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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da inoculagdo in ovo de glicerol no
desenvolvimento pés-eclosdo de pintos de corte. Um total de 408 ovos férteis
foram distribuidos em seis grupos experimentais constituidos por cinco solucdes
salina 0,9% com diferentes concentragdes de glicerol 85% (0.0; 12,5; 25,0; 37,5
e 50,0 nmol/mL), mais um grupo controle (sem inoculacdo). As inocula¢des
foram realizadas aos 17 dias de incubacéo para avaliagfes de eclodibilidade,
mortalidade embrionéria, peso corporal e das visceras, morfometria do epitélio
intestinal, glicemia e atividade da glicerol quinase hepéatica de pintos ao
nascimento e aos sete dias de idade. A inoculacdo de solugdes contendo glicerol
ndo influenciou o peso ao nascimento e os pesos relativos do figado, pancreas,
intestino e peito. Houve efeito quadratico dos niveis de glicerol sobre os pesos
do residuo vitelinico e da moela e sobre a glicemia e efeito linear crescente nos
pesos do baco e do coragéo, na altura das vilosidades no duodeno e no ileo, na
profundidade de criptas no jejuno e no ileo e na atividade da glicerol quinase
hepética. Aos sete dias de idade ndo houve efeito do glicerol no peso corporal e
no das visceras, mas aumentou a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas no ileo, porém com reducdo dessa Ultima no jejuno e na glicemia.
Conclui-se que o glicerol pode ser utilizado como substrato na nutri¢éo in ovo de
frangos de corte na dose de 12,5 nmol/mL, por melhorar as condi¢des do epitélio
intestinal ap6s a eclosdo e as reservas vitelinicas até sete dias ap6s a ecloséo.

Palavras-chave: Auvicultura. Desempenho Pos-eclosdo. Desenvolvimento
Embrionério. Epitélio Intestinal. Metabolismo. Substrato Energético.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of feeding in ovo with
glycerol on post-hatch development of broiler chicks. A total of 408 fertile eggs
were distributed into six experimental groups consisting of five 0,9% saline
solutions with different concentrations of glycerol 85% (0.0, 12.5, 25.0, 37.5 and
50.0 nmol/ml) and a control group (without inoculation). The inoculations were
conducted at 17 days of incubation, in order to evaluate hatchability, embryo
mortality, body weight and viscera weight, intestinal epithelial morphometry,
glycemia and glycerol kinase activity of liver in chicks at hatching and at 7 days
of age. The inoculation of solutions with glycerol did not influence the hatching
weight and relative weights of the liver, pancreas, intestine and chest. There was
quadratic effect of glycerol levels on the weights of yolk residue and gizzard and
and glycemia; as well as increasing linear effect over the weights of spleen and
heart, over at the height of the the villus of the duodenum and the ileum, at the
depth of the crypts in the jejunum and ileum, and over hepatic glycerol kinase
activity. At seven days of age, there was occurred no effect of glycerol over
body weight and viscera weight; However, the height of villus and depth of the
crypts in the ileum, with decrease glycemia and of the crypts in the jejunum.
We conclude that glycerol can be used as substrate for in ovo nutrition of broiler
chicks egg at the dose of 12.5 nmol/mL, for improving the conditions of the
intestinal epithelial after hatching and yolk reserves in up to seven days after
hatching.

Keywords: Poultry. Post-hatch Performace. Embryo Development. Intestinal
Epithelial. Metabolism. Energy Substrate.
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1. INTRODUCAO

O répido desenvolvimento das aves industriais aliado a reducdo do
tempo de abate fez com que o periodo de incubagdo passasse a representar cerca
de 30% do ciclo de vida do animal, sendo, portanto, considerado importante.
Durante essa fase o embrido utiliza os nutrientes contidos no ovo, porém, esse
apresenta pequenas quantidades de carboidratos, cerca de 1% do total de
nutrientes. Desse montante, apenas 0,3% € constituido por glicose livre, que é
considerada o principal substrato energético para as células, especialmente em
condigdes anaerobicas.

Nas etapas finais da incubacdo, ha grande demanda de energia para a
bicagem da casca. Nesse momento, as células musculares utilizam suas reservas
de glicogénio para obtencdo da glicose, normalmente em condigcdes de baixas
concentracdes de oxigénio. Apds a eclosdo, enquanto a ave ndo inicia a
alimentacdo exdgena, a glicemia é mantida a partir da glicogendlise e da
gliconeogénese a partir de aminoacidos no figado, reduzindo a disponibilidade
desses ultimos para a sintese proteica no musculo. Como consequéncia, ha
reducdo da taxa de crescimento pos-eclosdo.

A presenca de nutrientes na gema tem sido associada ao réapido
desenvolvimento do trato gastrointestinal ap6s a eclosdo, favorecendo a salde
intestinal e os processos digestivos da ave. Dessa maneira, a inoculagéo in ovo
de nutrientes pode ser uma alternativa para melhorar o desempenho da ave na
granja.

Estudos mostram que o glicerol representa ndo s6 uma importante fonte
de energia, mas também um importante substrato gliconeogénico, que poderia
poupar 0 uso de aminoécidos necessarios para a sintese proteica. Nesse sentido,
objetiva-se avaliar o efeito da inoculacdo in ovo de solucBes contendo glicerol

no desenvolvimento embrionério e pds-eclosdo de pintos de corte.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desenvolvimento embrionario e sobrevivéncia p6s-eclosao

Ao contrario dos mamiferos, o desenvolvimento embrionario das aves é
restringido pelo contelido de nutrientes presentes no ovo. Sendo assim, a
guantidade e a qualidade nutricional do ovo podem influenciar diretamente a
qualidade e a sobrevivéncia do pinto apés a eclosdo (Torre et al., 1992).

O desenvolvimento embrionario pode ser dividido em quatro fases: a
morfogénese e a organogénese, que ocorrem até o 10° dia de incubacgéo; a fase
de integracdo funcional, quando os 6rgdos j& formados passam a atuar de forma
interligada e ndo independentes; e a fase final, a partir do 14° dia, quando ocorre
a maturagdo embrionaria (Willier, 1954). Nessa Gltima fase, 0 embrido aumenta
consideravelmente em tamanho e os tecidos se desenvolvem até o ponto em que
a ave esta pronta para eclodir, que ocorre ap6s 20 a 21 dias de incubagdo
(Deeming, 2002).

O ovo é composto pela gema, alblimen e pela casca, as quais contém os
nutrientes que serdo utilizados pelos embrides durante e logo apds a eclosdo. A
gema representa uma importante fonte de proteinas e lipideos para o embrido
(Gongalveset al., 2013). Ja o albimen, além de proteger o embrido das infeccdes
microbianas e manter a inércia térmica do ovo, fornece agua, minerais e
aminodcidos (Sturkie, 1998). A casca, além de ser uma barreira fisica contra a
invasdo bacteriana e perda excessiva de agua, permite a troca de gases e
disponibiliza célcio para formagdo e calcificagdo dos 0ssos nos estagios mais
avancados da embriogénese (Alcroft, 1964).

Durante a incubagdo, 0 amnio, 0 saco vitelinico e o alantdide participam

como estruturas importantes para o desenvolvimento embrionario das aves
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(Figura 1). A formag&o do amnio inicia-se a partir de 30 horas de incubagéo com
o crescimento da prega cefalica e se completa por volta de 72 horas com a unido
da prega caudal, originando uma cavidade cheia de liquido. (Freeman & Vince,
1974), com a func¢do de evitar a desidratacdo do embrido, isolar as oscilacdes de
temperatura, proteger contra choques e evitar a aderéncia as outras membranas
causando malformagdes (Romanoff, 1960). Por volta do 12° dia de incubagéo
ocorre a transferéncia de parte das proteinas do albumen para o fluido amniético.
Durante os proximos dias de incubagdo, essas proteinas transferidas séo
ingeridas pela ave e direcionadas até o trato digestorio (Deeming, 2002). A outra
parte das proteinas do albimen é absorvida pelo saco vitelinico e incorporada a

gema (Gongalveset al., 2013).
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Figura 1. Embrido e seus anexos embrionarios.
Fonte: Macari et al. (2013).

O saco vitelinico surge a partir de 48 horas como uma extensao do trato

digestorio, delimitando a gema. Por volta do 12° dia de incubacdo € unida ao
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intestino delgado na juncdo do jejuno e do ileo (Deeming, 2002). Durante o
desenvolvimento embrionério, 0s vasos sanguineos progridem sobre a area
vitelinica, de forma que a membrana vitelinica fica totalmente vascularizada.
Nesse momento, o papel mais importante da membrana do saco vitelinico € a
obtencdo de nutrientes para o embrido, atuando como um 6rgédo digestivo e de
absorcdo (Freeman & Vince, 1974). No terco final da incubacdo, a gema é
internalizada na cavidade abdominal da ave e garante o suprimento energético e
nutritivo por até 48 horas apos a eclosdo (Goncalves et al., 2013).

O alantéide surge por volta de 65 a 69 horas de incuba¢do como uma
projecdo do intestino grosso. A medida que ocorre o desenvolvimento
embrionario o alantbide se une ao cérion, uma membrana que circunda o
embrido, originando a membrana corioalantéide (Deeming, 2002), que é
responsavel pelo equilibrio acido-base, reabsor¢do de agua e eletrdlitos a partir
do alantdide, transporte de calcio da casca para o embrido, além de atuar como
6rgdo respiratdrio. Também no alantdide, os produtos residuais dos rins sdo
descartados (Gabrielli e Accili, 2010).

Durante a ultima fase do desenvolvimento embrionario, o trato
digestorio se desenvolve e passa por alteracBes drasticas em sua ultraestrutura
antes da eclosdo. Nesse momento, a ingestdo do fluido amnidtico representa a
primeira refeicdo de um pintinho (Gongalves et al., 2013). O fluido amniético €
ingerido por volta do 13° dia de incubagcdo e estendendo-se até o 18° dia,
preparando o trato gastrointestinal para a nutricdo pds-eclosdo (Bohorquez,
2010).

2.1.1. Desenvolvimento do trato gastrointestinal antes e ap0ds a eclosdo

O desenvolvimento inicial de formacdo do trato gastrointestinal ocorre

nas primeiras 24 horas de incubagdo. Ao quinto dia de vida embrionéria, ocorre
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o inicio da formacéo da boca, do proventriculo e da moela. No sexto dia, tem-se
inicio a formagdo do bico. A penetracdo do intestino na cavidade abdominal
acontece no 14° dia e no 17° ocorre a abertura do diverticulo de Meckel, com a
penetracdo do saco vitelinico na cavidade abdominal. Nesse momento, inicia-se
0 mecanismo fisiologico da absorcdo do saco vitelinico (Maiorka & Rocha,
2009).

No decorrer da incubagdo, o crescimento do intestino delgado € maior
do que os demais 6rgdos, representado pelo crescimento acelerado da muscular
externa e das vilosidades (Uni et al., 2003). Aos 15 dias de incubagdo as
vilosidades sdo rudimentares, porém, aos 17 dias, podem ser observadas duas
fases de desenvolvimento: vilosidades maiores, em forma de péra e vilosidades
menores, mais estreitas e em forma de foguete, representando certa de 65 % do
tamanho das vilosidades maiores. Com 19 ou 20 dias de incubacdo ocorre
crescimento de 30 a 40% das vilosidades (Uni et al., 2003). A medida que o vilo
cresce, ocorre o desenvolvimento da cripta, onde sdo originados os enterdcitos
que aumentam da superficie absortiva (Ozaydin & Celik, 2012). Essas mudancas
preparam o trato gastrointestinal para o periodo pds-eclosao.

Durante a incubacdo, os nutrientes destinados ao embrido séo
representados pelos lipidios presentes no saco vitelinico e pelas proteinas
presentes no albimen (Santos et al., 2010). Devido ao crescimento do embrido, o
aumento da pressdo intra-ovo € evitado pela ingestdo do fluido amniético. Com
a alimentacéo do embrido ocorre absorgdo parcial das proteinas pelos enterdcitos
durante o transito pelo duodeno e jejuno (Sugimoto et al., 1999; Moran Junior,
2007). Nessa etapa que antecede a eclosdo ocorre grande gasto energético pelo
intestino, em funcédo de alteragdes morfoldgicas e fisiolégicas como o aumento
do comprimento intestinal, do desenvolvimento do epitélio e da camada
muscular, aumentando de forma significativa a capacidade de digestdo e de

absorcdo do 6rgdo. Também nessa fase, ocorre aumento na producao de enzimas
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digestivas pancreéticas e de membrana (Maiorka et al., 2002). Contudo, apds a
eclosdo, o0 pintinho continua com o seu o intestino relativamente
subdesenvolvido (Lilburn, 1998).

No momento da eclosdo, os pintinhos pesam aproximadamente 45 g
com um saco vitelino internalizado que corresponde cerca de 18% do seu peso
corporal (Noble & Ogunyemi, 1989). O contetdo do saco vitelinico representa a
principal fonte de energia ap6s o nascimento (Sato et al., 2006; Nangsuay et al.,
2011), até a ave ser capaz de utilizar com eficiéncia os substratos energéticos da
racdo. Na eclosdo, a gema contém aproximadamente 50% de lipideos, que
contribuem para a manutencdo da ave jovem durante os primeiros dias apos o
nascimento (Anthony et al., 1989; Noy et al., 1998). Depois da eclosdo, os
residuos da gema sdo transportados para a circulagdo via sistema vascular e para
o intestino, através do diverticulo do saco vitelinico (Esteban et al., 1991; Noy et
al., 1998). O tamanho do saco vitelinico diminui exponencialmente apds a
eclosdo, passando de 4,6 g a eclosdo (Nitsan et al., 1991) para menos de 1,0 g
com 96 horas apds o nascimento, quando as células linféides comecam a se
reunir, obstruindo o diverticulo do saco vitelinico (Olah & Glick, 1984; Noy &
Sklan, 1998).

O periodo imediato apés-eclosdo é caracterizado por ser de transicdo
entre a utilizacdo do conteldo do saco vitelinico, rico em lipideos, para a
alimentacdo exogena, rica em carboidratos e proteinas (Sklan, 2001). Assim
como no momento que antecece a eclosdo, essa transicdo é acompanhada pelo
rapido desenvolvimento fisico e funcional do trato gastrointestinal (Uni et al.,
1999), com alteragbes morfologicas e fisioldgicas expressivas como a
proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo celular, apoptose na mucosa do
intestino (Dibner & Richards, 2004). De acordo com Maiorka et al. (2003), esse

desenvolvimento pode ser mensurado pelo aumento da altura e quantidade dos
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vilos, com o &pice ocorrendo entre o terceiro e o sétimo dia pos-eclosdo
(Murakami et al., 1992).

O duodeno € o segmento intestinal de maior area de absorcao até os 4
dias de idade, uma vez que apresenta maior densidade e altura de vilos
comparado ao jejuno e ileo. Em contraste, no jejuno e ileo, 0 aumento no
volume das vilosidade mantem até 10 dias de idade (Uni et al., 1995). Ja o
aumento na profundidade da cripta é observado em todos segmentos do intestino
delgado, com estabilidade aos 14 dias de idade no duodeno e no jejuno e aos 28
dias de idade no ileo (Marchini et al., 2011).

Na pratica, com a implantacdo de sistemas de incubacéo artificial para a
producdo de frangos industriais, as aves que eclodem de forma precoce
permanecem dentro da incubadora sem acesso a alimentacdo e a Aagua,
dependendo apenas dos nutrientes contidos na gema. Além disso, manejo como
determinagdo de sexo, classificacdo das aves, vacinacdo e transporte até as
granjas prolongam ainda mais o periodo de restricdo, algumas vezes, por mais de
48 horas. Durante esse tempo, as aves chegam a perder cerca de 4 g de peso
corporal a cada 24 horas, decorrente das perdas de umidade bem como a
utilizacdo de nutrientes contidos na gema (Noy & Skalan, 1998; Batal &
Parsons, 2002; Tweed, 2005). Esse atraso no acesso a alimentagdo e a agua
limita o desenvolvimento do trato gastrointestinal nos primeiros dias p6s-eclosao
das aves (Uni et al., 1998; Halevy et al., 2000), prejudicando a absorc¢édo de
nutrientes e tornando os pintinhos mais susceptiveis aos agentes patogénicos que
prejudicam a salde intestinal (Dibner et al., 1998). Esses sdo alguns dos
principais problemas que podem limitar o desempenho inicial da ave e
comprometer a homogeneidade do lote, 0 peso de abate e o rendimento dos

cortes.
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2.2 A utilizagéo de nutrientes do ovo pelo embri&o

Para que ocorra o0 crescimento do embrido, alguns substratos
metabolicos devem estar disponiveis. O ovo representa uma estrutura
suficientemente completa para permitir o desenvolvimento embrionario do
pintinho (Shanawany, 1984). Onze por cento do peso do ovo corresponde a
casca, 31% a gema e 58% ao albimen. Entretanto, essas quantidades podem
variar em fungdo do tamanho do ovo ou linhagem, idade e nutri¢do da matriz.

De uma maneira geral, a concentragdo de carboidratos é considerada
baixa, menos de 1% do total de nutrientes, sendo que apenas 0,3% representa
glicose livre (Sugino et al., 1996). Sendo assim, durante o desenvolvimento
embrionario das aves, a energia utilizada pelo embrido advém dos lipidios
presentes no saco vitelinico e das proteinas presentes no albimen (Santos et al.,
2010). Particularmente entre os ultimos dois ou trés dias de incubacdo, devido a
grande demanda energética para a bicagem da casca e a baixa quantidade de
oxigénio disponivel, os acidos graxos ndo fornecem toda a energia necessaria
(Moran Janior, 2007) para a eclosdo. Dessa forma, o embrido passa a realizar o
catabolismo anaerdbico de glicose (Oliveira et al., 2008). Para manter a glicemia
e as reservas glicogénicas embrionarias, o figado realiza a gliconeogénese a
partir de aminoacidos, glicerol e outras substancias gliconeogénicas (Oliveira et
al., 2008; Sunny & Bequette, 2010). As reservas de glicogénio, especialmente a
hepatica, sdo importantes, pois preparam o embrido para a eclosdo e servem de
reserva energética até a obtencéo de alimentacdo exdgena (Moran Junior, 2007).
Além disso, a atividade muscular durante o processo de eclosdo depende
exclusivamente da glicose (Freeman & Vince, 1974). Nesse caso, 0 aumento da
disponibilidade de carboidratos durante a fase final de incubacdo poderia poupar

0 uso de aminoécidos para a obtencéo de energia.
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Também por volta do 14° ou 15° dia de incubagdo, as proteinas do
albimen contidas no saco amniédtico sdo ingeridas pelo embrido e passam pelo
sistema gastrointestinal (Sugimoto et al., 1999), ocorrendo absorcao inclusive de
proteinas intactas pelos enterécitos (Moran Janior, 2007). A partir desse
momento, 0 pancreas comeca a secretar enzimas proteoliticas que sdo, no
entanto, inativadas por inibidores de tripsina presentes no albumen. Esse
processo € importante para a absorcdo de imunoglobulinas, especialmente IgA,
conferindo protecdo imunoldgica consistente por volta do 19° dia de incubagéo.
Quando parte dessas proteinas sdo utilizadas para gliconeogénese, ocorre
diminuicdo das proteinas de defesa, predispondo a ave as infeccGes pos-ecloséo
(Muramatsu et al., 1990).

Ainda no periodo que antecede a eclosdo, parte da gema é transportada
para o intestino delgado, estimulando a atividade das enzimas pancreéaticas e 0
desenvolvimento das vilosidades. Por cerca de duas semanas pés-eclosdo, 0s
enterdcitos embrionarios sdo substituidos por novos enterdcitos, mais eficazes
na digestdo e absorcdo de nutrientes (Uni et al., 2003). O periodo de transicao
entre a utilizacdo de nutrientes do saco vitelinico para a alimentacdo exdgena
dura aproximadamente dois a cinco dias para ser completado (Vieira, 2004).
Dessa forma, o esgotamento do saco vitelinico deve coincidir com a maturidade
do trato gastrointestinal, que passa a ser funcional e com capacidade de absover
0s nutrientes contidos nas racgées.

Considerando que a deficiéncia de nutrientes no amnio, em especial de
carboidratos, pode limitar o desenvolvimento perieclosdo, a suplementagdo
destas substdncias diretamente nesse compartimento poderia melhorar o
desenvolvimento intestinal e sua capacidade de digerir nutrientes (Uni &Ferket,
2010). Além disso, o fornecimento de ragdes contendo nutrientes de maior
disponibilidade ap6s o nascimento favorece o desenvolvimento do trato

gastrointestinal, pelo fato de haver maior disponibilidade de substratos para o
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metabolismo celular, além de poupar o uso de lipideos e proteinas como fontes
de energia (Agostinho et al., 2014). Assim, a estratégia de alimentar a ave de
forma precoce é vantajosa nessa fase, melhorando também o desempenho ao
longo de toda a vida produtiva do animal (Ohta et al, 1999; Tako et al., 2004;
Foye et al., 2006a ¢ b).

2.3. A nutricdo in ovo como alternativa para melhorar o desempenho de

frangos de corte

A producéo nacional de carne de frango é destaque no cenario nacional,
totalizando, em 2014, 12,691 milhfes de toneladas, dos quais 4,09 milhGes
foram destinados a exportacdo mantendo o Brasil como o maior exportador
mundial (ABPA, 2015). Segundo o Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA, 2014), o volume exportado pelos cinco maiores exportadores mundiais
(Brasil, EUA, Unido Européia, Tailandia e China) deverd aumentar perto de
23% até 2023, com destaque para o Brasil, que continuard na lideranca
respondendo por cerca de 40% do total de carne de frango exportada ho mundo.

No Brasil, a avicultura é uma atividade que passa por constantes e
rapidos avancos, buscando sempre a eficiéncia produtiva com minimo custo de
producdo, aliada ao fornecimento de produtos de qualidade ao consumidor.
Devido aos avancos ocorridos no melhoramento genético nas ultimas décadas,
foi possivel obter frangos de corte mais pesados e com reduzido tempo de abate
(Belusso & Hespanhol, 2010). Assim, considerando que o tempo de vida da ave
em um sistema de producdo comercial seja relativamente curto,
aproximadamente 42 dias de vida, assume-se que o tempo de incubacéo entre 20
e 21 dias seja um periodo relativamente importante dentro do ciclo de producao
avicola, j& que representa cerca de 30% do ciclo de vida do animal. Além disso,

é durante a fase embrionéaria que ocorre a diferenciacdo e o desenvolvimento
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tecidual e a preparagdo para a eclosdo (Virdgha et al., 1989; Davis et al., 1991).
Portanto, supde-se que qualquer limitacdo durante o desenvolvimento pré-
eclosdo resulte em baixo desempenho da ave ap6s a ecloséo.

Ainda gue o ovo seja considerado completo em termos nutricionais, 0s
percentuais de aminoéacidos, carboidratos, vitaminas, minerais e lipideos, sao
suficientes no tercgo inicial da incubacdo, porém, podem estar aqguém dos niveis
desejaveis no terco final e durante a ecloséo, especialmente em ave com elevado
potencial de desempenho (Gongalves et al., 2013).

Outro problema que tem sido observado em um sistema produtivo é a
imaturidade fisiolégica do trato digestorio das aves nos primeiros dias pos-
eclosdo (Noy& Uni, 2010). Esse fato limita a disponibilidade de nutrientes para
0 animal em uma fase considerada importante para desenvolvimento da ave, que
é a fase inicial do crescimento. Além disso, a presenca de material ndo digerido
no trato gastrointestinal decorrente da alimentacdo exdgena nos primeiros dias
de vida estimula a colonizagdo por patdégenos (Lan et al., 2005), aumentando a
incidéncia de diarréia e comprometendo o desempenho do animal. Tais
caracteristicas se refletem em aves mais leves ao final do ciclo produtivo. Assim,
é desejavel que o trato gastrointestinal se torne fisiologicamente maduro o mais
cedo possivel, ou seja, quanto mais rapido o intestino alcangar sua capacidade
funcional, mais cedo o pintinho podera utilizar os nutrientes da dieta, crescer de
acordo com seu potencial genético e ser resistente aos processos infecciosos
(Uni et al., 2003).

Uma das formas de estimular o desenvolvimento precoce do trato
gastrointestinal é garantir a presenga de nutrientes altamente digestiveis antes e
imediatamente logo apo6s a eclosdo (Noy & Uni, 2010). Isso tem sido obtido com
0 uso da nutricdo pré-alojamento (Peebbles et al., 2005; Careghi et al., 2005;
Pedroso et al., 2005) ou da nutricdo in ovo (Grodzik et al., 2013; Leitdo et al.,

2014). A nutricdo in ovo é uma pratica que consiste no fornecimento de
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nutrientes para o pintinho durante o seu desenvolvimento embrionario, ou seja,
antes da ecloséo, tendo como objetivo melhorar o desenvolvimento do embrido
no estagio final de incubacdo e garantir o fornecimento de nutrientes antes e
apos a eclosdo (Foye et al., 2006a), além de aumentar o desenvolvimento
muscular (Moore, 2005; Kornasio et al. 2011), a eficiéncia alimentar (Kornasio
et al. 2011), melhorar a mineralizacdo 6ssea (De Oliveira, 2007; Yair et al.
2011), fortalecer o sistema imunoldgico (Azadegan Mehr et al., 2014) e
estimular o desenvolvimento das células envolvidas no processo digestivo nos
estagios iniciais do desenvolvimento pds-eclosdo do pintinho (Agostinho et al.,
2014).

A vantagem da nutricdo in ovo sobre a alimentagdo precoce é a
possibilidade de auxiliar na eclosdo dos pintinhos. Essa técnica ndo substitui os
beneficios da alimentacdo precoce, mas potencializa seus efeitos se as duas
praticas forem combinadas ou, pelo menos, minimiza os efeitos adversos da pés-
eclosdo (Uni & Ferket, 2004). Como a vacinagdo in ovo esta se tornando uma
ferramenta popular nosincubatérios, existe também a possibilidade da aplicacdo
da técnica da nutricdo in ovo. Porém, pouco se sabe acerca das quantidades e dos
tipos de nutrientes que podem ser utilizados nessa pratica.

Um dos primeiros trabalhos publicados em nutri¢éo in ovo foi realizado
por Al-Murrani (1982), o qual inoculou no saco vitelinico de ovos embrionados
de frangos de corte aos 7 dias de desenvolvimento, uma mistura de aminoacidos
idéntica & composicdo encontrada no ovo. Nesse trabalho, foi obtido maior peso
ao nascimento e aos 56 dias de idade das aves. Porém, sua intencdo ndo era fazer
nutricdo in ovo, mas provar que galinhas poedeiras precisavam de proteina
adicional em suas dietas. Posteriormente, Ohta et al. (1999) ndo observaram
diferencas ao inocularem um pool de aminodcidos em ovos embrionados de
frangos de corte, sugerindo que o contetdo de aminoacidos presentes no ovo €

suficiente para o desenvolvimento embrionario.
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A maioria dos estudos realizados nas décadas seguintes ao primeiro
experimento estavam focados em vacinagcdo in ovo, pratica que tornou-se
amplamente adotada pela inddstria avicola (Johnston et al., 1997). A técnica in
ovo é uma das maiores contribuicdes da pesquisa com aves, juntamente com
sexagem pelas penas, estratégias nutricionais para evitar problemas nas pernas,
triagem de sangue para eliminar portadores de patdgenos e sequenciamento do
genoma (Smith, 2006). Entretanto, somente em 2003 que as pesquisas sobre
nutri¢do in ovo foram retomadas (Uni & Ferket, 2004).

Logo ap6s a eclosdo, as reservas de glicogénio do pintinho sdo minimas,
com uma relacdo inversa com o peso corporal, 0 que indica uma demanda
metabolica da ave por esse substrato (Lilburn, 1998). Embora lipidios e
proteinas presentes no saco vitelinico sejam utilizados no metabolismo celular e
no atendimento da exigéncia energética, o enriquecimento do fluido amniético
com carboidratos previamente a eclosdo poderia disponibilizar mais energia para
0 embrido, elevando as reservas de glicogénio e diminuindo o uso das proteinas
musculares para essa finalidade, contribuindo para melhor desempenho da ave
(Uni et al., 2005).

Diversos estudos mostram que os pintinhos sdo capazes de utilizar
solug@es nutritivas antes da eclosdo (Pedrosoet al., 2005; Grodzik et al., 2013;
Leitdo et al., 2014). Tako et al. (2004) observaram que a administracdo de
carboidratos (maltose, dextrina e sacarose) in ovo promove maior tamanho dos
vilos e maior eficiéncia intestinal, o que favoreceu o desempenho geral dos
animais. Isso também foi constatado por Leitdo et al. (2014) ao inocularem
maltose e/ou sacarose. Entretanto, nesse trabalho, maior tamanho dos vilos foi
observado apenas apds eclosdo, além de atraso no nascimento. Uni et al. (2005)
constataram que a administragdo in ovo de sacarose, maltose, dextrina ou B-
hidroximetilbutirato foi essencial para suprir o déficit energético do embrido no

momento da eclosdo, resultando em aumento no peso corporal ao nascimento e
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maior peso de peito. Campos et al. (2011) verificaram que a inoculagdo de
solucéo nutritiva contendo 2,5 % de glicose + 3,0 % de sacarose proporciona
maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar, maior rendimento de peito
com 0sso e rendimento de filé de peito de frangos aos 21 dias de idade,
entretanto, menor taxa de eclodibilidade associada a mortalidade foi observada.
Shafey et al. (2012) encontraram aumento no peso e no teor de glicogénio ao
inocularam uma mistura de maltose, sacarose e dextrina em ovos de matrizes de
duas idades diferentes (29 e 35 semanas) submetidos a duas temperaturas de
incubacéo (37,5 e 38,5 °C) e também constataram que matrizes mais velhas e
ovos incubados em temperaturas elevadas diminuem o teor de glicogénio, assim
COMO 0 peso ao hascimento.

Atualmente, nutricdo precoce é um conceito aceitavel, com vantagens
claramente reconhecidas. No entanto, a grande questdo continua a ser qual a
melhor forma de aplicar a técnica de nutrigdo in ovo. Assim, a suplementacdo
alimentar in ovo poderia ajudar a diminuir os problemas da alimentagéo tardia

pos-eclosao.

2.4. O potencial do glicerol como nutriente na nutrigdo in ovo

O glicerol ou propano-1,2,3-triol é um composto organico pertencente a
funcdo alcool, que se apresenta como liquido a temperatura ambiente (25 °C),
higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado (IUPAC, 1993). Pode ser
proveniente tanto das gorduras animais e dos 6leos vegetais, quanto da industria
petroguimica (Schuchardt et al., 1998). Nos animais o glicerol é derivado da
lipdlise no tecido adiposo, nas lipoproteinas presentes do sangue e da gordura
dietética (Lin, 1977).

A absorcdo do glicerol ocorre nos enterécitos por difusdo, por meio de

proteinas carreadoras de membrana, as aquaporinas dos tipos 3, 7 e 9, também
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denominadas aquagliceroporinas (Roudier et al., 1998; Hara-Chikuma &
Verkman, 2006 ). Além de ser absorvido no intestino, sua absorcdo também
acontece no estdmago, no entanto, de forma mais lenta (Herting et al., 1956).

Para ser utilizado na producdo de energia, o glicerol tem que ser
convertido em gliceraldeido-3-fosfato pela enzima glicerol quinase (GK),
presente principalmente no figado mas também nos rins. Além da GK, mais
duas enzimas estdo envolvidas no metabolismo do glicerol, a glicerol-3-fosfato
desidrogenase citosolica (G3P desidrogenase ou G3P oxiredutase) e a glicerol-3-
fosfato desidrogenase mitocondrial (Lin et al., 1976).

A GK, a primeira a participar na metabolizacdo do glicerol, é
considerada uma fosfotransferase, pois catalisa a transferéncia de um grupo
fosfato do ATP para o glicerol. Essa enzima possui constante de Michaelis-
Menten (Km) de 3,16 x 10 M, valor considerado baixo, o que explica a sua alta
afinidade pelo glicerol (Robinson & Newsholme, 1969).

A glicerol-3-fosfato desidrogenase citosélica oxida NADH reduzindo a
dihidroxiacetona a glicerol 3 fosfato e a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase
mitocondrial reduz FAD, que € utilizado pela cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (Robergs & Griffin, 1998). Essas enzimas sdo moduladas pela
insulina, pelos corticosterdides e pelos horménios da tiredide (Lin, 1977). Dessa
forma, a quantidade de glicose gerada depende da quantidade de glicerol
consumido. Caso ndo ocorra a fosforilagcdo do glicerol pela GK, esse ndo sera
aproveitado pelo organismo animal e, consequentemente, serd excretado pelos
rins.

A manutencdo da sintese de glicogénio no figado e no musculo e da
gliconeogénese no figado sdo essenciais para a sobrevivéncia dos embrides.
Esses processos metabolicos, dependem da presenca de aminoacidos
gliconeogénicos e de lipideos, que sdo oxidados para o fornecimento de energia.

Dessa forma, aléem de fonte de energia, o glicerol também pode ter efeito
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poupador de aminoacidos, ja que é um composto gliconeogénico (Brennan et al.,
1975; Chan et al. 1981). De acordo com Cerrateet al. (2006), o glicerol é capaz
de inibir a atividade das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glutamato
desidrogenase, resultando em economia dos aminoacidos gliconeogénicos e
favorecendo a deposicdo de proteina corporal.

Outra caracteristica benéfica do glicerol esta associada a reabsorcdo de
agua pelos rins e a capacidade de reter liquido pelo organismo (Montner et al.,
1999). Atletas ingerindo solucdo de agua e glicerol tiveram aumento na retencéo
de agua algumas horas antes da competi¢do (Kavouras et al., 2006). Com isso,
acredita-se que a injecdo intra ovo de glicerol possa minimizar a desidratagdo
dos pintinhos recém-eclodidos até que tenham o primeiro acesso a agua.

Estudos avaliando a incluséo de glicerol ou glicerina na dieta de frangos,
também comprovaram beneficios desse substrado no desempenho das aves e no
rendimento de carcaca (Simon et al., 1996; Cerrate et al., 2006; Guerra et al.,
2011; Silva et al., 2012), aumentando também a atividade da GK no figado
(Bernardino et al., 2014). Como o glicerol é o principal precursor para a
gliconeogenese e para a sintese de glicogénio (Sunny & Bequette, 2011), supde-
se que a inoculacdo intra ovode glicerol pode favorecer os reservatorios de
glicogénio hepéatico das aves e disponibilizar aminoacidos para o
desenvolvimento do sistema imune ou crescimento muscular. Até o presente
momento, ndo héa relatos na literatura comprovando os possiveis beneficios do

glicerol no desenvolvimento embrionario e pds-eclosdo de frangos de corte.
3. CONSIDERACOES FINAIS
Os conhecimentos sobre a fisiologia digestiva das aves e composicao

nutricional de substratos exdgenos mostram que a capacidade de aproveitamento

dos nutrientes pode ser melhorada de maneira pratica com a aplicacdo da
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nutricdo precoce. O conceito de nutricdo in ovo é aceitdvel, com vantagens
claramente reconhecidas, porém, a grande questao continua a ser qual a melhor

forma de aplicar essa técnica.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento embrionério das aves é limitado pelo contetdo de
nutrientes presentes no ovo, principalmente no terco final da incubacdo e durante
a eclosdo (Goncalves et al., 2013). Esse fato torna-se ainda mais importante se
considerar o potencial genético de desempenho das aves de interesse zootécnico
como frangos de corte.

No periodo que antecede a eclosdo, o embrido passa a realizar
catabolismo anaerdbico de glicose (Oliveira et al., 2008), especialmente porque
a demanda energética para a bicagem da casca é grande e a tensdo de oxigénio é
baixa (Moran Janior, 2007). Como a concentragcdo de carboidratos no ovo é
considerada baixa, menos de 1% do total de nutrientes (Sugino et al., 1996),
nesse momento, a glicemia e as reservas glicogénicas embrionarias sao mantidas
através da gliconeogénese a partir de aminoéacidos, glicerol e outros compostos
gliconeogénicos (Oliveira et al., 2008; Sunny & Bequette, 2010). Dessa maneira,
a injecdo desses substratos diretamente no &mnion poderia melhorar o
desenvolvimento do embrido no estéagio final de incubacéo.

Outro problema que tem sido observado nos atuais sistemas de criagdo é
a imaturidade fisiolégica do trato digestério das aves nos primeiros dias pos-
eclosdo (Noy & Uni, 2010). Além de limitar a disponibilidade de absor¢do de
nutrientes necessarios para o0 crescimento inicial, a presenca de material ndo
digerido no trato gastrointestinal permite a colonizacdo por patégenos (Lan et
al., 2005), aumentando a incidéncia de diarréia e comprometendo ainda mais o
desempenho dos animais. Uma das formas de estimular o desenvolvimento
precoce do trato gastrointestinal é garantir a presenca de nutrientes altamente
digestiveis antes e imediatamente apés a eclosdo (Noy & Uni, 2010). Isso tem
sido obtido com o uso da nutri¢do pré-alojamento (Careghi et al., 2005) ou da

nutrigdo in ovo (Grodzik et al., 2013).
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O dglicerol ou propano-1,2,3-triol que é um composto organico
pertencente a fungdo alcool, que se apresenta como liquido a temperatura
ambiente (25 °C), higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado (IUPAC,
1993). Estudos avaliando a inclusdo desse composto na dieta de frangos
comprovaram incremento no desempenho das aves e no rendimento de carcaca.
Sendo o glicerol o principal precursor para a gliconeogénese e para a sintese de
glicogénio (Sunny & Bequette, 2011), supde-se que a inoculacdo de glicerol
intra ovo possa favorecer as reservas de glicogénio, poupar aminoacidos para o
crescimento muscular e desenvolvimento do sistema imune e estimular a
maturidade intestinal de frangos de corte. Nesse sentido, objetivou-se avaliar o
efeito da inoculagdo in ovo de glicerol no desenvolvimento pos-eclosdo de

pintos de corte.

MATERIAL E METODOS

Incubacéo

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Lavras, sob o protocolo n® 049/14. Os ovos foram
obtidos de matrizes com 54 semanas de idade da linhagem Cobb®, pertencentes
a um matrizeiro comercial. Apés a chegada, um total de 480 ovos foram
selecionados, descartando-se aqueles trincados, pesados (69,31 + 12,6g) e
individualmente identificados.

Apbs os procedimentos iniciais, os ovos foram pré-aquecidos a 26 °C
por 8 horas e distribuidos aleatoriamente nas 6 bandejas da chocadeira
automatica (Luna 480, Chocmaster, Piraquara, Brasil), fumigados com formol

37% e permanganato de potéssio (2:1) e incubados na temperatura de 37,5 + 0,6
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°C e 60 = 1,4% de umidade (Cobb, 2008). Aos 12 dias de incubacdo foi
realizada ovoscopia para a retirada dos ovos inférteis. Os ovos remanescentes
(férteis) foram aleatoriamente distribuidos nos 6 tratamentos, de forma que em
cada bandeja da chocadeira tivesse todos os tratamentos, totalizando 68 ovos
para cada grupo experimental. Durante todo o periodo de incubacdo, a sala onde
estava localizada a chocadeira teve a temperatura mantida a 20,9 £ 1,4 °C e
umidade relativa do ar de 79 + 5,8%.

As etapas desenvolvidas no decorrer do periodo experimental estdo

apresentadas na Figura 1.

Solucgdes inoculadas e delineamento experimental

Os grupos experimentais foram constituidos por 5 solugdes salina 0,9%
com diferentes concentracfes de glicerol (Glycerol 85%, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha) (0; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 nmol/mL), mais um grupo
controle (sem inoculagdo). O pH e a osmolaridade das solugdes foram avaliadas
por pHmetro (TEC-11, Tecnal, Piracicaba, Brasil) e osmometro (VAPRO 5520,
Wescor, Logan, EUA) (Tabela 1). Previamente a inoculagdo, as solu¢bes foram
aquecidas a 30 °C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos (+ 1 controle) em dados desbalanceados, com um ovo por unidade

experimental.

Procedimento experimental e obtencéo das amostras

No 17° dia de incubagdo, um volume de 0,5mL das solucdes testadas

foram inoculados no &mnion utilizando uma agulha descartavel de 13,0 x 0,3mm
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conectada a uma seringa de 1,0mL. Para certificar-se do local de inoculagéo
(&mnion), cinco ovos-teste embrionados foram inoculados com um corante
soltvel em agua, e em seguida, quebrados para a averiguagdo do local atingido.
Previamente a inoculacdo, os ovos foram higienizados com alcool iodado a 2%
na regido de insercdo da agulha.

A perfuracdo do ovo foi feita com o auxilio da ovoscopia. Apos a
inoculacdo, o orificio perfurado na casca foi vedado com parafina fundida
(Gonzales et al.,, 2013). Antes dos ovos serem devolvidos a incubadora,
individualmente, foram colocados em saquinhos de filg, para que, ao nascerem,
0s pintos pudessem ser identificados de acordo com cada grupo experimental
(Pedroso et al., 2006). Todo o processo foi realizado em sala higienizada com
amoénia quaternaria mantida a temperatura média de 30 °C e o tempo de
permanéncia dos ovos fora da incubadora ndo ultrapassou 1 hora.

Apos a eclosdo e com a secagem das plumas foi averiguado 0 momento
da eclosdo e as aves foram individualmente pesadas para determinagéo do peso.
A taxa de eclodibilidade foi obtida pela relagdo nimero de ovos eclodidos com
pintos viaveis por nimero de ovos férteis. Ao final de 25 dias de incubac&o, os
ovos ndo eclodidos foram abertos e o periodo da mortalidade do embrido
classificado antes da inoculacédo e apds inoculagcdo pelo embriodiagndstico.

Logo ap6s a pesagem, seis aves de cada grupo experimental foram
eutanasiadas por deslocamento cervical e a colheita de sangue com EDTA
realizada durante a sangria. Em seguida, os animais foram dissecados para a
retirada das visceras, que foram pesadas, e o figado foi colocado em saco
pléstico, congelado mediante mergulho em nitrogénio liquido por alguns
segundos e armazenados em congelador (-20 °C) para posterior anélise (Lana et
al., 2000). Também foram coletadas amostras de aproximadamente 1,5 cm do
duodeno, do ponto médio entre a por¢cdo proximal descendente e a distal

ascendente da alca intestinal; do jejuno, do ponto médio entre a saida do ducto
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biliar e o diverticulo de Meckel; e do ileo, do ponto médio entre o diverticulo de
Meckel e a juncéo ileo-cecal. As amostras foram imersas em solucéo fixadora de
Bouin, onde permaneceram por 24 horas, e entdo colocadas em alcool 70%
(Vieira et al., 2006).

As aves remanescentes e vidveis foram alojadas em gaiolas com
dimensbes 50 cm de largura x 70 cm de profundidade x 25,5 cm altura em
galpdo de alvenaria, onde permaneceram até atingirem a idade de sete dias.
Antes da chegada das aves, o ambiente foi pré-aquecido com lampadas
infravermelho e o monitoramento das condicBes de ambiente durante a
permanéncia das aves (32 + 2,4 °C) foi realizado através do termémetro de globo
negro localizado dentro do galpdo. Para que as aves fossem submetidas a um
mesmo periodo de jejum pds-eclosdo, as que nasceram no periodo da manha
foram alojadas no final da tarde do mesmo dia, e as que nasceram no periodo da
tarde foram alojadas na manh@ do dia seguinte. No galpdo experimental, todas as
aves receberam agua e racdo a vontade, formulada a base de milho e de farelo de
soja, seguindo as recomendacdes de Rostagno et al. (2011) (Tabela 2). Com sete
dias de idade, as aves dos grupos controles (sem inoculacdo ou solucéo salina) e
do grupo que recebeu 12,5 nmol/mL de glicerol foram eutanasiadas seguindo o
mesmo procedimento descrito para as aves de um dia. Os grupos experimentais

foram definidos com base no melhor resultado de ecloséo.

Analise de glicemia e atividade da glicerolquinase no figado

Apbs a colheita, o sangue foi centrifugado (2.000g por 5 minutos) e
armazenado a -20 °C até o dia das andlises. A glicemia foi determinada por teste
enzimatico colorimétrico (Bioliquid glicose, Laborclin, Pinhais, Brasil),

seguindo as recomendacdes do fabricante.
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A atividade da glicerol quinase no figado foi avaliada com adaptacoes
da metodologia apresentada por Bernardino et al. (2014). Para isso, 0,59 de
tecido hepatico congelado foi macerado em Turrax (Ultra-Turrax, T-25 basic,
IKA-Werke, Staufen, Alemanha) com 1,0 mL de tampéo Tris-HCI 0,05M e pH
8,0. Apos completa maceracdo e homogeneizacdo do tecido, a amostra foi
centrifugada (15.000g por 20 minutos a 5°C) sendo o sobrenadante recolhido. A
determinacdo da atividade enzimatica foi realizada segundo metodologia
utilizada por Kihara et al. (2009).

Histologia do intestino delgado

As amostras do intestino foram submetidas aos procedimentos
histoldgicos de rotina, sendo desidratadas em solucbes de concentracdo
crescente de etanol, diafanizadas em xilol, incluidas em parafina,
microtomizadas a 4,0um, dispostas em laminas de vidro silanizadas, secas em
estufa a 37°C overnight e coradas por hematoxilina/eosina (Bancroft et al.,
2008). Para cada segmento intestinal foram efetuados dois cortes de regides
diferentes, cujas imagens digitalizadas foram analisadas em microscopio
Olympus CX31 (Olympus, Tokyo, Japdo) acoplado a camera digital Altra SC30
(Olympus, Tokyo, Japdo) usando o programa Axio Vision (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) em aumento de 100x para o duodeno e de 200x para o
jejuno e ileo. Foram realizadas 10 leituras por lamina, mensurando-se, ao acaso,

a altura da vilosidade e a profundidade das criptas.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de varidncia apds o teste de

normalidade (Shapiro Wilk). Modelos de regressdo polinomial foram utilizados
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para avaliar os niveis de glicerol e o teste Dunnett a 5% usado para comparar 0
grupo controle (sem inoculagdo) aos demais. O teste SNK foi utilizado para
comparar os niveis de glicerol quando R? foi menor que 0,5. Toda andlise
estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Action 2.9, com a =
0,05.

RESULTADOS

A inoculacdo de solugBes com diferentes concentragdes de glicerol
aumentou as taxas de mortalidade ap6s a inoculagdo reduzindo o nimero de aves
eclodidas (Tabela 3).

A inoculagdo de glicerol ndo influenciou o peso a ecloséo e 0s pesos
relativos do figado, pancreas e do intestino, bem como o rendimento do peito
das aves (Tabela 4). No entanto, houve efeito quadratico dos niveis de glicerol
sobre o residuo vitelinico e sobre a moela e efeito linear sobre o baco e coragdo
(Tabela 5). Também houve efeito linear sobre a altura das vilosidades no
duodeno e no ileo, bem como na profundidade de criptas do jejuno e do ileo.
Com relagdo aos parametros bioquimicos analisados, observou-se efeito
quadratico na glicemia e linear na atividade da glicerol quinase hepatica.
Quando comparado ao controle (sem inoculacdo), o nivel 50 nmol/mL de
glicerol promoveu atraso na eclosdo (Figura 2) e aumentou 0s pesos relativos do
coragdo e do bago, enquanto que as doses de 25,0, 37,5 e 50,0 nmol/mL de
glicerol proporcionaram aumento na altura de vilosidades no duodeno e ileo e a
profundidade das criptas no jejuno e ileo. A adicdo de glicerol também
promoveu aumento da atividade da glicerol quinase hepética e queda na
glicemia quando comparado ao controle.

Aos 7 dias de idade, observou-se que o glicerol ndo influenciou o peso

corporal e 0 peso das visceras, mas aumentou a altura das vilosidades e a
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profundidade das criptas no ileo mas reduziu essa Ultima varidvel no jejuno
(Tabela 6). Além disso, reduziu a glicemia das aves. Comparado ao controle, o
glicerol aumentou as reservas do residuo vitelinico e o peso relativo do intestino

grosso e reduziu a altura de vilosidades no duodeno e jejuno.

DISCUSSAO

A técnica da nutricdo in ovo vem alcangando resultados promissores na
tentativa de melhorar o desempenho de frangos de corte (Campos et al., 2011,
Leitdo et al., 2014). No entanto, ndo ha um consenso sobre os melhores
substratos e suas concentracfes a serem utilizados. Na literatura, poucos
trabalhos fazem mencédo aos efeitos do glicerol, este estudo é o primeiro que
relaciona o glicerol ao desenvolvimento embrionério. Sabe-se que esse
composto é um importante precursor gliconeogénico, poupando o uso de
aminoacidos para essa finalidade (Chan et al. 1981).

No presente estudo, a reducdo da taxa de eclosdo observada com o0s ovos
inoculados pode estar relacionada ao processo manual de inoculacdo. Menores
taxas de eclosdo também foram verificadas por Leitdo et al. (2010) e Pedroso et
al. (2006) ao inocularem solugdes com diferentes concentra¢des de carboidratos.

Embora o glicerol inoculado tenha sido utilizado pelas aves, fato esse
comprovado pelo aumento da atividade da glicerol quinase hepatica (Bernardino
et al., 2014), os efeitos poupadores de aminoacidos propiciados pelo glicerol e
0s beneficios sobre o rendimento de cortes ndo puderam ser evidenciados no
presente estudo, uma vez que ndo houve diferengas entre 0S grupos
experimentais sobre os rendimentos de peito e coxa + sobrecoxa. De acordo com
Cerrate et al. (2006), o glicerol é capaz de inibir a atividade das enzimas
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glutamato desidrogenase, resultando em

economia dos aminoécidos gliconeogénicos que seriam destinados ao
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crescimento muscular. Além disso, houve queda linear da glicemia pds-eclosdo
de acordo com o aumento dos niveis de glicerol inoculados. Esse resultado pode
estar relacionado ao atraso da eclosdo quando o nivel de 50 nmoL/mL de
glicerol foi utilizado. De acordo com Prado-Rebolledo et al. (2009), o atraso na
eclosdo reduz o indice glicémico, uma vez que a elevada atividade fisica
muscular para a bicagem da casca aliada a baixa tensdo de oxigénio até o inicio
da respiracdo pelos sacos aéreos demanda maior aporte de glicose para obtengéo
de energia. Ademais, o maior nivel de glicerol testado parece ser considerado
toxico, uma vez que reduziu de forma bastante expressiva a taxa de eclosdo das
aves (Tabela 3).

Embora néo tenha sido observado diferengas no desempenho aos 7 dias
de idade, o fornecimento do glicerol in ovo promoveu maior desenvolvimento do
epitélio intestinal po6s-eclosdo, com aumento linear na altura dos vilos no
duodeno e no ileo e da profundidade das criptas no jejuno e no ileo das aves.
Uma das formas de estimular o desenvolvimento intestinal é garantir a presenca
de substratos energéticos, em especial carboidratos, antes da eclosdo (Smirnov et
al., 2006). Entretanto, resultados opostos foram observados aos 7 dias de idade,
qguando se observou reducdo da altura das vilosidades e da profundidade das
criptas no duodeno e no jejuno. Esses achados também foram observados por
Leitdo et al. (2014) em aves com dez dias de idade suplementadas in ovo com
maltose e/ou sacarose. De acordo com Tako et al. (2004), o efeito da
alimentagdo in ovo no desenvolvimento morfologico do intestino delgado é
maximo até 48 horas apos a inoculagéo.

A inoculacéo in ovo de glicerol ndo influenciou o peso das visceras, com
exce¢do o0 peso do baco, coracdo e moela. O bago e o0 coragdo sdo visceras que
estdo relacionadas ao sistema vascular e, portanto, & volemia. Relatos na
literatura mostram que o glicerol estd relacionado ao processo de hidratacéo

corporal (Reynolds et al., 2012) e aumento da volemia (Schott et al., 1999). Tais
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efeitos estdo relacionados ao aumento da expressdo de aquaglicerolporinas
(AQP), principalmente a AQP7, fazendo com que ocorra maior reabsorgdo de
agua e glicerol nos tubulos renais, expandindo os fluidos corporais (Hibuse et
al., 2009). Esse resultado sugere que o glicerol possa minimizar a desidratacéo
das aves recém-eclodidas, especialmente aquelas provenientes de incubatorios
comerciais onde passam por uma série de manejos como classificacéo, sexagem,
vacinagdo e transporte até a granja, onde terdo o primeiro acesso a agua. Durante
esse tempo, as aves chegam a perder cerca de 4 g de peso corporal a cada 24
horas, decorrente ndo s6 das perdas de nutrientes contidos na gema, mas também
da umidade (Batal & Parsons, 2002; Tweed, 2005).

Com relacdo ao residuo vitelinico, solugbes contendo glicerol
aumentaram de maneira significativa ao nascimento e também aos 7 dias de
idade. Momentos antes da eclosdo e apds 0 nascimento, os residuos da gema séo
transportados para a circulagdo via sistema vascular do saco vitelinico e para o
intestino através do diverticulo do saco vitelinico (Noy et al., 1998). O resultado
do presente estudo sugere que o glicerol tenha contribuido para aumentar as
reservas energéticas do embrido.

Aos 7 dias de idade, maior peso do intestino grosso foi observado no
grupo de aves que foram inoculadas com solucges contendo ou ndo glicerol,
sugerindo que esse resultado esteja relacionado a técnica de inoculagédo

O presente estudo mostrou que o glicerol pode ser efetivo em melhorar
parametros morfoldgicos do epitélio intestinal apds a ecloséo, as condigdes de
hidratacdo das aves, aléem de assegurar as reservas vitelinicas por mais tempo.
Embora nenhum efeito no desempenho até os 7 dias tenha sido observado,
conclui-se que o glicerol pode ser utilizado como substrato na nutricdo in ovo de
frangos de corte. Entretanto, mais estudos devem ser conduzidos para se

estabelecer uma dose ideal a ser utilizada nessa técnica.
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Tabela 1. pH e osmolaridade das solugfes utilizadas.
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Solucdes

pH

Osmolaridade

(mOsm)

Sem inoculagéo - -
Solucdo salina 0,9% 6,96 322
12,5 nmol/mL de glicerol em soluc¢éo salina 0,9% 6,99 325
25,0 nmol/mL de glicerol em solucéo salina 0,9% 7,00 327
37,5 nmol/mL de glicerol em solucdo salina 0,9% 7,05 333
50,0 nmol/mL de glicerol em solucéo salina

0,9% 7,09 342
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Tabela 2. Composi¢do centesimal e niveis nutricionais calculados das racdes

para frangos de corte na fase de 1 a 7 dias.

Ingrediente Quantidade (%)

Milho 55,489
Farelo de soja 38,163
Oleo de soja 2,056
Fosfato bicalcico 1,908
Calcario calcitico 0,507
Sal comum 0,359
DL-Metionina (99%) 0,289
L-Lisina (78%) 0,114
L-Treonina (99%) 0,050
Salinomicina 0,050
Suplemento vitaminico! 0,050
Suplemento mineral? 0,050
Cloreto de colina (60%) 0,050
Avilamicina 0,005
TOTAL 100,0
Composicao nutricional calculada

Energia metabolizavel, kcal/kg 2950
Proteina bruta, % 22,20
Célcio, % 0,920
Faésforo disponivel, % 0,470
Lisina digestivel, % 1,310
Metionina + Cistina digestivel, % 0,944
Treonina digestivel, % 0,852
Sodio, % 0,220

1. Fornecimento por kg de produto: 12.500Ul de vitamina A; 5.760.000UI de vitamina
D3; 150.000 mg de vitamina E; 4.000 mg de vitamina K3; 3.000 mg de vitamina B1;
9.000 mg de vitamina B2; 6.000 mg de vitamina B6; 40.000 mcg de vitamina B12; 300
mg de biotina; 2.000 mg de acido folico; 80.000 mg de &cido. nicotinico; 18.000 mg de
acido. pantoténico; 100.000 mg de vitamina C; 300 mg de selénio.
2. Fornecimento por kg de produto: 160.000 mg de manganés; 100.000 mg de ferro;

100.000 mg de zinco; 20.000 mg de cobre; 2.000 mg de cobalto; 2.000 mg de iodo.
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427 Tabela 3. Mortalidade embrionaria e taxa de eclosdo de ovos inoculados com
428 solugdes contendo diferentes concentracgdes de glicerol (n = 68).

Glicerol Mortalidade apds a Taxa de ecloséo

(nmol/mL) inoculacéo (%) (%)*
0,0 441 55,9

12,5 41,2 58,8

25,0 48,5 51,5

37,5 32,3 67,7

50,0 48,5 51,5

Sem inoculagéo - 72,1

429  * NUmero de ovos eclodidos/niimero de ovos inoculados
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Tabela 3. Efeito da inoculacdo de glicerol in ovo sobre o peso corporal e das
visceras, morfometria do epitélio intestinal, glicemia e atividade da glicerol
quinase hepética (GK) de pintos de corte ao nascimento.

Variaveis Sem Glicerol (nmol/mL) CcV
inoculagdo 00 125 250 375 500 (%)
Peso a ecloséo, g 50,1 50,0 50,1 50,9 508 489 6,09
Ejoes'duo vitelinico, 45, 153t 184 169 170 167 1615
Figado, % 222 255 231 221 244 243 1412
Bago, % 003 005 005 006 005 009% 2553
Coracdo, % 072 073 071 077 071 099* 1585
Pancreas, % 008 009 009 009 01 01 1652
Moela, % 450 4420 436 424 432 507 13,39
Intestino, % 204 318 287 28 29 314 939
('yr(')tes“”o Grosso, 103 1,03 094 090 090 090 10,02
resting Delgado, 5o 215 183 185 187 197 978
Duodeno, % 053 059 057 058 059 06 1021
Jejuno, % 064 057 052 061 061 06 1218
fleo, % 043 040 036 032 041 043 1503
Peito, % 285 316 317 301 305 312 836
Altura de
vilosidades
Duodeno, pm 356 360™ 3750 300% 392% 420% 16,98
Jejuno, um 215 227 224 221 223 225 17,26
fleo, um 161 1657 178° 184*b 190*" 227* 13,06
Profundidade das criptas
Duodeno, ym 539 554 635% 67,7 580 721* 17,34
Jejuno, um 428 435 433 521* 521* 659* 1588
fleo, um 461 4627 51,0° 572% 596* 67,9% 17,58
Glicemia, mg/dL 195 171 184 181 178* 149* 7,80
'&%’.ﬂ?de CK' 538 7,670 796% 927* 1222* 1393* 12,98

* Diferem do controle (sem inoculaco) pelo teste Dunnett (P<0,05).
+ Regresséo linear para niveis de glicerol (P<0,05)

1 Regressdo quadratica para niveis de glicerol (P<0,05)

abe para niveis de glicerol inoculado, médias seguidas por diferentes letras diferem pelo

teste SNK (P<0,05)
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438 Tabela 4. Equacgdes de regressao para os niveis de glicerol inoculados em ovos
439 embrionados de frangos de corte. Variaveis obtidas apds a eclosdo.

Variaveis Equacéo R2
Residuo vitelinico, % y =-0,0054x% + 0,2276x + 15,62 0,86
Baco, % y = 0,0006x + 0,047 0,64
Coracéo, % y =0,0042x + 0,697 0,44
Moela, % y = - 0,0008x? - 0,0314x + 4,50 0,85
Altura de vilosidades

Duodeno, pm y =0,259x + 339,2 0,136

fleo, um y = 0,925x + 164,1 0,093
Profundidade das criptas

Jejuno, um y =0,356x + 41,53 0,139

fleo, pm y = 0,400x + 46,16 0,107
Glicemia, mg/dL y = - 0,0382x% + 1,5064x + 170,60 0,95
fy  code I bad y=0,1341x + 6,86 093

440
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Tabela 5. Efeito da inoculacdo de glicerol in ovo sobre o peso corporal e das
visceras, morfometria do epitélio intestinal, glicemia e atividade da glicerol

. Sem Glicerol (nmol/mL)  CV (%)
Variaveis . x
inoculacdo 0,0 12,5

Peso, g 104,3 81,5 98,7 18,8
Residuo vitelinico, % 0,27 0,65 0,83 * 33,86
Figado, % 3,54 3,5 3,81 12,41
Baco, % 0,08 0,07 0,08 21,86
Coragéo, % 0,96 0,98 1,03 16,68
Pancreas, % 0,45 0,47 0,47 10,91
Moela, % 6,1 6,68 6,35 8,35
Intestino, % 7,9 8,42 8,03 12,27
Intestino Grosso, % 1,61 2,30 * 2,39 * 8,98
Intestino Delgado, % 5,68 6,64 5,73 13,01
Duodeno, % 1,82 2,05 1,93 13,29
Jejuno, % 2,64 3,07 2,55 15,58
ileo, % 1,18 1,08 1,28 16,58
Peito, % 11,78 11,47 10 21,16
Coxa e Sobrecoxa, % 17,05 13,65 * 15,41 12,11
Altura de vilosidades

Duodeno, pm 597 479 * 446* 20,72

Jejuno, um 444 382* 360* 22,46

fleo, um 355 260*" 325 22,52
Profundidade das criptas

Duodeno, pm 112,2 90,6* 101,3 28,08

Jejuno, um 109,6 69,0*f 59,2* 24,89

fleo, um 77,8 73,17 84,8 26,43
Glicemia, mg/dL 139,3 134,7% 84,80 * 7,88
Atividade GK (x 101%) 9,65 8,83 15,04 25,32

* Diferem do controle (sem inoculago) pelo teste Dunnett (P<0,05).
T Niveis de glicerol diferem pelo teste F (P<0,05).
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Dial Dial2 Dial7 Dia21 Dia25
A B C D E

Figura 1. Fluxograma do experimento. A — selecdo, pré-aquecimento e incubagdo dos
ovos; B — ovoscopia, retirada dos ovos inférteis e distribuicdo dos ovos férteis nos
grupos experimentais; C — Inoculacdo in ovo das solugdes; D e E — eclosdo dos ovos,
pesagem dos pintinhos, eutanasia e coleta das amostras; E — embriodiagnéstico.
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451
570

y =6.1821x + 514.17
R?=0.6477

560 -
550
540
530
520

w > UV O T

510
500

490

S| 0,0 12,5 25,0 37,5 50,0
452
453  Figura 2.Tempo (horas) para a eclosdo dos pintos (média + DP) provenientes de ovos
454 inoculados ou ndo com solugdes contendo diferentes niveis de glicerol.
455 * Difere do grupo controle (sem inoculagdo — SI) pelo teste Dunnett.
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ANEXOS

Anexo 1. Anélise de variancia para peso de pintos ao hascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 19,51 4,88 0,52 0,72
Adicional 1 1,03 1,03 0,11 0,74
Erro 110 1029,21 9,36

Anexo 2. Anélise de variancia para glicemia de pintos ao nascimento.

FVv G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 4616,78 1154,19 594  0,0006
Adicional 1 3646,50 3646,50 18,77  0,0001
Erro 46 8935,95 194,26

Anexo 3. Anélise de variancia para glicerol quinase de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 4,08 1,02 6,90 0,00035
Adicional 1 4,28 4,28 28,92 0,00001
Erro 34 5,03 0,15

Anexo 4. Anélise de variancia para peso do residuo vitelinico de pintos ao
nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 56,65 14,16 1,98 0,11
Adicional 1 25,66 25,66 3,59 0,06
Erro 52 372,08 7,16

Anexo 5. Anélise de variancia para peso da moela de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 2,56 0,64 1,83 0,14
Adicional 1 0,06 0,06 0,18 0,67

Erro 55 19,28 0,35
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Anexo 6. Andlise de variancia para peso do figado de pintos ao nascimento.

FVv G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,59 0,15 1,34 0,27
Adicional 1 0,31 0,31 2,77 0,10
Erro 49 5,43 0,11

Anexo 7. Anélise de variancia para peso do bago de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,03 0,01 1,85 0,13
Adicional 1 0,01 0,01 4,22 0,04
Erro 54 0,19 0,00

Anexo 8. Anélise de variancia para peso do pancreas de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM
Glicerol 4 0,006 0,00
Adicional 1 0,006 0,01
Erro 53 1,29 0,00

Estat. F P-valor
0,62 0,65
2,48 0,12

Anexo 9. Andlise de variancia para peso do coracdo de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,11 0,03 6,01  0,0005
Adicional 1 0,005 0,01 1,26 0,27
Erro 48 0,22 0,00

Anexo 10. Analise de variancia para peso do peito de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,18 0,04 0,17 0,95
Adicional 1 0,59 0,59 2,26 0,14

Erro 49 12,79 0,26
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Anexo 11. Anélise de variancia para peso do intestino de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,08 0,02 0,75 0,56
Adicional 1 0,001 0,00 0,06 0,81
Erro 49 1,27 0,03

Anexo 12. Analise de varidncia para peso do intestino grosso de pintos ao
nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,03 0,01 0,91 0,47
Adicional 1 0,01 0,02 1,58 0,21
Erro 48 0,46 0,01

Anexo 13. Analise de variancia para peso do duodeno de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,002 0,00 0,08 0,99
Adicional 1 0,01 0,01 2,22 0,14
Erro 51 0,30 0,01

Anexo 14. Analise de variancia para peso do jejuno de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,03 0,008 0,90 0,47
Adicional 1 0,01 0,011 1,32 0,26
Erro 52 0,45 0,009

Anexo 15. Analise de variancia para peso do ileo de pintos ao nascimento.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,04 0,009 1,06 0,38
Adicional 1 0,1 0,01 1,47 0,23

Erro 55 0,47 0,009
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Anexo 16. Analise de variancia para peso do intestino delgado de pintos ao
nascimento

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 4 0,09 0,02 1,25 0,30
Adicional 1 0,006 0,00 0,35 0,56
Erro 48 0,89 0,2

Anexo 17. Andlise de variancia para peso de pintos aos 7 dias.

FVv G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 1,83 1,83 2,28 0,16
Adicional 1 1,32 1,32 1,64 0,23
Erro 14 9,83 0,80

Anexo 18. Andlise de variancia para glicemia de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 5533,73 5533,73 62,03 0,00
Adicional 1 3776,05 3776,05 42,33 0,00
Erro 12 1070,48 89,21

Anexo 19. Andlise de variancia para atividade da glicerol quinase de pintos aos
7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 2,00 2,00 3,01 0,11
Adicional 1 0,35 0,35 0,53 0,48

Erro 10 6,65 0,66
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Anexo 20. Anélise de variancia para peso do residuo vitelinico de pintos aos 7
dias.

FVv G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,01 0,01 0,27 0,62
Adicional 1 0,47 0,47 8,78 0,02
Erro 9 0,48 0,05

Anexo 21. Andlise de variancia para peso da moela de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,26 0,26 0,93 0,35
Adicional 1 0,58 0,58 2,06 0,18
Erro 12 3,40 0,28

Anexo 22. Analise de variancia para peso do coracdo de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,008 0,008 0,30 0,59
Adicional 1 0,008 0,009 0,31 0,59
Erro 14 0,38 0,03

Anexo 23. Analise de variancia para peso do figado de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,22 0,22 1,10 0,31
Adicional 1 0,08 0,08 0,42 0,53
Erro 13 2,64 0,20

Anexo 24. Analise de variancia para peso d bago de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,00 0,00 0,08 0,79
Adicional 1 0,00 0,00 0,00 1,00

Erro 13 0,00 0,00
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Anexo 25. Andlise de variancia para peso do pancreas de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,00 0,00 0,00 0,94
Adicional 1 0,00 0,00 0,34 0,57
Erro 10 0,03 0,00

Anexo 26. Analise de variancia para peso do peito de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 1.56 1,56 0,28 0,61
Adicional 1 3,35 3,35 0,61 0,45
Erro 12 66,37 5,53

Anexo 27. Analise de variancia para peso do intestino de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,41 0,41 0,42 0,53
Adicional 1 0,37 0,37 0,37 0,55
Erro 14 13,82 0,99

Anexo 28. Analise de variancia para peso do intestino grosso de pintos aos 7

dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,05 0,05 1,52 0,25
Adicional 1 1,67 1,67 51,85 0,00
Erro 10 0,32 0,03

Anexo 29. Analise de variancia para peso do duodeno de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,04 0,04 0,58 0,46
Adicional 1 0,08 0,08 1,27 0,28
Erro 12 0,78 0,06
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Anexo 30. Andlise de variancia para peso do jejuno de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,65 0,65 3,63 0,08
Adicional 1 0,04 0,04 0,25 0,63
Erro 12 2,15 0,18

Anexo 31. Analise de variéncia para peso do ileo de pintos aos 7 dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 0,00 0,00 0,00 0,95
Adicional 1 0,02 0,02 0,46 0,51
Erro 11 0,43 0,04

Anexo 32. Analise de variancia para peso do intestino delgado de pintos aos 7
dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 1,98 1,97 3,29 0,09
Adicional 1 0,56 0,560,60 0,93 0,35

Erro 14 7,21

Anexo 33. Analise de variéncia para peso da coxa+sobrecoxa de pintos aos 7
dias.

FV G.L. SQ QM Estat. F P-valor
Glicerol 1 7,43 7,43 2,11 0,17
Adicional 1 18,22 18,22 5,18 0,04
Erro 12 42,21 3,52




