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Caracteristicas Fisiologicas e Zootécnicas de pintos vacinados in ovo

RESUMO

A técnica de vacinagdo in ovo ¢ uma ferramenta utilizada com o intuito de
otimizar o processo de producgdo de pintos de um dia e apesar de ser uma metodologia
bastante difundida, ha relatos sobre a baixa eclodibilidade na rotina dos incubatérios
industriais. Para melhor entendimento do processo, foi realizado em incubatorio de
escala comercial, um estudo sobre as caracteristicas fisiologicas ¢ zootécnicas de pintos
provenientes de matrizes Cobb® com 35 semanas de idade, submetidos ou ndo a
vacinagdo in ovo. O estudo foi dividido em duas fases experimentais, na primeira fase
foram realizadas avalia¢des da qualidade dos ovos incubaveis e do processo de
incubagdo. A segunda fase experimental compreendeu as analises de qualidade e dos
parametros fisiologicos dos pintos. A eclodibilidade sobre os ovos férteis ndo foi
afetada pela vacinagdo in ovo (P>0,05), apesar de o percentual de ovos bicados ser mais
elevado quando o método foi utilizado (P<0,05). Pintos vacinados in ovo tiveram seu
peso médio e comprimento, peso do pinto sem o saco vitelino, peso de saco vitelino
residual e peso relativo de 6rgdos, semelhantes aos ndo vacinados (P>0,05), indicando
que a técnica de vacinagdo in ovo ndo prejudica o desenvolvimento embriondrio e a
qualidade do pintinho. Ademas, a qualidade do umbigo foi mais elevada nos pintos
vacinados (P<0,001). As concentracdes de glicose, albumina, acido urico e LDL foram
menores no sangue de pintos vacinados, assim como foram maiores as concentragdes de
colesterol total e HDL (P<0,05) nesses mesmos pintos. Os pardmetros sanguineos
indicaram que o maior aporte de O, causado pela perfuragdo da casca na vacinagdo in
ovo pode ter proporcionado uma otimizagdo da efici€éncia de utilizagdo de energia por
meio dos lipideos da gema e menor degradagéo protéica. As principais vias metabdlicas
utilizadas pelo embrido na fase perinatal necessitam ser melhor investigadas para a

implantagdo de outras inovagdes em larga escala, como € o caso da nutri¢do in ovo.

Palavras-chave: desenvolvimento embriondrio, eclodibilidade, frangos de corte, metabolismo



1. INTRODUCAO

do A técnica de vacinagdo in ovo idealizada por Sharma e Burmester (1982) ¢
uma ferramenta utilizada com o intuito de otimizar o processo de produgio de pintos de
um dia. Dentre os beneficios método, pode-se citar a obtengdo de imunidade das aves
ainda na fase embriondria, inoculagdes precisas ¢ uniformes, redugdo de contamina¢des
¢ estresse do pinto recém-eclodido, além da diminuicdo dos custos com méo-de-obra

(RICKS et al., 1999; BERNARDINO e DAGA, 2013).

Apesar da vacinagdo ser uma pratica de rotina bastante difundida nos
incubatérios industriais, ainda sdo relatados baixa eclodibilidade e atrasos de
nascimento nas empresas que utilizam este procedimento. Pesquisas evidenciaram a
queda significativa de eclos@o, mas ndo relataram uma explicagdo para o aumento da
mortalidade durante a incubagdo (SARMA et al.,1995; GACIC et al.,1999). Raros sdo
os trabalhos encontrados na literatura que fazem mencdo as mudangas causadas por esta
técnica na organogénese, sua interferéncia sobre os parametros sanguineos dos embrides

e consequentemente sobre o rendimento de incubacéo e qualidade do pintinho.

No momento da vacinagdo in ovo, uma agulha perfura a casca na regido da
camara de ar ¢ membrana interna, modificando o ambiente no qual encontra-se o
embrido. Molennar et al. (2010) hipotetizaram que a producdo de um orificio nestas
regides podem promover maior suprimento de oxigé€nio ao embrido, o que poderia
causar alteracdes fisiologicas na fase final da incubagdo. Este periodo que antecede o
nascimento, ocorre exatamente apds a vacinacdo in ovo, € ¢ caracterizado pela
finalizacdo do consumo oral do amnion pelo embrido, acumulo de reservas de
glicogénio nos musculos e tecido hepatico, inicio da respiracdo pulmonar, internalizagao
do saco vitelino residual, bicada de casca e emergéncia (MEIJERHOF e VAN BEEK,
1993). Desta forma, esta fase ¢ marcada por intensa atividade metabdlica e utilizacdo de
energia para a eclosdo e qualquer disturbio durante este periodo pode afetar
marcadamente a sobrevivéncia do embrido e sua performance pos-eclosdo (LOURENS

et al., 2006).

Diante dos fatores relatados, torna-se imprescindivel o estudo das caracteristicas

fisiologicas e zootécnicas de pintos vacinados in ovo, tanto com o intuito de aprimorar



a técnica de vacinagdo durante a incubagfo, assim como para a implantacdo de outras

inovagdes em larga escala, como € o caso da nutri¢do in ovo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A técnica de Vacinacio In ovo

O aumento da produtividade na cadeia avicola brasileira ¢ mundial, deve-se em
grande parte a evolugdo do melhoramento genético, nutri¢do ¢ consequente precocidade
dos frangos de corte ou poedeiras comerciais. Entretanto, a baixa resisténcia das novas
linhagens aos agentes infecciosos ¢ ainda uma grande barreira decorrente do sistema
intensivo de produg@o. Dessa forma, a busca de meios para tornar as aves menos
susceptiveis a infecgdes € constante, principalmente pela elaboracdo de programas
vacinais que possam ser compativeis com os desafios encontrados no campo. Neste
contexto, a técnica de vacinagdo in ovo surgiu como uma ferramenta para os
incubatdrios com o intuito de aperfeigoar o processo de produgdo de pintos de um dia e
a eficacia da protecdio das aves ainda na fase embrionaria, estimulando precocemente o

sistema digestivo e imunoldgico destes animais (BERNARDINO e DAGA, 2013).

A vacinagdo in ovo teve inicio na década de 80, por meio de pesquisas realizadas
no Departamento de Agricultura dos EUA (USDA). Os pesquisadores Sharma e
Burmester (1982) demonstraram pela primeira vez a viabilidade da aplicag¢do da vacina
in ovo contra o virus de Marek, quando aplicada entre 18° a 19° dias de incubagdo nos
embrides de galinha, uma vez que a vacina HVT sorotipo 3 ofereceu maior protecdo do
que a vacinagdo neonatal nas aves aos 3 dias apos a eclosdo. A descoberta estimulou o
mercado avicola a desenvolver um dispositivo automatizado que pudesse injetar vacinas

em ovos, de forma rapida, precisa e segura para os embrides.

No ano de 1992, surgiu pela primeira vez o sistema automatizado de inoculagao
in ovo, conhecido como Inovoject®. Esse sistema foi inicialmente introduzido nos
Estados Unidos pela empresa Embrex, Inc, permitindo que os operadores dos
incubatorios utilizassem com sucesso as vacinas contra a doenga de Marek, Bouba
Aviaria e doenga de Gumboro (AVAKIAN et al., 1999; WINANS e NEWMAN, 1997;
GIAMBRONE et al. 2001; SARMA et al., 1995). Desde entéo, a vacinagdo in ovo e as



maquinas vacinadoras passaram por uma grande evolugdo e difusdo nos incubatorios em
todo o mundo. As vacinadoras in ovo estdo presentes em mais de 90% dos incubatorios
dos Estados Unidos e mais de 34 paises em cinco continentes, destacando-se o Brasil,

pela sua alta produtividade (BERNARDINO e DAGA, 2013; OLIVEIRA, 2013).

A técnica tornou-se uma opcdo mais eficiente para a aplicacdo das vacinas,
substituindo o tradicional método mecanico por injecdo subcutdnea em pintos recém-
eclodidos ou o uso de seringas manuais, que requerem maior mio-de-obra e apresentam
maior incidéncia de erros durante o processo (GILDERSLEEVE et al, 1993;
GILDERSLEEVE ¢ FLUKE, 1995). Atualmente, podemos encontrar equipamentos
capazes de injetar at¢ 50.000 ovos por hora (WILLIAMS, 2009; BERNARDINO ¢
DAGA, 2013), conferindo aos embrides vacinados in ovo um grau consideravel de
prote¢do no terco final da incubag¢do (NEGASH et al., 2004; WILLIAMS e ZEDEK,
2010).

Uma das caracteristicas que se destacam na vacinacdo in ovo, ¢ a padronizagio
da quantidade de vacina em um ponto definido em todas as vacina¢des. A agulha
atravessa a casca ¢ suas membranas até alcancar o compartimento desejado. Devido as
diferengas dos formatos e tamanho dos ovos incubados, as maquinas vacinadoras
possuem um sistema de cabegotes flutuantes com uma matriz de tubagem expansivel
que, em uma fragdo de segundos, recebe um sopro de ar para ajustar individualmente

cada cabegote na posi¢do correta, assegurando a trajetéria adequada da agulha no seu

ovo (JOHNSTON et al., 1997; WILLIAMS e ZEDEK, 2010).

Conforme preconizado por Sharma e Burmester (1982), a técnica € comumente
realizada no momento da transferéncia dos ovos para os nascedouros, que ocorre entre
18 dias a 19 dias de incubagdo (LI et al., 2005). Nesse periodo, o embrido encontra-se
fisiologicamente iniciando a penetracdo do saco vitelino na cavidade abdominal, a
cabega esta debaixo da asa direita e o bico projetado em dire¢do a cdmara de ar
(BARBOSA, 2011; WILLIAMS, 2009). A injecdo in ovo pode acessar cinco areas
distintas do ovo embrionado, sendo elas: cdmara de ar, cavidade alantdide, cavidade

amnio6tica, corpo do embrido e saco vitelino (Figura 1).



Figura 1- Regides do ovo embrionado Embrex) para aplicagdo da vacina in ovo. A)
Camara de ar; B) Alantéide; C) Liquido Amni6tico; D) Embrifo; E) Saco vitelino.

Varias pesquisas foram realizadas (ISLAM et al., 2001; JOCHEMSEM e
JEURISSEN, 2002; WAKENELL et al., 2002) no intuito de definir a regido do ovo
embrionado onde € mais efetiva a inoculacdo dessas substancias. Wakenell et al. (2002)
estudando os diferentes locais de aplicagdo in ovo da vacina de Marek, demostraram
que quando a mesma foi aplicada na camara de ar, ndo houve resposta eficaz. Por outro
lado, excelentes resultados foram encontrados quando a vacina foi aplicada na cavidade
amni6tica (com um indice de protecdo de 94,4%) e no corpo do embrido (com um

indice de protegdo de 93,9%).

Na pratica, as vacinas s@o injetadas no liquido amni6tico ou no tecido
subcutaneo do embrido (GILDERSLEEVE et al, 1993; UNI e FERKET, 2003;
WILLIAMS, 2005). Quando a vacina € depositada no fluido amnio6tico, a substancia vai
ser consumida oralmente pelo embrido antes da eclosdo para que possa estimular a
adequada resposta imunolégica (FERKET, 2006; SOUZA, 2008). Williams (2011)

relatou que além de estimular precocemente o trato gastrointestinal dos embrides, apos



ser administrada no fluido amni6tico, a vacina também apresenta replicagdo viral que se
espalha rapidamente para as vias respiratorias, para as visceras ¢ a Bursa de Fabricius,
tornando-se fundamentais para o desenvolvimento da imunidade contra doencas antes

da eclosdo ¢ da exposi¢do do pintinho recém-eclodido ao ambiente.

Com a expansio deste processo, muitos estudos tém investigado a eficicia da
inoculagdo de outras substiancias juntamente com as vacinas, como por exemplo,
nutrientes, antibidticos ou outros produtos capazes de melhorar as respostas fisiologicas
¢ zootécnicas das aves. O procedimento patenteado por nutricdo in ovo (UNI e
FERKET, 2004, 2010), visa melhorar o desenvolvimento do embrifo, prover aporte
nutricional para o momento da eclosdo, além de aumentar a capacidade funcional de
digestdo e absor¢do de nutrientes, com consequente melhorias no desempenho das aves
durante a criacdo (FOYE et al.,, 2006). No entanto, apesar de demonstrar alguns
resultados cientificamente promissores, a nutrigdo in ovo ainda nfo ¢ uma técnica
difundida nos incubatoérios comerciais. Para o uso concomitante com as vacinas, um dos
fatores a serem considerados é que, grande parte das pesquisas realizadas nos ultimos
anos com suplementacdo in ovo, recomenda-se a utilizagdo de um volume de 1 mL,
enquanto que as maquinas vacinadoras estdo programadas para inje¢do de volumes
entre 0,05 ¢ 0,10 mL (ROCHA e MAIORKA, 2013; ZHAI et al., 2011b). Ainda existem
também questdes importantes que devem ser melhor investigadas e definidas, como a
osmolaridade das solu¢des e o equilibrio osmotico dos embrides, o melhor momento
durante a incubagdo para a inoculacdo, quais nutrientes e quais concentragdes podem ser

injetados sem que haja quedas de eclodibilidade ou danos as aves.

Apesar do sucesso da vacinagdo in ovo, ainda sdo relatados quedas de eclosdo e
atrasos de nascimento nos incubatérios industriais que utilizam este método. Algumas
pesquisas evidenciam a queda significativa de eclosdo mas ndo relatam uma explica¢do
para o aumento da mortalidade durante a incubacdo (SARMA et al.,1995; GACIC et
al.,1999). Considerada metodologia recente, ainda € necessario aprofundamento dos
conhecimentos sobre fisiologia e metabolismo do embrido, além do estudo das
mudancas que essas praticas podem ocasionar durante a incubagfo, desde o momento

que ocorre a perfuracdo da casca pela agulha até o nascimento do pintinho (ROCHA e



MAIORKA, 2013), tanto com a finalidade de aprimoramento da técnica de vacinagdo in

ovo como para a implantagdo da nutrigdo in ovo em larga escala.

2.2 Fisiologia do desenvolvimento embrionario

A compreensdo das caracteristicas fisiologicas associadas ao desenvolvimento
embriondrio se torna essencial para alcangar um desempenho zootécnico satisfatoério na
incubagdo e determinar o periodo correto para a realizagdo de inoculagdes in ovo. Além
disso, fatores como a estrutura do ovo ¢ o manejo durante a incubacgfo influenciam
diretamente a qualidade final dos pintinhos (WILLIER, 1954; DEEMING, 2002;
MORAN, 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Everaert ¢ Decuypere (2013) afirmam que, quando o ovo ¢ submetido as
condi¢gdes de incubacdo, ou seja, temperaturas médias entre 37.5 a 37.8°C, umidade
relativa média de 55%, viragem e ventilagdo adequadas, o desenvolvimento do embridio

e sua formagdo completa se dardo em aproximadamente 504 horas (+ 21 dias).

O ovo de galinha é denominado cleiddico, pois quando € posto representa um
sistema autossuficiente, visto que, além dos fatores fisicos externos, o desenvolvimento
do embrido ¢é dependente somente dos componentes presentes no ovo.
Macroscopicamente, o ovo fértil é composto por trés partes: a casca, a gema € o
albamen. Limitacdes na disponibilidade desses nutrientes, seja por quantidade ou pela
forma em que se apresentam, comprometem o crescimento ou causam a morte do

embrido (BARBOSA, 2011).

A casca dos ovos representa a protecdo externa do embrido e € a fonte principal
de calcio para o seu desenvolvimento. Os principais componentes da casca sdo: calcio
(98.2%), magnésio (0,9%) e fosforo (0,9%), podendo-se encontrar também, cobre,
manganés e ferro, que sdo minerais importantes para o metabolismo embrionario
(ROMANOFF ¢ ROMANOFF, 1949). A casca ¢ composta por uma fina cuticula, que
envolve o ovo externamente; uma camada espessa de calcario e internamente duas
membranas (FREEMAN e VINCE, 1974). Além disso, os poros da casca possuem a

funcéo de promover a troca de gases entre o embrido € o meio ambiente, transferindo



oxigénio para o interior do ovo e retirando o dioxido de carbono produzido (VIEIRA,
2007; NASCIMENTO e SALLE, 2003). A gema ¢ a principal fonte de energia para as
demandas fisiologicas do crescimento embriondrio. Possui como componentes
principais os lipideos ¢ as proteinas, estas que estfo presentes em grande parte na forma
de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs). O principal componente
empregado na producdo de energia sdo os triglicerideos, que correspondem a cerca de
67% dos lipideos da gema, seguidos dos fosfolipidios (23,3%) ¢ colesterol (5,2%). Os
principais dcidos graxos componentes da gema sdo o palmitico e o estearico (30 e 38%,
respectivamente) (VIEIRA, 1999, 2007). Na gema, sdo encontrados apenas 0,3% de
glicose livre, os demais carboidratos estdo ligados as proteinas ¢ lipideos (ZHAI, 2011).
O albiimen ¢ composto por proteinas de alto valor bioldgico, sendo 54% representadas
por ovoalbumina. O albumen tem como seu principal componente a dgua
(ROMANOFF ¢ ROMANOFF, 1949). Lipidios, carboidratos e minerais séo
encontrados em fra¢des inferiores (SOLOMON, 1991; JOHNSON, 2000).

De acordo com Moran (2007), os processos fisioldgicos dos embrides de aves sdo
dependentes de reagdes bioquimicas, ou seja, transformag¢des de nutrientes em energia
para o desenvolvimento e eclosdo do pintinho. Os principais processos fisiologicos que
acontecem durante a incubagdo podem ser divididos em trés fases metabdlicas
principais. Uma série de eventos ocorre na transi¢do de cada fase, ¢ a importancia é

destacada devido ao nimero significativo de mortes nestas transi¢des (Figura 2).

A primeira fase inclui a primeira semana de incubagdo, que € caracterizada pela
formacdo dos compartimentos do ovo que ddo suporte a sobrevivéncia do embrido em
crescimento (d&mnion, cérion, alantoide e saco vitelino) (BARBOSA, 2011). A segunda
fase ¢ marcada por intenso crescimento embrionario € compreende o periodo de
maturacdo da corioalantdide, que assegura a troca gasosa e fornece o oxigénio
necessario para a produgdo de energia até o momento em que o embrido inicia a
transi¢do da respiracéo corioalantodide para pulmonar (WILSON, 1997). A terceira fase
corresponde ao periodo final da incubagdo (19° até o 21° dia de incuba¢do), quando o
embrido inicia sua preparagdo para a eclosdo, realiza a bicagem da casca e estabelece a
respiracdo pulmonar. Esta ultima fase € caracterizada por intensa demanda energética

(GONZALES, 2005).



Na primeira fase, aproximadamente entre 0 a 96 horas, o embrido restabelece seu
desenvolvimento com intensa multiplicagdo celular, diferenciacdo das estruturas e
desenvolvimento dos érgios (GONZALES, 2005). De acordo com Moran (2007),
durante os primeiros dias de incubacdo, as células sanguineas encontram-se ainda
imaturas e apresentam reduzido desenvolvimento do sistema vascular, tornando o
fornecimento de oxigénio para o embrido limitado. Dessa forma, a principal via
metabolica energética para essa fase é através da glicolise anaerobica. O ovo apresenta
baixas quantidades de glicose no albumen, tornando essa via metabolica limitada (UNI
et al., 2005; MORITA, 2009). Nesse periodo, ocorre um aumento da produgéo de acido
lactico, podendo este ser utilizado para a producdo de glicose por meio da
gliconeogénese, até que a membrana corioalantdide torna-se funcional (DE OLIVEIRA

et al., 2008).

A partir do quinto dia de incubagdo, a membrana corioalantoide inicia sua fungéo
respiratdria, aumentando a circulagdo de oxigénio para o embrido, através dos poros da
casca. A membrana corioalantoide torna-se completa por volta do sétimo dia (SATO et
al., 2006). A partir desse momento, que compreende a segunda fase do desenvolvimento
embrionario, a oxida¢do dos lipideos da gema torna-se a principal fonte de energia para
os embrides até¢ o0 momento da bicagem interna (DECUYPERE, 1991). A oxidagéo dos
lipideos, além de gerar duas vezes mais energia por grama que os carboidratos e
proteinas, contribuem também com a produgdo de agua metabolica (CALIL, 2007).
Com a mobilizagdo e hidrélise dos componentes da gema, ocorre liberacdo dos acidos
graxos e glicerol. Os acidos graxos, principalmente os ndo essenciais, sdo utilizados na
B-oxidagdo para a producdo de energia (SPEAKE e DEANS, 2004). Os acidos graxos
essenciais s@o conservados para a constitui¢do das membranas celulares dos embrides.
O glicerol pode ser encaminhado para a via metabolica da gliconeogénese, ocorrendo a
produgéo glicose (DE OLIVEIRA et al., 2008). Nessa fase, os carboidratos presentes

estdo sendo conservados para posterior utilizacdo.

De acordo com Yoshizaki (2002) e Uni e Ferket (2004), entre o 14° e 15° dia de
incubacéo, o albiumen e o amnio formam uma conexdo seroamniotica, na regido mais
fina do ovo. Apos essa jungédo, o albimen juntamente com o fluido amniotico, sera
consumido via oral (BOHORQUEZ, 2010), sendo absorvidos pelos enterdcitos (sistema

gastrintestinal) que sdo capazes de absorver macromoléculas presentes no duodeno e



jejuno. Esse consumo oral, além de promover o desenvolvimento do sistema
gastrintestinal, fornece protecdo para o embrido pela presenca das IgA presentes no
albumen (UNI et al., 2003; FERKET e UNI, 2006). Os carboidratos ligados a essas
proteinas (glicoproteinas ou proteinas glicosadas) s@o usados na gliconeogénese,
resultando em um aumento na concentracdo de glicose sanguinea, e posteriormente
deposicdo de reservas de glicogénio no figado e musculos (MORAN JR, 2007). O
consumo do albimen e fluido amnidtico estende-se até que a mistura desapareca ¢
comece o processo de bicagem interna pelo embridio em torno do 18 a 19° dia de

incubagdo (EVERAERT e DECUYPERE, 2013).

Zhai et al. (2011) relata que a glicose estocada na forma de glicogénio, alcanga
sua concentragdo maxima no figado dos embrides até o 19° dia de incubagfdo. Neste
periodo inicia-se a terceira fase do desenvolvimento embriondrio, onde os embrides
comegam a se preparar para o processo de eclosfo e necessitam de uma alta demanda de

energia, ocasionando redugfo das reservas de glicogénio.

No periodo final da incubagdo, entre o 18° a 19° dia, o embrido rompe a
membrana interna e a corioalantoide, tendo acesso a cdmara de ar. Nessa fase, o
embrido inicia a transi¢do da respiragdo corioalantdide para pulmonar (MORAN, 2007).
Apds consumir todo o oxigé€nio presente nesse compartimento do ovo, a demanda por
oxigénio volta a ser limitada. Dessa forma, o embrido comeg¢a a metabolizar
carboidratos por meio de mecanismos anaerdbicos. Um dos mecanismos € a liberagao
da glicose a partir das reservas de glicogénio por meio da glicogenodlise, e a partir das
proteinas do liquido amnidtico e tecido muscular. Um outro mecanismo € a utilizacdo
do glicerol proveniente do metabolismo lipidico por meio da gliconeogénese (UNI et
al., 2005). No momento da bicagem interna até a alimentagdo pods-eclosdo, a
gliconeogénese hepatica e muscular sdo importantes por serem uma das principais vias
metabdlicas responsaveis pelo fornecimento rapido de glicose ao embrido (Christensen
et al., 2001). O aumento do acido lactico € reduzido quando o pulmio fornece
quantidade suficiente de O, para as fun¢des metabolicas necessarias para a produgdo de

ATP (YADGARY e UNI, 2012).

A alta demanda de energia nessa fase, principalmente quando a deposicdo de

glicogénio ndo ¢ suficientemente adequada, provoca a produgdo de energia a partir da
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degradacdo de proteina musculares pelo embrido (CHRISTENSEN et al., 2001; ZHAI
et al., 2011). O musculo peitoral (pectoralis major) é metabolicamente importante, pois
representa uma fonte de aminodcidos para gliconeogénese como também pela sua
capacidade de estocar glicogénio (YAHAYV, 2010). No caso da diminui¢do da proteina
corporal nos musculos de embrides, a consequéncia ¢ o menor desenvolvimento dos

pintos na fase de criagdo.

O processo de vacinacdo in ovo ¢ realizado durante a terceira fase de
desenvolvimento embriondario. Durante este periodo dramaticas mudancas fisioldgicas e
metabdlicas acontecem e qualquer distirbio durante este periodo pode afetar

marcadamente a sobrevivéncia do embrido e sua performance pds-eclosio.
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Figura 2 — Caracterizacdo cronologica da morfofisiologia embriondria de aves.

Adaptado de Nangsuay (2016).
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2.3 Parametros Bioquimicos Sanguineos em Aves

Devido as modifica¢des drasticas na fisiologia e metabolismo embriondrio que
acompanham o processo de nascimento, o estudo dos pardmetros sanguineos dos
embrides ¢ um componente essencial para a compreensdo dos efeitos que a técnica da
vacinagdo in ovo pode ocasionar na incuba¢do, entretanto, nfo foram encontrados

trabalhos na literatura com este objetivo.

2.3.1 Glicose

A glicose ¢ a principal fonte de energia dos organismos vivos. Os teores normais
de glicose sanguinea sdo mantidos pela agdo dos hormonios insulina (induz o
catabolismo da glicose nas células) e glucagon (induz glicogenolise e gliconeogénese).
Normalmente os valores de glicose circulantes costumam estar baixos em pintinhos
logo apos a eclosdo. Essa ocorréncia ¢ devido a baixa concentragdo de glicose no ovo,
que ndo excede 1% e também pela utilizagdo da glicolise anaerdbia pelo embrido,
bastante comum no fim da incubagdo devido a hipoxia (WILLEMSEN et al., 2010;
MAATIJENS et al., 2014). Portanto, a glicose naturalmente disponivel nos ovos pode
ndo ser suficiente para atender as demandas metabdlicas imediatas do embrido. Em
frangos de corte jovens (1 a 14 dias) ocasionalmente pode-se observar alta mortalidade
com sinais nervosos. Estes casos na maioria das vezes estdo relacionados com a doenga
conhecida como Sindrome do Incremento Subito da Mortalidade Associada com

Hipoglicemia (DAVID, 2008).

De acordo com o trabalho realizado por Salmanzadeh et al., 2011, avaliando os
efeitos da inje¢do in ovo de glicose € magnésio em ovos de reprodutoras de corte sobre
as caracteristicas de eclosdo, desempenho, rendimento de carcaga e parametros
sanguineos, foram encontrados valores para glicose plasmatica de pintinho de um dia de

177 mg/dL (9,84 mmol/L).

Nangsuay et al. (2015) pesquisando diferencas na disponibilidade de nutrientes
do ovo, desenvolvimento e metabolismo de embrides de frangos e poedeiras
encontraram valores médios de 10,94 mmol/L de glicose, as 6 horas apos o nascimento.

Maatjens et al. (2016), avaliando o efeito de diferentes temperaturas da casca do ovo
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durante a fase de incubacgéo (36,7; 37,8 ou 38,9 ° C) e duas concentra¢des de CO, (0,2
ou 1%) sobre os efeitos da fisiologia dos embrides de galinha, relataram valores médios

de 7.90 mmol/L de glicose.

2.3.2 Acido uarico

O 4cido urico ¢ o principal produto catabdlico de proteinas, de nitrogénio
protéico e das purinas em aves, constituindo aproximadamente 60 a 80% do total de
nitrogénio excretado pela urina. As andlises de acido urico t€m como objetivo principal
avaliar a funcdo renal de aves adultas (BERTECHINI, 2013), porém, ¢ preciso um
comprometimento de 75% da fungfo renal para a deteccdo do aumento de acido urico
no sangue. Os niveis de acido urico podem ser aumentados a partir da libertagdo de
acidos nucleicos causados por danos graves ao tecido ou por degradacdo da proteina em
casos de jejum prolongado, como também em casos de alta demanda energética,
observado em embrides de frangos de corte no periodo final da incubagdo
(SAKOMURA et al., 2014). Desse modo, quando as aves mobilizam proteinas para a

utilizacdo de energia, ocorre um aumento na concentragdo de acido urico plasmatico.

A sintese ocorre principalmente no figado e pode ocorre também nos rins, e sdo
transportados no sangue e excretados por filtracdo glomerular e secregéo tubular. Os
niveis normais de acido urico no sangue podem variar entre 1 até 2 mg/dL (0,059 a
0,1189 mmol/L) para aves jovens e entre 2 até 15 mg/dL (0,1189 a 8,922 mmol/L)
para aves adultas. Esses valores sdo modificados de acordo com a espécie, idade e dieta

(nivel de proteina, principalmente) (BARBOSA et al., 2011; BERTECHINI, 2013).

Nangsuay et al. (2015) observaram valores médios de 0,23 mmol/L, 6 horas
apds o nascimento, quando comparou esta variavel em embrides de frangos e poedeiras
comerciais. Maatjens et al. (2016), encontraram valores médios de acido trico de 2,71
mmol/L, ao estudarem os efeitos de diferentes temperaturas e concentragdes de CO,

(0,2 ou 1%) na incubagéo de ovos de frango de corte.
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2.3.3 Lactato

O lactato ¢ produzido no musculo durante o metabolismo anaerdbico e
metabolizado no figado. O aumento ocorre quando, na auséncia de oxigénio, ha um
acamulo de piruvato, que supera a utilizagcdo pela mitocdndria. O piruvato sera entfo
oxidado pela via anaerdbica produzindo lactato (BURGDORF-MOISUK et al., 2012).
Este composto ¢ um indicativo de hipdxia celular, seu aumento no plasma pode ocorrer
tanto pelo aumento da produgfo, como também pela redugdo do metabolismo do figado,
rins ¢ coragdo. O aumento do lactato é comum no embrifio na fase inicial de incubagéo e
no periodo de transicdo entre a respiragdo corio-alantdidea ¢ pulmonar, onde hd baixa
disponibilidade de oxigénio para a realizacdo da beta-oxidacdo. Desta forma o embrido
utiliza glicolise anaerobia, além da quebra do glicogénio, que € a principal fonte de
lactato. O glicogénio libera moléculas de glicose que serfio oxidadas até piruvato, que
por sua vez em aerobiose ¢ transformado em lactato (WILLEMSEN et al., 2010;

MAATIENS et al., 2014).

O lactato é considerado um importante metabdlito intermedidrio, pois libera
energia mais rapidamente, ¢ facilmente transportado para dentro das membranas e néo
requer insulina para seu transporte. Além disso, o lactato ¢ considerado um bom
indicador de esforgo fisico, situagdo na qual os embrides enfrentam ao final da
incubagdo, quando grande quantidade de energia é utilizada nos movimentos para

rotagdo do corpo e quebra da casca (CHIRISTENSEN et al., 2001).

Em suas pesquisas, Nangsuay et al. (2015) encontraram valores médios de
lactato de 2,27 mmol/L, 6 horas apds o nascimento dos pintos, € Maatjens et al. (2016),
relataram valores médio de 1,81 mmol/L. Segundo os autores, o aumento dos niveis de
lactato indica aumento do metabolismo da glicose pela via glicolitica e pode ser causado
pelo aumento da taxa metabodlica. A atividade muscular € alta e a disponibilidade de O,

¢ baixa durante o processo de eclosdo, favorecendo o aumento de lactato (DE

OLIVIERA et al., 2008).
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2.3.4 Albumina

A albumina ¢ uma proteina de alta densidade produzida no figado e a queda nos
seus valores sanguineos pode indicar insuficiéncia hepatica, caréncia de proteinas na
dieta, parasitismo ou doengas, como Newcastle. E a proteina mais abundante no sangue
(40-60%) sendo responsdvel pelo transporte de acidos graxos, acido urico, vitaminas A
e C, cdlcio, magnésio, zinco, cobre, bilirrubina e hormdnios tireoidianos no caso

especifico das aves adultas (MELILLO, 2013).

Em embrides de galinha, as altas concentragdes de albumina no sangue podem
ser causadas pelo aumento da degradaco de proteinas, quando estas sdo utilizadas
como fonte de energia, principalmente no ter¢o final da incubagdo. Adicionalmente, ¢
relatado que animais desidratados podem apresentar aumento nos niveis de albumina no
sangue (LAGANA, 2007; SCHMIDT et al., 2007). Os baixos niveis de albumina podem
levar a ascite ou edemas pela reducdo da atividade osmotica do plasma e consequente
extravasamento de liquidos. Resultados abaixo de 3,0 g/dl significam hipoalbuminemia,
pois a albumina representa a maior fra¢do proteica do plasma de aves. De acordo com
Kaneko et al. (2008) os niveis de albumina devem encontrar-se na faixa de 1,6 a 2,9

g/dL.

2.3.5 Triglicérides

Os triglicerideos sdo formados a partir de trés acidos graxos ligados a uma
molécula de glicerol e constituem uma das formas de armazenamento energético mais
importante no organismo de embrides, tanto do ponto de vista qualitativo, por acumular
grandes quantidades no organismo animal, como também pelo ponto de vista
quantitativo, por apresentar grande quantidade de energia quando comparado a outros
grupos, como os carboidratos e proteinas. O saco vitelino dos embrides de frangos de
corte, apresentam cerca de 65% de triglicerideos. O metabolismo dos triglicerideos,
seja ele proveniente da dieta ou daqueles armazenados no préprio organismo, se inicia
pela hidrolise através das enzimas lipases, liberando o glicerol e acidos graxos
(BERTECHINI, 2013). O aumento dos triglicerideos no sangue pode estar relacionado a

alta mobilizag@o dos lipideos para a utilizagdo de energia pelos embrides de frangos de
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corte. Os triglicerideos s3o sintetizados na mucosa intestinal ¢ no figado a partir dos
componentes da digestdo e absorc¢do de 4cidos graxos. Suas concentragdes podem variar
em fungdo de vérios fatores. Por meio dos valores de triglicerideos, € possivel estimar

os valores de VLLDL, que representam 1/5 de seu valor total.

2.3.6 Colesterol Total

O colesterol total ¢ uma substancia de carater lipidico, podendo ser adquirido por
fontes enddgenas ou pela dieta. O colesterol total ¢ determinado normalmente pela soma
do colesterol livre no plasma e sua forma esterificada. De acordo com Schmidt et al.
(2007) sdo fundamentais na formagdo das membranas celulares, sintese de hormonios
(testosterona, estrogénio, cortisol e aldosterona), produgéo de bile (digestdo de lipidios),

formagfo da mielina e metabolismo das vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K).

A concentragdo também pode depender do estado fisiologico dos embrides, pois
os mesmos podem mobilizar o colesterol para a produgdo de energia, causando
oscilagdes na sua concentragdo (CATALAN et al., 2013). Em fungfo de sua natureza
hidrofobica, o colesterol necessita ser transportado por lipoproteinas no sangue (HDL-
lipoproteina de alta densidade, LDL - lipoproteina de abaixa densidade e VLDL-

lipoproteina de muito baixa densidade).

2.3.7 HDL, LDL, VLDL

As lipoproteinas consistem em um composto de proteinas e lipideos,
organizados de modo a facilitar o transporte dos lipideos pelo plasma sanguineo. A
estrutura basica das lipoproteinas ¢ idéntica, variando somente de tamanho e propor¢éo
entre os seus componentes (BERTECHINI, 2013). De acordo com Noble (1986), a
fragdo proteica € composta por apoproteinas, enquanto a parte lipidica ¢ formada por
colesterol, triglicerideos (TGA) e fosfoglicerideos. As principais fra¢des medidas no
plasma sdo: VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), LDL (lipoproteina de baixa
densidade) e HDL (lipoproteina de alta densidade). As lipoproteinas sdo sintetizadas

principalmente no figado e podem ser produzidas no intestino delgado, que transportam
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o colesterol e os triglicerideos por meio da corrente sanguinea. A principal forma cujo
lipideo ¢ absorvido e transportado nas aves é na forma de VLDL (SAKOMOURA et al.,
2014).

As VLDL transportam triglicerideos do figado para os tecidos periféricos. O
sistema linfatico das aves ¢ pouco desenvolvido, e consequentemente, as VLDL sdo
absorvidas diretamente na veia porta. A medida que as VLDL véo depositando seus
triglicerideos nas c¢lulas, acontece um aumento da densidade do VLDL por liberagéo
dos 4cidos graxos da molécula de triglicerideos, que constitui sua principal fonte de
acidos graxos. Os 4cidos graxos entram na célula e sfo reesterificados, sendo
depositados nas reservas do embrido ou utilizados em processos metabolicos (via -
oxidag#o). O glicerol dos triglicerideos ndo entram nas células e retornam diretamente
para o figado, 6érgdo onde ¢ metabolizado pela via gliconeogénica (DRACKLEY, 2002;
SATO et al., 2005). De acordo com Behr et al. (1981), a liberagcdo de TGA pelas VLDL
de origem hepdtica transforma gradualmente parte destas lipoproteinas em LDL. O

HDL ¢ responsavel pelo transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado.

3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em duas fases experimentais. Na primeira fase foram
realizadas avalia¢des da qualidade dos ovos incubaveis e do processo de incubagdo dos
ovos submetidos ou ndo a técnica de vacinagdo in ovo. A segunda fase experimental
compreendeu as analises de qualidade e dos parametros fisiolégicos dos pintos de um
dia.

Os protocolos experimentais utilizados estdo de acordo com as diretrizes da

Universidade Federal da Bahia e do Comité de Etica do Uso de Animais — CEUA.

3.1 Primeira fase experimental
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3.1.1. Local

A primeira fase experimental foi realizada no Incubatério da Granja Asa Branca
localizada no municipio de Sdo Cristovio - SE e a segunda fase experimental foi
conduzida no Nucleo de Pesquisa em Incubacdo Artificial de Ovos (NUPIA-UFBA) da
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia,

localizado no municipio de Salvador-BA, no periodo de Janeiro a Margo de 2017.

3.1.2. Ovos

Foram obtidos 1536 ovos de matrizes pesadas da linhagem Cobb® com idade de
35 semanas, provenientes do Matrizeiro da Granja Asa Branca, localizado no municipio
de Estancia-SE. Utilizou-se ovos de dois galpdes, pertencentes a segunda coleta do
mesmo dia. Imediatamente apds a coleta, ainda na granja, os ovos destinados a
incubagdo foram desinfetados pelo método de fumigacdo com paraformaldeido na
concentracdo de 10g/m’ e posteriormente transportados para o Incubatério em veiculo
climatizado, com temperatura inferior ao ponto zero fisiologico, considerado
aproximadamente 21°C.

Na chegada ao incubatorio realizou-se a sele¢do dos ovos, eliminando aqueles
considerados ndo incubaveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados). Em
seguida os ovos incubaveis foram colocados em bandejas de incubacdo com capacidade
para 96 ovos cada. 30 bandejas foram selecionadas e identificadas aleatoriamente, sendo
15 bandejas identificadas como tratamento V (Vacinagéo in ovo) e 15 bandejas foram
identificadas como tratamento C (Controle). Uma bandeja por tratamento foi
selecionada ao acaso para analise dos ovos e as 14 restantes para incubagao.

Nestas condi¢des, os ovos dos respectivos tratamentos permaneceram na sala de
armazenamento por trés dias, com médias de temperatura ¢ umidade relativa do ar (UR)

de 20°C e 80% respectivamente (Figura 3).
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A CANRINND D8 ARMAZENAMENT(

RATAMENTO: V) COR DA ETIQUETA: AZUL

TENPERATURA DA SALA RAC
DATAFWNAL: 30 0L D036 HORA
QURACAD _8/49 dian

Figura 3 — Distribui¢do dos ovos incubaveis de acordo com os tratamentos. Tratamento V
(Vacina - etiqueta Azul) correspondente aos embrides que receberam vacinagéo in ovo contra a
doenca de Marek; Tratamento C (Controle - etiqueta Preta) embrides que nfo receberam

nenhum tratamento no momento da transferéncia. Arquivo Pessoal.

3.1.2.1 Variaveis analisadas em ovos

40 ovos de uma bandeja por tratamento foram selecionados ao acaso para analises
de peso dos ovos e seus componentes, espessura de casca e peso especifico. Estas
analises foram realizadas com o objetivo de conferir a homogeneidade dos ovos
incubados em ambos os tratamentos e assegurar que as caracteristicas estruturais eram

compativeis com a idade da matriz.
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3.1.2.2 Peso especifico dos ovos

O peso especifico foi determinado por meio de solucdes com cinco diferentes
densidades, de acordo com Olsson (1934) (Figura 5). No preparo das solu¢des, foram
utilizados cinco baldes graduados com 10 L de 4gua em temperatura ambiente. Em cada
um destes baldes foi adicionado cloreto de sédio em quantidades para se obter as
solu¢des com as densidades de 1.070, 1.075, 1.080, 1.085 ¢ 1.090. As densidade das
solu¢des foram confirmadas com um densimetro de massa especifica (Incoterm®
1,000/1,100:0,001) e monitoradas a cada 10 minutos. Os dados de peso especifico

foram registrados em nimeros absolutos.

Figura 4 — Avaliagdo do peso especifica. Arquivo pessoal

3.1.2.3 Peso do ovo e seus componentes

Para as avaliacdes de peso dos ovos, gema, albimen e casca, os ovos foram
pesados em balanga analitica digital (0,001g) Mater® modelo AY200 e, apds a quebra
dos mesmos, foram separados o albimen, a gema e a casca. A separagdo da gema foi

realizada manualmente e o residuo da clara, aderida a gema, foi removido com o auxilio
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de papel absorvente. Apds este procedimento, as gemas foram pesadas individualmente.
As cascas, depois de lavadas em dgua corrente para a retirada de residuos de albumen,
secaram a temperatura ambiente durante 24 horas, ¢ foram pesadas individualmente. O
peso do albumen foi obtido pela diferenga entre o peso dos ovos inteiro ¢ o peso da

gema mais o peso da casca:

Peso do albumen = Peso do ovo inteiro — (Peso da gema + Peso da casca)

:

Figura 5- Peso do ovo e seus componentes. Arquivo pessoal.

4.1.2.1.3 Espessura de casca

A mensuragdo da espessura da casca dos ovos foi realizada por meio de um
micrometro digital (Digimess® resolucdo 0.001mm, 0-25mm) em fragmentos retirados

das regides apical, equatorial e basal, a partir dos quais se obteve a espessura média por
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ovo. Para toda as mensuragdes foram retirados as membranas. Os ovos utilizados nesta

analise foram os mesmos utilizados nas analises anteriores (Figura 6).

Figura 6 — Medicdo da espessura da casca. Arquivo pessoal.

3.1.3 Pré-incubacio e incubacio dos ovos

Apds o periodo de armazenamento e antes do inicio da incubagdo, realizou-se
um pré-aquecimento dos ovos durante 5 horas. A sala de pré-aquecimento foi mantida
em temperatura média de 28°C e UR média de 55%. Apos este periodo e imediatamente
antes da entrada dos ovos na incubadora, cada bandeja com 96 ovos foram pesadas de
acordo com os tratamentos.

No periodo de incubagdo foi utilizada uma maquina incubadora modelo CASP
CM 125 HD de estagio multiplo, com capacidade para 124.416 ovos e controle digital
de temperatura, umidade e viragem.

A maquina de incubacéo foi regulada para manter a temperatura de bulbo seco
em 37,8°C (100,04°F) e temperatura de bulbo umido em 28,9 °C (84 °F) correspondendo
ao teor de UR de % durante toda a incubacao.

A distribuicdo das bandejas do experimento dentro da incubadora foi realizada
conforme (Figura 7). Foi preconizado que todas as bandejas de todos os tratamentos

fossem distribuidas aleatoriamente somente do lado esquerdo da maquina para que
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todas as bandejas recebessem as mesmas condigdes ambientais. As bandejas dos
tratamentos foram colocadas na parte superior, no meio, ¢ inferior, desprezando as duas
primeiras ¢ as duas ultimas fileiras da maquina. Os demais espacos da maquina foram
preenchidos com ovos que ndo fizeram parte do experimento, porém de idades de

matrizes ¢ lotes semelhantes para assegurar o equilibrio da incubadora.

Figura 7 — Distribuicdo das bandejas dentro da maquina incubadora. Arquivo pessoal.

Para controle da temperatura embriondria, entre o 10° ¢ o 18° dia de incubagéo,
foram realizadas uma vez ao dia, mensuracdes da temperatura da casca dos ovos através
do aparelho Thermoscan® Braun modelo IRT 4520. Foram selecionados dois ovos no
centro de cada bandeja do experimento, apds confirmacdo da fertilidade dos mesmos
por meio de ovoscopia. As leituras foram realizadas no mesmo horario, localizando-se o

termémetro na regido equatorial de acordo com a figura abaixo (Figura 8).
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Figura 8 — Mensuragdo da temperatura da casca do ovo. Arquivo Pessoal.

3.1.4 Ovos inférteis e embrioes com mortalidade inicial observada na ovoscopia

No 12° dia de incubacéo, todos os ovos do experimento foram analisados em um
ovoscopio. Os ovos claros foram retirados e quebrados, sendo identificados os ovos
inférteis e aqueles com embrides mortos. Os dados foram registrados para
posteriormente serem incluidos na analise final de mortalidade embrionaria e

fertilidade.

3.1.5 Vacinacio in ovo

Ao final do 18° dia de incubagdo, todas as bandejas do experimento foram
novamente pesadas, e posteriormente foram encaminhadas para a sala de vacinagdo in
ovo. Nas bandejas identificadas como tratamento V, o processo de vacinacdo in ovo

ocorreu conforme rotina normal do incubatério (Figura 9). Foi utilizada maquina
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vacinagdo in ovo modelo Embrex Inc NO. IOM. 007, porte médio, sem ovoscopia.
Antes de iniciar a vacinagdo in ovo, a maquina foi lavada e desinfetada com 4 etapas
diferentes sendo: a primeira, foi utilizado detergente neutro para remocgfo de residuos,
logo apds foi colocado desinfetante. Em seguida a maquina foi enxaguada com agua e
alcool ¢ por ultimo &agua destilada, para remover qualquer residuo dos produtos
utilizados. Apds a lavagem e desinfeccdo, foi realizado o teste das injetoras, para

garantir que todos os bicos de inje¢fo estivessem funcionando normalmente (Figura 10)

Figura 9 — Teste de inje¢do da vacinadora in ovo. Arquivo pessoal

Apds o teste de injecdo, ocorreu a preparacdo da vacina na sala de vacinagdo.
Foi utilizado um diluente especial de um litro da marca Biovet® composta por solucdes
de minerais e agucar. As vacinas eram armazenadas em temperatura de 180° abaixo de
zero, dentro de um botijdo contendo nitrogénio liquido. As ampolas de vacina, antes de
serem injetadas dentro do diluente, foram colocadas em banho-maria até obter
temperatura ambiente.

Foram utilizados 8 ampolas de Vacina de Marek (HVT) associada com Gumboro

da marca Biovet®. Ao atingir temperatura ambiente, as vacinas foram injetadas no
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diluente por meio da utilizagdo de uma seringa e em seguida foram transportadas para a

sala de vacinagdo in ovo em uma bolsa térmica contendo gelo (Figura 11).

Figura 11 — Bolsa térmica contendo gelo para preservacdo da qualidade da vacina.

Arquivo pessoal.
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Ao iniciar a vacinagdo, foram desprezados os primeiros jatos, com a finalidade
de eliminar qualquer residuo de produtos que ainda estejam na maquina, a fim de evitar
contaminacdo nos ovos a serem vacinados. Através de uma agulha acoplada em cada
bocal injetor, cada ovo recebeu a solugdo (Diluente + Vacina) em quantidade de 0,5 ml,

que foi programada para ser injetada diretamente na cavidade amnio6tica dentro do ovo
(Figura 12).

Figura 12 — Processo de vacinagdo in ovo. Arquivo pessoal.

Apbs o processo de vacinagdo, os ovos foram transferidos para bandejas de
eclosdo, identificadas de acordo com os tratamentos e as suas respectivas bandejas de
incubagdo. Os ovos das bandejas de incubac¢do que foram identificados como tratamento
C ndo foram vacinados, mas permaneceram na sala de vacina¢do por igual periodo e
foram transferidos para as bandejas de eclosdo previamente identificadas, da mesma

forma que descrito em relacdo ao tratamento V (Figura 13).
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Figura 13 — Transferéncia dos ovos vacinados das bandejas de incubag¢do para

a bandeja de eclosdo. Arquivo pessoal.

3.1.6 Transferéncia para o nascedouro

No nascedouro, as bandejas de eclosdo foram distribuidas aleatoriamente
conforme os tratamentos (Figura 14). O carrinho pertencente ao experimento foi
posicionado na parte da frente do nascedouro, para facilitar o manejo durante a
contagem de pintos na janela de nascimento. O carrinho e a mdquina utilizada para o
experimento foram preenchidos com ovos dos mesmos lotes de matrizes € com a mesma

idade de incubag@o, os quais nfo fizeram parte desta pesquisa.
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Figura 14 — Distribuicdo das bandejas dentro do nascedouro. Arquivo pessoal.

Os ovos dos tratamentos foram colocados em um nascedouro modelo CASP 125
HT 21, com capacidade para 20.736 ovos. Nesta maquina o termostato foi programado
para manter a temperatura do bulbo seco em 36,8°C (98,2°F) e a temperatura do bulbo
umido em 25,8°C (78,4°F), correspondendo ao teor de UR de 65%. A temperatura média

da sala de nascedouro manteve-se em 24,9 °C e a UR em 67,7%.

3.1.7. Dispersao do nascimento

O momento em que os ovos foram colocados na incubadora, foi denominado
hora zero. A partir de 462 horas de incubagdo, com intervalo de 6 em 6 horas, os pintos

nascidos em cada bandeja dos tratamentos foram registrados para posterior avaliagdo da
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janela de nascimento, que compreendeu o momento entre os primeiros € os ultimos

pintos nascidos.

3.1.8. Nascimento dos pintos

A retirada dos pintos dos nascedouros ocorreu com 516 horas (21 dias) de
incubagdo. No final da incubac¢do os pintos nascidos foram colocados em caixas
devidamente identificadas de acordo com os tratamentos. Todas as caixas foram
encaminhadas para sala de pintos, onde foi contabilizado o total de pintos mortos, o
escore de umbigo, presenca de canela vermelha, ponto vermelho no bico, desidratado,
balofo, aleijado, caixa craniana aberta e cavidade abdominal aberta. Ap6s a contagem de
pintos nascidos, foram retirados ao acaso uma amostra de 28 pintos por tratamento (2

pintos por bandeja) para as andlises posteriores.

3.1.9 Analises de rendimento de incubacio

3.1.9.1 Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubacio

A perda de peso dos ovos foi determinada por pesagem individual de todas as
bandejas (menos a tara) de cada tratamento antes dos ovos serem colocados na
incubadora e no momento em que foram transferidos para os nascedouros; quando
foram calculados os pesos médios dos ovos. O percentual de perda de peso dos ovos foi

obtido pela seguinte formula:

Perda de peso = (Peso dos ovos na incubagdo — Peso dos ovos na transferéncia) x 100

Peso dos ovos no inicio da incubagdo
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4.1.9.2 Mortalidade embrionaria e fertilidade (%)

O nimero de ovos ndo eclodidos de cada maquina foi registrado, sendo os
mesmos examinados para se determinar o percentual de ovos inférteis, ovos bicados
(pintos que ndo conseguiram eclodir) e a fase em que ocorreu a mortalidade
embriondria, incluindo a observacdo sobre mau-posicionamento ¢ anormalidades
morfologicas ¢ conformacionais, de acordo com Barbosa (2011). A caracterizacdo dos
ovos ndo eclodidos foi a seguinte:

- Ovos inférteis;

- Ovos com embrides mortos no inicio da incubagdo (0 a 7 dias);

- Ovos com embrides mortos entre 8 a 18 dias de incubagéo;

- Ovos com embrides que morreram entre 19 a 21 dias;

- Ovos bicados com embrides vivos ou mortos;

- Ovos contaminados (ovos nos quais os embrides morreram devido & contaminagéo
microbiana);

- Ovos desidratados (devido a trincas da casca ocorridas durante o processo).

Apds esta analise, os dados de mortalidade inicial e infertilidade obtidos aos 10 dias
na ovoscopia foram somados, e entdo o percentual total de mortalidade embrionaria foi
calculado sobre o numero de ovos férteis. A fertilidade do lote foi obtida através da
formula (100% - % de ovos inférteis). As alteragdes observadas nos embrides mortos,
como por exemplo, mal-posicionamento, caixa craniana aberta, duplicacdo de membros

posteriores e inferiores foram registrados.

4.1.9.3 Taxa de eclosao total em relagdo ao nimero de ovos férteis (%)

Os ovos inférteis foram identificados no momento da ovoscopia € no
embriodiagnostico. A taxa de eclosdo total em relacdo ao numero de ovos férteis foi
determinada, dividindo-se o nimero total de pintos nascidos pelo nimero de ovos

férteis, e multiplicando-se por 100.
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4.1. Segunda fase experimental
4.1.1 Variaveis Analisadas

4.1.1.1 Peso dos pintos no momento da eclosio

Os pintos nascidos foram colocados em caixas devidamente identificadas de
acordo com os tratamentos e repetigdes. Dois pintos de cada caixa (repeticdo por
tratamento) foram selecionados aleatoriamente e pesados individualmente em balanca

eletrdnica, com sensibilidade de 0,001kg (Toledo® 9094) para obten¢io do peso médio.

4.1.1.2 Comprimento do pintinho (cm)

Todos os pintinhos de cada tratamento foram medidos por uma régua considerando a
ponta do bico até¢ o dedo do membro inferior direito (a escolha do membro inferior é de
acordo com o avaliador, portando todos os animais tiveram as medidas pela perna

esquerda) desconsiderando a unha (Figura 15).

Figura 15 — Anélise do comprimento de pintinho. Arquivo pessoal

4.1.1.3 Escore de umbigo
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Cada pintinho por tratamento foi classificado quanto a cicatrizagdo do umbigo,
onde receberam escores: escore 1- umibigo fechado e area do umbigo limpa; escore 2-
botdo negro até 2 mm no umbigo ou presenca de fio negro; escore 3- botao negro maior

que 2 mm ou umbigo aberto.

5.1.1.4 Parametros fisiologicos dos pintos de um dia

Para avaliar o status fisiolégico dos pintos de um dia, as mesmas amostras de 28
pintos por tratamento foram utilizadas. Os pintinhos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e as amostras de sangue coletadas. Oito amostras de cada
tratamento foram coletadas para a produgéo de soro ¢ 20 amostras para a separagdo do
plasma. Imediatamente apds a coleta, para a separagdo do soro ou plasma, as amostras
de sangue foram acondicionadas em tubos tipo Vaccutaner®, sendo que aqueles tubos
destinados a coleta de plasma eram heparinizados. Em seguida as amostras de sangue
foram centrifugadas durante 10 minutos a velocidade de 3000rpm. As aliquotas com
soro ou plasma foram transferidas através de micropipetas para novos tubos ependorff
devidamente identificados de acordo com os tratamentos e foram conservadas a -20°C

até ser iniciado o processamento das amostras.

As determinagdes de Glicose!, lactato? 4cido urico?, triglicerideos’ (medidos no
plasma e soro), albumina’, colesterol total® e suas fracdes colesterol HDL’, LDL? e
VLDL’ (medidos no soro), foram realizadas em espectrofotdmetro modelo GT 7220 da
marca GlobalTecnology, utilizando-se kits comerciais em comprimento de onda

apropriados.

' Glicose KO082. Biolclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

2 Lactato K084. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: UV enzimatico.

3 Acido urico K139. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.
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* Triglicerideos K117. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

> Albumina K040. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

% Colesterol total K082. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico

7 Colesterol HDL enzimético K015. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia:

Enzimatico colorimétrico

9 Para a determinacio das concentracdes do Colesterol VLDL e LDL foram
calculadas segundo a equacdo de Friedewald descrito na bula do ’ Colesterol HDL

Enzimatico, onde:

Colesterol VLDL = Triglicérides / 5

Colesterol LDL = Colesterol total - (HDL + VLDL)

4.1.1.5. Peso dos orgaos e Peso do pinto sem o saco vitelino

Os mesmos pintos que foram amostrados para andlises sanguineas, tiveram seus
orgdos (coragdo, pulmdo, figado, estobmago, intestinos, bursa, bago e saco vitelino)
coletados para que pudessem ser pesados individualmente em balanga analitica de
0,001g (Figura 16). A abertura da cavidade abdominal se iniciou pelo orificio umbilical
com exposi¢cdo de todos os 6rgéos. Primeiramente se retirou o saco residual da gema. Os
orgédos abdominais foram retirados em conjunto e depois separados, sendo coletado o

figado, o proventriculo + moela e depois os intestinos. O coragdo também foi coletado,
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finalizando-se com a retirada dos pulmdes e bursa. Esses 6rgdos foram expressos de
forma absoluta e também de forma relativa em relagcdo ao peso do corpo sem o saco
vitelino (YFBM - yolk free body mass), que foi obtido pela subtragdo entre o peso do
pinto e o peso do saco vitelino residual. O percentual de saco vitelino residual foi obtido

em relacdo ao peso corporal.

Figura 16 — Orgfos separados para pesagem individual. Arquivo pessoal

5. Analise Estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, onde na incubagdo a
bandeja com 96 ovos era considerado a repeti¢do. Para as analises de bioquimica sérica
(glicose, acido trico, lactato, albumina) foram utilizadas 20 repeticdes por tratamento,
as andlises de triglicerideos, colesterol total e suas fragées (HDL, LDL e VLDL) foram

utilizados 8 repetigdes por tratamento, sendo o pinto a repeticdo. Para as analises de
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peso dos 6rgdos foram utilizados 28 animais por tratamento. Nas andlises de rendimento
de incubagdo, os ovos foram considerados a repetigdo.

Os dados normais ¢ homogéneos foram submetidos as andlises de varidncia ¢ as
médias comparadas pelo teste de F.

As varidveis foram analisadas com o procedimento MIXED do pacote de
software SAS 9.2 (SAS Institute, 2009). Foi realizada a analise de Varidncia (ANOVA)

em todos os procedimentos. O modelo utilizado foi:
Yijkl = pi + TRAT] + eijkl,

Onde p ¢ a média geral, TRATi ¢ o tratamento usado (CONTROLE e¢ VACINA) ¢
eijkl, é o erro. As medias foram obtidas por meio do LSMEANS. Para todas as variaveis

foi considerado efeito significativo com o valor de probabilidade em p < 0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos ao peso dos ovos e seus componentes, seu peso especifico e
espessura da casca encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Composi¢édo, peso especifico dos ovos e espessura da casca de matrizes de
corte com 35 semanas de idade, utilizados em ambos os tratamentos do experimento

. Ovos Ovos a serem SEM P-valor

Varidveis controle vacinados in ovo

Peso ovo (g) 64.89 64.91 0.32 0.975
Peso da gema (g) 17.85 17.53 0.11 0.188
Peso do albumen (g) 41.68 42.13 0.24 0.367
Peso da casca (g)* 5.39 5.31 0.05 0.471
Peso especifico (g/ml H20) 1.080 1.081 0.01 0.213
Espessura da casca (mm)* 360.81 372.41 3.59 0.107

n= 40 por tratamento. Sem membranas’.

Nido houveram diferencas significativas (P>0,05) em nenhuma das variaveis
analisadas. Como nesta fase os ovos ainda ndo haviam sido incubados, a apresentagdo
destes resultados demonstra que houve uniformidade da amostra retirada nos galpdes de

mesma idade das galinhas. Uma desigualdade na propor¢do dos componentes dos ovos
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entre os tratamentos comprometeria de forma expressiva a fisiologia da incubagéo, visto
que casca, gema ¢ albumen sdo substratos para as reagdes bioquimicas responsaveis
pelo desenvolvimento e eclosdo do pintinho (ROMANOFF ¢ ROMANOFF, 1949;
NASCIMENTO e SALLE, 2003; VIEIRA, 2007; MORAN, 2007, NANGSUAY,
2016). A analise de peso especifico e espessura da casca sdo indicadores da qualidade
do ovo. Na pratica dos incubatorios industriais é preconizado como meta que 0s ovos
incubaveis tenham valores de peso especifico >1.080 (ROQUE e SOARES, 1994), o
que corresponde aos resultados encontrados neste experimento. Os valores médios do
peso do ovo e seus componentes também estdo de acordo com a literatura para esta
idade da matriz (NANGSUAY et al., 2011, 2015a, 2015b, 2016) assegurando a
natureza da matéria-prima empregada no experimento. Um outro fator a ser considerado
¢ que, para os estudos em incubagdo artificial, aconselha-se a utilizacdo de ovos apds a
primeira coleta do dia, garantindo assim a padronizagdo do periodo de postura e
evitando que a amostra contenha ovos que por ventura foram postos no dia anterior,
pois as mesmas podem ter seu estagio de desenvolvimento embriondrio modificado pelo

periodo e/ou temperatura no galp3o.

Tabela 2- Parametros do rendimento de incubagdo de ovos submetidos ou ndo ao
processo de vacinagdo in ovo

Incubagio Incubacédo SEM  P-valor

Variaveis (%) controle  com vacinagdo
in ovo

Perda de peso 11.96 11.88 0.33 0.904
Fertilidade 99.03 98.43 0.24 0.226
Eclosdo de ovos férteis 91.74 90.98 0.56 0.568
Mortalidade embrionaria total’ 8.25 9.01 0.56 0.568
Mort. embrionaria inicial (0 - 7d)" 4.35 3.48 0.42 0.314
Mort. embrionaria média (8 - 18d)’ 1.95 2.58 0.36 0.402
Mort. embrionaria final (19 - 21d)’ 1.20 1.36 0.21 0.717
Bicados' 0.52 1.57 0.25 0.035
Mort. embrionaria final + bicados' 1.72 2.94 0.29 0.038

'Expressos em percentagem de ovos férteis (n= 14 bandejas com 96 ovos incubados
por tratamento).

De acordo com a Tabela 2, a perda de peso dos ovos durante os 18 primeiros
dias de incubagdo foi semelhante para os dois tratamentos (P>0,05). Tullett (1990) e

Meijerhof e Van Beek (1993) relataram que a perda de peso dos ovos no periodo entre o
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inicio da incubagdo e a transferéncia para o nascedouro ¢ importante para permitir
aumento da camera de ar. Segundo Salazar (2000), no momento em que o pinto realiza
a bicagem interna, necessita encontrd-la em tamanho adequado para efetuar com éxito a
transicdo da respiragdo corioalantéidea para pulmonar. Os pesquisadores citados
afirmaram que, ovos que perdem cerca de 11 a 12% de seu peso inicial t€ém melhores
indices de eclosdo ¢ os valores obtidos no presente experimento encontram-se nesta
faixa. Como esta varidvel foi mensurada antes que a vacinagdo in ovo fosse realizada, a
adequacgdo deste pardmetro ¢ um indicativo de que os ovos dos diferentes tratamentos
foram incubados em ambiente controlado ¢ homogéneo, principalmente no que se refere

a umidade relativa do ar.

A eclodibilidade sobre os ovos férteis ndo foi afetada pela vacinacfo in ovo
(tabela 2). Sharma e Burmester (1982) relataram nfo haver diferengas significativas
(P>0,05) em eclodibilidade quando compararam embrides vacinados in ovo
manualmente contra Marek HVT aos 18 dias de incubagdo e¢ ndo vacinados (70% x
66%, respectivamente). Da mesma forma, Stone et al. (1997) também ndo verificaram
queda de eclosdo (P>0,05) ao inocular manualmente vacinas contra a Doenga de
NewCastle e Influenza Aviaria. Porém, em 1995, Sharma et al. utilizaram em trés
experimentos o método de vacinagdo in ovo, inoculando uma vacina bivalente contra a
doenga de Marek por meio de vacinadora mecéanica e em escala comercial. Os
pesquisadores encontraram maior eclodibilidade (85,80%) para ovos ndo vacinados e
85.23% de eclodibilidade para ovos vacinados, sendo estes diferentes estatisticamente
(P<0,05). Os autores ndo esclareceram o motivo da queda de eclodibilidade causada
pela vacinagdo in ovo. Em nosso estudo, as varidveis mortalidade embrionaria total,
mortalidade inicial, média e final ndo foram distintas estatisticamente (P>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 2). Porém, o percentual de ovos bicados foi elevado quando a
vacinacdo in ovo foi utilizada (P<0,05). Nota-se que, quando o percentual de ovos
bicados foi somado a mortalidade final, esta também apresentou-se maior (P<0,05)

quando comparada ao tratamento controle.

Ao observar-se a curva de eclosdo de ambos os tratamentos (Figura 1 e 2),
verifica-se um desvio-padrdo mais elevado no tratamento onde ocorreu o processo de

vacinagdo, evidenciando uma maior dispersdo do nascimento. Molennar et al. (2010)
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investigaram os efeitos que um orificio realizado na casca do ovo na regido da cdmara
de ar poderiam causar sobre o desenvolvimento perinatal de poedeiras. Foi constatado
maior duragdo do periodo entre a bicagem interna e externa da casca (P<0,05) em ovos
que possuiam o orificio quando comparado aos ovos controle. De acordo com os
pesquisadores, o furo realizado na casca promoveu maior pressido de O, na cdmara de ar
¢ consequentemente o estimulo para a bicagem externa diminuiu, visto que este ¢ dado
principalmente pela hipoxia causada no embrido nos momentos finais da incubagdo.
Considerando que o processo de vacinagfo in ovo perfura a casca na regido da camara
de ar, pode-se inferir que esta técnica pode ocasionar uma maior troca de gases entre o
embridio ¢ o meio ambiente. Com o aumento da disponibilidade de oxigénio, os
embrides podem ter prolongado o momento da bicagem externa e eclosdo. Avaliando o
maior percentual de pintos bicados e a dispersdo de nascimento do presente
experimento, associada d& queda de eclosdo relatada nos estudos que utilizaram a
vacinagdo in ovo em escala comercial, pressupde-se que uma das razdes da diminui¢do
da eclos@o nestes estudos seria o momento inadequado da retirada dos ovos dos
nascedouros, pois o processo de vacina¢do in ovo pode prolongar o processo de

nascimento.
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Grafico 1- Dispersdo de eclosdo de acordo com o tempo de nascimento do tratamento

controle
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Grafico 2 - Dispersdo de eclosio de acordo com o tempo de nascimento do tratamento

Vacina in ovo

Alguns parametros relacionados ao desenvolvimento embrionario sdo analisados
para a caracterizacdo de uma eclosdo de pintos de qualidade. Entre elas, encontram-se o
peso do pinto sem o saco vitelino, o comprimento do pinto e o score de umbigo.
Nangsuay et al. (2011) explicaram que o YFBM ¢ uma variavel mais fidedigna quando
comparada ao peso bruto do pintinho, pois representa o que realmente foi convertido de

nutrientes pelo embrido em massa corporal a partir do saco vitelino.

O comprimento do pintinho € um método pratico para prever o desenvolvimento
do recém-eclodido porque esta relacionado positivamente a massa corporal livre de
gema na ocasido do nascimento (HILL, 2002). Pesquisas tém demonstrado que a
vantagem de 1 cm a mais no comprimento do pintinho no dia do nascimento pode
resultar em 264 gramas a mais em peso corporal com 45 gramas a mais na produgdo de

carne de peito ao 38° dia de idade (MOLENAAR et al., 2008).
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Tabela 3- Pardmetros de qualidade de pintos recém-eclodidos ndo vacinados ou
vacinados in ovo

Pintos vacinados

Variaveis Pintos controle . SEM P-valor
in ovo

Peso do pinto (g) 39.86 39.09 0.26 0.151

YFBM (g) 37.90 37.20 0.23 0.146

SV (g) 2.17 1.86 0.10 0.136

Comprimento (cm) 18.75 18.80 0.05 0.672

Qualidade de umbigo' 1.89 1.51 0.06 0.001

YFBM (peso do pinto sem o saco vitelino — yolk free body mass); SV (saco vitelino
residual). ' Condicfio de umbigo, onde: 1= boa, 2= moderada, 3= ruim.

Outro fator relevante ¢ que um pinto bem desenvolvido também tem
normalmente um umbigo limpo e fechado. Segundo Meijerhof (2006, 2009), quando o
umbigo ndo estd perfeitamente cicatrizado, o risco de uma infecg¢do do saco vitelino

residual aumenta, o que pode ser prejudicial para o recém-eclodido.

Os resultados da Tabela 3 demonstram que pintos vacinados in ovo tiveram seu
peso médio, peso do pinto sem o saco vitelino, peso de saco vitelino residual e
comprimento semelhantes aos ndo vacinados (P>0,05), indicando que a técnica de
vacina¢do in ovo ndo prejudica a qualidade do pintinho. Ademads, a qualidade do
umbigo foi mais elevada nos pintos que passaram pelo processo de vacinagdo in ovo
(P<0,001). Sharma et al. (1995) observaram que o indice de refugagem foi menor
(P<0,05) quando a vacinagéo in ovo foi realizada (0,39% para ndo vacinados x 0,28%
para vacinados), porém os autores ndo identificaram uma razdo para tal resultado.
Devido ao fato de que o furo na casca durante a vacina¢do in ovo pode aumentar a
disponibilidade de oxigénio para o embrido, ¢ possivel que pintos vacinados tenham
maior tempo para o fechamento da cavidade abdominal até que haja o estimulo para

eclosdo.
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Tabela 4- Peso de 6rgdos em valores absolutos(g) e relativos ao peso do pinto sem o
saco vitelino (%) de recém-eclodidos que foram submetidos ou nfo a vacinagéo in ovo

o Pintos controle Pintos vacinados SEM P-valor

Variaveis .
in ovo

Coragéio (g) 0.33 0.30 0.006 0.011
Coragéo (%) 0.008 0.008 0.001 0.121
Figado (g) 1.19 1.11 0.01 0.025
Figado (%) 0.03 0.03 0.001 0.091
Estomago (g) 3.06 3.08 0.042 0.852
Estomago (%) 0.08 0.083 0.001 0.088
Intestino (g) 2.25 2.25 0.003 0.948
Intestino (%) 0.06 0.06 0.001 0.395
Pulméo (g) 0.34 0.32 0.005 0.025
Pulméo (%) 0.009 0.008 0.001 0.197
Bago (g) 0.015 0.014 0.001 0.726
Bago (%) 0.001 0.001 0.001 0.691
Bursa (g) 0.042 0.043 0.001 0.737
Bursa (%) 0.001 0.001 0.001 0.478

n=28. Pesos relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino.

Na tabela 4 encontram-se os resultados de peso de 6rgdos em valores absolutos e
relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino de recém-eclodidos que foram submetidos
ou ndo a vacinacdo in ovo. N&o foram encontrados na literatura experimentos
semelhantes ao presente estudo que avaliaram o desenvolvimento de 6rgdos durante a
incubacdo. O peso absoluto do coragdo, figado e pulmdo foram estatisticamente
inferiores (P<0,05) nos pintos onde a técnica de vacinagdo in ovo foi empregada.
Molennar et al. (2010) e Maatjens et al. (2016) sugeriram que o peso destes orgaos
vitais quando reduzidos podem indicar um decréscimo no desenvolvimento corporal.
Porém, os pesos relativos destes orgdos foram semelhantes (p>0,05) entre os
tratamentos, demonstrando que a organogénese de embrides vacinados in ovo ndo foi
alterada no que diz respeito aos o6rgdos avaliados. As demais variaveis referentes aos

orgaos dos pintinhos também néo apresentaram diferenga estatistica (p>0,05).
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Tabela 5- Pardmetros sanguineos de pintos recém-eclodidos nio vacinados ou
vacinados in ovo

Pintos Pintos vacinados

Varidveis . SEM P-valor
controle in ovo
Glicose (mmol/l) 7.75 7.12 0.09 0.001
Lactato (mmol/l) 0.47 0.49 0.03 0.819
Acido trico (mmol/I) 0.38 0.31 0.01 0.023
Albumina (mg/dL) 0.88 0.72 0.02 <.0001
Triglicérides (mg/dL) 13.89 16.09 0.77 0.160
Colesterol total (mg/dL) 173.97 208.40 4.46 <.0001
VLDL (mg/dL) 2.77 3.22 0.15 0.160
LDL (mg/dL) 175.37 116.40 8.48 <.0001
HDL 41,03 56,31 2.79 0.002

Valores p<0.05.

Os niveis de glicose no sangue foram influenciados (p<0,05) pelo processo de
vacinagdo in ovo de acordo com os dados apresentados na tabela 5. Esses valores podem
ser justificados pela menor demanda por glicose para o tratamento in ovo. Esse fato
pode estar relacionado ao aporte de oxigénio que foi maior para os pintinhos vacinados.
Dessa forma, esses pintos conseguiram manter sua demanda energética no terco final da
incubagdo, por meio da eficiéncia na transferéncia de energia do saco vitelino pela via
da B-oxidag@o. Romanoff e Romanoff (1949) e Maatjens et al. (2014) declararam que os
valores de glicose circulantes sdo comumente baixos em pintinhos logo apds a eclosdo,
e essa ocorréncia é causada pela baixa concentracdo de glicose no ovo. Dessa maneira, o
aumento no valor de glicose sanguinea para pintos controle, que tiveram acesso limitado
ao oxigénio, podem indicar a utilizagdo de outras vias metabolicas para obtengdo de
glicose, como por exemplo, a glicogenolise, gliconeogénese e glicolise anaerdbica.
Portanto, as reservas de glicogénio que foram acumuladas durante a incubagdo no
coragdo, figado e musculo, podem ter contribuindo primariamente para a liberagdo de
glicose para a corrente sanguinea (FOYE et al., 2007). Nangsuay et al. (2015),
pesquisando diferencas na disponibilidade de nutrientes do ovo, desenvolvimento e
metabolismo de embrides de frangos e poedeiras encontraram valores médios de 10,94
mmol/L de glicose, as 6 horas apds o nascimento, que foram superiores ao encontrados
no nosso trabalho. Maatjens et al., 2016, avaliando o efeito de diferentes temperaturas
da casca do ovo durante a fase de incubagdo (36,7; 37,8 ou 38,9 ° C) e duas

concentragdes de CO, (0,2 ou 1%) sobre os efeitos da fisiologia dos embriGes de
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galinha, relataram valores médios de 7,90 mmol/L. de glicose, que corroboram com

esta pesquisa.

Os niveis de lactato ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos
(P>0,05). Porém nas variaveis acido urico (P<0.023) e albumina (P<.0001) os valores
foram alterados entre os pintos do grupo controle ¢ os vacinados in ovo. Essas variaveis
indicam modifica¢des do metabolismo proteico, visto que, no final da incubacdo a alta
demanda por energia faz com que os embrides esgotem suas reservas de glicogénio, e
consequentemente, comegem a metabolizar as proteinas musculares para a produgéo de
energia. Os maiores valores de albumina e 4cido urico foram encontrados para o grupo
controle. Esses resultados podem estar aliados ao fato de que, os pintos desse grupo nio
foram eficientes em metabolizar os lipideos provenientes do saco vitelino para suas
demandas energéticas, devido ao estado de hipdxia que estes se encontravam. Além
disso, ¢ possivel que as vias de gliconeogénese e glicogendlise ndo foram suficientes

para obtencdo de energia.

Nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos para a variavel de
triglicerideos (P>0.160) e VLDL (P>0.160). Apesar de ndo apresentarem diferencas
estatisticas, os valores numéricos encontrados para estas varidveis, demostram que
houveram concentragdes elevadas de TGA no sangue dos pintos vacinados in ovo. Essa
resposta esta intimamente correlacionada ao fato de que esses pintinhos podem ter sido
mais eficientes em mobilizar os TGA no final da incubagdo, para a demanda energética
nessa fase. Ao observar os valores encontrados para o tratamento de pintos vacinados in
ovo, o Colesterol total (P<.0001) e HDL (P<0.002) apresentaram valores superiores
em relagdo ao tratamento controle, demostrando dessa forma, a maior utilizacdo dos
lipideos para a produgéo de energia. Além disso, altos valores de LDL (P<.0001) foram

observados no sangue de pintos controles.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Quando o processo de incubacdo ¢ controlado, a vacinagdo in ovo ndo provoca
alteragdes na organogénese e eclobilidade dos pintos, além de melhorar a qualidade de

umbigo dos recém-eclodidos.
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Os pardmetros sanguineos indicaram que o maior aporte de O2 causado pela
perfuragdo da casca na vacinagdo in ovo pode ter proporcionado uma otimizagdo da
eficiéncia de utilizagdo de energia por meio dos lipideos da gema e menor degradagéo
protéica. As principais vias metabolicas utilizadas pelo embrido na fase perinatal
necessitam ser melhor investigadas para a implantagdo de outras inovagdes em larga

escala, como ¢ o caso da nutri¢do in ovo
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