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Resumo

Dentro da industria avicola, o incubatorio possui um papel fundamental, por ser o local de
producdo de novos individuos. Neste sentido, pesquisas de inovacdo tecnoldgica cuja
abrangéncia se dé desde a coleta dos ovos até o galpdo tem se tornado fundamentais, sendo
uma dessas de cunho biotecnoldgico, denominada de Inocula¢do in ovo. A inoculagdo ou
nutricdo in ovo € um campo recente e trata-se do fornecimento de nutrientes de forma exogena
ao embrido via liquido amnidtico ou alantoide a fim de que este possa obter melhorias
significativas em seu desenvolvimento e desempenho pos-ecloséo. Este trabalho visou avaliar
os efeitos e o potencial bioldgico da utilizacdo de proteina liofilizada de pescado (Colossoma
macropomum) para fins de inoculacdo in ovo. Foram incubados 400 ovos provenientes de
matrizes Label Rouge com 27 semanas de idade alojadas no matrizeiro experimental do Setor
de Avicultura da FCA/UFAM. Apo6s 16 dias de incubacdo, foi realizada a ovoscopia para
selecdo dos ovos férteis a serem utilizados na pesquisa. Estes ovos foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com os tratamentos sendo constituidos por ovos
integros, solucdo salina e diferentes concentracbes de proteina liofilizada de pescado
inoculadas (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%) com 39 repeti¢cdes, sendo o ovo considerado uma
repeticdo. Foram analisadas a composicdo centesimal do pescado liofilizado utilizado,
rendimentos de incubacdo das aves, parametros bioquimicos séricos dos pintos ao nascer,
desenvolvimento morfologico e histoldgico do trato gastrointestinal. A partir dos resultados
obtidos, p6de-se determinar que, apesar da baixa taxa de eclodibilidade nos niveis mais
elevados, houve bons resultados da inoculagédo para a formacgédo do TGl e do peso ao nascer dos
pintos em niveis de 0,5% e 1,0% sem prejuizos a fisiologia.

Palavras-chave: Avicultura, biotecnologia, desenvolvimento embrionario, inoculagéo in ovo,

pescado liofilizado.
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Abstract

In poultry industry, the hatchery plays a fundamental role in this context due to the production
of new birds to supply the farms. Technological innovation research since egg collection to
hatchery are fundamental to allow the development of this area, where biotechnologies as in
ovo feeding are pointed. In ovo feeding, or injection, is a recent study area and involves the
exogenous supply of nutrients to the poultry embryo via amniotic fluid or allantois aiming to
provide significant improvements in its development and post-hatch performance. Front this,
the objective of this study was to evaluate the effects and biological potential of lyophilized
fish protein for in ovo feeding. Initially, 400 eggs from 27 weeks old Label Rouge breeders
were incubated. After 16 days, egg candling was performed to select fertile eggs that were
used in the research. Fertile eggs were distributed in a completely randomized design where
the treatments will be constituted by two controls (intact eggs and buffered saline solution) and
different in ovo injection concentrations of lyophilized fish protein (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and
2.5%) with 39 replicates each, being the egg considered a replication. The analyses made were
according to the composition of the freeze-dried fish used, incubation yields of the birds,
serum biochemical parameters of the chicks at hatching, and morphological and histological
development of the gastrointestinal tract. From the results obtained, it was possible to
determine that, despite the low hatchability in higher levels, the in ovo feeding provided good
results for the intestinal development and body weight of the chicks in inclusion levels of

0,5% and 1,0% without compromising the physiology.

Keywords: Poultry science, biotechnology, embryo development, in ovo feeding, freeze-dried
fish.
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1. Introducéo

A producdo avicola € um dos segmentos de maior avanco da industria de producgao
animal tendo sido representado pelos altos indices de producdo ao longo dos anos, como bem
apresentados por entidades como a FAO (2023). Tal fato comprova que por conta da crescente
demanda por produtos avicolas, os avangos em tecnologia e manejo sdo imprescindiveis nesta
industria (TAINIKA; SEKEROGLU, 2020).

Dentro da cadeia produtiva avicola, o incubatorio possui papel fundamental por ser o
local de geracdo de novos individuos a partir de ovos férteis (embrionados) em quantidade e
qualidade (BOLELI et al., 2016; GROFF et al., 2017). Por isso, a inovacdo em tecnologias
que possam ser utilizadas desde a coleta dos ovos até o galpdo tem se tornado fundamental
para atingir a precisdo na producdo de pintos saudaveis. Assim a biotecnologia tem se
apresentado como um destaque devido a ampla gama de possibilidades que traz consigo,
dentre estas, a tecnologia de inoculacgdo in ovo. Esta técnica é uma das mais recentes dentro da
indUstria, tendo sua primeira utilizacdo datada aproximadamente a 28 anos atras, cujos
principais objetivos sdo fornecer nutrientes de maneira exdgena ao embrido através do liquido
amnidtico ou do alantoide para que este possa obter melhorias significativas em seu
desempenho de forma geral (UNI et al., 2005).

Os nutrientes utilizados na inoculacdo in ovo podem estar direcionados a diferentes
funcdes quanto a fisiologia do pintinho, podendo atuar com fontes de energia (Sacarose,
dextrina, maltose e glicose), ativacdo do sistema imunoldgico (vitamina E, cobre e
probidticos), metabolismo e anabolismo protéico (acido beta-hidroxi-beta- metilbutirico
(HMB) e aminoéacidos: metionina, lisina, treonina, arginina e leucina) e/ou agentes tréficos da
mucosa intestinal (zinco e &cido butirico) (UNI et al., 2005; ALVES et al., 2020; MIRANDA
et al., 2021). Algumas substancias, apesar da limitacdo de informacdes, encontram-se em
plena fase de testes, ou utilizacdo em pequena escala, na nutricdo in ovo, com destaque para
os carboidratos, que bioguimicamente sdo componentes importantes no desenvolvimento
embrionério, principalmente na fase final (ALVES et al., 2020; MIRANDA et al., 2021).

Frente a isso, a utilizacdo de outros nutrientes surge como uma alternativa de
aplicacdo em tal tecnologia visando atender a lacuna que ha tanto na comunidade cientifica
quanto na industria avicola de producdo no quesito inovagéo, e principalmente aos beneficios
que as substancias supracitadas podem proporcionar tanto ao embrido quanto as aves em plena
producdo e submetidas a diferentes aptiddes (corte e/ou postura) (SAEED et al., 2019). Neste
sentido, pode-se destacar o potencial daquelas oriundas de animais, como o pescado, que ja

vem sendo pesquisado relacionado a dietas para aves (BATALHA et al., 2017).



No Brasil, o aproveitamento de residuos provenientes da pesca e aquicultura é
considerado baixo, pois normalmente estes ndo recebem nenhum tipo de tratamento ou sdo
descartados de forma inadequada, proximo ao local de processamento dos produtos, assim
contribuindo para uma maior contaminacdo ambiental (MACHADO et al., 2020; SILVA et
al., 2020). E quando ocorre o aproveitamento, normalmente este é destinado para a producgao
de farinhas (MACHADO et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Uma tendéncia nas pesquisas com processamento de pescado € a utilizacdo da
técnica de liofilizacdo para fins de desenvolvimento de novos produtos alimenticios, tais como
farinhas liofilizadas e concentrados proteicos (MACHADO et al., 2020; SILVA et al., 2020).
Esta técnica se baseia em um processo de desidratacao a frio utilizando temperaturas de -80°C
seguido de sublimacéo e € conhecida por sua capacidade de preservar caracteristicas como a
cor, 0 aroma, a forma e o valor nutricional, resultando em um produto de alto valor agregado
devido a qualidade (BARBOSA et al., 2021).

Sabendo-se que na Regido Amazobnica é detentora de vasta abundéncia de recursos
hidricos e diversidade de espécies de peixes, 0 que a torna apropriada como potencial na
atividade de producdo aquicola e pesqueira (PANTOJA-LIMA et al., 2021), faz-se necessario
refletir o que estd sendo feito para gerir o potencial das grandes quantidades de residuos
produzidas nestas atividades a fim de se evitar desperdicios. Através disto, é possivel pensar
na obtencdo de um produto concentrado proprio para utilizagdo em técnicas como a
inoculacdo in ovo na cadeia produtiva avicola, integrando assim duas cadeias produtivas de
forma colaborativa gerando um ciclo de economia circular, principalmente pelas vantagens de
acessibilidade para a regido. Diante do exposto, este trabalho tem o objetivo de avaliar o
potencial biolégico da proteina liofilizada de pescado para fins de inoculagdo em ovos

embrionados.



. Hipoteses

HO: a inoculacéo in ovo de proteina liofilizada de pescado néo afeta o desenvolvimento dos
embrides na fase final de incubacao;

H1: a inoculacéo in ovo de proteina liofilizada de pescado influencia positivamente no
desenvolvimento de embriGes avicolas;

H2: a inoculacéo in ovo de proteina liofilizada de pescado influencia negativamente no

desenvolvimento de embrides avicolas.



3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial bioldgico da utilizacdo de proteina liofilizada de pescado

(Colossoma macropomum) na alimentagéo in ovo de embrides avicolas.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar a composicdo centesimal e a avaliacdo microbioldgica da proteina liofilizada
de pescado;

Mensurar os rendimentos de incubacdo e o peso dos pintos ao nascer de embrides
inoculados com proteina liofilizada de pescado;

Analisar os efeitos da proteina liofilizada de pescado inoculada em embrides avicolas
atraves da avaliacdo dos parametros bioguimicos sanguineos dos pintos ao nascer;
Analisar os efeitos da proteina liofilizada de pescado inoculada em embrides avicolas
sobre o desenvolvimento morfoldgico e histoldgico do trato gastrointestinal dos pintos ao
nascer;

Indicar o nivel ideal de uso da proteina liofilizada de pescado na alimentacdo in ovo de

embrides avicolas.



4. Reviséo de literatura
4.1. Incubacéo artificial e a cadeia produtiva de pintos

O mercado de producdo de aves tem se apresentado como um dos setores de maior
destaque na producédo de alimentos, acompanhando o crescimento populacional e a crescente
demanda por alimentos (ABPA, 2021; FAO, 2023). Diante de tal fato, os olhares tém se
voltado para a producdo sustentavel de pintos saudaveis que expressam todo seu potencial
genético nos diferentes ambientes de producdo e, desta forma, o processo de incubacédo
artificial apresenta-se como o alicerce da cadeia produtiva avicola (BOLELI et al., 2016;
RUFINO, 2018; MELO et al., 2022).

Geralcida e Ferreira (2011) e Santana et al. (2014) descrevem que a eficécia do
processo de incubacdo depende de fatores que vao desde 0 manejo empregado na postura de
ovos na granja de matrizes, coleta, recepcdo e desinfeccdo dos ovos, armazenamento, pré-
aquecimento e chegada aos incubatérios até o0 momento da eclosdo. Dentre estes fatores,
durante o periodo de 21 dias de incubacdo, parametros fisico-quimicos como temperatura,
umidade relativa, viragem, fluxo de ar, niveis de oxigénio e didéxido de carbono devem ser
cuidadosamente mensurados e rigorosamente respeitados para atender as necessidades do
embrido em seu desenvolvimento (BOLELI et al., 2016; GROFF et al., 2017).

A faixa de temperatura ideal para desenvolvimento da ave depende da temperatura de
incubagdo, producdo de calor metabdlico e conduténcia térmica entre o ovo e o ar circundante
(BOLELI et al., 2016). Em estudos conduzidos por Almeida et al. (2016) e Morita et al.
(2016), até o 13° dia de incubacdo embrides avicolas apresentaram bom desenvolvimento
quando submetidos a temperatura de 39°C, porém, Leksrisompong et al. (2007) observaram
que ap0s este periodo, altas temperaturas prejudicam o desenvolvimento de 6rgdos como
coracdo, pro-ventriculo, moela e intestino delgado.

Atualmente as incubadoras mantém as temperaturas de incubacdo entre 37,5 °C e
37,8°C até o momento da transferéncia, no qual as temperaturas sdo diminuidas para menos
de 36,5°C, pois a partir deste periodo ocorre 0 aumento do incremento calérico do embrido
causado pela rapida e coordenada sequéncia de eventos de preparacao para a vida fora do ovo
nos altimos 4 dias de incubacdo (GROFF et al., 2017). Quanto a umidade relativa, hd um
consenso de que esta deve estar atrelada a perda de dgua em relacdo ao peso inicial do ovo
que esta na faixa de 12% a 14% e, para isso, é necessario que a umidade na incubadora
esteja entre 65% e 68%, jamais decaindo ou ultrapassando a faixa limite de 70% (BOLELI et
al., 2016).

A viragem dos ovos esta associada ao sucesso de outros fatores como a ventilagdo e



trocas de gases e calor visto que o embrido necessita da difusdo de gases entre a casca € 0
albumen para obter Oz e eliminar CO2, principalmente na primeira semana de incubagdo
(BOLELI et al., 2016). Robinson (2013) observou que falhas na viragem dos ovos reduzem a
formagdo de fluidos no embrido devido a facilitarem a aderéncia deste a casca,
comprometendo o desenvolvimento. Em criatrios comerciais, as incubadoras realizam
viragem de 45° + 5° por hora, 24 vezes ao dia até o 18° dia de incubacdo em movimentos
circulares para evitar quebras na regido do corioalantoide (ROBINSON, 2013; BOLELI et al.,
2016).

4.2. Desenvolvimento embrionario de aves e formacéo do trato gastrointestinal

Apds a fecundacao, varias reagcdes quimicas acontecem e o processo de clivagem inicia
durante a formacdo da casca no Utero da galinha, ocorrendo também nesse local a formacao
do blastocele apds sucessivas divisdes de células denominadas blastdmeros e 0s precursores
dos futuros tecidos embrionarios, denominados de epiblasto e hipoblasto (HYBRO, 2007).
Ainda no organismo da ave, inicia-se a gastrulacdo na qual se forma o eixo central do embrido
do qual se formara a linha primitiva e os somitos que originardo os 6rgaos da ave até a fase
adulta (HYBRO, 2007). Durante este processo, também sdo formadas trés camadas de células
que serdo responsaveis pela formacdo de determinados tecidos do organismo do embrido,
conhecidos como: endoderma que dard origem ao sistema respiratorio, 0rgaos secretores e
contribuird para a formacdo de vérias partes do trato gastrointestinal, a ectoderma que sera a
base principal para a formacéo da pele, bico, cloaca, olhos e sistema nervoso e a mesoderma na
qual se formara o tecido 0sseo, o sistema circulatdrio, excretdrio, e os érgdos reprodutores
(HYBRO, 2007).

Apobs tais processos ocorrem outras duas fases até o 10° dia de incubacéo,
denominadas de organogénese (organizacdo do sistema nervoso) e morfogénese (sistemas
adquirem uma forma definitiva e passam a ocupar determinada posicdo no organismo),
seguidas de uma fase de integracdo funcional na qual os 6rgaos formados passam a atuar de
forma interligada e ndo independentes, e a fase final ao 14° dia de incubacéo, quando ocorre a
maturacdo embrionéaria (HYBRO, 2007).

O desenvolvimento do trato gastrointestinal inicia nas primeiras 96 horas de

incubacdo com a formacdo da boca, pro-ventriculo e moela e ao 3° dia de incubacdo o



intestino primitivo se divide em anterior, médio e grosso (MOORE; PERSAUD, 2008). No 4°,
5° e 6° dias de incubacdo, formam-se a cloaca, bursa de Fabricius e o bico da ave,
respectivamente, e ao final é possivel observar a presenca da alca duodenal, do intestino
delgado e dos cecos (MOORE; PERSAUD, 2008; ROCHA et al., 2014). Chevalier et al.
(2021), através de imuno-histoquimica, detectaram que o sistema nervoso entérico ja se
encontra evoluido na regido do duodeno ao 8° dia de incubacéo.

Porém, é na fase final de incubacéo que o trato gastrointestinal da ave realmente evolui
através do desenvolvimento das células enteroendocrinas, células caliciformes, enterdcitos,
vilosidades e criptas a partir do 13° dia de incubagdo (OZAYDIN; CELIK, 2012), sendo de
inicio as células enteroenddcrinas de formato piramidal ou oval com granulos marrons escuros
localizados na posicao infra-nuclear, células caliciformes correspondendo a cerca de 13% das
células epiteliais contendo em sua maior parte mucinas acidas, e as vilosidades e criptas
rudimentares até o 15° dia de incubagdo no qual, a partir de entdo, a cripta passa a secretar
diversas enzimas, como sucrase e maltase e fornece enterdcitos para aumentar a superficie
absortiva intestinal a medida que o vilo cresce (OZAYDIN; CELIK, 2012; GIVISIEZ et al.,
2020).

4.3. Metabolismo energético do embrido

O substrato gema é essencial para realizacdo de conversdes energéticas e
transformacéo de carboidratos e gordura em energia (ATP) e por isso esta estrutura é de suma
importancia durante todo o periodo do desenvolvimento embrionario (BARBOSA, 2011,
FARIAS et al., 2023). Além deste, o liqguido amniético também desempenha papel essencial
no que diz respeito a manutenc¢éo nutricional do embrido (FARIAS et al., 2023).

Inicialmente, a fonte priméria de energia sdo os carboidratos devido a facilidade de
guebra destes macronutrientes através da glicélise ou de glicose prontamente acessivel até que
a regido do corioalantdide torne-se funcional em seu papel de atividades respiratorias e
garantia de acesso a oxigénio para que seja possivel utilizar os acidos graxos como fonte
priméaria de energia (BARBOSA, 2011). Ainda que os carboidratos sejam uma via facil para
obtencdo de energia, sua rentabilidade energeética ndo é suficiente, ao contrério dos lipidios
que possuem um processo de queima maior com obtencédo de saldo energético final superior,
incrementado com a presenca de oxigénio (FARIAS et al., 2023).

Dentre as gorduras presentes na gema, os acidos oléico, linoleico, palmitico,
araquidoénico entre outros sdo degradados atraves de reacOes beta oxidativas nas quais sao

transformados em Acetil-CoA, entrando a partir dai no ciclo de Krebs, resultado também em



energia, CO2 e agua (NELSON; COX, 2018). E nesse processo, fatores como a temperatura e
a participacao de enzimas sao essenciais, visto que a temperatura se apresenta como a variavel
fisica com a funcéo de acelerar as reagdes e as enzimas como a variavel quimica na qual ha a
funcdo de catélise das reagdes, permitindo a formacdo de tecidos e a ocorréncia de outras
reacOes (BARBOSA, 2011).

Entre o 10° e 12° dia de incubacdo, é possivel evidenciar proteinas de destaque no
sangue como a ovoalbumina, ovotransferrina e ovomucdéide que, dentre diversas funcdes,
auxiliam no desempenho da utilizacdo de glicose como suporte para o funcionamento do
figado e deposicdo de glicogénio muscular (MORAN Jr., 2007). A partir do 19° dia de
incubagdo, o saco vitelino incorpora-se na cavidade abdominal do embrido, retraindo-se até o
momento do inicio da eclosdo apresentando-se como reserva residual suficiente para suprir a
ave formada por até dois dias ap6s o nascimento (BARBOSA, 2011). Entretanto, em estudos
conduzidos por Morita et al. (2009) e Dayan et al. (2020) foi possivel verificar que se tal
reserva energética for limitada, o organismo do embrido necessitara direciona-la para a
atividade vital de mantenca ou para o crescimento corporal, comprometendo, desta forma, a
sobrevivéncia e/ou desempenho do pintinho apds o nascimento (BARBOSA, 2011; DAYAN
et al., 2020).

4.4. Alimentacdo in ovo e a potencial aplicacdo de proteina liofilizada de pescado

Considerando que aves possuem apenas o0 conteldo presente no ovo para sua
formagéo e desenvolvimento de todo o organismo ao longo de 21 dias de incubacdo e ainda
precisam garantir uma reserva energética para o periodo pos eclosdo, o estudo de tecnologias
gue venham a favorecer o estado de manutencdo nutricional e energético tém sido de suma
importancia para resolver tais problemas na producédo de pintinhos de qualidade (UNI et al.,
2003). Além disso, a pesquisa neste campo também busca atender uma expectativa de
suprimento de elevada demanda metabdlica das novas linhagens avicolas a fim de que estas
possam expressar seu maximo de potencial genético em diferentes condigdes no campo
(FARIAS et al., 2023).

Neste sentido, ha cerca de 28 anos atras a Tecnologia “in ovo” foi disponibilizada pela
primeira vez no processo de vacinacao de frangos contra a doenga de Marek, sendo a maquina
Inovoject®, fabricada pela Embrex, Inc., o primeiro sistema automatizado a ser introduzido
nos Estados Unidos (WILLIAMS; ZEDEK, 2010). A utilizagdo desta técnica de injecdo in
ovo atualmente estad em uso em mais de 90% dos incubatorios de paises como o0 EUA, cujas

maquinas tém a capacidade de administrar vacinas de 25.000 a 62.000 ovos por hora



(WILLIAMS; ZEDEK, 2010).

Seguindo tal linha de raciocinio, diversas pesquisas tém se direcionado para
aplicacdo de vacinas, medicamentos, hormonios, probidticos, prebidticos e outros varios
nutrientes suplementares com o objetivo de aumentar potencialmente a imunidade e
crescimento do pintinho e tém sido continuamente estudados em vérios laboratorios nos
ultimos 20 anos a fim de buscar uma aplicacdo comercial (PEEBLES, 2018). A técnica
utilizada na aplicac¢do de nutrientes atende pelos nomes de “Nutri¢do in 0v0” ou “Alimentagao
in ovo” tendo sido os primeiros trabalhos publicados por Uni e Ferket (2003) que afirmaram
que a mortalidade vivenciada pelos filhotes durante o periodo critico pés-eclosdo, quando
estdo em adaptacdo aos novos ambientes e a alimentacdo exdgena, pode ser aliviada pela
administracdo in ovo de nutrientes no estagio final do periodo embrionario. A aplicacédo
consiste em inocular substancias no ovo durante o desenvolvimento embrionario na regido do
liguido amnidtico através do uso de seringas descartaveis (ALVES et al., 2020; MIRANDA et
al., 2021).

Entretanto, ainda é tema de discussdo em toda literatura que alguns fatores como a fase
de desenvolvimento do embrido, local de aplicacdo e composicao da solugdo podem determinar
0 volume ideal a ser aplicado em diferentes locais do ovo, concentragfes, osmolaridades e
outros parametros, fatores estes que ainda carecem de mais informacdes detalhadas a respeito
de seus efeitos sobre a fisiologia do embrido, o que tém impedido o avanco de tais pesquisas
para aplicacdo a nivel industrial (ALVES et al., 2020; MIRANDA et al., 2021).

Pesquisas conduzidas por Uni et al. (2003) e Campos et al. (2010) demonstraram que
do 15° ao 19° dia de incubacdo o liquido amnidtico é totalmente consumido oralmente e,
consequentemente, as substancias presentes também sdo ingeridas, criando a possibilidade de
ingestdo de nutrientes exdgenos antes do nascimento, sendo esta a faixa de periodo ideal para
aplicacdo da técnica. Dentre 0s nutrientes testados para avaliacdo da eficacia em melhorar o
desenvolvimento embrionério, eclodibilidade e desempenho poés-eclosdo quando
administrados in ovo encontram-se 0s aminoacidos, peptideos, carboidratos, nucleotideos,
eletrdlitos, vitaminas e minerais, L-carnitina, creatina e extratos vegetais que desempenham
diferentes funcbes no organismo desde a fonte de energia metabdlica até o estimulo do
desenvolvimento e atividade precoce da mucosa intestinal e seus agentes e do sistema
imunoldgico (MIRANDA et al., 2021; FARIAS et al., 2023).
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Os carboidratos tém sido amplamente utilizados em tais pesquisas devido a minima
quantidade natural presente dentro do ovo tendo sido testadas a inoculacdo de maltose,
sacarose e dextrina para aumento dos niveis de glicogénio muscular suprindo o déficit
energético no momento da eclosdo (MIRANDA et al., 2021). Outros nutrientes como as
vitaminas e minerais tem sido utilizados como forma de evitar anormalidades durante o
desenvolvimento das aves que em diversos casos também podem levar a morte (CAMPOS et
al., 2010; MIRANDA et al., 2021).

Por outro lado, nutrientes como os aminoacidos ainda possuem pouca utilizacdo em
tais pesquisas, principalmente no que diz respeito aos que advém de fontes animais, fato este
considerado preocupante, pois apesar de a gema apresentar niveis suficientes para o
desenvolvimento embrionario e eclosao, estes niveis tornam-se insuficientes para sustentar o
desempenho pos-eclosao, principalmente considerando o acelerado crescimento das linhagens
atuais (OHTA et al., 2004; FARIAS et al., 2023). A inoculagdo de aminoacidos no liquido
amniotico de embriGes em estagio avancado de desenvolvimento favorece o catabolismo de
acidos graxos para vias energéticas, além de direciona-lo para o desenvolvimento muscular ao
também reduzir a sintese de glicose via gliconeogénese (KORNASIO et al., 2011; COSKUN
etal., 2018).

Neste sentido, uma possivel proposta de aplicacdo de fonte de proteina de origem
animal nesta técnica seria a utilizacdo pescado liofilizado, visto que o pescado tem sido
aplicado em pesquisas voltadas para nutri¢do de frangos de corte e poedeiras (HOSSAIN et al.,
2013; BATALHA et al., 2017; SILVA et al., 2017), sendo uma alternativa frente aos fatores
antinutricionais que a grande maioria dos ingredientes de origem vegetal apresentam, ao
mesmo tempo que ndo possui um elevado custo em comparagdo com a aquisicdo de
ingredientes proteicos ja preparados (HOSSAIN et al., 2013; SILVA et al., 2020). Aliando
isto ao fato de que a regido amazdnica possui uma vasta biodiversidade aquicola com alto
potencial para atividades de pesca e piscicultura e alta quantidade de residuos produzidos em
ambas as atividades (LINS, 2011; PANTOJA-LIMA et al., 2021), e pensando também nesta
como uma regido de certo destaque em producdo avicola (CRUZ et al., 2016), este trabalho
possui um viés multidisciplinar ao avaliar o potencial da utilizacdo de pescado como

ingrediente aplicado a inoculagéo in ovo e desta maneira, integrar duas cadeias produtivas.
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5. Material e Métodos
5.1. Local de desenvolvimento do estudo

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia Avicola do Setor de
Avicultura do Departamento de Producdo Animal e Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) localizada na cidade de Manaus
(Amazonas) (Figura 1). Todos os protocolos experimentais foram previamente submetidos a
apreciacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Amazonas

(CEUA) e devidamente aprovados sob o numero de protocolo 01/2022.

3 INCUBATORIO/LABORATORIO
};ﬂ DE TECNOLOGIA AVICOLA
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Figura 1. Setor de Avicultura da Universidade Federal do Amazonas. Fonte: Google
Maps, 2019.

5.2. Preparo das solugdes experimentais

Anterior a execucdo do experimento, foi coletado um peixe inteiro da espécie
Colossoma macropomum (tambaqui) de 3,60 kg durante o més de janeiro (época de cheia) para
retirada do filé e seus residuos no Mercado Municipal de Manaus Adolpho Lisboa, sendo este
transportado até a UFAM e armazenado em freezer convencional sob congelamento (-180°C)
até ser retirado para o preparo das amostras. Amostras de filé retiradas da regido acima das
costelas foram selecionadas ecortadas até atingirem tamanho inferior a 5 cm, lavadas em agua
clorada e apds com agua destilada, utilizando cerca de trés vezes o volume da amostra, por 5
minutos, repetindo o processo trés vezes, e em seguida, liofilizadas em um liofilizador de
bancada VirTis® benchtop K (estabelecido por ensaios preliminares) localizado no
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Laboratério de Fitoquimica e Semissintese na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas (Figura 2). As amostras liofilizadas foram submetidas
primeiramente a avaliacdo de parametros fisico-quimicos (Figura 3) e foram destinadas a
analise de parametros microbiologicos (Figura 4) a fim de atestar a qualidade do produto a ser
utilizado na solugdo inoculante seguindo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008) e

Anvisa (2022), respectivamente.

Figura 2. Processo de liofilizagcdo de Colossoma macropomum. Fonte: Arquivo pessoal,
2023.

Figura 3. Analises fisico-quimicas para determinacdo da composicdo centesimal do

ingrediente. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Figura 4. Analise microbioldgica para verificagdo da qualidade do ingrediente. Fonte:

Arquivo pessoal, 2023.

As solugdes foram preparadas de acordo com a metodologia relatada por Bhanja et al.
(2004). A concentragdo de amino&cidos para inoculagdo in ovo relatada por Murphy (1994) foi
tomada como padrdo, conforme apresentado na Tabela 1, para calcular a concentracdo de
proteina liofilizada nas solu¢Bes. Em seguida, as misturas foram dissolvidas em 200 uL de
solucdo salina estéril a 0,50% antes da inoculagdo. As solugdes foram ajustadas para 7,0 de pH
pela adicdo de NaOH e a contagem microbiana foi anulada através de um filtro estéril. Antes
do procedimento de inoculagéo in ovo, as solucGes foram aquecidas a 29 °C em banho-maria.
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Tabela 1. Composicdo das solugdes experimentais.

Tratamentos Solugdes

Ovo integro -
Solugéo Salina 0,5% de NaCl
Solugéo teste 1 0,5% de NaCl + 0,5% de Proteina Liofilizada de Pescado
Solucao teste 2 0,5% de NaCl + 1,0% de Proteina Liofilizada de Pescado
Solucao teste 3 0,5% de NaCl + 1,5% de Proteina Liofilizada de Pescado
Solugéo teste 4 0,5% de NaCl + 2,0% de Proteina Liofilizada de Pescado
Solugéo teste 5 0,5% de NaCl + 2,5% de Proteina Liofilizada de Pescado

5.3. Montagem do experimento

Foram adquiridos ovos fertilizados (n=400) provenientes do matrizeiro do Setor de
Avicultura da Universidade Federal do Amazonas (Campus Manaus). Estes foram
transportados até o laboratorio na UFAM onde foram identificados, pesados e incubados em
méaquina modelo PETERSIME que realiza viragens dos ovos a cada uma hora (Figura 5). Ap6s
16 dias de incubacdo, foi realizada a ovoscopia para selecdo dos ovos férteis a serem
utilizados na pesquisa. Estes foram separados em delineamento inteiramente casualizado
sendo o ovo considerado uma repeticao, ou seja, 39 ovos para cada tratamento (Figura 6).

Em seguida, estes foram pesados, higienizados e perfurados na regido da camara de
ar buscando-se evitar perfurar a membrana interna da casca do ovo. As solugdes formuladas
continham diferentes concentracdes de proteina liofilizada e foram injetadas a 0,5 ml na
regido do fluido amniotico utilizando seringas com agulha 7 x 2,5 mm e, em seguida, 0
orificio da casca do ovo foi lacrado com parafina fundida (Figura 6). Os ovos foram
transferidos para maquina de eclosdo modelo PETERSIME onde permaneceram até a retirada
dos pintos aos 21 dias de incubagdo (504+02 horas).
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Figura 5. Incubadora modelo PETERSIME presente no Setor de Avicultura. Fonte:

Arquivo pessoal, 2023.

Figura 6. Procedimento de ovoscopia e inoculagdo in ovo com proteina liofilizada de
pescado. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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5.4. Variaveis analisadas
5.4.1. Composicdo centesimal e microbioldgica do ingrediente

As variaveis de composicdo centesimal analisadas foram: matéria seca, matéria mineral,
proteina bruta e extrato etéreo. As variaveis microbiologicas foram determinadas pela

contagem de Salmonella, Staphylococcus aureus e coliformes fecais.

5.4.2. Rendimentos de incubacéo

Os rendimentos de incubacdo englobam: eclodibilidade (n° de pintos nascidos/n® de
ovos férteis x 100), mortalidade intermediaria (percentagem de pintos e/ou embrides mortos
entre 16 e 18 dias de incubacdo), mortalidade tardia (percentual de pintos e/ou embrides
mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, ap6s a inoculacdo, sem bicagem da casca do
ovo), mortalidade pos-bicagem (percentual de pintos e/ou embrides mortos entre 19 e 21
dias de incubacdo, apds a inoculacdo, com bicagem da casca do ovo) e correlacdo
pinto/ovo (peso de cada pinto ao nascer/peso de cada ovo antes da inoculagéo) (Figura 7).

Figura 7. Correlagdo pinto/ovo: determinada pelo peso do pinto ao nascer/peso do ovo na

inoculagdo. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

5.4.3. Bioquimica sanguinea

Apos afericdo dos rendimentos de incubacgdo, foram selecionados aleatoriamente 5
pintos aptos de cada tratamento para coleta de sangue individual. A amostra sanguinea foi
retirada por meio de puncdo cardiaca e armazenada em microtubos contendo heparina. O

sangue foi centrifugado (Figura 8) e o plasma foi utilizado para as anélises dos
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seguintes parametros bioquimicos: glicose, &cido drico, triglicerideos, colesterol total,
proteinas totais, aloumina e ureia através da utilizagdo de kits comerciais da marca Labtest
Diagnostico®. Em seguida, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro Shimadzu® UV-
1280.

Figura 8. Coleta e centrifugacdo do sangue dos pintos ao nascer para separacdo e posterior

analise do plasma. Fonte: Arquivo Pessoal 2023.

5.4.4. Morfometria e Histologia do trato gastrointestinal

Os mesmos pintos selecionados para analise bioquimica sanguinea foram
eutanasiados pelo método de deslocamento cervical para avaliacdo do desenvolvimento do
trato gastrointestinal através dos seguintes parametros: peso do saco vitelino (g), peso do
coragdo (g), peso do figado (g), peso do pancreas (g), peso do pré-ventriculo (g), peso da
moela (g), comprimento da orofaringe + eséfago (cm), comprimento da al¢a duodenal (cm),
comprimento do jejuno + ileo (cm), comprimento dos cecos (cm) e comprimento do colon +
reto (cm) (Figura 9).

As andlises histologicas foram realizadas no Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, no laboratério de Microscopia Eletronica do Campus Il (Manaus, Amazonas).
Seguindo a metodologia descrita por Bancroft et al. (2008), logo ap6s a eutanasia dos animais,
foi coletada uma amostra dos pontos inicial, médio e final do intestino delgado (entre a por¢édo
proximal descendente e a distal ascendente da alca intestinal) e uma amostra dos pontos
inicial, médio e final do intestino grosso (regido média do co6lon), sendo estas fixadas em
formaldeido 10%. Tais amostras foram submetidas aos procedimentos histoldgicos de rotina,
sendo desidratadas em solucdes de concentracdo crescente de etanol, diafanizadas em xilol,

imersas em parafina, microtomizadas a 4,0 um, dispostas em laminas de vidro, secas em
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estufa a 37°C overnight (Figura 10).

Figura 9. Dissecacédo dos pintos selecionados para avaliacdo do desenvolvimento morfologico

do Trato Gastrointestinal (TGI) e posterior analise histologica. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

e Zlolofa il h - ,
Figura 10. Processamento das amostras de intestino para formacéao de blocos de parafina (a

esquerda) e posterior microtomizacao destes blocos para formacdo de laminas histolégicas (a
direita). Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Para a fase de coloragdo das laminas foram utilizados trés tipos de corantes:
Hematoxilina-Eosina, Azul de Alcian e Periodic Acid Schiff (PAS). Em seguida, foi realizado
0 processo de desparafinizacdo inicialmente em todas as laminas com dois banhos de xilol e
banhos de concentraces decrescente de etanol de 100% a 50% e dois banhos em agua
destilada. Para a coloragdo (imuno-histoquimica) em hematoxilina, as laminas foram
mergulhadas em recipiente contendo o corante por 3 minutos e, posteriormente,
contracoradas em eosina por 30 segundos. Para coloracdo (imuno-histoquimica) em Azul
de Alcian e PAS, foram utilizados kits da marca EasyPath Diagnosticos®.

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram utilizadas para avaliacdo do
volume de Delesse ou fracional das tunicas (mucosa, submucosa, muscular e serosa) que tem
por objetivo quantificar o percentual de cada uma dessas estruturas. As laminas coradas com
azul de alcian foram utilizadas para quantificacdo de células caliciformes, diferenciando-as
entre produtoras de mucinas sulfatadas e carboxiladas. E as laminas coradas com PAS foram
utilizadas para quantificar as células caliciformes produtoras de mucinas neutras.

Posteriormente, todas as laminas foram reidratadas com banhos crescentes de etanol
e dois banhos em xilol. Apds a montagem, estas foram fotografadas no microscopio Zeiss® e a
andlise quantitativa foi realizada no sistema analisador de imagem Stepanizer® através do
sistema de pontos estereoldgicos, apds selecdo de trés vilos integros, estimando-se a densidade
de células caliciformes nas criptas e nas vilosidades e quantificando o volume fracional

(proporcédo relativa) das tunicas (submucosa, mucosa, muscular e serosa) dos intestinos.

5.5. Andlise estatistica

Os dados de todas as variaveis foram analisados quanto ao teste de normalidade e
transformados, quando necessario. Estes foram analisados pela ANOVA unidirecional usando
o software R (versdo 4.2.3) com comandos executados de acordo com Logan (2010). Quando
detectada significancia na analise de alguma variavel, foi realizado o teste de Tukey para testar
as diferencas entre os valores médios. Os resultados foram apresentados como médias e 0

nivel significativo para as diferencas foi definido como p<0,05.
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6. Resultados e Discusséo
6.1. Composicao centesimal e microbioldgica do ingrediente

Os resultados médios da composicdo centesimal da proteina liofilizada de tambaqui
(Colossoma macropomum) encontram-se na Tabela 2. Observa-se que apds o processo de
liofilizacdo, o teor de umidade foi de 13,20%, e considerando o peso do animal do qual
retirou-se o filé em questdo, também estima-se que a amostra possuia cerca de 576 kcal/kg
Ogawa e Maia (1999) descrevem que o musculo do pescado inteiro contém cerca de 60% a
85% de umidade variando conforme a espécie, idade, sexo e estado nutricional do animal,
além da época do ano de sua regido de origem. Neste caso, também se percebe que o peso do
animal e a escolha do uso do filé podem ter influenciado no teor de matéria seca apos a
liofilizacdo, visto que peixes maiores possuem menor teor de umidade e maior concentracao
desta no filé devido ao menor desenvolvimento de fibras musculares desta regido
(CONTRERAS- GUZMAN, 1994; ARBELAEZ-ROJAS et al., 2002).

Tabela 2. Composicdo centesimal da proteina liofilizada de pescado de tambaqui

(Colossoma macropomum) utilizada para elaboracéo das solucdes.

Composi¢do Centesimal® (%)

Amostra Peso do animal Natéria Seca Mgtena Proteina Bruta Ext,rato
(kg) Mineral Etéreo

3,60 86,80+0,15 4,90+0,03  83,60+0,02 9,86+0,05

Filé de Tambaqui
liofilizado
!Médias retiradas de trés repeti¢cdes + desvio padrio;

De acordo com a média obtida para o teor de matéria mineral, observa-se que alguns
fatores como o peso, idade, sexo e estado fisioldgico do animal provavelmente foram
determinantes para a obtencdo deste valor visto que, geralmente, nesta e em outras espécies de
agua doce menores a faixa de variagdo encontra-se em torno de 0,90 a 3,39% (SIMOES, 2007).
Franco et al. (2013) e Botelho et al. (2017) comparando tambaquis com média de cerca de 1,5
kg criados em sistema de tanque escavado e recirculacdo, respectivamente, obtiveram um
resultado de 1,45% e 2,75% de matéria mineral, indicando que, além das caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas do animal, o sistema de criacdo também pode influenciar na
composicao do filé.

Em relacdo ao fator sexo, Mesquita (2013) ao analisar tambaquis que ndo haviam
ainda atingido a maturidade sexual, em base Umida, encontrou teor de matéria mineral de

cerca de 1,14% para machos e 1,13% para fémeas. Neste sentido, percebe-se que tal valor
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encontrado para o peixe utilizado neste trabalho foi mais alto do que o que é normalmente
encontrado na literatura. VValores como o teor de extrato etéreo (lipidio) estdo sujeitos a
variacdes considerando o peso e até mesmo fatores genéticos do animal, além da propria
época do ano e sistema de criacdo, a depender do caso (OGAWA; MAIA, 1999; BOTELHO et
al., 2017). Neste trabalho, o teor de lipidios foi muito proximo ao encontrado por Amaral
(2013) ao analisar filés de tambaqui em base Umida, indicando que o processo de
liofilizacdo pode ter tido influéncia neste valor, mesmo que baixa.

De acordo com Ackman (1989), considerando que peixes com teor de gordura maior
que 8% séo classificados como peixes altamente gordos, pode-se dizer que o peixe utilizado
para elaboracdo da solugéo concentrada pertencia a tal classe, indicando que provavelmente o
peso e a idade do animal também influenciaram no teor de extrato etéreo do filé. Tal resultado
assemelha-se ao encontrado por Sales e Maia (2013) e Dantas Filho et al. (2021) que ao
analisarem filés de tambaquis com peso maior que 2 kg obtiveram valores de 6,8% e 10,64%
de lipidios, respectivamente, e, também a Botelho et al. (2017) que, além de obterem valor
determinante para classificacdo de um peixe altamente gordo ao analisarem o filé liofilizado
de um animal com cerca de 1,5 kg, também apresentaram uma correlacéo positiva e alta entre
as variaveis peso e extrato etéreo.

Segundo Rostagno et al. (2017), a exigéncia de Energia Metabolizavel para pintos de
corte machos e fémeas com idade entre 1 a 7 dias é de 3,0 e 3,1 kcal/kg, respectivamente.
Estimando-se tal quantidade de Energia Metabolizavel para a amostra de peixe utilizada neste
trabalho, notou-se que o valor desta estaria ultrapassando muito tal faixa de exigéncia, visto
que deve-se considerar que a mesma foi dissolvida em solucéo salina para ser administrada para
embrides, ou seja, para aves de corte em fase inicial ainda mais critica.

O teor de umidade de 13,20% para o peixe utilizado no presente trabalho apresenta-
se como um fator determinante para a determinacdo do valor de lipideo, além da prépria
influéncia do processo de liofilizagdo. Oetterer e Lima (1975) afirmam que a presenca de
lipideos € inversamente proporcional a de agua presente no peixe assim como, da mesma
maneira, também foi encontrado em estudo conduzido por Mesquita (2013) em machos e
fémeas ndo-maduros de tambaqui.

Em contrapartida, em estudo conduzido por Franco et al. (2013) com tambaquis
provenientes de piscicultura com cerca de 1,5 kg foi encontrado um valor de 1,82% de
lipidios, porém, os autores reforcam que houve um processo de curtimento das peles,
indicando que houve uma possivel influéncia deste fato devido a pele desta espécie estar muito
fixada na musculatura na regifio do perimisio (CONTRERAS-GUZMAN, 1994).
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Considerando que, neste trabalho, o peso, idade e processamento do animal possivelmente
tiveram influéncia sobre tal variavel, o fato de residuos da filetagem estarem presentes na
amostra também teve possivel participacdo na ocorréncia de tal valor encontrado ter sido alto.

Considerando que o teor de proteina bruta obtido foi maior em relacdo ao teor de
lipidios, tal resultado indica uma inversdo assemelhando-se a resultados obtidos por Botelho
et al. (2017) especificamente para a espécie tambaqui. Tal valor encontrado apresenta-se
como um fator potencialmente positivo, pois durante o desenvolvimento embrionario, as aves
se beneficiam muito deste nutriente na fase de pré-eclosdo devido ao atendimento do requisito
de amino&cidos essenciais e ndo essenciais que direciona 0 metabolismo de proteinas para
sintese proteica, acréscimo e produgdo muscular, e participacdo no metabolismo energético
(UNI et al., 2005; MORAN JR., 2007).

A respeito da analise microbiologica do ingrediente (Tabela 3), pode-se observar que
os valores estdo em conformidade com o exigido pela legislagdo brasileira (ANVISA, 2022),
indicando que o processo de liofilizacdo do filé foi eficiente, assim apresentando condic¢des

sanitarias desejaveis para aplicacdo como solucao inoculante para consumo animal.

Tabela 3. Perfil microbioldgico da proteina liofilizada de pescado de tambaqui (Colossoma
macropomum) utilizada para elaboracgdo das solugdes inoculantes.

Microrganismos (UFC.g-1)

Amostra Staphylococcus  Escherichia  Coliformes Coliformes Salmonella
sp. coli Totais Termotolerantes sp.
Filé de
Tambaqui 0,2x10 - <3,0x 10 <3,0x 10 Ausente
liofilizado

!Médias retiradas de trés repeticdes;

6.2. Rendimentos de incubacéo

Nos resultados dos rendimentos de incubacdo (Tabelas 4 e 5), observou-se diferenca
significativa entre os tratamentos para todas as variaveis, exceto para a taxa de Mortalidade
Pds-bicagem (%), Peso do pinto (g) e Correlagdo pinto-ovo. O lote de ovos integros
apresentou a maior taxa de eclodibilidade (82,59%), seguido dos lotes inoculados cujos niveis
de inclusdo de proteina liofilizada de pescado foram 0,5%, 1,0% e 1,5%, respectivamente.
Notou-se também que esta taxa foi reduzida conforme houve aumento do nivel de incluséo do

ingrediente inoculante, juntamente com a inoculagédo de solugéo salina.
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Tabela 4. Efeitos da inoculagdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de

desenvolvimento embrionario sobre a eclodibilidade e a mortalidade embrionaria.t

Variaveis
Eclodibilidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade
Tratamentos? ) o ] _
(%) intermediaria (%) tardia (%) Pds-bicagem (%)

Ovo integro 82,592 4,16° 8,71° 4,54
Solucéo salina 26,16° 56,43% 12,87° 4,54
0,5% PLP 52,28° 21,59° 12,87° 13,26
1,0% PLP 47,73° 34,85° 4,16° 13,26
1,5% PLP 39,02° 34,85P 17,42° 8,71
2,0% PLP 21,98¢ 43,18% 30,68? 4,16
2,5% PLP 17,44° 73,86° 4,16° 4,54
p-valor® 0,03 0,02 0,01 0,05"
CV (%)* 5,31 5,74 7,41 7,90

Todos os dados representam a média de 39 repetices por tratamento.

Qvo integro = sem inoculagdo. Solugéo salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de
pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solucéo salina.

3As médias seguidas por letras minGsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05). ns = ndo significativo (p>0,05).

4CV = Coeficiente de variagio.

Tal reducdo da eclodibilidade apds um determinado nivel de inoculacdo deve-se a
fatores como: o processo manual de inoculacao ser mais arriscado devido ao maior risco de erro
no momento de aplicagdo e possivel contaminacdo, e a perturbacdo do equilibrio osmético no
ovo ocasionada apds o aumento substancial dos nutrientes intermediaria (LEITAO et al.,
2010; MELO et al., 2022; FARIAS et al., 2023). E no caso deste estudo, principalmente no
que se refere ao teor de Extrato Etéreo da amostra (9,86%), resultando no consequente
aumento da mortalidade, especialmente intermediéria.

Embrides oriundos de ovos integros também apresentaram menores taxas de
mortalidade intermediaria. Por outro lado, nos tratamentos de ovos inoculados com 2,0% e
2,5% de proteina liofilizada de pescado observaram-se altos valores de taxas de mortalidade
intermediéria e notou-se, também, uma certa tendéncia de que estes foram os lotes nos quais 0s

pintos que nasceram serem mais pesados em comparagdo com os de lotes anteriores.
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Este comportamento das varidveis mostra que houve um efeito similar ao de “dose
letal”, pois, a partir de 2,0% de adi¢do do ingrediente, a solugdo inoculante torna- se 0
principal fator para desequilibrio osmoético do meio de nutrientes disponiveis para 0 embrido
(SANTOS, 2014; MELO et al., 2022; FARIAS et al., 2023). Quanto aos pintos nascidos em
tais lotes, ao analisar estudos similares, explica-se que o fato de as aves utilizadas neste estudo
pertencerem a uma linhagem de aves pesadas contribuiu para os valores de pesos obtidos,
além de que estes tiveram maior acesso a Aminoacidos e gordura (considerando o alto valor
de Extrato Etéreo da amostra de peixe da solucdo) ocasionando em baixo gasto de energia da

reserva corporal ou acumulo desta em triglicerideos e colesterol (SANTOS, 2014).

Tabela 5. Efeitos da inoculagdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de

desenvolvimento embrionario sobre o peso dos pintos ao nascer e a correlagdo pinto-ovo.*

Tratamentos? Peso do pinto (g) Correlagéo pinto-ovo
Ovo integro 39,78 0,73
0,5% Solucgéo Salina 39,07 0,69
0,5% PLP 37,95 0,69
1,0% PLP 38,45 0,67
1,5% PLP 36,92 0,72
2,0% PLP 40,69 0,74
2,5% PLP 40,22 0,77
p-valor® 0,37™ 0,17™
CV (%)* 7,92 9,08

Todos os dados representam a média de 39 repeti¢Oes por tratamento.

20vo integro = sem inoculacgéo. Solucio salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de
pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solugéo salina.

®ns = n&o significativo (p>0,05).

4CV = Coeficiente de variag&o.

Resultado similar foi observado no lote do tratamento de ovos inoculados com
solucéo salina 0,5%, visto que a taxa de mortalidade intermediaria do lote ficou acima de 50%,
porém, o peso médio de pintos nascidos aproximou-se do valor obtido para os tratamentos
com maior inclusdo do ingrediente. Entretanto, tal fato deve-se apenas ao desequilibrio

osmotico ocasionado pela solucdo salina, pois ndo houve aumento no nivel de outros
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nutrientes. Também ndo se observou efeito (p>0,05) na correlacdo pinto-ovo e 0s valores
médios aproximam-se de valores obtidos em estudos similares, como os de Melo et al. (2022)
e Farias et al. (2023).

6.3. Bioquimica sanguinea

Através da andlise bioquimica do sangue dos pintos nascidos, foi possivel observar
que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para nenhuma das
variaveis (Tabela 6). Entretanto, nota-se uma tendéncia para que 0s niveis mais altos de
glicose (mg/dl) e colesterol (mg/dl) fossem observados nos animais dos lotes de ovos ndo
inoculados e inoculados com 2,0% de proteina liofilizada de pescado, respectivamente. Nos
lotes inoculados com solucdo salina e 2,5% de ingrediente, observou-se também a
tendéncia de que os pintos apresentassem niveis de triglicerideos (mg/dl) e proteinas totais

(mg/dl) mais elevados.

Tabela 6. Efeitos da inoculacdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de

desenvolvimento embrionario na bioquimica sanguinea dos pintos ao nascer.*

Glicose Acido Triglicerideos Colesterol Proteinas Albumina Ureia

Tratamentos? Urico Totais

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dI) (g/L) (o/L)  (mg/dl)

Ovo integro 208,62 5,09 62,383 274,93 15,40 12,30 17,85
Solucdo Salina 188,14 9,06 136,53 170,54 37,40 12,50 13,86
0,5% PLP 177,12 5,58 52,32 201,44 18,70 12,00 11,28
1,0% PLP 160,47 7,08 44 64 118,13 20,80 10,30 12,17
1,5% PLP 167,18 5,13 56,36 235,55 15,40 11,70 16,30
2,0% PLP 193,77 6,56 80,80 252,81 26,80 13,70 14,08
2,5% PLP 177,48 6,22 92,32 244 96 27,80 11,90 15,80
p-valor® 0,5™ 0,31 0,08 0,25" 0,26" 0,99™ 0,05"
CV (%)* 21,13 44,40 71,69 50,09 68,43 46,98 25,88

Todos os dados representam a média de 5 repetices por tratamento.
20Ovo integro = sem inoculagdo. Solucdo salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de

pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solugéo salina.
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®ns = ndo significativo (p>0,05).
4CV = Coeficiente de variagio.

Considerando que niveis de glicose abaixo de 150 mg/dl caracterizam hipoglicemia
da ave (DAVID, 2008), tais resultados mostram que a inocula¢do de proteina liofilizada de
pescado ndo estimulou a ocorréncia de gliconeogénese no figado (CAMPBELL, 2004). Os
niveis de triglicerideos obtidos neste estudo também se encontram em conformidade com o
que é apresentado na literatura. Porém, os niveis de colesterol apresentaram-se relativamente
mais altos do que o observado em trabalhos similares (FARIAS et al., 2023), com 0s maiores
valores observados nos animais provenientes de ovos inoculados com maior adigdo de
proteina liofilizada de pescado e de ovos integros, respectivamente. Isto deve-se ao fato de
que as aves desta linhagem apresentam desenvolvimento acelerado, menor capacidade de
reabsorcéo de sais biliares e baixa atividade de lipase (ZELENKA, 2000; SANTQOS, 2014).

Swenson e O’Reece (1996) estabelecem que o teor médio de proteinas totais em aves
fora do periodo de postura € de cerca de 36 g/L, enquanto a faixa de normalidade para
albumina é de 16-20 g/L. Considerando os resultados obtidos neste trabalho possivelmente
houve um principio de quadro de desnutricdo dos pintos nascidos, pois 0s niveis estavam
relativamente abaixo do que normalmente foi observado em estudos similares (SALEH et al.,
2021; FARIAS et al., 2023), indicando que a conversdao dos aminoacidos das solucdes
testadas em energia ndo foi satisfatdria para 0s mesmos. Em relacdo aos niveis de acido urico e
ureia, devido a conformidade com a faixa normal exposta pela literatura e como ndo houve
efeito da inoculacdo de proteina liofilizada de pescado, tais resultados indicam que a funcéo
renal dos pintos ndo foi prejudicada (BENEZ, 2004; SCHMIDT et al., 2007).

6.4. Morfometria e Histologia do trato gastrointestinal

Os resultados da morfometria do trato gastrointestinal dos pintos nascidos
encontram-se na Tabela 7. Observou-se que os pintos de ovos inoculados com 2,0% e 2,5% de
proteina liofilizada de pescado apresentaram uma tendéncia de maior peso de saco vitelinico,
sendo que o lote inoculado com 2,5% também apresentou esta tendéncia de maiores pesos
médios de figados e estdmagos (pro-ventriculo e moela). O coragdo dos pintos apresentou
tendéncia de maior peso no lote oriundo de ovos inoculados com 1,5% de ingrediente. Melo et
al. (2022) obteve resultados similares em seu estudo utilizando a inoculagdo de creatina
monohidratada, com a excecdo de que o nivel de 2,5% apresentou 0s menores resultados de

pesos destes Orgaos.
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Tabela 7. Efeitos da inoculacdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de desenvolvimento embrionério sobre a morfometria do

trato gastrointestinal dos pintos ao nascer.!

Peso (g)° Comprimento (cm)*

Tratamentos?
SV C F P E CT O+E AD J+1 Cc C+R
Ovo integro 6,93 0,32 1,15 0,01¢ 2,34 29,54 4,68 2,68° 16,10 3,16 2,92
Solucéo Salina 6,49 0,24 1,00 0,02° 2,28 30,48 3,80 3,00° 16,78 2,66 4,24
0,5% PLP 6,51 0,34 1,01 0,032 2,39 29,00 3,58 4,222 15,92 2,28 3,00
1,0% PLP 5,26 0,31 0,93 0,01° 2,47 30,12 3,88 2,72° 14,06 2,90 6,56
1,5% PLP 6,46 0,35 1,06 0,02° 2,38 30,88 4,44 4,722 15,2 2,96 3,56
2,0% PLP 8,28 0,33 1,23 0,032 2,48 30,32 4,50 5,042 14,54 2,68 3,74
2,5% PLP 7,31 0,33 1,14 0,032 2,21 26,58 4,52 2,74° 13,10 2,48 4,24
p-valor® 0,48™ 0,85M™ 0,12M 0,01 0,87 0,79 0,05™ 0,03 0,68™ 0,74™ 0,05™
CV (%)° 31,35 37,16 17,25 55,15 13,81 14,61 16,56 36,10 22,68 31,1 50,64

Todos os dados representam a média de 5 repeticdes por tratamento.

20vo integro = sem inoculacdo. Soluc3o salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram

dissolvidos em solug&o salina.

335V =saco vitelino. C = coragéo. F = figado. P = pancreas. E = estdmagos (pré-ventriculo + moela).

4CT = comprimento total de toda regio intestinal. O+E = orofaringe + esdfago. AD = alca duodenal. J+1 = jejuno + ileo. Cc = cecos. C+R =

colon + reto.

°As médias seguidas por letras mintsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns = no significativo (p>0,05).

®CV = Coeficiente de variacio.
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Né&o foi observada diferenca significativa nas variaveis de peso, exceto para 0 6rgao
pancreas, cujos valores foram maiores nos tratamentos com inclusdo de 0,5%, 2,0% e 2,5% de
proteina liofilizada de pescado, respectivamente. Sabendo que o péancreas é 0 0Orgdo
responsavel pela producdo de insulina que regulariza o metabolismo da glicose e gorduras no
sangue, observou-se que em tais tratamentos houve uma tendéncia de aumento de glicose,
colesterol e triglicerideos no sangue destes pintos ocasionando no aumento do 6rgdo devido a
sobrecarga causada, o que explica também na alta mortalidade intermediaria obtida nestes lotes.
E quanto ao desenvolvimento dos intestinos em questdo de comprimento relativo, a inoculacao
influenciou (p<0,05) em algumas regides particulares, tais como: orofaringe e esofago, alca
duodenal, cdlon e reto.

Para corroborar com estes resultados, através da analise histoldgica observou-se que
células caliciformes PAS+ e azul de Alcian+ (carboxiladas e sulfatadas) estdo presentes tanto
nas vilosidades quanto nas criptas de Lieberkiihn de ambos os intestinos delgado e grosso,

sejam de pintinhos oriundos de ovos inoculados ou ndo (Figura 11).

Figura 11. Fotomicrografias representativas das células caliciformes intestinais identificadas
por meio de técnicas histoquimicas. Células AB+ Sulfatadas (a esquerda - seta preta); Células
AB+ Carboxiladas (a esquerda - seta vermelha); Células PAS+ (a direita - circulo verde).

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Os resultados da andlise de densidade de células caliciformes em vilosidades e criptas
do intestino delgado (Tabela 8) indicam que ndo houve efeito significativo (p>0,05) da
inoculacdo de proteina liofilizada de pescado sobre o desenvolvimento de células caliciformes
AB+(carboxiladas) e AB+ (sulfatadas) das vilosidades do intestino delgado. Enquanto nas
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células PAS+ houve efeito significativo (p<0,05) sobre a densidade, sendo que os pintos

oriundos de ovos integros apresentaram a maior quantidade de células por milimetro.

Tabela 8. Efeitos da inoculagdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de
desenvolvimento embrionério sobre a densidade de células caliciformes do intestino delgado
dos pintos nascidos.t

Tratamentos? Vilosidades? Criptas de Lieberkiihn®
PAS+ AB+C  AB+S PAS+ AB+C AB+S
Ovo integro 71,662 33,95 2,03 48,52 37,20 6,75
Solucéo Salina 42,78 16,37 2,90 18,21 46,18 1,80
0,5% PLP 52,96° 38,05 3,50 78,15 15,06 1,63
1,0% PLP 38,06° 36,66 6,86 24,33 22,15 6,14
1,5% PLP 20,02° 28,83 3,60 14,32 46,73 6,33
2,0% PLP 49,42° 33,85 3,74 46,21 45,94 3,03
2,5% PLP 22,12° 27,11 1,63 51,73 55,53 2,65
p-valor 0,003 0,85™ 0,83™ 0,91™ 0,05™ 0,63™
CV (%) 5,52 4,70 6,26 6,04 5,36 6,89

Todos os dados representam a média de 5 repeti¢Oes por tratamento.

20Ovo integro = sem inoculagdo. Solucdo salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de
pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solugéo salina.

SPAS+ = células caliciformes produtoras de mucinas acidas. AB+C = células caliciformes
produtoras de mucinas carboxiladas. AB+S = células caliciformes produtoras de mucinas
sulfatadas.

*As médias seguidas por letras mintsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns
= ndo significativo (p>0,05).

°CV = Coeficiente de variago.

No que se refere ao intestino grosso, os resultados encontram-se na tabela 9. Nao foi
observado efeito significativo (p>0,05) da inoculagéo de proteina liofilizada de pescado sobre
o desenvolvimento de células caliciformes das vilosidades do intestino grosso. Porém, a
densidade das células PAS+ das criptas de Lieberkiihn apresentou efeito significativo (p<0,05)
tendo o maior nivel de inclusdo (2,5%) de proteina liofilizada de pescado aumentado a

presenca de células por milimetro.
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Tabela 9. Efeitos da inoculacdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de
desenvolvimento embrionario sobre a densidade de células caliciformes do intestino grosso

dos pintos nascidos.

Vilosidades? Criptas de Lieberkiihn3
Tratamentos?

PAS+ AB+C AB+S PAS+ AB+C AB+S

Ovo integro 41,86 41,52 2,96 22,72° 16,33 1,58
Solucéo Salina 19,73 39,35 3,20 16,20°¢ 16,39 1,88
0,5% PLP 13,49 37,09 6,11 5,43¢ 22,29 4,15
1,0% PLP 48,34 95,07 4,61 50,342 34,92 1,87

1,5% PLP 4479 87,22 3,09 30,73 42,62 1,56

2,0% PLP 69,86 80,37 1,45 19,05°¢ 21,77 2,27

2,5% PLP 6,96 36,04 2,91 52,772 21,66 151
p-valor? 056 011" 008™ 0,001 0,22™ 0,30

CV (%) 7,00 4,69 5,76 6,41 5,79 5,39

Todos os dados representam a média de 5 repeti¢Oes por tratamento.

20Ovo integro = sem inoculagdo. Solucdo salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de
pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solugéo salina.

SPAS+ = células caliciformes produtoras de mucinas acidas. AB+C = células caliciformes
produtoras de mucinas carboxiladas. AB+S = células caliciformes produtoras de mucinas
sulfatadas.

*As médias seguidas por letras mintsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ns
= ndo significativo (p>0,05).

SCV = Coeficiente de variagio.

Segundo Gonzales et al (2013), o aumento em densidade de células caliciformes por
milimetro indica que o ingrediente utilizado na inoculagdo tem o potencial de
proporcionar a rapida maturacdo da area intestinal em questdo, aumento a capacidade de
absorcédo do tecido. Tal observacdo corrobora com os resultados obtidos neste estudo para as
células caliciformes PAS+ na regido das vilosidades do intestino delgado e na regido das
criptas de Lieberkiihn, respectivamente.

Considerando estes resultados, também nota-se que os pintinhos oriundos de ovos
inoculados com 1,5% e 2,0% apresentaram uma tendéncia de evolucdo notavel de estagio da

mucosa intestinal devido ao leve acréscimo de células produtoras de mucinas sulfatadas
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(AB+S), especialmente nas vilosidades do intestino delgado. E sabendo-se que tais células séo
avaliadas para atestar a qualidade de dietas em relacdo a sua influéncia sobre o trato
gastrointestinal, é possivel sugerir que, em niveis 0,5% e 1,0%, a proteina liofilizada de
pescado influenciou positivamente na melhoria da capacidade digestiva e de absorcéo destes
animais, tal como também foi observado por Gomes (2021) e Farias et al. (2023) em
pesquisas similares.

As quatro tunicas intestinais de ambos os intestinos (Figura 12) também foram
analisadas quantitativamente (Tabela 10). Nao foi observado efeito significativo (p>0,05) da
inoculagdo de proteina liofilizada de pescado sobre o desenvolvimento destas tdnicas em
ambos os intestinos, indicando que ndo houve prejuizo ocasionado pela inoculagdo no
desenvolvimento destas estruturas. E além disso, a tendéncia de valores aproximados na
densidade das tunicas mucosa e submucosa em ambos 0s intestinos entre os tratamentos de
ovos integros e de ovos inoculados com 0,5% e 1,0% apresentam uma possivel maturidade do
Orgdo para os pintos de tais lotes, devido a sua capacidade de absorcdo aumentada
(PEEBLES, 2018).
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Figura 12. Secc¢do longitudinal do duodeno de pinto recém-eclodido. Tunica mucosa (muc),
tinica submucosa (sub), tanica muscular (mus) e tanica serosa (ser). Colora¢do Hematoxilina-

Eosina. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Tabela 10. Efeitos da inoculacdo in ovo de proteina liofilizada de pescado aos 16 dias de

desenvolvimento embrionario sobre a densidade das tinicas intestinais dos pintos nascidos.!

Intestino delgado? Intestino grosso®

Tratamentos?
MUC SUB MUS SER MUC SUB MUS SER
Ovo integro 41,60 12,23 35,01 11,15 29,71 9,96 44,66 15,67
Solucdo Salina 36,60 12,09 37,89 1341 37,14 13,65 27,63 21,57
0,5% PLP 44,75 9,34 32,19 13,71 29,39 10,21 46,60 13,79
1,0% PLP 36,00 9,83 32,60 2155 3290 982 41,49 15,78
1,5% PLP 27,75 17,61 42,59 12,03 2855 9,70 39,35 22,39
2,0% PLP 38,51 9,27 41,75 1046 3196 11,27 37,39 19,36
2,5% PLP 36,75 12,31 37,42 1351 3443 19,17 28,16 18,23
pvalor 027 075  022% 084" 092" 007" 0,10° 053"
CV (%)* 2,73 4,13 2,44 534 264 468 251 419

Todos os dados representam a média de 5 repeticdes por tratamento. MUC = tinica mucosa.
SUB = tnica submucosa. MUS = tunica muscular. SER = tdnica serosa.

20Ovo integro = sem inoculagdo. Solucdo salina = 0,50%. PLP = proteina liofilizada de
pescado. Todos os tratamentos usando PLP foram dissolvidos em solugéo salina.

®ns = ndo significativo (p>0,05).

4CV = Coeficiente de variag&o.

De forma geral, analisando-se os resultados morfométricos e histolégicos obtidos e
correlacionando com as demais variaveis, € possivel atestar que a inoculacdo de proteina
liofilizada de pescado tem o potencial de promover o maior desenvolvimento intestinal de
embribes Label Rouge. Entretanto, alguns fatores como a particularidade do ingrediente e a
prépria linhagem avicola utilizada neste estudo foram determinantes para evidenciar que
niveis acima de 1,0% de inclusdo podem ser prejudiciais para o desenvolvimento dos

embrides, impactando diretamente na taxa de eclodibilidade dos lotes e na salde destes.
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7. Concluséo

A suplementacéo in ovo de proteina liofilizada de pescado em embriGes avicolas Label
Rouge apresentou resultados satisfatorios de forma geral para aplicacdo, apesar da baixa taxa
de eclodibilidade nos niveis mais elevados, mas com bons resultados de formacao do TGl e do

peso ao nascer nos niveis de 0,5% e 1,0%, e sem afetar a fisiologia dos pintos.
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