Avaliacao do halotano como agente estressor em frangos
Evaluation of halothane as stressor agent in poultry
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Resumo

Resultados vém mostrando uma direta relagdo entre a sensibilidade ao halotano e a ocorréncia de filés
PSE em aves, que pode ser originado pela influéncia de fatores ambientais, em que a temperatura é o
principal fator. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o halotano como agente estressor em frangos
concomitantemente ao estresse térmico. Neste experimento, 24 frangos de linhagem comercial foram
divididos em 6 animais para 4 tratamentos: HHH, frangos submetidos ao teste do halotano e abatidos 1h
apos o teste; HET, frangos submetidos ao teste do halotano e, 48h depois, ao estresse de 35°C por 1h,
sendo abatidos em seguida; EET, frangos submetidos ao estresse térmico e abatidos imediatamente ap6s
este tratamento; e finalmente o tratamento Controle (CCC), em que os frangos ndo foram submetidos
ao teste do halotano ¢ nem ao estresse térmico. O pH inicial do musculo Pectoralis major m ¢ o valor
de R foram medidos aproximadamente 30 min post mortem ¢ as analises de pH final, cor (L*, a*, b*),
Capacidade de Retengio de Agua (CRA) foram realizadas 24h ap6s o abate nos filés mantidos a 4°C.
O valor de pH,,, foi maior (p < 0,05) para os filés do CCC em comparacdo aos demais tratamentos e
o valor de R foi maior para as aves HET e EET em comparagdo ao CCC (p < 0,05) sugerindo que o
rigor mortis foi instalado mais rapidamente nas amostras derivadas das aves submetidas ao estresse
térmico. Os tratamentos HHH, HET e EET apresentaram 4 aves cada com carnes PSE e 2 aves do
tratamento CCC originaram filés PSE, demonstrando uma interferéncia tanto do halotano quanto do
estresse térmico sobre o bem-estar das aves. Assim, os resultados demonstram que o halotano mostrou
ser um agente estressor desencadeando alteragdes bioquimicas nos musculos das aves semelhantes as
desencadeadas pelo estresse térmico pré-abate.
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Abstract

Studies have been demonstrating in poultry, the existence of at least two causes for the formation of
PSE meat: genetic through the sensibility towards halothane and the environmental factor in particular
the temperature as the main factor. Thus the objective of this work was to evaluate halothane as stressor
agent for broiler concomitantly to evaluating the PSE incidence by submitting these birds to thermal
stress. In this experiment, 24 broilers of commercial lineage were divided in 6 animals for 4 treatments:
HHH, broilers submitted to halothane test and slaughtered lh after this test; HET broilers submitted
to halothane at 35°C/1h after 48h of halothane test followed by the birds slaughtering; EET, broilers
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submitted to thermal stress and slaughtered immediately after this treatment, and finally the control
treatment (CCC) where broilers were not submitted to halothane test nor to thermal stress as control.
The initial pH of Pectoralis major m, was evaluated 30 min post mortem and the pH final, color, (L*, a*,
b*) water holding capacity (WHC), and R value analysis were carried out after 24h of storage of fillet
samples at 4°C. The pH,,, was higher (p < 0.05) for CCC samples in comparison to other treatments and
R value was higher for birds under HET and EET treatments in comparison to CCC (p <0.05) suggesting
that the rigor mortis was more rapid in samples from birds submitted to thermal stress. The HHH, HET,
and EET treatments presented 4 birds each with PSE meat and 2 broilers from CCC treatment originated
PSE meat showing the influence not only halothane but also the thermal stress over broilers welfare.
Finally, results demonstrated that halothane is a stressor agent as well as the thermal stress and both
promoted dramatic biochemical changes bringing about the formation of broiler PSE meat.

Key words: Animal welfare, meat quality, PSE meat

Introducio

A produgdo animal ¢ o resultado do potencial
genético das espécies que pode ser afetado por
diversos fatores, como nutricdo, sanidade, manejo
e fatores ambientais, sendo que muitos animais
ndo conseguem expressar todo o seu potencial
produtivo em decorréncia de condi¢des adversas do
meio em que vivem. Assim, o ambiente constitui
um dos responsaveis pelo sucesso ou fracasso dos
empreendimentos, uma vez que pode ser definido
como a soma dos impactos dos meios biologicos
e fisicos circundantes sobre os animais (CURTIS,
1983).

Dentre os fatores ambientais, os fatores térmicos
representados por temperatura, umidade do ar,
radiacdo térmica e movimentagdo do ar sdo os
principais agentes estressores em aves de corte.
Animais submetidos a condi¢des estressantes tém
seu metabolismo acelerado, devido a liberacao
desordenada de calcio, levando a um aumento
na temperatura corporal (LESIOW; KIJOWSKI,
2003). Assim, para manterem a temperatura interna
do corpo em niveis relativamente constantes,
ocorrem variagdes bioquimicas e fisiologicas para
a manutencdo da homeostase (BAETA; SOUZA,
1998).

Como  conseqiiéncia  dessas  alteragdes
metabolicas hd um aumento da producdo de acido
lactico e darigidez muscular (LESIOW; KIJOWSKI,
2003; OWENS et al, 2000a). O rapido aumento

da acidez muscular, associado a alta temperatura

corporal, logo apos o abate, causa a desnaturacdo de
proteinas, ocasionando a diminui¢ao da capacidade
de reteng¢do de agua (CRA) e palidez do musculo
(MCKEE; SAMS, 1997; VAN LAAK et al., 2000),
os quais influenciam negativamente na qualidade
da carne e caracteriza as carnes PSE (Pale, Soft,
Exudative) (SAMS, 1999).

Estudos realizados com suinos mostram uma
relacdo entre carnes PSE e a Sindrome do Estresse
Suino (PSS — Porcine Stress Syndrome) relacionada
com a excessiva liberagdo de ions Ca?* celular
durante a contragdo muscular (MITCHELL;
HEFFRON, 1982; BERTOL, 2005). Essa relacao foi
comprovada por Fujii et al. (1991) que detectaram
um ponto de mutacdo no gene ryrl, responsavel
por codificar a proteina denominada receptora de
rianodina do tipo 1 (RyR1) ou canal liberador de
ions Ca*" localizado no reticulo sarcoplasmatico do
musculo esquelético (O’BRIEN, 1995).

A PSS foi inicialmente detectada com auxilio
do halotano, um anestésico capaz de promover a
rigidez muscular dos membros de suinos portadores
dessa sindrome (BERTOL, 2005). A a¢do do
halotano também foi avaliada em perus, em que foi
constatado que os mesmos apresentavam reagao
similar a encontrada em suinos (WHEELER et al.,
1999; OWENS, 2000a; OWENS et al., 2000b).
Em relagdo a acdo do halotano em frangos, o
que se sabe até o momento é que este anestésico
desencadeia reagdes que levam ao enrijecimento
dos membros inferiores destes animais, porém sem
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nada conclusivo quanto ao seu efeito como agente
estressor ¢ sua avaliagdo na ocorréncia de carnes
PSE (MARCHI et al., 2008).

Assim, pesquisas que possam elucidar a agdo dos
principais agentes estressores em frangos através
de parametros bioquimicos e fisiologicos, sdo de
suma importancia para uma descricdo objetiva da
anomalia PSE. Portanto, o objetivo do trabalho foi
avaliar o halotano como agente estressor em frangos,
tomando-se como parametro o estresse térmico.

Material e Métodos
Animais

Os frangos (n=24) de linhagem comercial foram
criados na Fazenda Escola da Universidade Estadual
de Londrina — UEL at¢ a realizag@o do experimento.
Os animais foram separados em 4 tratamentos, sendo
6 frangos por tratamento, conforme segue abaixo:

Cilindro

Exaustor

Tratamento HHH: Frangos submetidos ao teste
do halotano e abatidos apds 1 h de aplicagdo do
teste.

Tratamento HET: Frangos submetidos ao teste
do halotano, estresse térmico 48h apos aplicagdo do
teste e abatidos em seguida

Tratamento EET: Frangos submetidos ao
estresse térmico em uma camara térmica e posterior
abate dos animais.

Tratamento CCC (Controle): Frangos ndo
foram submetidos ao teste do halotano e nem ao
estresse térmico.

O teste do halotano foi aplicado com o auxilio
de uma camara elaborada exclusivamente para
este experimento. A mesma apresenta tré€s entradas
frontais, onde foi inserida a cabega de cada frango, e
dimensdes internas de 12x12x100cm. A camara foi
interligada a um aparelho de anestesia veterinaria
acoplado a um cilindro de O, conforme ilustrado na
(Figura 1).

Aparelho
| Anestésico

Entradas Frontais

Figura 1. Camara de aplicacao do teste do halotano (MARCHI et al., 2008).
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Assim, o oxigénio foi liberado do cilindro com
vazdo de 6 L/min. chegando ao aparelho de anestesia
veterinaria, onde foi mesclado com o halotano a uma
concentracao de 3,0%, e posteriormente, enviado
para a camara e inalado pelos frangos por 5 min
(WHEELER et al., 1999, OWENS, 2000a; OWENS
et al., 2000b; MARCHI et al., 2008).

O estresse térmico foi aplicado com auxilio
de uma camara térmica com dimensdes internas
proximas de 80x80x80cm, entrada de ar e um
termostato acoplado, o qual foi regulado a 35°C.
Os frangos, em numero de 6 animais por vez foram
deixados na camara térmica onde permaneceram
por 1 h, imediatamente antes do abate.

As aves do grupo controle e tratamento HHH
foram abatidas com 44 dias de idade. Os frangos
dos tratamentos HET e ET foram abatidos com 46
dias de idade. O abate foi realizado de acordo com
os procedimentos de abate de uma planta comercial,
isto €, com insensibilizagdo, sangria, escaldagem,

depenagem, evisceragdo, chiller, desossa e
refrigeracdo (NORTHCUTT, 2001; GUARNIERI;
SOARES; SHIMOKOMAKI, 2004). Neste

experimento, as aves ndo foram deixadas em jejum.

Andlises no musculo Pectoralis major

As medidas de pH inicial e pH final foram
realizadas aproximadamente 30 min e 24 h post
mortem, respectivamente, diretamente no filé com
auxilio de um potenciometro de contato (Testo
205). Os pontos de incisdo do eletrodo foram na
parte cranial ventral do filé conforme descrito por
Boulianne e King (1995) e adaptado por Olivo et al.
(2001). Amedidadecor foirealizada 24h post mortem
em trés pontos distintos de cada filé com o auxilio
de um colorimetro Minolta CR400, iluminante D65
com angulo de visdo de 10°. Os valores medidos
foram L* (luminosidade), a* (componente verde-
vermelho) b* (componente azul-amarelo), expressos
pelo sistema de cor CIELab.

A avaliagdo da CRA foi realizada 24 h post
mortem conforme procedimento descrito por Hamm

(1960). A amostra utilizada para esta andlise foi
coletada na parte cranial do filé. O procedimento
foi realizado em duplicata, em que a amostra foi
coletada em cubo com um peso inicial de 2,0 g. Em
seguida, a amostra foi colocada entre dois papéis
filtro e posteriormente entre duas placas de acrilico.
Este sistema foi deixado sob um peso de 10 kg por
5 min. Finalmente, a carne foi pesada e o calculo
da média de CRA determinado utilizando a férmula

abaixo:
CRA=100—P . —P. ~ x100)
(Pinicial)
Emque P, .. eP. s80 0spesos iniciais ¢ finais

da carne, respectivamente.

Analise do valor de R

A determinacdo do valor de R ¢ denominada
como a relagdo entre inosina monofosfato (IMP) e
adenosina trifosfato (ATP). Valores de R superiores
a 1,10 demonstram a instalacdo de rigor mortis
acelerado relacionado com a ocorréncia de carnes
PSE (HONIKEL, 1981). A determinacdao do valor
de R foi realizada, em duplicata, em amostras de
filés de frango coletadas da parte cranial do musculo
Pectoralis major aproximadamente 30 min post
mortem. As amostras permaneceram congeladas
em nitrogénio liquido (-196 °C) até realizagdo das
analises. A metodologia seguiu a técnica descrita
de Honikel e Fischer (1977) em que a extragdo dos
nucleotideos em 2,0 g de amostra de filé foi obtida
através de homogeneizagao por 30 seg em solugao de
acido perclérico 1 M, na proporg¢ao de 1:10 em p/v.
A seguir, esta foi filtrada e centrifugada por 5 min a
4800 rpm. Em seguida, uma aliquota de 0,2 mL do
sobrenadante foi diluidaem 4,8 mL de tampao fosfato
a0,1 Mem pH 7,0 e lida em espectrofotometro a 250
nm (monofosfato de inosina) e 260 nm (trifosfato
de adenosina). O tampao fosfato foi utilizado como
branco e o valor de R foi calculado como a razao
entre as duas absorbancias.
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Classificagdao de Carnes PSE

A classificagdo de carnes PSE foi realizada,
tomando-se o valor de L* como parametro
determinante, em que filés com valores de L* >
53,0 foram classificados como PSE, conforme
padronizado por Soares et al. (2002).

Analise Estatistica

O programa STATISTICA for Windows versao
6.0 foi utilizado para a analise dos resultados. O
teste de média de Tukey a 5 % de probabilidade foi
aplicado para comparar as diferengas significativas
entre os 4 tratamentos em relagdo as medidas de pH
inicial e final, Cor (L*, a*, b*), CRA, valor de R.

Resultados e Discussao

Neste experimento, todas as aves avaliadas pelo
teste do halotano sairam desacordadas da cadmara de
aplicagdo do teste, e permaneceram neste estado por
aproximadamente 2 a 3 min demonstrando a agdo
anestésica do mesmo, o que estd de acordo com
Bennett (1992), que relataram que a recuperacao
anestésica do halotano pode variar de 3 a 5 min.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores
das medidas de pH inicial e final, Cor ¢ CRA dos
filés de peito de frango submetidos aos diferentes
tratamentos.

Tabela 1. Valores médios de pH inicial (pH,) e final (pH ), Cor (L*, a*, b*) e Capacidade de Retengéo de Agua (CRA)
dos filés de peito de frangos submetidos aos tratamentos: HHH (submetidos ao teste do halotano), HET (submetidos
ao teste do halotano e ao estresse térmico por 35°C/1h apods 48 h do teste halotano), EET (apenas submetidos ao
estresse térmico de 35°C/1h) e CCC (controle, sem teste do halotano e sem estresse térmico).

Tratamentos pH, pH, L* a* b* CRA (%)
HHH 6,09 5,79° 53,92 jiszo 17(’)377 5 70,51
+0,25 +0,10 +2,57 ’ ’ +391
HET 6,31 5,79° 53,61 i312§5 i7(’)4965 72,76
+0,23 +0,08 +0,90 ’ ’ +1,70
EET 6,11 5,76° 53,92 iZ(,)S;ll 1712194 70,51
+0,16 + 0,05 +2,57 ’ ’ +3.91
CcCcC 6,25 5,922 52,00 3,01 7,08 72,78
+0,25 +0,09 +2,78 +0,84 +0,79 +2,08

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).

+ Desvio-padrao

Dos parametros avaliados, apenas o pH final
diferiu significativamente (p <0,05) entre o
controle e os demais tratamentos. O menor pH
observado nos filés de frango dos tratamentos
HHH, HET e EET esta relacionado com o estresse
destes animais, responsavel pela maior produgdo
de acido latico durante o rigor mortis. Observa-se
também que os valores de L*, referentes a estes trés
grupos, foram superiores a 53, demonstrando que

as aves destes tratamentos apresentaram seus filés
caracterizados como PSE, relacionando-se ao pH,
ou seja, quanto menor o pH maior a luminosidade,
e mais palido apresenta-se o filé (OLIVO et al.,
2001; ODA, 2006).

Avaliacdo do Valor de R

A medida do valor de R para os tratamentos HHH,
HET, EET e CCC esta apresentada na (Tabela 2).
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Tabela 2. Valor de R de filés de frango dos tratamentos: HHH (submetidos ao teste do halotano), HET (submetidos ao
teste do halotano e ao estresse térmico de 35°C/1h, 48 h apos o teste halotano), EET (submetidos ao estresse térmico

a 35°C/1h) e Controle.

Tratamentos Numero de filés de frango analisados Valor de R
HHH 2 1,15% £ 0,06
HET 4 1,18+ 0,03
EET 4 1,222+ 0,02
CCC 4 1,11°+ 0,02

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey 5,0% de probabilidade (p < 0,05).

+ Desvio-padrao

Embora os valores de R sejam todos superiores
a 1,10 foi possivel evidenciar diferenga significativa
(p £ 0,05) entre os filés do tratamento controle e
os demais. As aves dos tratamentos que sofreram
acdo do estresse térmico (HET e EET) apresentaram
maiores valores (p < 0,05) do que o grupo controle
demonstrando que os frangos destes tratamentos
apresentaram estagios mais eclevados de rigor
mortis, com produgdo mais acelerada de IMP
e, conseqilentemente apresentaram  menores
concentracdes de ATP (HONIKEL; FISCHER,
1977).

Estes resultados foram semelhantes aos relatados
por Bressan e Beraquet (2002), que afirmaram que as
aves submetidas, no pré-abate, ao excesso de calor
apresentam aceleragdo da glicolise e hidrolise de
ATP. Entretanto, os mesmos autores observaram que
em temperaturas ambientais baixas essa evolugdo
foi retardada. Resultados similares também foram
encontrados por Bressan e Beraquet (2002), em que
o tratamento com temperatura em torno de 30°C
foi suficiente para promover maior valor de R em
filés quando comparados aos peitos dos frangos
submetidos a temperatura de 17°C.

Por outro lado, os filés do tratamento HHH
apresentaram valores de R similares aos demais
tratamentos, indicando que o halotano nao
influenciou tanto quanto o estresse térmico na

hidroélise do ATP.

Incidéncia de Carnes com Caracteristicas PSE sob
Influéncia do Estresse Térmico e do Halotano

A ocorréncia de carnes caracterizadas como PSE
nos tratamentos HHH, HET, EET e Controle esta
apresentada na (Figura 2).

B

541

44
n 37

24

14

0 :

HHH HET EET CCC
Tratamento
‘. Carne PSE @ Carne Normal ‘

Figura 2. Ocorréncia de carnes com caracteristicas PSE
em frangos dos tratamentos HHH (submetidos ao teste
do halotano), HET (submetidos ao teste do halotano e ao
estresse térmico a 35°C/1h e 48 h apos o teste halotano),
EET (submetidos ao estresse térmico a 35°C/lh) e
Controle.

Os resultados indicam que o halotano apresenta

influéncia como agente estressor similar, ao
encontrado em aves submetidas ao estresse térmico,
o que pode ser constatado pelo maior nimero de filés
PSE, quando comparados com o tratamento Controle.
O efeito do estresse térmico sobre o desenvolvimento
de carnes PSE ja vém sendo descrito por varios

pesquisadores (OLIVO et al., 2001; BRESSAN;
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BERAQUET, 2002; SOARES et al., 2003; AKSIT
et al., 2006). Entretanto, alguns autores relatam
que o estresse térmico por si s6 ndo é capaz de
determinar a ocorréncia significativa de carnes
PSE, sugerindo que esta anomalia é conseqiiéncia
de uma interacdo de fatores ambientais e genéticos,
onde um unico fator tomado isoladamente ndo
pode caracterizar satisfatoriamente esta sindrome
(LARA; SHIMOKOMAKI, 2002).

Entretanto, o fato de o tratamento Controle ter
apresentado carnes com as caracteristicas PSE,
embora em quantidade menor, demonstra que
fatores pré-abate podem influenciar na qualidade
final da carne.

Conclusao

O anestésico halotano mostrou ser um agente
estressor desencadeando alteragdes bioquimicas nos
musculos dos frangos semelhantes as desencadeadas
pelo estresse térmico pré-abate.
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