdo produzidos por ano na Unido Europeia.
Actualmente, os frangos atingem o seu peso de abate em cerca de 41 dias,
que é duas vezes mais rapido do que ha cerca de 30 anos. No entanto o crescimento rapido
apenas se aplica ao musculo (carne), enquanto que a estrutura de suporte das pernas, do
coracdo e dos pulmdes ndo consegue acompanhar este ritmo de crescimento
(PS/MJ/ART0206).

Os numeros da The Cobb Breeding Company Limited mostram que no ano 2000
eram necessarios em média 34 dias para atingir 1.82 kg de peso vivo, enquanto que em
1966 as aves demoravam em média 60 dias para atingir 0 mesmo peso. Se recuarmos
ainda mais no tempo, para o0 ano de 1956, o periodo requerido para atingir esse peso era de
84 dias. Para além disto, van der Sluis (2000) afirma que, nos ultimos 25 anos, o peso vivo
dos frangos de carne aumentou cerca de 130% (1375 g).

Num estudo de Kestin et al. (1992) os autores descreveram um método para medir
a prevaléncia de fraqueza nos membros posteriores, o sistema de Gait Score (GS),

avaliando a capacidade de andar de quatro cruzamentos de linhagens comerciais de
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frangos de carne. A capacidade de andar foi pontuada de 0 a 5, em que: 0 — a ave anda
normalmente; 1 - a ave move-se rapidamente, mas uma ligeira deficiéncia de marcha é
observada; 2 — a ave move-se rapidamente, mas ha uma deficiéncia significativa na marcha;
3 - a ave move-se rapidamente, mas apresenta uma deficiéncia grave; 4 - a ave move-se
com sérias dificuldades; e 5 - a ave passa a maior parte do tempo imoével e geralmente usa
as asas para se arrastar.

No relatorio do Scientific Committee on Animal Healthand Animal Welfare
(SCAHAW) da Unido Europeia, de 21 de Marco de 2000, relativamente aos problemas de
marcha relacionados com as lesdes dos membros posteriores, foi declarado que “estudos
de marcha constataram que um grande namero de frangos de carne tém a sua capacidade
de andar prejudicada e h& evidéncias de que aves com GS 3 ou superior sentem dor ou
desconforto”.

Kestin et al. (1992) averiguaram que 26% das aves da estirpe Cobb 500 tinham GS
de 3, 4 ou 5 e também, pontua¢cbes mais elevadas de pododermatite e dermatite de contacto
do curvilhdo (‘hockburn’), especialmente quando comparadas com aves da estirpe Ross.

De igual modo, o estudo de Sanotra (1999) constatou que 30,1% das aves Cobb
500 tinham GS de 3, 4 ou 5. A prevaléncia de claudicacdo numa amostra representativa de
bandos comerciais, também revelou que 36,9% das aves tinham deformagfes nos membros
(Valgus-Varus) e 57,1% sofriam de discondroplasia tibial. Trés anos mais tarde num estudo
que avaliou 15 bandos de frangos Ross 208 e 16 bandos de frangos Cobb 500, Berg e
Sanotra (2002) constataram que 14,1% dos frangos de corte Ross 208 e 26,1% dos frangos
da Cobb 500 tinham GS de 3 ou superior; 46,4% dos frangos Ross 208 sofriam de
deformacgfes Valgus-Varus e 45,2% tinham discondroplasia tibial, contra 52,67% da estirpe
Cobb 500 para deformacdes Valgus-Varus e 56,3% discondroplasia tibial.

Sendo assim, de acordo com estes estudos, pode-se concluir que os frangos da
estirpe Cobb 500 sdo substancialmente mais susceptiveis a claudicacdo e lesdes do

membro posterior comparativamente a outras estirpes de aptidao carne.

1.2. Seleccéo genética
A crescente exigéncia por parte dos consumidores tem resultado, por parte da
indastria avicola, na seleccao genética de galinhas de aptiddo carne com melhor qualidade
de carcaca mas, também, com niveis e velocidades de crescimento cada vez maiores, de
modo a que os frangos atinjam o peso desejado ao abate no menor nimero de dias
possivel, mantendo um indice de conversdo alimentar idealmente baixo. Deste modo e
devido a elevada heritabilidade de certas caracteristicas muito apreciadas (ex. conformagéo

corporal, maior desenvolvimento dos musculos peitorais e menos gordura abdominal, indice
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de conversao alimentar) tem vindo a ser possivel, com a seleccdo genética, conseguir um
aumento de cerca de 50% no rendimento das aves, tal como se pode observar na figura 1.
(Vereijken, 1992; Barton, 1994; Jego et al. 1995; Le Bihan-Duval et al., 1998; Bednarczyk et
al., 2000; Hafez e Hauck, 2005; Maiorano et al., 2009; Bednarczyk et al., 2010;
Nowaczewski et al., 2010; Wolc et al., 2010; Traveniello et al., 2014; Zuidhof et al., 2014).
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Figura 1 - Comparacao das alteracdes do peso em estirpes de galinhas Ross 308. Na
imagem pode-se ver galinhas ndo seleccionadas em 1957, comparativamente a galinhas
seleccionadas em 1978 e 2005. Dentro de cada estirpe, as imagens sdo da mesma ave aos

0, 28 e 56 dias de idade Legenda: g — gramas; d — dias. Imagem retirada e adaptada de

Zuidhof et al. (2014)
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Esta seleccéo genética foi igualmente aplicada a galinhas de aptidao ovo, de modo
a melhorar as suas caracteristicas reprodutivas (Emmerson, 1997; Buzala et al., 2015;
Nangsuay et al., 2015), aumentando a producédo de ovos (Hafez e Hauck, 2005).

No entanto, apesar de ambas as linhagens (carne e ovo) terem sido submetidas a
seleccdo genética, apresentam diferencas significativas no que diz respeito ao seu
desenvolvimento e taxa de crescimento, bem como nas consequéncias que daqui advém
(Bednarczyk et al.,, 1985; Rosinski e Bednarczyk, 1997; Bednarczyk e Rosinski, 1999;
Sawicka et al., 2015). Estas diferencas séo inicialmente visiveis ao nivel do metabolismo
hormonal e lipidico das aves (Julian, 2005; Buzala et al., 2015), no saco vitelino, nas trocas
gasosas e na termogénese, o que leva as diferencas observadas a eclosdo e durante o
crescimento (Buzala et al., 2015). Todos estes factores véo influenciar o consumo de
alimento, taxa de crescimento, a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, o desenvolvimento
muscular e deposicdo de gordura (Havenstein et al., 2003; Reyer et al., 2015).

A nivel do consumo de alimento esta descrito que as estirpes de carne, desde os
primeiros dias de vida, ttm um maior consumo diario, cerca de 2 a 3 vezes superior do que
as estirpes poedeiras com a mesma idade (Masic et al., 1974; Nir et al., 1993; Mahagna e
Nir, 1996; Hocking et al., 1997; Saneyasu et al., 2011) e, também, um melhor indice de
conversao alimentar (Mahagna e Nir, 1996). Outros autores verificaram que as estirpes de
aptiddo ovo tendem a parar de comer assim que ingerem o suficiente para satisfazer as
suas necessidades metabdlicas e que as galinhas de aptiddo carne apenas param de comer
guando tém o tracto digestivo inferior completamente cheio (Hafez e Hauck, 2005). Estas
tltimas sd@o ainda menos activas, optando, frequentemente, por alimento que lhes é
oferecido em detrimento de alimento cuja obtencdo requer algum grau de esforgo, ao
contrério das galinhas poedeiras (Lindgvist et al., 2006). Este facto indica uma realocagéo
dos recursos energéticos disponiveis em prol de melhores caracteristicas de producéo,
como consequéncia da selec¢do (Lindqvist et al., 2006).

Deste modo o que se verifica no peso das estirpes de carne entre o nascimento e 0
abate é um aumento exponencial (em cerca de 60 vezes), com um peso final cinco vezes
superior ao das estirpes de aptiddo ovo com a mesma idade (Zhao et al., 2004; Druyan,
2010), a custa de um aumento consideravel na taxa de crescimento (Cooke et al., 2003;
Druyan, 2010).

A seleccao genética direccionou-se ainda a reducdo da deposicdo de tecido
adiposo, de modo a favorecer a alocacdo de nutrientes para o0 desenvolvimento,
rentabilizando a producdo (Chen et al., 2014).

No desenvolvimento muscular, as estirpes de aptiddo carne tém numeros e

tamanhos de fibras musculares 2 a 3 vezes maiores que as estirpes de aptiddo ovo, para
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além de um desenvolvimento muscular que é 8 vezes mais rapido do que as Ultimas (Aberle
e Stewart, 1983; Oshima et al., 2007; Zheng et al., 2009; Hassanpour et al., 2010), o que
resulta num rendimento de carcaca cerca de 16% superior (Sandercock et al., 2009). Em
ambas as estirpes os musculos peitorais desenvolvem-se mais rapidamente que 0s
musculos dos membros posteriores durante as primeiras 2 semanas de vida (Saunderson e
Leslie, 1988). Este desenvolvimento muscular coexiste com uma taxa inferior de degradacéo
proteica (Saunderson e Leslie, 1988), devida a uma diferenca na actividade enzimatica
(Johari et al., 1993) e na expressdo genética de certas proteinas associadas a protedlise
muscular aquando de restricdo alimentar, que resulta numa degradacdo mais lenta das
proteinas musculares (Muramatsu et al., 1987; Harper et al., 1999), que pode ser uma das
razOes para a elevada taxa de crescimento das galinhas de aptiddo carne (Saneyasu et al.,
2015). Incidentalmente de acordo com um estudo de Jung et al. (2007) os musculos dos
membros posteriores das galinhas poedeiras apresentam uma maior expressao de
proteinas associadas ao desenvolvimento muscular, crescimento e locomogao.

No entanto, aquando da seleccdo genética aplicada para aprimorar as
caracteristicas acima referidas, foram negligenciados outros aspectos do desenvolvimento
corporal das aves com consequéncias ao nivel de varios sistemas organicos, nomadamente
na performance cardiopulmonar (Olkowski, 2007), esqueleto (Julian, 2005), sistema
imunitario (Leshchinsky e Klasing, 2001; Koenen et al., 2002; Parmentier et al., 2010), entre

outros.

1.2.1. Seleccao genética aplicada ao 0sso0

Um estudo realizado por Grupioni et al. (2015) avaliou varias caracteristicas
fenotipicas de galinhas da estirpe Cobb 500: peso corporal aos 42 dias de idade, peso e
rendimento do fémur congelado, medi¢do da densidade mineral do fémur (calcio, magnésio,
fésforo, zinco), rigidez (R), comprimento, espessura e a forca necessaria para quebrar o
fémur - breaking strenght (BS) do fémur, que permitiu obter informacdes relevantes acerca
da seleccao genética e heritabilidade de certas caracteristicas. De acordo com este estudo a
densidade mineral, a rigidez, a espessura e a breaking strenght do fémur apresentaram
coeficientes de heritabilidade moderados a altos, sendo que a breaking strenght do fémur é
um importante indicador de qualidade do osso. H4 também uma associacao positiva entre a
breaking strenght, a rigidez e a densidade 6ssea 0 que indica que seleccionar um animal
para uma qualidade relativa a integridade 0ssea (BS, R), resulta também em animais com
uma densidade mineral éssea mais elevada, o que por sua vez acarreta uma estrutura
O0ssea mais forte e resistente que contribui para a menor ocorréncia de lesGes. Os autores

concluiram ainda que, apesar da correlagdo entre o peso corporal e as propriedades 6sseas
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nao serem bem conhecidas, o peso corporal tem um efeito modulador do osso pelo que, a
seleccao para animais mais pesados resultaria huma densidade mineral mais baixa e logo
numa menor resisténcia 6ssea que predispde a lesbes (fracturas). (Zhong et al., 2012)

Yair et al. (2017), que estudaram os “efeitos maternais e genéticos nas
propriedades Osseas das galinhas de aptiddo carne durante o periodo de incubacao”,
determinaram que as galinhas de crescimento rapido tinham maior peso corporal e maior
peso da tibia do que galinhas de crescimento lento. No entanto, possuiam uma menor
proporcao entre o peso corporal e peso da tibia. Foi, também, constatado que as tibias das
galinhas de crescimento lento eram mais firmes, apresentavam uma densidade mais
elevada de ostedcitos e a sua taxa de mineralizagao periostica era igualmente mais elevada.
Concluiu-se, assim, que as galinhas de crescimento rapido tém propriedades Osseas
inferiores o que, acrescido ao facto de possuirem um peso corporal muito mais elevado leva
a um maior risco para desenvolverem lesdes 6sseas.

Igualmente, em estudos realizados anteriormente que compararam linhagens de
crescimento rapido e crescimento lento de galinhas de aviario, ja tinha sido abordada a
guestdo de que as galinhas de crescimento lento ndo sofrem tantas lesdes nos membros
posteriores devido ao facto de possuirem melhores caracteristicas 6sseas quando
comparadas com galinhas de crescimento rapido, como elevado conteldo em cinzas, baixa
porosidade do osso cortical, maior rigidez 6ssea (Leterrier e Nys, 1992; Julian, 1998; Corr et
al., 2003; Williams et al., 2000; Williams et al., 2004; Knowles et al., 2008; Caplen et al.,
2012; Kapell et al., 2012). Também Pitsillides et al. (1999) ja tinha referido que, devido a
uma menor capacidade de adaptagdo ao aumento de carga mecénica, o esqueleto das
estirpes de crescimento rapido ndo consegue suportar 0s elevados pesos corporais destas

aves de forma eficaz.

1.3. Causas predisponentes

O relatério do Scientific Committee on Animal Health and Animal Welfare
(SCAHAW) da Unido Europeia, de 21 de Marco de 2000 estabelece que as causas de
lesbes nos membros posteriores subdividem-se em 3 categorias: doengas infecciosas;
alteracbes do desenvolvimento e doencgas degenerativas (que afectam principalmente as
aves mantidas até idades e pesos mais elevados, para fins de reproducdo). No entanto, &
geralmente aceite a classificagdo sugerida por Sorensen et al. (1999), que divide esses
factores em apenas 2 categorias: aqueles de origem infecciosa e aqueles causados por
alteracdes esqueléticas.

O aparecimento de lesdes 6sseas em galinhas de aptidao carne esta em grande

parte relacionado com a elevada taxa de crescimento destes animais, resultado de anos de
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seleccdo genética, que originou animais com elevado peso corporal cujo esqueleto dos
membros posteriores ndo consegue suportar, causando assim os problemas de locomocéao
e fraca resisténcia/integridade 6ssea que se observam (Kestin et al., 1992; Thorp, 1994;
Julian, 1998; Kestin et al., 1999; Williams et al., 2000; Julian, 2005; McDeuvitt et al., 2006;
Dibner et al., 2007; Pines, 2007; Knowles et al., 2008; Talaty et al., 2009; Shim et al., 2012;
Gonzalez-Ceron et al., 2015).

Além deste factor existem outras causas subjacentes que, também, influenciam o
desenvolvimento de lesdes 6sseas, tais como: problemas nutricionais/dietas inadequadas,
elevada densidade populacional nos aviarios, agentes infecciosos, inactividade devido a
falta de enriquecimento ambiental, tipo de substrato utilizado, factores de maneio (ex.
condi¢des de incubacéo e horas de luz/escuridéo), factores mecanicos e trauma (Duff 1985;
Kestin et al., 1992; Havenstein et al., 1994; Julian, 1998; Sorensen e Kestin 2000; Pines
2007; Oviedo-Rondon et al., 2008; Groves e Muir, 2014; Van der Pol et al., 2014; Kaukonen
et al., 2017)

Segundo Groves e Muir (2014) os perfis de incubacdo que recorrem a temperaturas
mais baixas resultam em eclosées mais tardias e numa melhoria da habilidade de os pintos
se manterem em pé, complementando a informacgédo de Oviedo-Rondon et al. (2008) e Van
der Pol et al. (2014), que defendem que elevadas temperaturas de incubagédo levam a
propriedades Osseas deficientes e maior incidéncia de lesbes nos membros posteriores.

Quanto a relagcdo das horas de luz com a incidéncia de problemas nos membros
posteriores, a maioria das aves cessa a sua actividade durante periodos de escuridao,
incluindo a alimentacdo, pelo que mais horas de escuriddo levam a que as aves se
alimentem menos e logo, que tenham uma menor taxa de crescimento, associada a um
menor peso corporal e, por isso, a uma menor tendéncia para lesfes. (Reiter e Kutritz,
2001).

Foi também reportada a possibilidade das estacdes do ano terem efeito nas
anomalias dos membros posteriores, sendo o verdo considerado a estacdo mais nefasta,

com uma elevada percentagem de lesdes associadas (Laster et al., 1999).

1.4. LesOes 6sseas mais comuns
Apesar de as lesdes Gsseas ocorrerem cedo na vida das aves, aquando do inicio do
processo de ossificacdo, apenas sdo notados os problemas de locomocdo que dai advém
quando as aves atingem idade de abate (Oviedo-Rondon et al., 2008; Ferket et al., 2009).
S&o varias as lesdes 0sseas que se podem observar nas galinhas de aptidao carne,

derivadas do crescimento rdpido, que afectam principalmente os o0ssos dos membros
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posteriores, especialmente a tibia e o fémur (Duff, 1985; Thorp, 1994; Julian, 1998; Dibner et
al., 2007; Pines, 2007; Knowles et al., 2008), sendo algumas das mais comuns:

¢ Claudicacdo crénica dolorosa, que se verifica em galinhas de aptiddo carne com mais
idade, que apresentam claudicacdo sem lesdes associadas (macro e microscopicamente) e
permanecem a maioria do tempo sentadas/deitadas/agachadas devido a dor associada ao
andar. Esta afeccdo, que se deduz ser resultante do elevado peso corporal e do stress que
0O mesmo provoca No 0sso imaturo, pode ser diminuida através da manipulagdo do
crescimento por programas de exposi¢cao a quantidades especificas de luz. (Julian, 1998)

e Discondroplasia tibial, que ocorre devido a falha na hipertrofia dos condrdcitos presentes
na placa de crescimento, levando a uma falha da invasdo vascular da cartilagem e da
producdo de 0sso e esta associada ao crescimento rapido dos frangos de carne, a caréncia
de nutrientes necesséarios ao desenvolvimento 0sseo e possivelmente, a presenca de
toxinas (Leach e Nesheim, 1965; Haynes et al., 1985; Edwards, 1987; Thorp et al., 1991;
Leach e Lilburn, 1992; Rennie et al., 1993; Cook e Bai, 1994; Diaz et al., 1994; Hester, 1994;
Leach e Twal, 1994; Farquharson e Jefferies, 2000). LesBes severas causam O
enfraquecimento da tibia proximal que é comprimida pelo peso corporal das aves aquando
da sua locomogéo, o que resulta em claudicag&o dolorosa; ou a tibia € estirada caudalmente
pelo musculo grastrocnémio, 0 que vai causar uma deformagdo do membro ou necrose
avascular da cartilagem seguida de fractura esponténea da tibia proximal (Riddell, 1992;
Farquharson e Jefferies, 2000). A idade mais frequente para o desenvolvimento desta lesédo
é entre as 3 e as 5 semanas de idade (Bradshaw et al., 2002). A resolucdo do problema
passa por adicionar cloreto de sddio (NaCl) na dieta com bicarbonato de sddio (NaHCO?3) e
evitar racios elevados de Fésforo/Célcio (P:Ca). A discondroplasia também pode estar
presente noutros centros de crescimento especialmente nos metatarsos proximais e fémur
(Julian, 1998);

e Separacdo epifisaria, que ocorre quando na desarticulacdo dos membros posteriores das
aves durante a necropsia, a cartilagem articular se separa da cabeca do fémur. Isto ocorre
maioritariamente em aves com discondroplasia ou osteomielite, devido ao crescimento

rapido que nao permite a formacao de tecidos resistentes. (Julian, 1998)

1.5. Caracteristicas anatomicas do esqueleto das aves
O sistema musculo-esquelético das aves sofreu varias modificacdes e adaptacdes
de modo a criar uma estrutura leve que lhes permite o voo: formacdo de ossos compostos
pela fusdo de ossos individuais (especialmente na cabeca e regido distal dos membros),
reducdo do numero de 0ssos, reduzida densidade 0ssea e perda de matriz éssea interna. O

seu esqueleto € leve comparativamente a um mamifero do mesmo tamanho devido a
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presenca de 0ss0s pneumaticos, que estdo ligados aos sacos aéreos e insuflados com ar
que corresponde a 85% ou mais do seu volume. Estes 0ssos estdo localizados na cabeca,
vértebras, pélvis, esterno, costelas, imero e por vezes, fémur. Alguns 0ssos longos séo
0ss0s medulares (um tipo Unico nas aves) com paredes finas, mais duros e com elevados
niveis de calcio, comparativamente aos 0ssos de mamiferos. Os 0ssos restantes sdo 0ss0s
esponjosos. (Kaiser, 2008; Colville e Bassert, 2016; Mayr, 2016).

Os o0ssos das aves desenvolvem-se exclusivamente a partir de cartilagem durante
um certo periodo de tempo (varios meses) ap0s a eclosdo e sdo uma estrutura composta,
onde outros tecidos tém um papel importante. Interna e externamente 0s 0Ss0s encontram-
se ligados por uma resistente camada de tecido esclerético que é continuo a pele e com as
fibras de colagénio do osso. Foi sugerido que a sua grande forca de tensao previne 0 0SS0
de se deformar sob stress. (Kaiser, 2008; Gillespie e Flanders, 2009)

A fuséo de alguns dos seus 0ssos permite diminuir o peso geral da ave e aumenta
a forca/rigidez dos ossos em questdo. Outras alteracfes para promover a aerodinamica
necesséria para o voo incluem: atlas com um unico cdndilo que aumenta o movimento do
pescoco, esterno largo que suporta os muasculos peitorais necessarios para o voo, uma
grande porcao das vértebras lombares, sagradas e caudais fundidas num sinsacro, e as
ultimas vértebras caudais fundidas num pigdéstilo, que estabilizam as coluna vertebral
durante o voo e consegue suportar pressdes relacionadas com perching (quando o animal
se equilibra num poleiro) e aterragem. (Kaiser, 2008; Colville e Bassert, 2016; Mayr, 2016).

No esqueleto apendicular, enquanto o membro anterior sofreu modifica¢cdes para a
facilitar o voo, 0 membro posterior manteve a sua fun¢do de locomogédo e sofreu uma
reorganizacao na sua estrutura, com 3 0ssos longos em vez de 2 e alongamento exuberante
dos digitos, como se pode observar na figura 2, comparativamente ao membro posterior
humano. O membro posterior € formado por quatro ossos no total: o fémur, o tibiotarso,
fibula e tarsometatarso. O fémur € um osso relativamente curto em todas as aves, 0 0SSO
mais longo da perna das aves € o tibiotarso (fusédo da porcéo distal da tibia com os ossos
proximais do tarso) e a zona geralmente glabra do membro posterior € o tarsometatarso.
(Colville e Bassert, 2016; Lovette e Fitzpatrick, 2016).
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Figura 2 - Esquema representativo das alteracdes do membro posterior
das aves comparativamente ao dos humanos. Legenda: vermelho — fémur, verde
— fibula, azul — metatarsos. Imagem adaptada de Lovette and Fitzpatrick (Eds)

(2016).

1.6. Histologia

1.6.1. Histologia da cartilagem articular
A cartilagem é um tipo de tecido conjuntivo especializado, cuja funcdo € de suporte

dos tecidos moles que proporciona superficies deslizantes para articulagdes e moldes de
crescimento para 0ssos longos. Ndo é um tecido enervado nem vascularizado, tendo de ser
nutrido por tecidos adjacentes ou por liquido sinovial. A cartilagem articular é composta por
cartilagem hialina - um dos 3 tipos de tecido cartilagineo existente - que recobre a superficie
das articulagbes sinoviais. Nos locais em que forma a cartilagem articular a cartilagem
hialina € nutrida pelo liquido sinovial, ndo necessitando do pericdndrio que fornece os
nutrientes necessarios para o crescimento dos condrécitos nas restantes cartilagens. A sua
formacdo no embrido ocorre a partir do tecido mesenquimatoso quando este se encontra
pouco vascularizado e sem oxigenacao suficiente. Aqui, os fibroblastos adquirem uma forma
arredondada, formando os condrocitos em centros de condrificacdo, sendo que o
crescimento progressivo da cartilagem articular ocorre apenas pela forma intersticial. No
crescimento intersticial os condrdcitos dividem-se, dando origem a grupos isogénicos que
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sdo envolvidos por uma cpsula de matriz condensada nao fibrosa, sendo este o0 processo
gue diferencia o tecido cartilagineo dos demais tecidos conjuntivos. Este tipo de crescimento
também ocorre nas placas epifisarias de 0ssos longos para promover 0 seu crescimento em
comprimento sendo que nhestas, 0s condrocitos encontram-se dispostos em filas de
orientacdo longitudinal, paralelas entre si e em relacédo ao eixo longo do osso em formacao.
(Samuelson, 2007; Ovalle and Nahirney, 2014; Gartner, 2017).

A cartilagem hialina é constituida por condrdcitos organizados em pares ou grupos
de 4 a 6 células (grupos isogénicos) provenientes do mesmo condrdcito ‘progenitor’ e
assentes numa matriz extracelular; na periferia podem observar-se os condroblastos mais
achatados e nas zonas mais profundas, observam-se os condrdcitos mais arredondados. A
matriz extracelular é composta por agua (60-70%), sais inorganicos, proteinas nédo
colagénicas, colagénio tipo Il (que representa 90-95% dos colagénios presentes na
cartilagem) organizado em feixes, e substancia fundamental, constituida maioritariamente
por glicosaminoglicanos que conferem basofilia & matriz extracelular (Ovalle and Nahirney,
2014; Gartner, 2017).

Os condroblastos sdo um tipo especializado de fibroblastos que tém como funcéo a
sintese e secrecdo dos compostos da matriz extracelular cartilaginea, na qual ficam depois
retidos, denominando-se condrocitos. Os condroblastos situam-se na sua lacuna rodeada
por matriz extracelular e sdo células arredondadas de membrana citoplasmatica pediculada,
ndcleo ovéide eucromatico, ribossomas livres abundantes, reticulo endoplasmatico rugoso
bem desenvolvido e com cisternas dilatadas, aparelho de Golgi justanuclear com vacuolos
de diversos tamanhos e poucas mitocdndrias (devido ao seu metabolismo
anaerobio/glicolitico). Quando diminuem a sua producdo e se tornam menos activos (mais
maturos), os condroblastos transformam-se em condrdcitos e perdem organelos, passando
a conter goticulas lipidicas e agregados de glicogénio (Samuelson, 2007; Ovalle and
Nahirney, 2014).

1.6.2. Histologia do Osso

O o0sso é constituido por varios tipos de tecidos: tecido 6sseo, tecido conjuntivo
denso, medula Ossea, entre outros. O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo
especializado que tem como fungdo a sustentacdo, ligacdo, movimentacdo, proteccdo e
reserva de minerais sendo, por isso, um tecido forte, rigido e resistente, com pouca
elasticidade (Gartner, 2017).

A principal caracteristica que o diferencia dos demais tecidos conjuntivos é a sua
capacidade de armazenamento de minerais, nomeadamente calcio, sob a forma de cristais

de hidroxiapatite (Samuelson, 2007; Gartner, 2017). A superficie do 0sso encontra-se, com
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excepcao das zonas articulares, coberta pelo peridsteo que é constituido por duas camadas:
uma camada externa (fibrosa) de tecido conjuntivo denso modelado, com fibroblastos
entrelacados em fibras de colagénio tipo | e fibras elasticas, muito vascularizada e nervada e
uma camada interna (osteogénica) de tecido conjuntivo laxo, igualmente vascularizado, com
células osteogénicas e osteoblastos. Internamente, incluindo na cavidade medular, o0 osso é
revestido por tecido conjuntivo laxo, também vascularizado, enervado e com células tronco
0sseas, 0 endoésteo (Samuelson, 2007; Ovalle and Nahirney, 2014).

No tecido 6sseo podem encontrar-se varios tipos de células:
ecélulas osteoprogenitoras/osteogénicas: células tronco derivadas do mesénquima
embrionario com a capacidade de se dividir e originar osteoblastos (Gartner, 2017);
e OSteoblastos: encontram-se na periferia do 0sso onde produzem e depositam a matriz
O0ssea ndo mineralizada (ostedide), bem como fosfatase alcalina que promove a
mineralizacdo da matriz (Gartner, 2017);
e OStedcitos: osteoblastos maduros apo6s terem cessado a sua actividade produtora de
ostedide e ficarem encapsulados pela matriz 6ssea mineralizada (Gartner, 2017);
e 0steoclastos: células gigantes multinucleadas que se encontram na superficie do tecido
0sseo e cuja fungéo € a reabsor¢do da matriz 6ssea durante processos de crescimento,
reparacdo e remodelagéo 0ssea (Gartner, 2017).

Os ostedcitos encontram-se em espacos especificos ha matriz 6ssea, as lacunas, e
a sua funcéo primaria é manter a integridade da matriz. A matriz éssea possui canaliculos
onde se encontram os processos (prolongamentos celulares filamentosos) dos ostedécitos
que se ligam a ostedcitos adjacentes através de jungBes comunicantes e a vasos
sanguineos por onde ocorrem trocas de nutrientes e metabolitos celulares entre o sangue,
ostedcitos e liquido extracelular presente nos canaliculos (Samuelson, 2007; Gartner, 2017).

A matriz 6ssea é constituida por duas porcBes: uma porcao inorganica, que
representa cerca de 65% do total da matriz, que tem na sua composicdo minerais como
calcio e fosfato na forma de cristais de hidroxiapatite e fosfato de célcio amorfo bem como
outros componentes, nomeadamente bicarbonato, citrato, magnésio, sodio, potassio e
oligoelementos (zinco, cobre, etc.); e uma por¢do organica que compde cerca de 35% da
matriz, maioritariamente constituida por fibras de colagénio tipo | dispostas em feixes bem
como, alguns proteoglicanos e glicoproteinas (osteocalcina, osteopontina, sialoproteina
0ssea) e, ainda, substancia amorfa que confere a matriz rigidez e forca. Os proteoglicanos
da matriz iniciam e inibem a mineralizacdo da matriz sendo que, a sua quantidade vai
diminuindo a medida que esta vai ficando mineralizada. As glicoproteinas tém uma funcéo

adesiva, ligando-se os cristais de hidroxiapatite, outros componentes da matriz e células de
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formacdo 6ssea. (Samuelson, 2007; Bacha Jr. e Bacha, 2012; Ovalle e Nahirney, 2014;
Gartner, 2017).

A medula 6ssea presente no interior da cavidade medular pode ser de dois tipos:
vermelha, mais activa na producdo de células sanguineas, ou amarela, com menor

actividade hematopoiética e maoir contetldo em adipécitos (Gartner, 2017).

1.6.2.1. Tipos de osso

Existem 2 tipos de tecido 6sseo, de acordo com a sua configuracdo: tecido ésseo
compacto (lamelar) e tecido 6sseo esponjoso (trabecular). Por norma, 0 0sso compacto
possui mais matriz e 0 0SS0 esponjoso tem aspecto de rede deixando espacos entre a
matriz, sendo que 0 0SS0 compacto normalmente circunda 0 0SSO esponjoso, encontrando-
se este, entdo, no interior dos 0ssos e 0 0sso compacto no cortex (Bacha Jr. e Bacha, 2012;
Ovalle e Nahirney, 2014).

O osso compacto é constituido por densas camadas de matriz bem compactadas,
com ostedcitos presos entre as camadas. As camadas estdo organizadas em sistemas de
lamelas (figura 3), mais evidentes na diafise dos ossos longos: lamelas circunferenciais
internas e externas, préoximas do periésteo a formar a regido mais externa da diafise que
contém fibras de Sharpey que fazem a ligagdo do peridsteo ao tecido 6sseo; lamelas
concéntricas, que formam canais cilindricos com véarias camadas, o0s sistemas
Haversianos/osteons (Bacha Jr. e Bacha, 2012; Ovalle e Nahirney, 2014; Gartner, 2017).

Os osteons tém uma orientagdo paralela ao eixo longo do 0sso possuindo no seu
centro, o canal de Havers (central) (figura 4), que contém vasos sanguineos e nervos de
pequeno calibre e é circundado pelas lamelas concéntricas. Os ostedcitos encontram-se
organizados em torno do canal central, dentro das suas lacunas, que se apresentam
paralelas as lamelas e conectadas entre si pelos canaliculos que contém os prolongamentos
citoplasméaticos dos ostedcitos. Os canais de Volkmann (perfurantes) sdo canais pequenos
gue contém igualmente vasos sanguineos e nervos que comunicam com 0S vVasos € nervos
presentes no periosteo, canal de Havers e cavidade medular (figura 4). Podem, ainda,
encontrar-se lamelas irregulares entre os sistemas de Havers - as lamelas intersticiais -
correspondentes a vestigios de osteons antigos destruidos durante a remodelacdo 6ssea e
delimitados por linhas cimentantes (Bacha Jr. e Bacha, 2012; Ovalle e Nahirney, 2014;
Gartner, 2017).
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Figura 3 - Figura 4 — Seccéo longitudinal de osso compacto, para evidenciar a sua
estrutura interna, 0os canais centrais (Haversianos) e os canais de perfurantes (de Volkmann).
Imagem adaptada de Eroschenko (2008).

O osso esponjoso € formado por trabéculas conectadas entre si, formadas por
tecido 6sseo secundario/lamelar coberto por endésteo, que originam uma estrutura
tridimensional com inimeros espacos medulares entre essas espiculas 0sseas, tal como
pode ser observado no esquema representativo da figura 5. Este tecido ésseo ndo possuli
sistemas de Havers, pelo que, as lamelas de colagénio apresentam-se paralelas as
trabéculas 6sseas e contem ostedcitos que sdo nutridos através dos canaliculos que estéao
ligados a cavidade medular (Samuelson, 2007; Bacha Jr. e Bacha, 2012; Ovalle e Nahirney,
2014; Gartner, 2017).
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Physiology (2017).

Com base no desenvolvimento, 0 0sso pode ser classificado como imaturo e
maturo, sendo o primeiro formado nos centros de ossificagdo primarios e secundarios,
consistindo em numerosas células com lacunas grandes, dispersas por toda a matriz, com
colagénio distribuido aleatoriamente (ndo birrefringente) e que forma, inicialmente, osso
esponjoso. O segundo é geralmente mais compacto, com matrizes arranjadas de forma
ordenada, com fibras de colagénio dispostas em arranjos helicoidais (birrefringentes).
(Samuelson, 2007; Bacha Jr. e Bacha, 2012; Ovalle e Nahirney, 2014; Gartner, 2017).

1.6.2.2. Ossificagéo

A histogénese do osso pode ocorrer de duas formas: por ossificacdo
intramembranosa e por ossoficacdo endocondral (Gartner, 2017).

A ossificagéo intramembranosa ocorre maioritariamente em 0ssos planos, sem um
molde cartilagineo, originando-se no mesénquima a medida que grupos de células formam
blastemas 06sseos que se tornam o0s centros primarios de ossificacdo. As células
mesenquimatosas surgem apinhadas e  hiperplasicas, formando condensacbes
mesenquimatosas, que segregam a matriz extracelular inicial. Outras células
mesenquimatosas diferenciam-se em osteoblastos, que se organizam numa fila/membrana
de células e sintetizam e depositam o ostedide unidireccionalmente que, posteriormente,

calcifica e aprisiona alguns osteoblastos. Os osteoblastos aprisionados tornam-se
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ostedcitos, que auxiliam o desenvolvimento e mineralizacdo do osso em formacao, sendo
que o primeiro 0sso a ser formado € 0 0sso esponjoso (0sso primario). Este assume a forma
de espiculas que se fundem em trabéculas e posteriormente em camadas ou lamelas que
substituem, gradualmente, 0 0SS0 esponjoso por 0sso compacto/lamelar. O periésteo dos
0ssos longos também ¢é formado desta forma, através da combinacdo de células
fibroblasticas periféricas com células ndo diferenciadas que se transformam em células
osteoprogenitoras. (Henrikson e Mazurkiewicz, 1997; Samuelson, 2007; Eroschenko, 2008;
Gartner, 2017).

A ossificagdo endocondral ocorre tanto durante o periodo fetal como durante o
crescimento, em 0ssos longos e curtos, promovendo 0 seu crescimento em comprimento a
partir de um molde cartilagineo de cartilagem hialina. Tem inicio no centro de ossificagao
primario que corresponde a regido de cartilagem que depois ira formar a diafise do osso
longo e seguidamente, nas placas de crescimento epifisarias e nos centros de ossificacdo
secundarios entre a placa de crescimento e a superficie articular medular. Esta forma de
ossificacdo inicia-se com a migracao de células mesenquimatosas para o local de formacéo
de osso e transformacao das mesmas em condrdcitos, que proliferam numa densa massa
de células desprovida de vasos sanguineos e formam o molde de cartilagem na forma do
osso em formacéo (Eroschenko, 2008; Gartner, 2017).

Nos centros de ossificagdo primarios 0os vasos sanguineos invadem o pericondrio e
as células mesenquimatosas diferenciam-se em células osteogénicas. Estas células
diferenciam-se em osteoblastos que sintetizam matriz 6ssea e formam um colar 6sseo
subperiostico (por ossificagcdo intramembranosa). Posteriormente, ocorre hipertrofia dos
condrdcitos que sintetizam fosfatase alcalina e a depositam na matriz extracelular o que,
induz o inicio da sua calcificacdo nas zonas em torno dos condrdcitos hipertrofiados, num
processo chamado de crescimento intersticial. No pericondrio, as células também segregam
matriz extracelular, adicionando mais camadas a cartilagem pelo processo de crescimento
aposicional. (Eroschenko, 2008; Gartner, 2017).

A presencga do colar 6sseo na regido mediana da diafise e a matriz mineralizada
impedem a difusdo de nutrientes até aos condrécitos mais internos, causando a sua
degenerescéncia e morte, o que deixa lacunas vazias separadas por trabéculas de
cartilagem mineralizada. Os osteoclastos escavam orificios no colar 6sseo subperiéstico o
gue permite a entrada de capilares sanguineos e células osteoprogenitoras, provenientes
das células mieldides, que invadem a matriz cartilaginea mineralizada e se localizam nas
trabéculas mineralizadas diferenciando-se em osteoblastos. Assim formam-se delgadas
trabéculas 6sseas de tecido 6sseo esponjoso primario sobre o remanescente da cartilagem

mineralizada, que sdo reabsorvidas por osteoclastos no centro da diafise de modo a
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aumentar o tamanho da cavidade medular (canal medular). O colar 6sseo comeca a
espessar e a crescer em direccao as epifises, substituindo todo o tecido cartilagineo da
diafise por tecido 6sseo. O crescimento em comprimento deve-se ao crescimento intersticial
enguanto que a expansao em largura deve-se ao crescimento aposicional de novo material
0sseo a partir do periésteo (Eroschenko, 2008; Gartner, 2017).

A ossificacdo nos centros de ossificagcdo secundarios ocorre por um processo
semelhante ao descrito anteriormente, diferente apenas por ndo necessitar de um colar
0sseo para iniciar o processo. Tem inicio com a invasdo da cartilagem por vasos
sanguineos e células osteoprogenitoras ao longo das extremidades do molde nas porcées
laterais da epifise e sua diferenciacdo em osteoblastos que depositam matriz extracelular
nas trabéculas de cartilagem mineralizada, resultando na substituicdo progressiva da
cartilagem hialina da epifise por tecido ésseo esponjoso, excepto na superficie articular e no
disco epifisario. (Eroschenko, 2008; Gartner, 2017).

Entre a epifise e metéafise, proximal e distal, formam-se as placas de crescimento
cartilagineas que dao origem ao o0sso trabecular, onde podem ser identificadas véarias zonas
(figura 6), junto as duas extremidades do molde de cartilagem e afastadas do colar 6sseo
em desenvolvimento (Gartner, 2017):
eZona de cartilagem em repouso (de reserva): localizada mais perto da superficie
articular, onde as lacunas e respectivos condrdcitos sdo pequenos e aparentemente nao
organizados. E uma zona larga, de cartilagem em crescimento rapido, sendo que diminui de
tamanho a medida que se aproxima o final do crescimento (Gartner, 2017).
eZona de cartilagem em proliferacdo: caracterizada pela presenca de condrécitos em
divisdo e proliferacdo rapida, organizados em filas verticais paralelas entre si (grupos
isogénicos axiais) e ao crescimento do 0sso. Os condrécitos desta zona secretam proteinas
gue retardam a sua hipertrofia. O crescimento em comprimento ocorre nesta zona. (Gartner,
2017).

e Zona de cartilagem hipertréfica (em maturacéo): caracterizada por um amadurecimento
estrutural e funcional dos condrdcitos. Estes e as respectivas lacunas aumentam em volume
devido a tumefaccdo do nulcleo e citoplasma por acumulacdo de glicogénio e lipidos e
iniciam a secrecdo de fosfatase alcalina para a matriz extracelular. Também segregam
FCVE (factor de crescimento vascular endotelial) que estimula a invasdo da cartilagem
mineralizada por capilares sanguineos, células osteoprogenitoras e células hematopoiéticas.
(Gartner, 2017).

eZona de cartilagem calcificada (de calcificacdo): onde a matriz cartilaginea sofre
mineralizacdo e as lacunas confluem a medida que os condrécitos hipertroficos morrem.

Aqui a matriz calcificada € parcialmente quebrada pelos condroclastos permanecendo, no
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entanto, alguma cartilagem calcificada em forma de espiculas finas, orientadas
longitudinalmente na diéfise, que formam a rede tridimensional onde se ira formar a medula
Ossea. (Gartner, 2017).

eZona de ossificagcdo: onde as células osteoprogenitoras trazidas pelos capilares
sanguineos invadem a cartilagem calcificada e se diferenciam em osteoblastos, que fazem a
deposicdo de ostedide sobre esta. Os osteoblastos promovem a mineralizacdo da matriz
0ssea, formando uma fina camada de osso entrelacado entre si que recobre a cartilagem
calcificada (espiculas mistas) e que fica rodeado por medula éssea. Estas espiculas mistas
sdo caracteristicas deste tipo de ossificagdo. Os osteoblastos presos dentro do ostedide
calcificado tornam-se ostedcitos. As espiculas mistas sdo reabsorvidas pela accdo de
osteoclastos formados por percussores especificos derivados dos macréfagos, recrutados
anteriormente pelos condrécitos hipertrofiados. (Gartner, 2017).

Enquanto o indice mitético da zona de proliferacéo é igual ao indice de reabsorcao
da zona de ossificacdo a placa epifisaria permanece com a mesma espessura € 0 0SSO
continua a crescer em comprimento. As cartilagens dos discos epifisarios séo
progressivamente substituidas por trabéculas ésseas com eixos cartilagineos calcificados
que vao sendo reabsorvidos pelos osteoclastos, 0 que permite que o canal medular da
diafise se torne confluente com as cavidades medulares das epifises. Apos a substituicdo
total das placas epifisarias cartilaginosas por 0sso, 0 seu crescimento em comprimento
cessa. (Henrikson, Mazurkiewicz, 1997; Samuelson 2007; Eroschenko, 2008; Gartner,
2017).
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Figura 6 - Corte longitudinal de um osso longo, corado com Hematoxilina Eosina, de
modo a evidenciar as varias zonas constituintes da ossificagdo endocondral. Imagem adaptada de
Eroschenko (2008).

Nas aves, a semelhanca dos mamiferos, existe um centro de ossificacdo primario
que se gera antes da eclosdo no centro da cartilagem da diafise dos ossos longos (Fell,
1925), como se pode ver na figura 7 (A e B). No entanto, os centros de ossificacdo
secundarios nas epifises do esqueleto apendicular das aves séo praticamente inexistentes e
as placas de crescimento epifisarias existem apenas no tibiotarso distal e no tarsometatarso
proximal (Church and Johnson, 1964; Hogg, 1980; Naldo et al., 1998). Assim, as epifises
sdo cartilaginosas quando as aves séo imaturas (figura 7) e sdo quase inexistentes nas aves
adultas (Silver, 1970; Hildebrand, 1982; Higgins, 1999). Segundo Hogg (1980) os centros de
ossificacdo presentes a eclosdo no membro posterior sdo centros unicos no fémur,
tibiotarso, fibula, tarsometatarso distal e falanges; triplos no tarso e duplos no tarso
proximal. ApGs a eclosdo apenas um centro secundario se forma, na epifise proximal do
tibiotarso, correspondendo ao Unico verdadeiro centro secundario nos ossos longos (Hogg,
1980).
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Figura 7 - A — preparacao histolégica de um esqueleto de um embrido de galinha; B -
preparacdo histolégica de um membro posterior (*fémur, **tibiotarso) de um embrido de
galinha com 14 dias. Ambas as preparac¢des foram coradas com Alizarin Red que cora
0sso a ve a vermelho e Alcian Blue que cora cartilagem a azul, para evidenciar o processo
de ossificacdo Endocondral dos 0ssos longos, que ocorre do centro da diafise em direcgéo
as epifises. Imagem A pertence ao Dr. Thomas Caceci e foi retirada de Life as a medical
student (2008). Imagem B adaptada de Favero et al. (2013)

1.6.2.3. Estudos da ossificacdo em aves

Segundo um estudo realizado por Yair et al. (2017), a comparagdo visual
(qualitativa) de padrbes de mineralizacdo de pintos de estirpes de crescimento rapido e
crescimento lento, revelou que embora os padrBes de mineralizagcdo sejam semelhantes
entre ambas, a intensidade de mineralizacdo e a espessura da zona periéstica mineralizada
séo evidentemente maiores nos pintos de crescimento lento. No entanto, esta discrepancia
nao leva a diferencas na estrutura 6ssea entre os grupos estudados, o que leva a crer que a
geometria 6ssea € um parametro altamente conservado e ndo afectado pela seleccdo
genética (Yair et al, 2017). Foi ainda possivel observar, em pintos pré-eclosao, a formacao
de 0sso esponjoso seguido por 0sso lamelar, que corresponde a um o0sso fibro-lamelar de
crescimento rapido, bem como depdsitos minerais ao longo da periferia, para reforcar a
estrutura 0ssea (Currey, 2002; Reznikov et al., 2014). Nos ultimos 2 dias de incubagéo os
autores verificaram uma intensa deposi¢do mineral na zona do periosteo, bem como um
aumento da cavidade medular de 46% a 72%, que implica uma intensa reabsorcdo de 0sso
mineralizado no enddsteo, pelo que seria de esperar uma reducdo da densidade mineral

0ssea que se verifica noutras espécies, mas ndo ocorre nos frangos. Isto leva a crer que a
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intensa mineralizac&do peridstica seja um mecanismo especifico das galinhas, que previne o
decréscimo da densidade mineral 6ssea de modo a manter a rigidez 6ssea aquando da
ecloséo (Yair et al, 2017).

Pitsillides et al. (1999) fizeram a comparacao entre culturas ésseas de frangos de
crescimento rapido e de crescimento lento e concluiram que as primeiras tém menor
capacidade de responder adequadamente a deformagcdo mecéanica, provavelmente, devido
ao facto de a densidade em ostedcitos ser significativamente mais baixa, jA que estes
actuam como sensores de tensdo no osso (Palumbo et al., 2004; Pearson e Lieberman,
2004; Bonewald, 2011).

No estudo de Breugelmans et al. (2007) acerca da determinacéo da idade através
dos ossos em aves domésticas foram efectuadas varias medi¢cdes, macroscopica e
radiograficamente, ao comprimento, largura e espessura de diferentes 0ssos e respectivas
cartilagens (esterno, tibiotarso, tarsometatarso, fémur). Estes autores observouram um
aumento consideravel do comprimento e largura do fémur entre as 7 e as 14 semanas em
frangos de carne (de 8.75cm + 0.19cm para 11.6cm + 0.15cm de comprimento e de 1.05cm
*+ 0.06cm para 1.2cm * 0.06cm de largura), sendo que a sua cartilagem apresentava uma
espessura de mais de 3mm e nao foram observadas placas de crescimento proximal ou
distalmente (figura 8). O aumento dos 0ssos e diminuicdo gradual da cartilagem com a idade
foi consistente em todos os ossos avaliados. No entanto, hd uma diferenga notéavel entre
galinhas de aptidao carne e aptiddo ovo, tendo as primeiras 0ssos mais largos e com maior
comprimento. Este estudo concluiu, também, que a ossificagdo dos ossos de galinhas ainda
nao esta completa em galinhas de aptidao carne de 14 semanas de idade. Comparando as
medicdes efectuadas ao comprimento do fémur neste estudo com estudos anteriores de
Latimer (1927) e Church e Johnson (1964), que obtiveram comprimentos maximos do fémur
de 9 cm as 20 semanas de idade em galinhas de aptiddo carne, consegue-se perceber o
impacto da selecgéo genética para crescimento rapido.

Segundo Latimer (1927) o comprimento dos 0sSs0s esta sujeito a variacdo de
acordo com o género das aves, tendo os machos ossos mais longos que as fémeas,
possivelmente devido ao facto de a ossificacdo estar completa mais cedo nas fémeas
(Naldo et al., 1998); o desaparecimento das placas de crescimento é, também, influenciado
pelo género e pela estirpe das aves (Church e Johnson, 1964; Breugelmans et al., 2007,
Latimer, 1927).
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Figura 8 - Secc¢éo longitudinal da cabecga femoral (escala corresponde a 1cm). Da

direita para a esquerda: frango de carne de 8 semanas, frango de carne de 10 semanas,
frango de carne de 14semanas, galinha poedeira de 5 meses e galinha poedeira de 2 anos.

Setas pretas indicam a diminuicdo da cartilagem que cobre a cabecga femoral. Imagem retirada de

Breugelmans et al. (2007)

Kember (1978), Kember e Kirkwood (1987), Kirkwood et al. (1989) e Kember et al.
(1990) demonstraram que as diferencas na taxa de alongamento 0sseo resultam de
diferencas no comprimento e espessura da zona de proliferacdo, bem como do tamanho da
populacao de células. No geral, ndo ocorre uma grande diferenca no tempo da ossificacédo
entre espécies, mas espécies precociais, como € o caso das galinhas, apresentam camadas
de cartilagem de crescimento menos espessas relativamente a espécies altriciais. Deste
modo, a sua taxa de alongamento ésseo € mais baixa devido ao facto de o esqueleto de
crias precociais estar mais sujeito a stress, o que restringe o tamanho da cartilagem da zona
de proliferacéo e os limites da taxa de alongamento, ndo obstante a sua taxa de crescimento
pés-natal poder ser ajustavel dentro dos limites de tamanho da cartilagem presente. (Starck
and Ricklefs, 1998).

A organizagdo topogréafica da proliferagdo de células na epifise dos 0ssos longos
das aves foi descrita por Lufti (1970) como “um disco achatado que se estende
horizontalmente através da epifise” pela produgao de células em direcgdo a diafise. A
actividade proliferativa € bastante baixa aquando da eclosdo, sendo este parédmetro
bastante variavel entre espécies. (Starck, 1996)

Williams et al. (2000) comparou estirpes de frangos de crescimento rapido e de
crescimento lento, tendo as primeiras revelado uma menor mineralizagdo, um aumento na
proporcdo célcio/fésforo e osso cortical com maior porosidade, resultante de uma rapida
formacdo de osteon na superficie peridstica e de um preenchimento incompleto do canal
resultante por osteoblastos. Estas alteracdes sdo responsaveis por lesdes e fracturas

Osseas durante a apanha, transporte e processamento dos frangos. (Pines, 2007)
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1.7. Breve nota acerca do Bem-Estar

As afeccbes podais e lesbes Osseas previamente abordadas violam as cinco
liberdades estabelecidas em 1988 pelo Farm Animal Welfare Council, causando dor,
desconforto e induzindo stress, para além de impedirem os animais de manifestar os
comportamentos naturais da espécie e reduzirem ou eliminarem completamente 0 acesso
dos animais afectados a comida e agua, o que, em ultimo caso, leva & morte dos animais
(Julian, 1998; Angel, 2007; Dibner et al., 2007; N&&s et al., 2009; Shim et al., 2012)

Apesar de tudo, tem sido feita uma tentativa, ao longo do tempo, para remediar a
situagdo, com directivas que contém especificacbes com vista a melhorar a qualidade de
vida e 0 bem-estar das aves de producao.

Na Unido Europeia, a Directiva 88/166/EEC (Comissdo da Comunidade Europeia,
1986) especificou um tamanho minimo para as gaiolas e actualmente, a Directiva
1999/74/CE estabeleceu os padres minimos para o bem-estar de aves poedeiras nos
diversos sistemas de criacdo, pretendendo banir o sistema de criagdo em gaiolas a partir de
2012. Nessa directiva pode ler-se que as gaiolas convencionais tinham de ter um minimo de
550cm?ave e a partir de 01/2003 a sua construcdo ia ser banida, para serem substituidas
definitivamente em 2012 por gaiolas enriquecidas, com um minimo de 750cm?/ave. Para os
sistemas alternativos essa mesma directiva citava que a densidade maxima permitida é de 9
aves/m?, com camas com 250cm?/ave, ninhos com proporgéo 1 para 7 aves e poleiros com
15 cm/ave, sendo este o sistema recomendado.

Relativamente aos frangos de carne, o relatorio do Scientific Committee on Animal
Health and Animal Welfare (SCAHAW) da Unido Europeia, de 21 de Marco de 2000,
concluiu que as les6es dos membros posteriores, incluindo as mudangas consequentes na
sua biologia e comportamento, sdo uma das principais causas de deficiéncia no bem-estar
dos frangos, sendo estas uma consequéncia directa da seleccdo genética para producdo
mais rapida e eficiente de carne.

Assim sendo, tendo em conta as fracas condicbes de bem-estar e saude a que
estavam expostos os frangos de carne, foi publicada a Directiva 43/2007/CE que determinou
que a densidade animal méaxima numa instalacdo n&o pode exceder os 33 kg/m? a menos
gue medidas para manutencao da qualidade do ambiente sejam tomadas, podendo entdo a
densidade ser aumentada até 39 kg/m?. Foram também especificados requisitos para
proporcdo de bebedouros e comedouros, frequéncia de inspeccdo das aves, nivel sonoro,
luminosidade, condi¢bes de higiene e cuidados no maneio.

Mesmo assim, continua a ser necessario desenvolver medidas no sentido de
melhorar o bem-estar das aves, visto que nem todos os problemas foram resolvidos com as

solugbes propostas pelas vérias Directivas. A longo prazo, deveriam ser produzidos
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genadtipos mais robustos, com menor susceptibilidade para les6es dos membros posteriores e
idealmente, encontrar um equilibrio sustentavel entre a producdo a um nivel aceitavel para a
indUstria avicola e as praticas de bem-estar. (PS/MJ/ART0206, 2003)

1.8. Descricao das estirpes utilizadas

Para este estudo foram utilizadas 2 estirpes, uma de galinhas de aptiddo carne —
Cobb 500 - e outra de galinhas de aptidao dupla — ISA Brown.

A estirpe Cobb500 foi originalmente seleccionada e desenvolvida em Inglaterra
durante a década de 1970. Sao galinhas com mais carne no peito, tornando a sua aparéncia
mais atraente para o0s consumidores. Embora esta estirpe tenha sido inicialmente
seleccionada para carne no peito, foi aprimorada ao longo dos anos, sendo que hoje em dia
é considerado um frango de corte mais eficaz, com um baixo indice de converséo alimentar,
uma elevada taxa de crescimento e boa uniformidade da carcaga (COBB500™, The poultry
site, 2008).

As galinhas ISA Brown séo originarias dos Estados Unidos da América, sendo ISA
ndo o nome da estirpe mas a sigla para "Institut de Selection Animale", o nome da empresa
gue desenvolveu esta raca hibrida em 1978 para uma Optima produgdo de ovos. S&o
estirpes de baixa manutencdo e bom temperamento, muito prolificas, mas com uma
esperancga de vida curta, comparada com galinhas de raca pura, que ronda os 2-3 anos.
Tém elevada rusticidade e boa adaptabilidade a diferentes climas, sistemas de maneio e de
alojamento, para além de um baixo indice de converséo alimentar. A sua postura inicia-se
mais cedo que a das galinhas de raga pura, as 20-22 semanas de idade e gera mais de 300
ovos por ano, sendo que, algumas galinhas desta estirpe mantém uma postura estavel ao
longo de todo o ano. No entanto, esta elevada prolificidade s6 tem a duracédo de 2 anos. Sao
galinhas de tamanho médio, cor castanha avela, geralmente com penas brancas na cauda e
uma crista singular. Esta estirpe ndo deve ser cruzada ja que, sendo uma estirpe hibrida, as
suas falhas genéticas tém uma elevada probabilidade de ser passadas a descendéncia
(August, 2014).
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1.9. Objectivos

O principal objectivo deste estudo foi procurar diferencas morfolégicas significativas
na ossificacdo de estirpes de aptiddo carne (Cobb 500) comparativamente a estirpes de
aptidao dupla (ISA brown).

Os objectivos secundarios, englobados ha pesquisa realizada de modo a chegar ao
objectivo principal, foram:
e Medir a espessura de cada zona e a fraccdo/percentagem no total da zona de ossificacdo
gue ocupa, assim como o valor real;
e Comparar os valores obtidos em cada uma das varias zonas entre ambas as estirpes
e Comparar os valores obtidos nas varias zonas dos membros posteriores esquerdos e
direitos entre ambas as estirpes (membros posteriores esquerdos versus membros
posteriores esquerdos e membros posteriores direitos versus membros posteriores direitos)
e Comparar os valores obtidos nas varias zonas do membro posterior esquerdo e direito
entre dentro da mesma estirpe (membros posteriores esquerdos versus membros
posteriores direitos)

¢ Obter imagens histologicas da zona de ossificagdo da epifise proximal do fémur

2. Material e Métodos
2.1. Material
Para este estudo foram recolhidos membros posteriores de galinhas de aptidao
carne da estirpe Cobb 500, com cerca de 50-55 dias e peso médio de 1.5Kg.

Todos o0s animais morreram durante o transporte para o matadouro,
presumivelmente por faléncia cardiorrespiratéria secundaria a golpe de calor e
sobrepovoamento das caixas de transporte, apresentando os animais apenas sinais de
congestdo generalizada dos Orgdos internos e mauasculos peitorais, compativel com
insuficiéncia cardiaca congestiva.

Foram incluidas galinhas cujas cartilagens articulares se apresentavam
aparentemente normais e galinhas cujas cartilagens articulares se destacavam com
facilidade do osso subcondral uni ou bilateralmente, sendo esta uma lesdo comum (mas néo
saudavel) nas aves de aptidao carne, denominada de separacao epifisaria (Julian, 1998).
Foram rejeitados para efeitos de estudo quaisquer animais que apresentassem lesdes
compativeis com doencas infecciosas ou fracturas nos ossos estudados.

Para as galinhas de aptiddo dupla do grupo controlo, recolheram-se 10 membros
posteriores de galinhas de aptiddo dupla, da estirpe ISA Brown com cerca de 6-7 semanas
(42-49 dias) e um peso vivo médio de 700g, abatidas por deslocamento cervical e sangria

para posterior consumo domeéstico.

35



2.2. Metodos

2.2.1. Recolha de amostras e processamento histolégico

Os membros foram recolhidos e mantidos aos pares (por ave analisada), tendo sido
removidos e utilizados apenas os fémures para efeitos de estudo. Recolheram-se assim 50
pares de fémures que foram fixados em formol tamponado a 10% (NBF 10%), durante pelo
menos 24 horas.

Posteriormente, na hotte do laboratério foi retirada a pele e musculatura das
amostras por macera¢do manual. Seguidamente, ainda na hotte, foram medidos os fémures
das galinhas de aptiddo carne (comprimento, largura e espessura da cartilagem articular) e
posteriormente com o auxilio de uma serra oscilante foi cortada uma seccao longitudinal da
epifise proximal do fémur e respectiva cartilagem articular de todas as 100 pegas e
colocadas em cassetes, tendo sido identificados numericamente os pares aos quais as
amostras pertenciam (ex. 1A, 1B). As cassetes foram colocadas novamente em formol 10%,
onde permaneceram por mais 24 horas, para uma fixacdo melhorada. ApGs esse tempo
procedeu-se a descalcificacdo das amostras, tendo estas sido submersas em solucdo
descalcificadora Osteomoll ® (Merck), durante pelo menos 24 horas.

Apos a descalcificacdo, as amostras foram lavadas em agua corrente e submetidas
a processamento histoldgico de rotina (Anexo 1).

Finalizado o processamento histologico transferiram-se as cassetes para a mesa de
inclusdo (Microm EC 350-1/350-2), onde as amostras foram retiradas das cassetes e
incluidas em parafina (62°C), orientadas no molde de modo a ser obtida uma vista cranial da
epifise proximal. Colocaram-se os blocos de parafina com as amostras a arrefecer na placa
fria (-10°C). Apés estarem solidificados, os blocos foram removidos do molde e foi aparado o
excesso de parafina em torno dos mesmos. Seguidamente procedeu-se a remocao do
excesso de parafina da face de corte dos blocos, com auxilio do micrétomo rotativo a 20
micrémetros de espessura e colocaram-se de novo na placa fria.

Fizeram-se os cortes histol6gicos no micr6tomo rotativo (microm HM325) a 3
micrometros de espessura, sendo estes colocados em agua fria e escolhidos os melhores
cortes para colocacdo numa lamina. Mergulharam-se as laminas com o0s cortes em 4gua
qguente no banho-maria para extensdo e identificaram-se as mesmas com o numero do
respectivo bloco. A secagem foi realizada em estufa a 37°C ‘overnight’.

Apés incubagdo na estufa as laminas foram coradas por Hematoxilina-Eosina
segundo o protocolo de rotina do Laboratério (Anexo 2)

Deixaram-se secar completamente as laminas a temperatura ambiente e

montaram-se com meio de montagem sintético hidrofobico Tissue-Tek® Film® (Sakura).

36



O procedimento acima descrito foi repetido para as amostras do grupo controlo,
com excepgdo da descalcificacdo que foi efectuada antes do corte das amostras, enquanto
as epifises do fémur se encontravam completas, devido ao reduzido tamanho destas em
comparagdo com as galinhas de aptiddo carne (cerca de 2 vezes menor). O corte da
amostra foi executado apds a descalcificacdo e lavagem em agua corrente, com auxilio de

um bisturi.

2.2.2. Obtencédo de dados e analise estatistica

Apés as laminas estarem completamente secas procedeu-se a sua observagado no
microscopio éptico, o qual tem acoplado uma camara fotografica que permitiu a visualizacado
da imagem no computador, tornando assim possivel a medi¢cdo das diferentes zonas de
ossificagao, recorrendo ao software analySIS:
e Zona cartilagem de reserva (ZR);
e Zona de cartilagem em proliferagcéo (ZP);
e Zona de cartilagem hipertréfica (ZH);
e Zona de ossificacdo total (ZOT), que para efeitos deste trabalho foi dividida em zona de
ossificagdo superficial (ZOS), que apresentava <30% de matriz ossificada e zona de
ossificagdo profunda (ZOP), com <30% cartilagem.

Figura 9 - Montagem de imagens de microscopia Optica, de varios cortes
histolégicos em seccao longitudinal, corados com Hematoxilina Eosina (400x), onde se pode
observar parte da cabeca do fémur e respectiva cartilagem articular (epifise proximal) de uma
galinha de aptidao dupla. Nesta imagem estao indicadas as varias zonas medidas. Legenda:
ZR — Zona de reserva (verde); ZP — Zona de cartilagem em proliferacdo (vermelho); ZH —
Zona de cartilagem hipertrofica (azul claro); ZOS — Zona de ossificacdo superficial (azul
escuro); ZOP — Zona de ossificacdo profunda (laranja); ZOT — Zona de ossificacdo total

(preto). Imagem original da autora.
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Com essas medi¢des criou-se uma base de dados no programa Microsoft Excel
2013, a partir do qual foram calculados para cada um dos grupos: a média dos valores de
espessura para cada zona referida e a percentagem que cada zona ocupa no total da
cabeca e colo do fémur.

De seguida, recorreu-se ao programa IBM SPSS® Statistics para fazer o tratamento
estatistico dos dados obtidos. Utilizou-se o teste T-independente para um intervalo de
confianca de 95% (p < 0,05), designado tendencialmente significativo, para fazer a
comparacao entre as varias zonas dos membros posteriores das galinhas de aptidao dupla
e as galinhas de aptidao carne, tendo como Hipétese nula (HO) que nao ha diferenca entre
as duas zonas; foi também utilizado o mesmo teste para comparar as varias zonas do
membro posterior esquerdo e direito das galinhas de aptiddo dupla com as zonas esquerda
e direita das galinhas de aptiddo carne, respectivamente, assumindo HO= n&do ha diferenca
entre as duas zonas. Foi ainda usado o teste T-paired para um intervalo de confianca de
95% (p < 0,05) para comparar a zona esquerda e a zona direita da mesma galinha de cada
grupo, tendo sido realizado tanto para as galinhas de aptiddo dupla como para as galinhas
de aptidao carne, assumindo HO= ndo ha diferenca entre as duas zonas.

No programa Microsoft Excel 2013 foi também calculada a média do comprimento,
largura e espessura da cartilagem articular, para as galinhas de aptiddo carne, com as

medicOes realizadas anteriormente aguando da preparacdo das amostras.
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3. Resultados
3.1. Histologia
Durante a observacgdo histolégica, tornou-se 6bvio que, enquanto na observacao
macroscopica a cartilagem parecia destacar-se do 0sso subcondral, na realidade esta
separacao epifisaria acontece por fractura completa e sagital da cartilagem acima da zona

hipertréfica (ZH), mantendo-se parte da cartilagem hipertréfica e toda a zona de ossificagdo
incélumes.

Figura 10 - Montagem de imagens de microscopia Optica, de varios cortes
histolégicos em seccéo longitudinal, corados com Hematoxilina Eosina (400x), onde se pode
observar a epifise proximal do fémur de uma galinha de aptiddo dupla. Imagem original da
autora.
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Figura 11 - Imagem histolégica macroscépica, corada a
Hematoxilina Eosina, de um corte longitudinal de uma epifise proximal do
fémur de uma galinha de aptiddo carne. Nesta imagem pode-se observar

separacao epifisaria no seu estadio inicial (seta). Imagem original da autora.

Figura 12 - Montagem de imagens de microscopia optica, de varios
cortes histolégicos em seccdo longitudinal, corados com Hematoxilina Eosina
(400x), onde se pode observar parte da cabeca do fémur e respectiva
cartilagem articular (epifise proximal) de uma galinha de aptiddo carne. Nesta
imagem é evidenciada a separacgéo epifisaria (seta). Imagem original da autora.
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3.2. Meédia da espessura das diferentes zonas de ossificacao

Com o calculo da média da espessura de cada zona de ossificagdo para ambos os

grupos em estudo (grafico 1), foi possivel uma comparacéo directa entre as referidas zonas

entre as galinhas de aptiddo carne e as galinhas de aptiddo dupla (grupo controlo), o que

logo a partida revelou a diferengca notavel de tamanho dos 0ssos, que ja tinha sido

observada durante a preparacdo das amostras.
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Gréafico 1 - Média da espessura de cada zona de ossificacdo da epifise proximal do fémur,

medida microscopicamente, para ambos os grupos em estudo. Legenda: ZR — Zona de reserva/ Zona

de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem em proliferacdo; ZH — Zona de

cartilagem hipertréfica; ZOS — Zona de ossificacdo superficial; ZOP — Zona de ossificagédo profunda.
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3.3. Percentagens ocupadas por cada zona no total da zona de ossificagdo
No entanto, aquando do calculo das percentagens ocupadas por cada zona
relativamente ao total da area de ossificagdo da epifise proximal do fémur (grafico 2)
observou-se que aparentemente estas nao diferiam muito entre as galinhas de aptidao

carne e as galinhas de aptidao dupla (grupo controlo).
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10% |~
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ZR ZP ZH Z0S Z0P
M grupo controlo 46% 10% 7% 15% 22%

M galinhas de carne 46% 12% 13% 15% 14%

Gréfico 2 - Percentagens ocupadas por cada zona relativamente ao total da area de
ossificacao da epifise proximal do fémur, em ambos os grupos em estudo. Legenda: ZR — Zona de
reserva/ Zona de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem em
proliferacéo; ZH — Zona de cartilagem hipertréfica; ZOS — Zona de ossificacdo superficial; ZOP —

Zona de ossificacdo profunda.
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3.4. Teste T-independente

Assim sendo, para averiguar se existe uma diferenca estatisticamente significativa
entre os valores calculados anteriormente:

A. Foi conduzido um teste T- independente para comparar a média das varias
zonas de ossificacao da epifise proximal do fémur, entre as galinhas de aptiddo carne e as
galinhas de aptiddo dupla (grupo controlo). Os resultados obtidos estdo resumidos na tabela
1

Tabela 1 - Comparagédo das zonas de ossificacdo da epifise proximal do fémur
entre as galinhas de aptidao carne e as galinhas de aptidao dupla (grupo controlo):

Média grupo Média Galinhas
Zona controlo de carne p-value

ZR 0.46+ 0.05 0.45+ 0.08 0.543
ZP 0.1+ 0.02 0.12+ 0.04 0.078
ZH 0.07+£ 0.01 0.13+ 0.04 0

ZOT 0.37+0.05 0.30+ 0.09 0.004
Z0S 0.15+ 0.03 0.16+ 0.05 0.899
ZOP 0.21+ 0.07 0.15+ 0.06 0.001

Legenda: ZR — Zona de reserva/ Zona de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/
Zona de cartilagem em prolifera¢@o; ZH — Zona de cartilagem hipertrofica; ZOS — Zona de
ossificacdo superficial; ZOP — Zona de ossificacdo profunda. Destacado a negrito: p-value

cujos valores séo inferiores a 0.05.

Como é possivel observar na tabela, apenas as zonas de cartilagem hipertréfica, de
ossificacdo profunda e de ossificacdo total demonstram uma diferenca significativa entre os
dois grupos (p<0.05). As restantes zonas de ossificacdo ndo apresentam diferencas

significativas na frac¢éo que ocupam na cabeca do fémur (p>0.05).

43



B. Foi também conduzido um teste T- independente para comparar as varias

zonas do membro posterior esquerdo e direito das galinhas de aptiddo carne com as zonas

esquerda e direita das galinhas de aptiddo dupla (grupo controlo), respectivamente. Os

resultados obtidos estdo resumidos na tabela 2:

Tabela 2 - Comparacdo das varias zonas de ossificacdo da epifise proximal do

fémur do membro posterior esquerdo e direito entre as galinhas de aptiddo carne e as

galinhas de aptidao dupla (grupo controlo):

Média grupo Média Galinhas de
Zona controlo carne p-value

ZR esquerda 0.48+0.05 0.45+0.07 0.317
ZR direita 0.44+0.04 0.45+0.09 0.742
ZP esquerda 0.095+0.02 0.12+0.04 0.115
ZP direita 0.10+0.03 0.12+0.04 0.384
ZH esquerda 0.07+0.01 0.13£0.04 0

ZH direita 0.08+0.02 0.12+0.04 0

ZOT esquerda 0.35+0.05 0.29+0.08 0.162
ZOT direita 0.38+0.06 0.31+0.01 0.093
ZOS esquerda 0.17+0.04 0.15+0.06 0.584
ZOS direita 0.14+0.02 0.16+0.05 0.165
ZOP esquerda 0.22+0.08 0.15+0.06 0.012
ZOP direita 0.21+0.06 0.15+0.06 0.041

ZR — Zona de reserval/ Zona de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem
em proliferagcdo; ZH — Zona de cartilagem hipertréfica; ZOS — Zona de ossificacdo superficial; ZOP —

Zona de ossificacdo profunda. Destacado a negrito: p-value cujos valores séo inferiores a 0.05

Como é possivel observar na tabela, apenas as zonas de cartilagem hipertréfica

esquerda e direita e de ossificacdo profunda esquerda e direita demonstram uma diferenca

significativa entre os dois grupos (p<0.05). As restantes zonas de ossificagdo, tanto

esquerda como direita, ndo apresentam diferencas significativas entre grupos (p>0.05).
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3.5. Teste T- emparelhado
Foi conduzido um teste T- emparelhado para comparar as varias zonas de
ossificacdo da epifise proximal do fémur do membro posterior esquerdo e direito da mesma
estirpe (Tabelas 3 e 4). Os resultados obtidos séo o0s seguintes:
Tabela 3 - Comparacéo das zonas de ossificacdo da epifise proximal do fémur dos

membros posteriores esquerdo e direito das galinhas de aptidéo carne:

Média lado Média lado
Zona esquerdo direito p-value
ZR 0.45+0.07 0.45+0.09 0.579
ZP 0.12+0.04 0.12+0.04 0.424
ZH 0.13£0.04 0.12 £0.04 0.210
Z0T 0.29£0.08 0.31+0.09 0.503
Z0S 0.15+0.06 0.16+0.05 0.330
ZOP 0.15%0.06 0.15%0.06 0.908

ZR — Zona de reserva/ Zona de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem
em proliferacdo; ZH — Zona de cartilagem hipertrofica; ZOS — Zona de ossificagcao superficial; ZOP —
Zona de ossifica¢éo profunda.
De acordo com estes resultados (p>0.05) ndo ha diferencas significativas entre o

lado esquerdo e direito de nenhuma das zonas das galinhas de aptidao carne.

Tabela 4 -Comparacédo das zonas de ossificagdo da epifise proximal do fémur dos

membros esquerdo e direito das galinhas de aptidao dupla (grupo controlo):

Média lado Média lado direito
Zona esquerdo p-value
ZR 0.48+0.05 0.44+£0.04 0.329
ZP 0.09+0.02 0.10+£0.03 0.671
ZH 0.74+0.01 0.75+0.02 0.872
Z0T 0.39+0.06 0.35+0.07 0.417
Z0S 0.17+£0.04 0.14+0.02 0.181
ZOP 0.22+0.08 0.20+0.06 0.798

ZR — Zona de reserval/ Zona de cartilagem em repouso; ZP — Zona proliferativa/ Zona de cartilagem
em proliferacdo; ZH — Zona de cartilagem hipertréfica; ZOS — Zona de ossificacédo superficial; ZOP —

Zona de ossificacéao profunda.
De acordo com estes resultados (p>0.05) ndo ha diferencas significativas entre o
lado esquerdo e direito de nenhuma das zonas das galinhas de aptiddo dupla (grupo

controlo).
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3.6. Média das medidas do fémur das galinhas de aptidédo carne
Os resultados obtidos relativamente as medicGes do fémur foram os seguintes:
e Comprimento médio de 9.3cm — medida da extremidade mais saliente da epifise
proximal até a extremidade mais saliente da epifise distal;
e Largura média de 1.2cm — medida no centro da diafise femoral;
e Cartilagem com espessura média de 3,7lmm — medida na zona central da

cartilagem articular da cabeca femoral.

4. Discusséo
Mesmo antes de iniciado o estudo histolégico, s&o possiveis duas
observacdes que corroboram (e sdo corroboradas) os dados descritos na literatura
disponivel.

A primeira situagéo € a diferenca no tamanho das aves, sendo as galinhas de carne
evidentemente maiores (1500g), com cerca do dobro do peso médio das galinhas de aptidao
dupla (700g). Estas observacdes corroboram o que foi descrito por Zhao et al. (2004),
Druyan (2010) e Yair et al. (2017), em que o peso das estirpes de carne, entre o nascimento
e 0 abate, sofre um aumento exponencial, com um peso final que pode ser até cinco vezes
superior ao das estirpes de aptiddo ovo com a mesma idade. Os mesmos autores afirmam
que as estirpes de aptidao carne tém nameros e tamanhos de fibras musculares 2 a 3 vezes
maiores que as estirpes de aptiddo ovo apresentando, igualmente, um desenvolvimento
muscular que € 8 vezes mais rapido do que o das ultimas, descrito por Aberle and Stewart,
(1983), Oshima et al. (2007), Zheng et al. (2009) e Hassanpour et al. (2010).

A segunda, observada aquando da colheita de amostras, foi o facto de as
cartilagens articulares das galinhas de aptiddo carne se destacarem com facilidade uni ou
bilateralmente, o que ocorreu em 97 dos membros posteriores recolhidos. Esta leséo,
descrita por Julian (1998), denominada separacao epifisaria, ocorre em aves de crescimento
rapido e indica a presenca de outras les6es subjacentes nomeadamente discondroplasia ou
osteomielite. Esta situacdo apenas se verificou em um dos 10 membros posteriores
recolhidas das galinhas do grupo controlo. Fazendo uma extrapolagdo deste numero para
um total de 100 membros posteriores, de modo a ter uma dimensdo comparavel com as
galinhas de aptiddo carne, o numero de membros posteriores com esta lesdo € apenas de
10 em 100, mantendo-se muito aquém do obtido nas galinhas de aptiddo carne. Deste modo
confirma-se que, de facto, as galinhas sujeitas a um crescimento rapido apresentam maior

ocorréncia de separacao epifisaria.
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Para além das situacbes descritas anteriormente foi também observado, aquando
da sua manipulacdo, que os o0ssos das galinhas de carne se revelaram maiores tanto em
comprimento como em largura relativamente aos das galinhas do grupo controlo.

No estudo de Breugelmans et al. (2007) verificou-se que as 7 semanas de idade, 0s
frangos de carne apresentavam um comprimento médio do fémur de 8,75cm e largura
média de 1,05cm, sendo que a sua cartilagem apresentava uma espessura de mais de 3mm
e ndo foram observadas placas de crescimento proximal ou distalmente. Os resultados
obtidos no presente trabalho apoiam os dados do estudo acima referido, com um valor
médio de comprimento de 9,3cm, largura de 1,2cm, cartilagem com espessura média de
3,71lmm e, também, ndo foi observada uma placa de crescimento na epifise proximal (a
Unica observada para fins deste estudo), o que esta de acordo com informacdes de estudos
anteriores de Church and Johnson (1964), Hogg (1980) e Naldo et al. (1998), os quais
observaram que as placas de crescimento epifisarias classicas dos mamiferos existem
apenas no tibiotarso distal e no tarsometatarso proximal das aves.

Relativamente as diferencas nas zonas de ossificagcdo que eram espectaveis entre
ambos os grupos de galinhas em estudo, observou-se que existem diferencgas significativas
nas zonas de cartilagem hipertréfica e na zona de ossificagdo total (nesta ultima
aparentemente devido a diferengas significativas na zona de ossificagédo profunda).

As galinhas de aptidao carne apresentam uma zona de cartilagem hipertréfica (em
maturacdo) maior e uma zona de ossificacdo profunda menor, comparativamente as
galinhas de aptidao dupla (grupo controlo).

Estas diferencas podem ser uma das causas para a fragilidade conhecida dos
0ssos das galinhas de carne e para o facto de ‘0 esqueleto das estirpes de crescimento
rapido ndo conseguir suportar os elevados pesos corporais destas aves de forma eficaz’
como afirmado por Pitsillides et al. (1999). Na zona de cartilagem hipertréfica, que se
encontra aumentada nesta estirpe, ha um aumento em volume dos condrécitos e das
respectivas lacunas, devido a tumefaccdo do nlcleo e citoplasma por acumulacdo de
glicogénio e lipidos, sendo por isso, pobre em matriz extracelular, responsavel por conferir
resisténcia ao tecido 6sseo. Pelo contrario, a zona de ossificacdo, onde os osteoblastos
promovem a mineralizagdo da matriz 6ssea depositada e se inicia a formagdo de 0sso, esta
bastante diminuida. Esta informacdo é suportada por Williams et al. (2000), cujo estudo
também revelou que estirpes de frangos de crescimento rapido apresentam menor
mineralizacdo 6ssea relativamente a estirpes de crescimento lento.

Quanto aos resultados dos testes T- emparelhado para comparar a zona esquerda

e a zona direita dentro do mesmo grupo de galinhas, estes foram os esperados, sem
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diferencas significativas entre o lado esquerdo e direito de nenhuma das zonas das galinhas

de aptidao carne.

4.1. Limitacdes do trabalho

A medicdo das varias zonas, para todas as amostras em estudo, foi realizada
manualmente, estando, por isso, sujeita a erro humano.

O tratamento estatistico foi efectuado sem recurso a empresas ou pessoal
especializado; ainda assim, a andlise e a interpretacdo dos resultados foi a mais cuidadosa
possivel.

Outra limitacdo do estudo podera estar relacionada com a ndo representatividade
da amostra utilizada como “grupo controlo”, na qual foram apenas utilizados 5 frangos da
estirpe de aptidao dupla.

Finalmente a falta de informacéo e estudos na area de histologia relacionada com
este tema, ndo permitiu extensa comparacao directa de resultados com o presente estudo.

5. Concluséo

Numa sociedade cada vez mais exigente ao nivel dos produtos que compra mas,
também, cada vez mais preocupada e informada acerca do bem-estar animal, torna-se cada
vez mais importante atingir um equilibrio sustentavel entre a producéo a um nivel aceitavel
para a industria avicola e a0 mesmo tempo, manter praticas de bem-estar. Sendo que o0 bem-
estar das galinhas de aptidao carne encontra-se intimamente ligado a salde e integridade
dos seus membros posteriores.

Pensa-se que terdo sido alcancados o0s objectivos deste estudo, apesar das
limitacbes ja referidas, tendo sido possivel observar que os fémures destas galinhas
apresentam uma zona de cartilagem hipertrofica mais espessa e uma zona de ossificacéo
mais fina, cuja coexisténcia podera explicar, pelo menos parcialmente, a maior fragilidade
dos o0ssos longos destas aves, contribuindo para os varios problemas podais.

Seria interessante fazerem-se mais estudos na area da histologia/histopatologia
relacionada com os problemas podais, por exemplo com a utilizagdo de animais mais jovens
e mais velhos que os utlizados neste estudo, para se perceber como se processa a
ossificacdo destes animais a nivel histologico, dado que ndo ha muita informacéo especifica

desta area disponivel actualmente.
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ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo LACH - Processamento histolégico de rotina e corte para

microscopia
As amostras provenientes de bidpsia cirdrgica ou de necrépsia sdo acondicionadas em

frascos de vidro ou de plastico, de boca larga e com tampa estanque, devidamente
identificadas com os dados do animal, proprietario e data de colheita

- Ap6és um minimo de 24 horas de fixagdo em formol, as amostras sdo examinadas e
cortadas para processamento histolégico na hote

- Cada amostra é colocada numa cassete de processamento histoldgico, identificada (a
lapis) com o numero da andlise a que corresponde a amostra

- As amostras sao colocadas no cesto do processador de tecidos e processadas de acordo

com o seguinte protocolo:

a. Alcool 70% 30 minutos
b. Alcool 70% 1:20 horas
c. Alcool 96% 30 minutos
d. Alcool 96% 1:20 horas
e. Alcool 100% 30 minutos
f. Alcool 100% 1:20 horas
g. Alcool 100% 2 horas
h. Clear Rite* 30 minutos
i. Clear Rite* 1:30 horas
j. Clear Rite* 2 horas

k. Parafina 1:30 horas
I. Parafina 2 horas

* ou outro substituto de xilol apropriado. Este processador ndo contém xilol

Uma vez que o processador ndo contém banhos de formol, é importante
assegurar que a amostra estad completamente fixada antes de ser posta a
processar

O processador é posto a (ou programado para) funcionar apenas durante a
noite e a extraccdo da hotte ligada enquanto o processador estiver a
funcionar

O processador s6 deve ser mudado com o laboratério vazio e o operador
presente deve usar proteccdo pessoal (luvas, mascara e Oculos de
protecgéo)

- Depois de retiradas do processador, as amostras sado transferidas para o aparelho de
inclusao (62°C) e incluidas em parafina

- Os moldes sé&o colocados na placa fria (-10°C) e deixados a arrefecer para depois remover
os blocos

- Aparado o excesso de parafina dos blocos, cada bloco é “desbastado” no micrétomo

rotativo (remocéo do excesso de parafina na face de corte do bloco)



- Os blocos desbastados séo arrefecidos na placa fria e depois cortados (cortes de 3 pm) no
micrétomo rotativo

- Os cortes sdo colocados em agua fria para escolha do melhor corte e alinhamento na
lamina

- Os cortes sao transferidos para agua quente no banho-maria (40-50°C) para extenséao

- Apos identificac@o da lamina com o numero da analise e do bloco, as laminas sdo secas
em estufa a 60°C (1 hora) ou 37°C (overnight)

Anexo 2 — Protocolo LACH - Coloracao de rotina — Hematoxilina-Eosina

- Apés incubacao das laminas em estufa a 60° C (1 hora) ou 37° C (overnight), proceder a
desparafinizacdo das laminas em xilol, e reidratacdo em concentracdes decrescentes de

etanol da seguinte forma:

a. Xilol 15minutos
b. Xilol 5minutos
c. Alcool 100% _ 5minutos
d. Alcool 95% 3minutos
e. Alcool 75% 1 minuto

- Lavar em 4gua destilada durante 5 minutos.

- Corar com Hematoxilina de Gill2 durante 30 segundos

- Lavar e diferenciar em agua morna corrente durante aproximadamente 2 minutos
- Imergir as laminas em alcool a 70% durante 1 minuto

- Corar com Eosina durante 1 minuto

- Diferenciar em alcool a 95% durante 3 minutos

- Desidratar em concentracdes crescentes de etanol e xilol da seguinte forma:

a. Alcool 100% 5minutos
b. Xilol 5minutos
c. Xilol 20minutos

- Deixar secar completamente as laminas a temperatura ambiente e montar em entellan.
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Anexo 3 - Graficos de resultados
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Gréfico 2 - Comparacao das fracgdes que a zona de reserva esquerda

ocupa no total da area de ossificacdo, entre as galinhas de aptidao

carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 3 - Comparacdo das fraccdes que a zona de reserva direita

ocupa no total da area de ossificacdo, entre as galinhas de aptidédo

carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 4 - Comparagdo das fracgbes que a zona de proliferacéo

esquerda ocupa no total da area de ossificacéo, entre as galinhas de

aptidao carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 5 - Comparacao das frac¢des que a zona de proliferacéo direita
ocupa no total da area de ossificagdo, entre as galinhas de aptidao

carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 6 - Comparacéo das fracgdes que a zona hipertréfica esquerda
ocupa no total da area de ossificacdo, entre as galinhas de aptidao
carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 7 - Comparacgao das fracgdes que a zona hipertréfica direita

ocupa no total da area de ossificagdo, entre as galinhas de aptidao

carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 8 - Comparacdo das fraccdes que a zona de ossificacdo
superficial esquerda ocupa no total da &rea de ossificacdo, entre as

galinhas de aptidao carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 9 - Comparacdo das fracgfes que a zona de ossificagcao
superficial direita ocupa no total da area de ossificacdo, entre as
galinhas de aptidao carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 10 - Comparagdo das fraccdes que a zona de ossificacdo
profunda esquerda ocupa no total da area de ossificacdo, entre as

galinhas de aptidao carne (1) e o grupo controlo (2)
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Gréfico 11 - Comparacao das fracgbes que a zona de ossificagcao
profunda direita ocupa no total da area de ossificagdo, entre as

galinhas de aptidao carne (1) e o grupo controlo (2)
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