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“"Nossa tarefa deveria ser nos libertarmos ... aumentando o
nosso circulo de compaixéo para envolver todas as criaturas viventes,
toda a natureza e sua beleza.”

Albert Einstein (1879 — 1955)
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos e 0 potencial biologico da DL-metionina para
fins de inoculacdo em ovos embrionados. O estudo foi conduzido no Laboratério de
Tecnologia Avicola do Setor de Avicultura do Departamento de Producdo Animal e Vegetal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas, Manaus,
Amazonas, Brasil. Foi realizado experimento para avaliacdo da bioeficacia da DL-metionina
para fins de inoculagéo in ovo. Foram utilizados 224 ovos férteis oriundos de matrizes Rhode
Island Red com 35 semanas de idade. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, onde os tratamentos foram constituidos por dois controles e cinco solucBes
experimentais contendo niveis crescentes de DL-metionina, com 32 repeti¢cbes (ovos) por
tratamento. Foram avaliados os rendimentos de incubacéo, a relagcdo pinto/ovo, os parametros
bioquimicos séricos e o desenvolvimento do trato gastrointestinal (6rgdos diretamente
relacionados e regides) dos pintos ao nascer. A andlise estatistica foi realizada através do
programa computacional SAS (2008), onde os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia e as estimativas dos tratamentos foram analisados por regressao polinomial a 0,01 e
0,05 de significancia. Os resultados deste estudo indicaram que até 1,0% de DL-metionina
pode ser utilizada para fins de alimentagdo in ovo em embribes avicolas, proporcionado maior
peso do pintanho ao nascer, maior peso do saco vitelino, aumento no ndmero de células
caliciformes nas criptas do intestino delgado e nas vilosidades do intestino grosso, assim

como estimular o desenvolvimento da camada mucosa do intestino delgado e grosso.

Palavras-chave: alimentacdo in ovo, aminodcido, biotecnologia, desenvolvimento

embrionario.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the use of DL-methionine to in ovo feeding of chick embryos.
The study was conducted at the facilities of Poultry Technology Laboratory of Poultry Sector
of the Department of Animal and Plant Production, College of Agrarian Sciences, Federal
University of Amazonas, Manaus, Amazonas, Brazil. A total of 224 fertile eggs from Rhode
Island Red breeders (35 weeks of age) were used. The experimental design was completely
randomized with the treatments constituted by two controls and five solutions containing DL-
methionine levels with 32 replicates (eggs) each. Data collected were subjected to polynomial
regression at 5% of significance. The incubation yields, chick / egg ratio, serum biochemical
parameters and development of gastrointestinal tract (directly related organs and regions) of
the hatch chicks were evaluated. Statistical analysis was performed using SAS software
(2008), where the data collected were submitted to analysis of variance and the estimates of
the treatments were analysed by polynomial regression at 0.01 and 0.05 of significance. The
results of this study indicate that up to 1.0% of DL-methionine can be used for in egg feeding
for chick embryos, providing higher birth weight, greater yolk sac weight, increased goblet
cell numbers in crypts of small intestine and the villi of the large intestine, and better
development of the mucous layer of the small and large intestine.

Keywords: amino acid, biotechnology, embryo mortality, hatchability.
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1. Introducéo

Diante do avanco tecnoldgico nos setores do agronegécio, todas as cadeias de
producéo tiveram seu processo melhorado a fim de proporcionar maior rentabilidade
num menor espaco de tempo, este fato, bem claro na avicultura industrial e talvez o
mais marcante de todos os ramos, ainda é passivel de aperfeicoamento como, por
exemplo, o incremento do uso da técnica de alimentag&o in ovo.

Também conhecido como inoculagdo in ovo, este método inicialmente utilizado
para vacinacdo durante o periodo de incubacdo de perus, foi aprimorado recentemente
com a finalidade fornecer ao embrido maior oferta de nutrientes que possivelmente
estimulariam o desenvolvimento do trato gastrointestinal e diminuiria os efeitos
deletérios causados pelo jejum pés eclosdo, como perda de peso e utilizacdo da via
gliconeogénese para obtencdo de energia.

Neste sentido, os nutrientes utilizados durante o processo podem estar
direcionados a diferentes fun¢des quanto a fisiologia do pintinho, podendo atuar com
fontes de energia (sacarose, dextrina, maltose e glicose), sobre o sistema imunoldgico
(vitamina E, cobre e probioticos), metabolismo e anabolismo protéico (B-hidroxi-metil-
butirato e aminoacidos: metionina, lisina, treonina, arginina e leucina) e/ou agentes
tréficos da mucosa intestinal (zinco e acido butirico) (UNI& FERKET, 2004).

Outro importante impulsionador deste tipo de pesquisa esta relacionado a maior
exigéncia das aves atualmente. Sabe-se que, 0 ovo contém todos os nutrientes
necessarios para o desenvolvimento do pintinho durante a fase embrionaria, no entanto,
o alto grau das linhagens modernas possui uma exigéncia metabdlica muito maior, pois
0S seus organismos estdo geneticamente preparados para um desenvolvimento rapido,
onde aos 45 dias estdo aptos para o abate, assim, a inoculacdo de substancias nutritivas
auxiliam na maior disponibilidades de nutrientes que além de manter as funcdes basais
durante a fase embrionéaria e no periodo pés eclosdo do animal, estimulariam também
seu desenvolvimento zootécnico.

Dentre as classes de nutrientes que podem ser utilizados para inocular ovos 0s
aminoéacidos foram pouco estudados. Sabendo disso, 0 uso de DL-metionina para fins
de inoculagdo in ovo, surge como uma alternativa visando atender esta lacuna na
comunidade cientifica e por apresentar caracteristicas que podem favorecer o melhor
desenvolvimento do embrido. Diante do exposto, realizou-se este trabalho com o
objetivo de avaliar os efeitos e o potencial biolégico da DL-metionina para fins de

inoculagdo em ovos embrionados.



2. Revisdo Bibliografica
2.1.Fatores que influenciam a incubacéo artificial

Desde o inicio da utilizacdo da incubacdo artificial os pardmetros fisicos que
devem ser rigorosamente respeitados para 0 sucesso de eclosdo e qualidade dos
pintinhos continuam os mesmos, ocorrendo apenas alguns ajustes apos varios trabalhos
de pesquisas que buscaram otimizar esta técnica, sendo eles: a temperatura, umidade
relativa, viragem, fluxo de ar, oxigénio e dioxido de carbono, fatores necessarios para o
desenvolvimento geral do organismo durante 21 dias (ROSA et al., 2002).

Enquanto estdo dentro do ovo na maquina incubadora os pintinhos sao
considerados pecilotérmicos, sendo a temperatura um fator critico para o
desenvolvimento embrionério e o ponto de gatilho de todo processo (CHRISTENSEN,
1995). Segundo Lourens et al. (2004) o fato de manter a temperatura na fase
embrionaria constante possibilitava o nascimento de pintos mais pesados em
comparacdo aqueles incubados em temperaturas que oscilavam, outra diferenca
observada era o peso relativo dos 6rgdos que apresentavam alteracdes de acordo com a
temperatura ofertada, assim como Leksrisompong et al. (2007) estudaram o efeito de
altas temperaturas (39,5 °C) na fase final de incubacdo sobre o desenvolvimento do
pinto e observaram que o aumento da temperatura prejudicou o desenvolvimento do
coragdo, intestino delgado, pro-ventriculo e moela.

Atualmente as incubadoras mantém as temperaturas de incubacdo entre 37,5 °C
e 37,8°C até o momento da transferéncia apds este momento as temperaturas sdo
diminuidas para menos de 36,5°C, pois a partir dai o embrido ja estd bem desenvolvido
ocorrendo o0 aumento do incremento caldrico causado pela rapida e coordenada
sequéncia de eventos de preparacdo para a vida fora do ovo nos ultimos 4 dias de
incubacdo (GROFF et al,.2017).

A temperatura do ovo necessaria para o desenvolvimento do embrido depende de
temperatura de incubacdo, producdo de calor metabdlico do embrido e condutancia
térmica entre o ovo e o ar circundante (TULLET,1990).

A umidade relativa é extremamente importante para o sucesso da eclosdo e
viabilidade dos pintos, para que este evento ocorra € necessario que haja uma perda de
12% a 14% de agua em relacdo ao peso inicial do ovo, caso contrarioo efeito aditivo da
agua metabolica aumentaria o contetido de agua no ovo (NARUSHIN, 2005).

Para haver essa perda de agua é necessario que a umidade na incubadora esteja

em torno de 45%, levando em consideragdo a quantidade de agua formada pelo processo



metabolico para obtencdo de energia, sendo assim caso o embrido continuasse com a
mesma quantidade de &gua desde o inicio da incubag&o ou tivesse uma perda menor que
a necessaria a transicdo da respiragdo corio-alantoideana para pulmonar seria
impossivel, uma vez que quanto mais agua for perdida, maior a camera de ar no final da
incubacdo e maior aporte de oxigénio estara disponivel para insuflar os pulmdes apos
acdo dos surfactantes e toda a descarga hormonal que desencadeia esse fendmeno
(FRENCH, 2006).

Quanto a viragem dos ovos esta € iniciada ainda no oviduto materno dando
origem ao chamado desenvolvimento embrionario espacial-temporal que sera de grande
relevancia para diferenciacdo celular ordenada durante a incubagdo. Quando todas as
células ainda séo iguais a viragem tem o papel fundamental de determinar em qual
posicdo haverd a diferenciacdo para a formacdo e desenvolvimento dos sistemas do
animal, um exemplo disso € a concentracdo de acido retindico, um precursor da
vitamina A,no polo onde ha maior quantidade deste composto serd estabelecido o
sistema nervoso, bem como o sistema circulatorio intra-embrionério inicial, responsével
pela distribuicdo de nutrientes para as células em ja acelerado processo de diferenciacao
(BOERJAN, 2006).

A viragem dos ovos também auxilia evitando aderéncia dos embriGes a casca e
facilita o fluxo dos fluidos embrionarios. Nos momentos iniciais de incubacdo a
movimentacdo de gema e albimen provocada pela viragem também auxilia na difusdo
de gases (CO2 e O») e alteracdes de pH facilitando as rea¢fes quimicas do embrido
nessa fase (MEIJERHOF, 2007).

O ultimo fator externo mais importante é o fornecimento de oxigénio aos
embrides e a consequente retirada de dioxido de carbono dos mesmos. A fonte desse gas
provird do préprio ar ambiente da sala de incubacdo de forma que, pelo processo de
difuséo, os ovos trocam gases com 0 meio ambiente, devido a diferenca de concentracéo
das moléculas através dos poros, presentes em toda a superficie da casca, onde ha a
captura de O e a liberagcdo de CO2. Esse processo € influenciado pelo comprimento,
area e numero dos poros (LA SCALA, 2003). Portanto, essa capacidade da casca em
realizar trocas de gases (vapor de agua, oxigénio e gas carbonico), com o ambiente é
chamada de condutancia da casca (figura 1).

Ainda segundo La Scala (2003), como os embribes ndo podem controlar
voluntariamente as trocas gasosas que ocorrem por difusdo na casca do ovo, a

condutancia da casca e das membranas necessitam estar perfeitamente ajustadas a



demanda metabolica da ave em desenvolvimento. A teoria da condutancia estabelece
um estado ou periodo de platé no consumo de oxigénio do ovo que estimula muitos
processos fisioldgicos da bicagem e eclosdo. No 19° dia (plat6) aumenta a necessidade
de oxigénio e a difusdo ndo pode suprir essa exigéncia, apresentando uma hipoxia que
estimula o embrido a bicagem interna e a eclosdo. Este estimulo pode ser também
neurofisiolégico ou por mudancas do equilibrio &cido-bésico e/ou pressdo de gases ou

combinacéo destes fatores.
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Figura 1.Representacdo esquematizando o fluxo de circulagdo cardiovascular e o

metabolismo respiratorio do embrido avicola (BARBOSA, 2011).

2.2.Desenvolvimento embrionario e fisiologia do trato gastrointestinal de pintos
durante a incubacgéo
2.2.1. Desenvolvimento Embrionério
Diferente dos mamiferos as aves possuem apenas o conteldo presente no ovo
para a formacdo e desenvolvimento de todo o organismo nos 21 dias de incubagéo e
ainda garantir reserva energetica para o periodo pés eclosdo (GONCALVES et al.,
2013). Ap6s a fecundacdo, varias reagbes quimicas acontecem e 0 blastocisto
transforma-se em blastoderma e todos os processos embrioldgicos sucessivos ocorrem
apenas estimulados pela temperatura interna da ave, sendo basicamente divididos em

dois momentos clivagem e gastrulacéo.



A clivagem tem inicio ainda durante a formacdo da casca no utero da galinha e €
nesse local que se forma a blastocele apds sucessivas divisdes de células denominadas
blastdbmeros e também os precursores dos futuros tecidos embrionérios (epiblasto e
hipoblasto) e da ave adulta (HYBRO 2007).

A gastrulacdo também ocorre ainda no organismo da ave e forma o eixo central
do embrido a partir dai terd inicio a linha primitiva e a formagdo dos somitos, os quais
originardo os 6rgdos da ave até a fase adulta. Durante a gastrulacdo também séo
formados as trés camadas de células que serdo responsaveis pela formacdo de
determinados tecidos do organismo do embrido, conhecidos como: endoderma que dara
origem ao sistema respiratério, 6rgaos secretores e contribuira para a formacéo de varias
partes do trato gastrointestinal; ectoderma seré a base principal para a formacao da pele,
bico, cloaca, olhos e sistema nervoso e mesoderma a partir dessa o tecido 0sseo, 0
sistema sanguineo/circulatorio, excretorio, e 0s 6rgdos reprodutores (BOERJAN, 2006;
HYBRO 2007).

O desenvolvimento embrionério pode ser dividido entdo apo6s esses dois
processos (clivagem e gastrulagdo) em quatro fases: organogénese caracterizada pelo
inicio da organizacdo do sistema nervoso; morfogénese que compreende todos o0s
processos pelos quais diferentes partes de um sistema em desenvolvimento adquirem
uma forma definitiva ou passam a ocupar determinada posi¢do no organismo e também
a diferenciacdo celular, essas duas fases ocorrerdo até o 10° dia de incubacdo; fase de
integracdo funcional quando os 6rgdos ja formados passam a atuar de forma interligada
e ndo independentes; e a fase final, a partir do 14° dia, quando ocorre a maturagéo
embrionaria até os 21 dias quando a ave esta pronta para eclodir (WILLIER, 1954;
DEEMING, 2002).

2.2.2. Fisiologia e desenvolvimento do trato gastrointestinal no periodo pré e
poés eclosao

O inicio do desenvolvimento do trato gastrintestinal ocorre nas primeiras 96

horas de incubagdo (MACARI & GONZALES, 2003), a formagdo da boca, do pro-

ventriculo e da moela ocorre durante o quinto dia de incubacdo, e em seguida da
formagéo do bico que ocorre geralmente no sexto dia de vida.

O tecido do intestino é derivado de endoderme circundado por mesoderme

esplanico e divide-se em intestino anterior, intestino médio, intestino grosso ao terceiro

dia incubacdo (MOORE &PERSAUD, 2008). A endoderme originara o revestimento



epitelial do intestino e aos ductos das glandulas mucosas e a mesoderme da origem a
parede muscular e ao tecido conjuntivo (DIBNER & RICHARDS, 2004; DIBNER et
al., 2007). No sexto dia de incubagédo, observa-se a presenca da alga duodenal, do
intestino delgado e dos cecos.

O intestino primitivo é aberto e estad ligado a gema através do diverticulo de
Meckel, assim as paredes do saco vitelino e as paredes do intestino sdo continuas. O
intestino grosso primitivo dara origem a cloaca e a bolsa de Fabricius no quarto dia de
incubacdo. O maior progresso no desenvolvimento do trato gastrointestinal (TGI) dos
pintos ocorre nos ultimos dias de incubacdo com mudancas drésticas que preparam o
animal para receber a alimentacdo exdgena incluindo basicamente a diferenciacdo dos
enterdcitos e a definicdo das criptas, bem como, o grande aumento da superficie
absortiva do intestino (FREEMAN & VINCE, 1974).

As principais estruturas que deverdo ser desenvolvidas para garantir a
sobrevivéncia do pintinho sdo: as células enteroendrdcrinas e caliciformes, as
vilosidades e criptas, a partir dai todo um aparato sera criado para garantir a digestao e
absorcéo dos nutrientes (TAKO et al,. 2004).

As células enteroenddcrinas, podem ser observadas pela primeira vez no 13°dia
de incubagéo apresentando formato piramidal ou oval com granulos marrons escuros
localizados na posicdo infra-nuclear, estdo presentes no epitélio dos vilos. Aos 20-21
dias de incubacdo apresentam distribuicdo uniforme no intestino delgado, sendo
observado também criptas rudimentares (OZAYDIN & CELIK, 2012).

As celulas caliciformes correspondem a 13% das células epiteliais e contém em
sua maior parte mucina 4cida, este fato é observado ao 18° dia de incubag&o, atuando
como lubrificante secretando glicoproteinas e como uma barreira protetora da mucosa
intestinal da acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da ingesta. A partir do 20-
21° dia de incubacdo as células caliciformes produzem mucinas &cidas e neutras
(OZAYDIN&CELIK, 2012). Os mesmos autores comentam ainda que o nimero de
células caliciformes aumenta no sentido distal dos segmentos intestinais e apos a
eclosdo assume a funcédo de barreira contra patdégenos.

As vilosidades e criptas sdo rudimentares até o 15° dia de incubagdo, ocorrendo
0 apice de desenvolvimento estrutural nos ultimos dias, o desenvolvimento da cripta €
crucial na maturacéo intestinal, com funcéo de secretar diversas enzimas, como sucrase

e maltase possuem ainda células especializadas na producdo de horménios. O aumento



no numero e tamanho das criptas fornece enterdcitos para aumentar a superficie
absortiva intestinal @ medida que o vilo cresce (OZAYDIN & CELIK, 2012).

Segundo Sklan (2001) apo6s a eclosdo o TGI estd totalmente desenvolvido,
porém imaturo, neste momento ocorre a preparacdo do sistema digestério que passara
de uma dieta rica em lipidios para uma dieta rica em carboidratos e proteinas. Dentre as
mudangas que sucedem o periodo p6s embrionario, 0 aumento da atividade enzimatica
na borda em escova como nos 6rgdos que as secretam, é a de maior relevancia. No
intestino delgado a maxima atividade da lipase foi observada no 14° dia de idade, da
tripsina e da quimiotripsina, no 11° e da amilase no 17° (NITSAN et al., 1991).

Quanto a estrutura no momento da eclosdo todos os enterOcitos estdo em
proliferacdo, passando por um processo de hipertrofia e ganhando a morfologia tipica de
enterdcitos apos as primeiras 24 horas (GEYRA et al., 2001). Sendo a estrutura
utilizada para avaliacdo do desenvolvimento da mucosa intestinal, as vilosidades sdo
mensuradas quantificando a sua altura e quantidade de vilos presentes, pois assim é
sabido que quantos maior as vilosidades, maior o nimero de células epiteliais
(enterécitos, células caliciformes e enteroenddcrinas). Esse processo decorre
primariamente de dois eventos citoldgicos associados: renovacao celular (proliferacdo e
diferenciacdo), onde as células totipotentes, que ficam localizadas nas vilosidades e
criptas sofrem sucessivas divisdes mitdticas a0 mesmo tempo que outras areas Sdo
moldadas através da perda de células (apoptose) que ocorre normalmente no apice dos
vilos (MAIORKA et al., 2002).

O equilibrio entre esses dois processos determina o “turnover” (apoptose e
renovagdo) constante, ou seja, a manutencdo do tamanho dos vilos e, portanto, a
manutencdo da capacidade digestiva e de absorcdo intestinal (MAIORKA et al., 2002;
MAIORKA et al., 2003). As criptas comecam a se formarem no dia da eclosdo e se
definem dentro de 2 a 3 dias, aumentando tanto em numero de células quanto em
tamanho (GEYRA et al., 2001).

O intestino tem seu desenvolvimento moldado por dois processos: hiperplasia e
hipertrofia ocorrendo com maior intensidade até o 7° dia apds a eclosdo e estimulado
principalmente pela passagem do alimento. Esse desenvolvimento ocorre de forma
diferenciada nas diferentes regides, sendo mais rapido no duodeno quando comparado
com ileo e jejuno. Varios fatores podem influenciar a taxa de maturagéo intestinal,
incluindo estresse, estado de salde e disponibilidade de nutrientes (MACARI &
GONZALES, 2010).



2.3.Alimentacéo In Ovo

Aproximadamente a 26 anos atras a tecnologia in ovo foi disponibilizada pela
primeira vez para vacinacao de frangos contra a doenca de Marek, umas das doencas
neoplasicas de maior importancia nos paises com avicultura industrial. A maquina
Inovoject®, fabricada pela Embrex, Inc., foi o primeiro sistema automatizado a ser
introduzido nos Estados Unidos. Méquinas de injecdo in ovo agora sdo fabricadas por 4
empresas diferentes e estdo atualmente em uso em mais de 90% dos incubatdrios dos
EUA, essas maquinas tém a capacidade de administrar vacinas de 25.000 a 62.000 ovos
por hora (WILLIAMS & ZEDEK 2010).

Embora ainda ndo comercialmente utilizada, a aplicagdo de vacinas,
medicamentos, hormonios, probidticos, prebidticos e outros Vvarios nutrientes
suplementares tem como objetivo aumentar potencialmente a imunidade e crescimento
do pintinho e tém sido continuamente estudado em varios laboratérios nos Gltimos 20
anos (PEEBLES, 2018). Estudos conduzidos para investigar a potencial eficicia e uso
comercial dessas vacinas, culturas e suplementos nutricionais envolveram o uso de
aplicacBes manuais e automatizadas, além das vacinas aplicadas comercialmente, outras
vacinas testadas experimentalmente incluem as da gripe aviaria (STONE et al., 1997) e
Mycoplasma gallisepticum (ELLIOTT et al., 2017).

Entre os varios nutrientes testados para avaliacdo da eficacia em melhorar o
desenvolvimento embrionario, eclodibilidade e desempenho pds-eclosdo quando
administrados in ovoincluem, aminoacidos, peptideos, carboidratos, nucleotideos,
eletrdlitos, vitaminas, L-carnitina, creatina e extratos vegetais (KUCHARSKA et al.,
2017). Uni e Ferket (2004) afirmaram que a mortalidade vivenciada pelos filhotes
durante o periodo critico pos-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 nutricdo in ovo consiste na inoculacdo de substdncias durante o
desenvolvimento embrionario com a finalidade de aumentar o estado nutricional do
embrido, além de permitir a introdugdo de nutrientes especificos em contato com as
células do intestino, antes mesmo da eclosdo, melhorando, assim, a capacidade de
digerir alimentos pelo neonato. A inoculacdo manual (experimental) é realizada por
meio da introducdo de nutrientes ou outras substancias no liquido amniotico através do

uso de seringas descartaveis (LEITAO et al., 2010), com o objetivo de melhorar o



estado nutricional do embrido, o que implica em aumento da eficiéncia digestiva
reducdo da mortalidade e da morbidez pds-eclosdo e melhor desenvolvimento do
sistema imunoldgico (UNI et al., 2004).

Outro importante impulsionador deste tipo de pesquisa esta relacionado a maior
exigéncia das aves atualmente. Sabe-se que, 0 ovo contém todos 0s nutrientes
necessarios para o desenvolvimento do pintinho durante a fase embrionaria, no entanto,
o alto potencial genético das linhagens modernas possui uma exigéncia metabdlica
muito maior, pois 0s Seus organismos estdo geneticamente preparados para um
desenvolvimento rapido, onde aos 45 dias estdo aptos para o abate, assim, a inoculagéo
de substancias nutritivas auxiliam na maior disponibilidades de nutrientes que além de
manter as func¢Bes basais durante a fase embrionaria e no periodo pés eclosdo do animal,
estimulariam também seu desenvolvimento zootécnico no pés-eclosdo (LEITAO et al.,
2010).

Segundo Foye (2006), a suplementacdo in ovo estimula o desenvolvimento
precoce do TGI, pois os nutrientes ndo respondem apenas ao estimulo fisico, mas
primeiramente as caracteristicas quimicas dos nutrientes aumentando a capacidade de
digestdo e de absorcdo do intestino. Em estudo realizado por Tako et al., (2004) a
suplementacdo em ovo de solucdo salina contendo maltose, sacarose e dextrina
aumentou a atividade de maltase na borda em escova do intestino delgado e promoveu
maior desenvolvimento das vilosidades, a partir de 48 horas apds a suplementacao (com
17,5 dias de incubacéo).

No manejo técnico de inoculagdo in ovo, os pesquisadores afirmam que,
dependendo de vérios fatores como a fase de desenvolvimento do embrido e a
composicdo da solucdo, pode ser determinado o volume ideal a ser aplicada em
diferentes locais de ovo, concentracdes, osmolaridades e outros parametros, podendo ser
observado presenca de particulas inoculadas no lumen intestinal 4 horas ap6s o
procedimento. No entanto, a falta de informacgé@o sobre os efeitos da inoculacdo de
diversas substancias sobre a fisiologia do embrido, continua impedindo o pleno
desenvolvimento de tecnologias voltadas para a industrializacdo do processo de
inoculacdo (GEYRA et al., 2001; JOCHEMSEN & JEURISSEN, 2002).

Durante o periodo de incubacdo e nas primeiras horas ap6s a eclosdo, as aves
possuem limitadas fungdes digestivas, 0 que, consequentemente, reduz a

disponibilidade de nutrientes para o seu metabolismo de crescimento, e restringe sua
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capacidade digestiva, que comeca a se desenvolver quando o liquido amniotico é
consumido por via oral cerca de 17 dias de incubacdo (UNI et al., 2005).

Do 15° ao 19° dia de incubacdo o liquido amniotico é totalmente consumido
oralmente e, consequentemente, as substancias presentes também sdo ingeridas, criando
a possibilidade de ingestdo de nutrientes exdgenos antes do nascimento (UNI et al.,
2003; CAMPOS et al., 2010). Além disso, tem-se demonstrado que o embrido possui
enzimas digestivas (SKLAN et al., 2001) que tornam possivel a nutricdo na fase pré-
eclosdo. Assim, o embrido pode consumir naturalmente nutrientes pela via oral antes de
nascer (FERKET & UNI, 2003). A maturidade da mucosa intestinal é representada pelo
aumento na produgdo e na atividade das enzimas digestivas, de transportadores de
membrana e pelo desenvolvimento dos enterdcitos das criptas podendo ser influenciada
por agentes troficos (CAMPOS et al., 2010).

2.4. Principais nutrientes utilizados na alimentacéo in ovo

Mesmo considerado um alimento completo, o ovo, atualmente supre apenas as
necessidades iniciais do embrido, ocorrendo um déficit de nutrientes no periodo final da
incubacdo podendo ocasionar a utilizacdo de proteinas musculares para producao de
energia interferindo diretamente no desempenho do animal futuramente (GONCALVES
etal., 2013).

Os nutrientes utilizados podem estar envolvidos com diferentes fungdes: fontes
de energia (sacarose, dextrina, maltose e glicose), ativacdo do sistema imunoldgico
(vitamina E, cobre, probidticos e prebidticos), metabolismo e anabolismo protéico
(HMB e aminoéacidos: metionina, lisina, treonina, arginina e leucina) e/ou agentes
troficos da mucosa intestinal (glutamina, zinco e acido butirico) (GEYRA et al., 2001,
UNI et al., 2005; CAMPOS et al., 2010; LEITAO et al., 2014).

Por apresentar uma quantidade minima no ovo, os carboidratos vém sendo
utilizados amplamente em pesquisas sobre alimentacdo in ovo. Num estudo feito por
Tako et al (2004), foi inoculado maltose, sacarose e dextrina no liquido amnidtico de
ovos de frangos da linhagem Ross aos 17,5 dias de incubagdo, como resultado
obtiveram que o grupo inoculado com 1 ml dessa solucdo apresentou, maior média das
vilosidades intestinais em 33%. Também aumentou a atividade da sacarose-isomaltase
jejunal 48h apds a inoculacdo. A capacidade das aves para digerir dissacarideos foi

aumentada, o que subsequentemente aumentou seu crescimento.
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O principal objetivo do uso de carboidratos na nutricdo in ovo € aumentar 0s
niveis de glicogénio muscular para suprir o déficit energético do embrido no momento
da eclosdo principalmente por ocorrer a passagem da respiracdo corio-alantdide a
pulmonar. Nesta fase, o suprimento de glicose é alcancado, em um primeiro momento, a
partir das reservas de glicogénio e por deplecdo de proteinas, por glicogendlise e
gliconeogénese, respectivamente (LEITAO et al., 2010).

Quanto aos aminoacidos, sua utilizagdo em pesquisas sobre inoculagdo in ovo
ainda é escassa. Apesar de apresentar na gema niveis suficientes para o pleno
desenvolvimento embrionario e eclosdo do pintinho, apds o nascimento, as reservas
aminoacidicas do saco vitelino sdo insuficientes para sustentar o crescimento acelerado
das linhagens atuais (OHTA& KIDD, 2001).

Recentemente, os autores Zhang et al (2018), utilizaram solucdo salina a 0,75%
e L-arginina, como resultado obtiveram o aumento das concentraces de glicogénio e
glicose do figado e musculo peitoral dos frangos de corte ao nascimento, bem como
niveis plasméticos de glicose e insulina em comparagdo com 0s ndo inoculados e
controles inoculado com diluente. Além disso, a alimentacdo in ovo de L-arginina
aumentou a glicose hepatica e a atividade da  6-fosfatase e
fosfoenolpiruvatocarboxiquinase e expressdoes de RNAm de frutose-1,6-bifosfatase na
eclosdo.

Outros nutrientes que podem ser destacados para uso na alimentacdo in ovo sédo
as vitaminas e 0s minerais devido sua importancia no desenvolvimento embrionario. A
deficiéncia de vitaminas durante a incubacdo, por exemplo, pode causar anormalidades
como bicos pequeno ou alto, protrusfes desorganizadas no cérebro, visceras expostas,
membros encurtados e torcidos, corpo curto e degeneracdo (CAMPOS et al., 2010).

Ja as deficiéncias de minerais especificos também podem ser rapidamente
induzidas em embrides em desenvolvimento quando as reprodutoras recebem
quantidades insuficientes destes, levando a reduzido crescimento, desenvolvimento
anormal de todos 0s 6rgdos e em casos extremos a morte do embrido (JOCHEMSEN &
JEURISSEN, 2002).

2.5.Metionina
Em 1950 foi descoberta a importancia da metionina na alimentacdo animal e a
introdugdo na nutricdo foi iniciada em 1977 com o analogo de hidroxila de metionina

liquida e posteriormente em 1985 como DL-metionina em p6.A metionina é sintetizada
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naturalmente por plantas e microrganismos a partir do aspartato (LEHNINGER et al.,
2002). E uma das principais doadoras de grupo metil, na forma de S-adenosilmetionina,
necessario a todas as reagdes bioldgicas de metilacdo. (TESSERAUD et al., 2009).

A metionina ¢ um aminoacido sulfurado (CsH11NO.S) (figura 2) essencial e
aparece como primeiro limitante na nutricdo das aves. Isso se deve ao fato de as ragdes
para aves serem formuladas com a tradicional mistura milho e farelo de soja, que parece
ndo atender as exigéncias desse aminoacido, comprometendo caracteristicas produtivas
e reprodutivas (DAENNER & BASSELI, 2002).
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Figura 2. Estrutura quimica da metionina (LEHNINGER, 2002).

As fontes deste aminoacido comumente disponiveis no mercado sdo: acido DL-
2- amino-4 (metiltio) butandico, apresentada na forma de pé (DL-metionina) ou na
forma liquida como sal de sodio (DL-metionina-Na). Os hidroxi-analogos de metionina
(MHA) ou o acido DL-2- hidroxi-4 (metilo) butandico sdo comercializados na forma de
p6, como sal de calcio (MHA-Ca) ou na forma liquida, como &cido livre (MHA-AL) é
produzida, principalmente, por sintese quimica a partir de metilmercaptano, acroleina
(um aldeido de carbono) derivado de propileno (um derivado do petréleo) e cianeto de
hidrogénio (BUTOLO, 2002).

Sua funcdo principal é participar da sintese protéica, sendo ainda uma fonte de
enxofre que pode ser doado para a sintese de outros componentes quimicos que
apresenta o0 enxofre em sua composicdo (WU, 2003). Tem grande participacdo na
sintese da cisteina que é também utilizada para a sintese da proteina corporal, formagéo
da pele, penas e pélos, sendo este aminoacido importante frente ao estresse e ao status
inflamatorio (TESSERAUD et al. 2009).
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Outra importante funcdo da metionina € o seu papel como precursora da
sarcosina, que através da via de transmetilagdo tem fungdo importante na estrutura de
varias proteinas incluindo as imunoglobulinas, ligando vérias ligagdes polipeptidicas via
pontes dissulfeto. E precursora ainda da glutationa, este aminoéacido tem funcdo
antioxidante celular, atuando na protecdo das células contra o estresse oxidativo e €
essencial na regulagdo da divisdo celular, recuperando proteinas oxidadas, prevenindo
assim, o acimulo celular de proteinas danificadas, com implicagGes potenciais na saide
animal, no desenvolvimento tecidual e na qualidade de produtos (carne). Juntamente
com a cisteina, a metionina é fundamental para a sintese de taurina (acido 2-
aminoetanosulfonico), aminoacido que age como um neuro-inibidor juntamente com a
glicina (STADTMAN et al., 2002).

A metionina pode ser utilizada como prevencdo da enterite necrdtica. Em aves
desafiadas com Clostridium perfingens e Streptococcus houve um menor
desenvolvimento bacteriano no ileo e ceco nas aves que tiveram sua dieta suplementada
com excesso de metionina. A metionina hidroxi-analoga acido livre (MHA-FA) é uma
fonte altamente eficaz de metionina e, devido a sua natureza organica, pode reduzir o
pH do trato gastrointestinal, suprimir as bactérias patogénicas sensiveis a acidos,

estimular a absorcéo de nutrientes e a resposta imune (DAHIYA et al., 2007).

2.5.1. Metabolismo da Metionina

Apds todo o processo mecanico e enzimatico para reducdo das proteinas em
amino&cidos, os isdmeros L-metionina e D-metionina, sdo transportados ao figado local
em que ocorre parte do metabolismo da metionina, sendo este responsével pela
conversdo da MHA e D-metionina para L-metionina (forma absorvida). Normalmente,
0s aminoacidos, incluindo a metionina, sdo absorvidos principalmente pelo intestino
delgado (PILLAI et al., 2006; STUBS et al., 2002; DIBNER et al., 2007).

Apos chegar ao figado a metionina tem seu processo de metabolizacdo dividida
em 3 fases: metilacdo (a metionina é convertida em homocisteina (HCY)), remetilacdo
(@ homocisteina é convertida em metionina), e transulfuragdo (a homocisteina é
convertida em cisteina) (STUBS et al., 2002; DIBNER et al., 2007). De acordo com
Oliveira (2014) na etapa de metilagdo a enzima metionina-adenosil-transferase catalisa a
transferéncia da adenosina que provém de uma molécula de ATP para metionina,
transformando-a em S-adenosil-metionina (SAM), atuando como co-substrato que

fornece no processo de metilacdo, grupos metil (CHz) necessario para varios processos
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metabolicos, incluindo a metilacdo de um produto aceptor (DNA, sintese de RNA,
lipidios e proteinas) reacdo favorecida pela enzima metil-transferase, formando S-
adenosil-homocisteina (SAH). Para formar a homocisteina, final do processo, o grupo
adenosina deixa a molécula do SAH, o qual reage com uma molécula de agua, com
apoio da enzima adenosil-homocisteina hidroxilase.

A homocisteina € um aminoécido sulfurado presente no sangue e nos tecidos dos
animais, mas ndo incorporado na proteina, biosintetizado a partir da metionina, que
pode ser remetilada ou pode condensar com serina para formar cistationina pelo
processo de transulfuracdo (WALTERLAND, 2006).

A fase de remetilagdo é o processo em que a homocisteina retorna a metionina
através da via vitamina B12 e &cido folico na presenca das enzimas metionina-sintase e
metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) ou via betaina (dependente de colina) na
presenca da enzima betaina-homocisteina-metiltransferase (BHMT). O grupo metil
fornecido pela BHMT é derivado de betaina, um produto resultante da oxidacdo de
colina predominantemente no figado (GRIMBLE, 2006).

Por altimo, a transulfuracdo é o processo em que a homocisteina transformar-se
em cisteina envolvendo reacdo irreversivel entre homocisteina e L-serina, catalisada
pela enzima cistationa B-sintase, que resulta na formacao da cistationa. Posteriormente,
a enzima cistationa B-liase promove a transformacdo da cistationa em cisteina, que €
responsavel pela formacdo de varios componentes corporais importantes, em quea

metionina é 100% eficiente como precursor de cisteina (PILLAI et al., 2006).

2.6.Conteudo energético e sua utilizacdo pelo embriao

A obtencdo de energia durante o periodo embrionario deriva do substrato gema
para realizacdo de conversfes energéticas e sua composicao permite que 0S processos
bioquimicos principais se resumam, em condi¢des normais, a transformacdo de
carboidratos e gordura em energia (ATP), para, a partir daitodos os outros processos
transformativos serem realizados com eficiéncia pelo embrido. No periodo inicial, a
energia gasta decorre, em grande parte, por glicélise através de glicose prontamente
acessivel, ou por um aumento transitério de lactato que ocorre até a corioalantdide se
tornar funcional (CIROTTO & ARANGI, 1989).

E a medida que o corioalantdide inicia suas funcgdes respiratorias, 0 acesso ao

oxigénio, via 0s poros presentes na casca do ovo sustenta plenamente a oxidagdo de
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acidos graxos da gema, utilizados como fonte priméaria de energia e como base para o
desenvolvimento embrionario (BARBOSA, 2011).

Ainda que os carboidratos sejam uma via fécil para obtencdo de energia, sua
rentabilidade energética ndo é suficiente, ao contrario dos lipidios, estes possuem um
processo de queima maior, porém o saldo energético final € superior, este evento é
incrementado quando h& presenca de oxigénio. Assim, o embrido utiliza fontes de
carboidratos (que estdo pouco presentes no ovo) no inicio de seu desenvolvimento e
quando ha demanda energética de pronta utilizacdo (como por exemplo no processo de
nascimento, a partir da quebra de glicogénio hepatico que comeca a ser armazenado
ainda no primeiro ter¢o de incubacdo). Caso contrario é vantajoso para o embrido se
fartar da energia contida nas gorduras da gema, mantendo um crescimento e
desenvolvimento ordenado (LUMELJ, 1997; BARBOSA, 2011).

O é&cido oléico, linoleico, palmitico, araquiddnico entre outros sdo gorduras
presentes na gema, sendo degradadas através de reacGes beta oxidativas em que 0s
acidos graxos de cadeia longa sdo transformados em Acetil-CoA, entrando a partir dai
no ciclo de Krebs, resultado também em energia, CO, e agua. A participacdo de
enzimas (variavel quimica) nos processos de transformacdo desses substratos em
energia, e € um dos fatores de maior importancia neste processo, levando em
consideracdo que elas catalisam as reagcdes permitindo a formacao de tecidos e de outras
reacOes em tempo habil. Outra variavel que deve ser salientada é a temperatura (variavel
fisica), com a funcdo também de acelerar as reacbes (BARBOSA, 2011).

Entre o 10° e 12° dia de incubacdo a ovoalbumina, ovotransferrina e
ovomucdide sdo proteinas de destaque evidenciadas no sangue e continuam a ser
detectaveis apos a eclosdao. A ovomucoide, inclusive, é uma das proteinas do albumen
que tem grande quantidade de carboidratos, Como resultado, a glicose no sangue
aumenta progressivamente para dar suporte ao figado e a deposicdo de glicogénio
muscular (MORAN Jr., 2007).

Outrora, no momento que ha a bicagem interna da casca, a estratégia metabolica
do organismo é modificada. Neste periodo chamado de parafetal ou peri-natal, a
primeira respiragao inicia, no momento que o bico penetra a membrana interna da casca,
para entrar na cdmara de ar do ovo (bicagem interna). Neste periodo, a hipdxia pode ter
influéncia radical tanto na sobrevivéncia do embrido como nos processos metabolicos e
no desenvolvimento pés-natal (DECUYPEREet al., 1991).
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O incremento do fluxo sanguineo pulmonar no periodo pré-natal é controlado
pelo hormdnio ornitoquinina, a forma da bradicinina nas aves, cuja sintese é catalisada
pela enzima ornitocalicreina (ACE), as quais se incrementam nos dias 18° e 20° da
incubacdo. A atividade de ornitocalicreina € aumentada depois da entrada do embrido na
camara de ar do ovo, a qual pode ser devido a hipoxia neste periodo, ocasionando um
maior fluxo sanguineo ao pulméo (LUMELJ, 1997; BARBOSA, 2011).

Hoibyet al. (1987) afirmaram em seus estudos que o aumento transitorio de
lactato (produto da glicdlise anaerdbia) que ocorre ap6s a bicagem interna, desaparece
quando a funcdo pulmonar prové concentracdo de oxigénio adequada para o
catabolismo de 4cidos graxos continuar como fonte de energia.

Morita et al. (2009) afirmaram ainda que a energia derivada do metabolismo
anaerdbico durante os periodos anteriores a eclosdo é necessaria para sustentar tanto a
manutencdo fisiolégica do embrido quanto o seu crescimento. Entretanto, se esta
energia é limitada, o embrido tera que escolher entre crescimento corporal e atividade
vital de mantenca (BARBOSA et al., 2011).

A incorporacdo do saco vitelino na cavidade abdominal se inicia a partir dos 19
dias de incubacdo e a retracdo se completa antes que aconteca a eclosdo. O pintainho
permanece com esta reserva de saco vitelinico residual, suficiente para manter um
suprimento adequado de nutrientes como fonte de energia por pelo menos dois dias ap6s
o0 nascimento (NOY & SKLAN, 1998; SPEAKE et al., 1998; BARBOSA et al., 2011).
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3. Materiais e Métodos
3.1. Local de desenvolvimento do estudo
O estudo foi conduzido no Laboratério de Tecnologia Avicola do Setor de
Avicultura do Departamento de Producdo Animal e Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agréarias (figura 3) e no Laboratério de Morfologia Funcional, localizado no
Departamento de morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, ambos localizados na
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil.

Figura 3. Foto aérea do Setor de Avicultura de FCA/UFAM. Arquivo pessoal de Kely
Cristina Bastos Teixeira Ramos Brelaz.

Todos os procedimentos experimentais para a avaliagdo de DL-metionina como
um nutriente para alimentag&o in ovo, foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA — Protocolo n® 006/2017) da Universidade Federal do Amazonas,

Manaus, Amazonas, Brasil.

3.2.Montagem Experimental
Foram utilizados 224 ovos férteis oriundo de matrizes da linhagem semipesada
Rhode Island Red com 35 semanas de idade. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, onde os tratamentos foram constituidos por duas solucdes
controle e cinco solugdes experimentais contendo niveis crescentes de DL-metionina
(tabela 1). A metionina (MetAMINO®) utilizada foi fabricada pela Evonik Animal
Nutrition Ltda., denominada pura e micronizada, com 32 repeticdes (ovos) por

tratamento, sendo cada ovo considerado uma repeticao.
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Tabela 1. Composicéo das solucdes experimentais.

Tratamentos Solugdes Osmolaridade
(mOsm/L)

Ovo integro 0,0% de NaCl + 0,0 % de DL-metionina -
Solucao salina 0,5% de NaCl + 0,0 % de DL-metionina 170,94
Solugéo teste 1 0,5% de NaCl + 0,5 % de DL-metionina 237,96
Solucéo teste 2 0,5% de NaCl + 1,0 % de DL-metionina 304,98
Solucéo teste 3 0,5% de NaCl + 1,5 % de DL-metionina 372,01
Solucao teste 4 0,5% de NaCl + 2,0 % de DL-metionina 439,03
Solucéo teste 5 0,5% de NaCl + 2,5 % de DL-metionina 506,06

Os ovos foram coletados, identificados, pesados e distribuidos em maquina
incubadora modelo PETERSIME 168 com compartimentos regulados a 37,6 °C de
temperatura e 66% de umidade relativa do ar, onde estas realizavam viragem dos ovos
em intervalos de uma hora.

Aos 16 dias de incubacdo todos os ovos foram retirados da incubadora e
submetidos a ovoscopia para selecdo dos ovos férteis a serem utilizados. Estes foram
higienizados e perfurados na regido da camara de ar evitando-se perfurar a membrana
interna da casca do ovo (GONZALES et al., 2013), sendo as solucdes formuladas com
diferentes concentracBes de DL- metionina injetadas a 0,5 ml na regido do fluido
amniotico utilizando-se seringas com agulha 7 x 2,5 mm e com auxilio de ovoscépio
(figura 4) . Em seguida, o orificio da casca do ovo foi lacrado com parafina fundida
(PEDROSO et al., 2006). Os ovos ndo passaram mais de 1 hora fora da incubadora e a

sala onde ocorreu o processo de inoculacdo foi mantida a 37°C.

Figura 4. Inoculacdo in ovo das solugdes experimentais. Arquivo pessoal de Thaysa

Marinho Farias.
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Os ovos apds o processo foram transferidos para maquina de eclosdo modelo
PETERSIME 168 com compartimentos regulados a 36,6 °C de temperatura, e 76% de
umidade relativa do ar, onde permaneceram até a retirada dos pintos aos 21 dias de
incubacéo (50402 horas).

As solucdes testadas foram desenvolvidas tendo como base solucédo salina 0,5%,
produzida com &gua destilada estéril e cloreto de sddio com a inclusdo de niveis

crescentes de DL-metionina.

3.3.Variaveis Analisadas

Neste experimento foram avaliados os rendimentos de incubacdo, a relacdo
pinto/ovo, o desenvolvimento do trato gastrointestinal (6rgdos diretamente relacionados
e regies), pardmetros bioquimicos seéricos dos pintos ao nascer, densidade de células
caliciformes e avaliacdo da densidade estrutural das tunicas do intestino delgado e
grosso entre os tratamentos.

Os rendimentos de incubagédo foram: 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
embribes mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, ap6s a inoculacdo, sem bicagem da
casca do ovo) e mortalidade pds-bicagem (percentual de pintos e/ou embriGes mortos
entre 19 e 21 dias de incubacdo, ap6s a inoculagdo, com bicagem da casca do ovo)

(figura 5).

Figura 5. Analise de mortalidade embrionéaria (embriodiagnostico). Em sequéncia: a)
mortalidade intermediaria, b) mortalidade tardia, e ¢) mortalidade p6s-bicagem. Arquivo

pessoal de Thaysa Marinho Farias.
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As variaveis da relacdo pinto/ovo foram: peso do ovo (g), perda de peso do ovo

(%), peso do pinto (g) (figura 6) e correlagdo pinto/ovo (peso do pinto/peso do ovo).

Figura 6. Pesagem de pintainho logo apds a eclosdo. Arquivo pessoal de Thaysa

Marinho Farias.

A partir dos resultados de eclodibilidade, foram selecionados cinco 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 EDTA. O sangue
foi centrifugado e o plasma utilizado para as analises dos pardmetros bioquimicos:
glicose, acido urico, triglicerideos, colesterol total, albumina e uréia. Todos 0s ensaios
foram realizados por meio de métodos colorimétricos-enzimaticos (glicose, acido Urico,
triglicerideos, colesterol total e uréia) ou simplesmente colorimétrico (proteinas totais e
albumina). Foram utilizados Kits comerciais da marca Labtest Diagnéstico®. As
microplacas foram lidas em espectrofotdmetro Thermo Multiskan Go® (figura 7).
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Figura 7. Analises bioquimicas séricas. Arquivo pessoal de Thaysa Marinho Farias.

Os mesmos pintos foram em seguida eutanasiados pelo método de deslocamento
cervical para avaliacdo do desenvolvimento do trato gastrointestinal através dos
seguintes parametros: peso do saco vitelino (g), peso do coracdo (g), peso do figado (g),
peso do pancreas (g), peso do pré-ventriculo (g), peso da moela (g), comprimento da
orofaringe + esdfago (cm), comprimento da al¢a duodenal (cm), comprimento do jejuno
+ ileo (cm), comprimento dos cecos (cm) e comprimento do célon + reto (cm).

As andlises histologicas consistiram em: estimar a densidade de ceélulas
caliciformes nas criptas e nas vilosidades bem como quantificar o volume fracional
(proporcéo relativa) das tdnicas (submucosa, mucosa, muscular e serosa) do intestino
entre 0s tratamentos.

As amostras foram coletadas logo apds a eutanasia dos animais, uma amostra do
intestino delgado do ponto médio entre a porcdo proximal descendente e a distal
ascendente da alga intestinal; e uma amostra do intestino grosso sendo fixadas em
formaldeido 10%. As amostras do intestino foram submetidas aos procedimentos
histolégicos de rotina, sendo desidratadas em solugdes de concentracdo crescente de
etanol, diafanizadas em xilol, imersas em parafina, microtomizadas a 3,0um, dispostas
em laminas de vidro, secas em estufa a 37°C overnight (BANCROFT et al.,2008).

Para a fase de coloracdo das laminas foram utilizados trés tipos de corantes:
Hematoxilina-Eosina, Azul de Alcian e Periodic Acid Schiff (PAS). O processo de



22

desparafinizacdo foi realizado inicialmente em todas as laminas com dois banhos de
xilol e banhos de concentragdes decrescente de etanol de 100% a 50% e dois banhos em
agua destilada. Para a coloracdo em hematoxilina as laminas foram mergulhadas no
recipiente contendo o corante por 20 segundos e posteriormente para contracoloracao
em eosina por 25 minutos. Para coloracdo em Azul de Alcian as laminas foram
mergulhadas em recipiente com corante por 10 minutos e contracoradas com eosina
mergulhando-as por 1 segundo. Para coloragdo em PAS as laminas foram mergulhadas
em acido periodo 1% por 10 minutos, lavadas e coradas com reagente de Schiff por 10
minutos.

As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram utilizadas para avaliagdo do
volume de deles ou fracional das tinicas (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. As laminas
coradas com PAS utilizadas para quantificar as células caliciformes produtoras de
mucinas neutras.

Posteriormente todas as laminas foram reidratadas com banhos crescente de
etanol e dois banhos em xilol. As ldaminas montadas foram fotografadas e a anélise
morfolégica foi realizada no sistema analisador de imagem Stepanizer® através do

sistema de pontos estereoldgicos, apos selecdo de 3 vilos integros para as analises.

3.4.Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa computacional SAS
(2008), os dados foram submetidos a analise de variancia e as estimativas dos
tratamentos foram analisadas por regresséo polinomial a 0,01 e 0,05 de significancia.

Os dados das densidades de células mucosas e volumes fracionais dos
componentes intestinais foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os efeitos dos niveis de DL-metionina sobre cada variavel
estudadas foram analisados por meio de ajustes de curvas. Modelos de regresséo linear e
polinomial foram testados. Os niveis de significancia aceito foi de 0,01 e 0,05. Todos 0s

testes estatisticos foram realizados no programa computacional SAS (2008).
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4. Resultados
Os resultados de eclodibilidade e mortalidade embrionaria encontram-se na
tabela 2. Diferengas (p<0,05) foram observadas nos resultados de eclodibilidade (y = -
0,7445x? +1,86595x + 80,993 R2 = 0,87) com reducéo a partir da inoculago crescente
de DL-metionina, na mortalidade intermediaria (y = 2,3073x? - 3,9499x + 5,8157 R? =
0,89) e na mortalidade tardia (y = 1,0419x2 + 1,2195x +16,4514 R2 = 0,82).

Tabela 2. Efeitos da inoculacdo de DL-metionina sobre a eclodibilidade e a mortalidade

embrionaria.
Eclodibilidade = Mortalidade  Mortalidade ~ Mortalidade  Pesodo Correlagdo
Tratamentos Intermediaria Tardia Pés-Bicagem Pinto Pinto-Ovo
(%) (%) (%) (%) (9)
Controle 93,75 3,13 3,12 0,00 32,78 0,76
Inoc. Controle 71,87 15,63 12,50 0,00 33,68 0,76
0,5%Met. 75,00 9,37 15,63 0,00 34,89 0,76
1,0%Met. 75,00 9,38 9,37 6,25 35,28 0,80
1,5%Met. 28,13 59,37 6,25 6,25 33,46 0,73
2,0%Met. 21,88 71,87 6,25 0,00 33,37 0,73
2,5%Met. 15,62 84,38 0,00 0,00 30,34 0,68
p-valor 0,01 0,01 0,01 0,57 0,01 0,03
Efeito Q Q Q Ns Q Q
CV(%) 15,02 17,89 7,30 16,64 5,67 7,05

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
ns — nao significativo.

Embrides oriundos de ovos ndo inoculados apresentaram melhor eclodibilidade,
menor taxa de mortalidade intermediaria e tardia. Por outro lado, os pintinhos
provenientes de ovos inoculados com 1,0% de DL-metionina apresentaram maior peso
ao nascer (y = -0,3017x? + 0,3783x + 35,52 R2 = 0,83) e melhor correlacio pinto-ovo (y
=-0,0056x?% + 0,013x + 0,8157 R2 = 0,77).

Nos ovos inoculados com as solugdes com aumento gradual de DL-metionina
observou-se aumento na mortalidade intermediaria (horas apds os procedimentos de
inoculagdo). J& a inoculacdo com 2,5% de DL-metionina apresentou menor taxa de
eclodibilidade, maior taxa de mortalidade intermediaria, menor peso do pinto ao nascer
e correlacdo pinto-ovo inferior em relacdo aos demais tratamentos.

Os resultados da andlise bioquimica sérica encontram-se na tabela 3. Houve
efeito quadratico (p<0,05) nos valores de triglicerideos (y = 4,6679x? - 25,923x +
164,931 Rz = 0,98) onde houve um aumento sanguineo nos grupos em que as

inoculagGes foram realizadas com teores maiores e a partir de 1,5% de DL-metionina.
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Tabela 3. Analise bioquimica sanguinea de pintos oriundos de ovos inoculados com

DL-metionina.
Tratamentos  Glicose Acido Grico  Triglicerideos  Colesterol  Proteinas  Albumina  Uréia
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (g/L) (g/L) (mg/dl)
Controle 80,53 9,30 49,22 139,34 50,5 22,4 49,71
Inoc. Controle 69,35 8,02 49,65 139,02 50,2 25,0 51,72
0,5%Met. 66,36 6,71 38,66 143,94 51.5 23,1 52,51
1,0%Met. 66,28 7,68 44,19 138,52 51,4 20,1 73,96
1,5%Met. 72,61 4,58 58,22 138,92 51,8 17,4 46,41
2,0%Met. 68,05 7,42 89,56 130,97 52,4 16,7 28,56
2,5%Met. 69,86 9,42 122,68 130,58 53,3 16,1 25,44
p-valor 0,11 0,23 0,01 0,03 0,05 0,05 0,01
Efeito Ns Ns Q Q LP LN Q

CV(%) 11,37 14,39 14,00 7,21 7,02 17,76 16,36

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
LP —Linear Positivo. LN — Linear Negativo. ns — ndo significativo.

Quanto a mensuragdo do colesterol (y = -0,6317x? + 0,6605x + 146,52 R2 =
0,80), o grupo inoculado com a solugdo contendo 0,5% de DL-metionina apresentou
maior nivel de colesterol em relacdo aos grupos controle e o grupo inoculado com a
maior quantidade de DL-metionina.

Os valores de concentragdo de uréia (y = -2,5815x2 + 6,18x + 69,813R2 = 0,70)
no sangue dos pintos recém eclodidos mostraram efeito quadratico (p<0,05), uma vez
que o grupo inoculado com 1,0% de DL-metionina apresentou o maior valor de uréia
sérica e 0 grupo inoculado com 2,5% de DL-metionina apresentou o menor valor de
uréia sérica.

Os resultados do efeito da inoculacdo sobre o coracdo + trato gastrointestinal
encontram-se nas tabelas 4 (6rgdos) e 5 (regides). O saco vitelino (y = -0,1063x? +
0,2244x + 3,6814 R? = 0,69) apresentou maior peso (p<0,05) em pintos provenientes de
ovos inoculados com 1,0% de DL-metionina. O coragdo (y = -0,0029x? + 0,0093x +
0,371R% = 0,71) dos pintinhos apresentou maior peso (p<0,05) naqueles que foram

inoculados com solucdes a partir de 1,0% de DL-metionina.

Tabela 4. Efeitos da inoculagdo de DL-metionina sobre o coragdo + trato intestinal

(principais 6rgaos).

Saco vitelino Coracéo Figado  Péancreas Pro-ventriculo Moela
Tratamentos (Q) () (Q) Q) () ()
Controle 2,37 0,23 0,98 0,09 0,34 1,97
Inoc. Controle 2,18 0,18 0,81 0,04 0,19 2,03
0,5% Met. 2,67 0,23 0,86 0,04 0,35 2,41
1,0% Met. 3,73 0,28 0,91 0,08 0,31 2,03

1,5% Met. 2,85 0,36 0,84 0,06 0,35 2,12
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2,0% Met. 2,21 0,31 0,82 0,07 0,31 2,11

2,5% Met. 2,14 0,30 0,74 0,09 0,37 1,78
p-valor 0,04 0,01 0,24 0,17 0,06 0,02
Efeito Q Q ns Ns ns Q
CV(%) 19,02 13,40 17,12 15,51 11,69 11,94

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
ns — ndo significativo.

N&o foi observado efeito significativo (p>0,05) da inoculagdo sobre o
desenvolvimento do figado, pancreas e pré-ventriculo. Todavia, houve um aumento no
peso da moela (y = -0,0352x? + 0,0469x + 2,7414 R2 = 0,76), com melhores resultados
(p<0,05) no grupo inoculado com 0,5% de DL-metionina em relacéo ao grupo controle.

A inoculacdo de DL-metionina influenciou (p<0,05) no aumento métrico apenas
sobre o desenvolvimento de algumas porgdes intestinais, sendo elas: alca duodenal (y =
-0,1286x% + 0,1486x + 7,9429R2 = 0,89) e cdlon + reto (y = -0,0536x? + 0,0414x +
5,1143R?% =0,95). N&o houve efeito significativo (p>0,05) da alimentacédo in ovo sobre o

comprimento relativo da orofaringe e es6fago, jejuno e ileo e ceco.

Tabela 5. Biometria de pintos oriundos de ovos inoculados com DL-metionina (regides

do TGI).
Comprimento do  Orofaringe Alca Jejuno+ Ceco Coélon +

Tratamentos Sistema Digestivo  + es6fago  duodenal ileo reto
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)  (cm)

Controle 45,40 5,00 6,40 25,90 6,40 4,70
Inoc. Controle 46,00 4,60 7,50 27,20 7,00 5,00
0,5%Met. 43,00 4,50 7,80 23,30 5,60 4,60
1,0%Met. 42,90 5,30 7,10 24,46 5,60 4,50
1,5%Met. 44,90 4,00 7,00 26,80 6,28 3,90
2,0%Met. 41,20 3,90 6,40 25,30 4,98 3,80
2,5%Met. 44,20 5,80 6,00 23,40 5,22 3,10
p-valor 0,48 0,57 0,01 0,11 0,11 0,03

Efeito ns ns Q ns ns Q

CV(%) 8,82 16,19 10,41 7,54 19,73 11,53

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
ns — n&o significativo.

Observou-se que as células caliciformes PAS+ e azul de Alcian+ (carboxiladas e
sulfatas) estdo presentes tanto nas vilosidades quanto nas criptas de Lieberkihn dos
intestinos delgado e grosso (Figuras 8). Os resultados da analise de densidade de células
caliciformes em vilosidade e criptas do intestino delgado encontram-se na tabela 6. N&o
foi observado efeito significativo (p>0,05) da inoculagdo de DL-metionina sobre a

desenvolvimento das células caliciformes PAS+, AB+(carboxiladas) e AB+ (sulfatadas)
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das vilosidades do intestino delgado. Nas criptas de Lieberkiihn do intestino delgado,
houve efeito quadratico (p<0,05) sobre a densidade das células AB+ do tipo sulfatadas
(y = 0,8155x? - 4,0502x + 20,257 R? = 0,81), com o maior nivel de inoculagéo (2,5%)

de DL-metionina aumentando a presenca de células por milimetro.

Tabela 6. Densidade de células caliciformes PAS+, AB+ (carboxiladas) e AB+
(sulfatadas) nas vilosidades e nas criptas de Lieberkiihndo intestino delgado

de pintos oriundos de ovos inoculados com DL-metionina.

Vilosidades Criptas de Lieberkiihn
Tratamentos PAS+ AB+ AB+ PAS+ AB+ AB+
carboxiladas  sulfatadas carboxiladas sulfatadas
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Controle 30,7419,5 22,7120 0,6£1,5 32,7+24,7 38,9+10,2 0,5%1,1
Inoc. Controle 42,3154 28,9+9,8 3,3%6,5 55,2+9,0 28,346,3 11,0%£19,3
0,5%Met. 43,6+18,1 32,846,0 0,0 45,3+154 47,7+15,1 0,0
1,0%Met. 26,8+7,8 29,7+4,7 2,4+4,3 45,5+20,0 30,8+10,9 0,0
1,5%Met. 28,0+10,9 27,748,8 0,5+1,0 54,3+14,4 40,9£13,3 0,0
2,0%Met. 26,9+158  31,0£13,0 4,9+3,8 32,4+23,7 30,6+19,0 5,3+6,8
2,5%Met. 35,1+14,0 19,6+3,3 1,1+1,6 26,0155 30,7+4,6 13,2454
p-valor 0,143 0,169 0,853 0,138 0,545 0,012
Efeito ns ns ns ns ns Q

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q —Quadratico.
ns — néo significativo.

Figura 8. Seccdes longitudinais representativas do duodeno de pintos recém-eclodidos.
A) as vilosidades (seta escura) sdo revestidas por epitélio colunar simples e sustentadas
por uma lamina prépria. Legendas: célula caliciforme (gc), vasos sanguineos (*), tlnica
mucosa (m), tinica submucosa (sm), tinica muscular (tm) e tanica serosa (s).Coloracao

tricromico de Mallory. Fonte: Arquivo pessoal de Thaysa Marinho Farias.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas das células caliciformes intestinais
identificadas por meio de técnicas histoquimicas. A) Seccdes longitudinais das
vilosidades duodenais demonstrando a presenca de células caliciformes PAS+, AB+ e
PAS+/AB+. B) Células caliciformes PAS+ podem ser encontradas tanto nas vilosidades
(detalhe da regido apical) quanto nas criptas de Lieberkiihn. C) Numerosas células
caliciformes AB+ (detalhe das vesiculas intracelulares) podem encontradas ao longo das
vilosidades e nas criptas de Lieberkiihn. D) Células caliciformes AB+ contendo muco
substancias acidas do tipo carboxiladas (seta escura) e sulfatadas (seta clara). As escalas

estdo indicadas nas imagens. Fonte: Arquivo pessoal de Thaysa Marinho Farias.

Os resultados da analise de ceélulas caliciformes nas vilosidade e criptas do
intestino grosso encontram-se na tabela 7. Ndo houve efeito quadratico (p>0,05) da
inoculacdo de DL-metionina sobre a densidade das células caliciformes PAS+ e AB+
(carboxiladas) das vilosidades do intestino grosso. A inoculacdo afetou
significativamente (p<0,05) somente as células caliciformes AB+ (sulfatadas) (y = 183x
+ 297,06 R? = 0,75). Ndo houve efeito significativo (p>0,05) sobre as células
caliciformes das criptas de Lieberkihn do intestino grosso (Figura 10).
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Tabela 7. Valores médios (xdesvio padrdo) de células caliciformes PAS+, AB+
(carboxiladas) e AB+ (sulfatadas) nas vilosidades e nas criptas de
Lieberkuhn do intestino grosso de pintos oriundos de ovos inoculados com

DL-metionina.
Vilosidades Criptas de Lieberkiihn
Tratamentos PAS+ AB+ AB+ PAS+ AB+ AB+
(mm) carboxiladas sulfatadas (mm) carboxiladas sulfatadas
(mm) (mm) (mm) (mm)
Controle 27,7+7,7 30,8+12,4 42,9+8,6 40,8+14,9  29,3+245 6,248,2
Inoc. Controle  28,318,0 31,9+2,8 273,8456,2  58,8£10,5  49,7+16,2 0,0
0,5%Met. 50,546,2 28,0+12,8 84,9+7,9 42,1421  41,8+45.2 0,0
1,0%Met. 50,6+12,9  48,3+11,8 45,5+6,4 47,4+31,0 39,7494 3,545,1
1,5%Met. 35,7+9,4 22,4+7,2 515,4+35,0  41,9+104  34,8+12,2 27,7+7,4
2,0%Met. 40,2+16,5  28,6+7,4 876,7+203,3 49,3235 26,916,1 12,4+11,9
2,5%Met. 38,7+11,4  42,8+134  12055+60,19 41,4453 40,616,8 0,0
p-valor 0,462 0,784 0,014 0,338 0,130 0,347
Efeito ns ns Q ns ns ns

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
ns — néo significativo.

Figura 10. Por¢éo do intestino grosso de pinto recém eclodido, inoculado com 1,0% de

metionina. Coloragdo hematoxilina. Fonte: Arquivo pessoal de Thaysa Marinho Farias.

As quatro tunicas (ou camadas) intestinais tanto no intestino delgado quanto no
grosso (Figuras 9 e 10) foram analisadas quantitativamente. Os resultados da analise de
densidade fracional das estruturas (tunicas) do intestino delgado encontram-se na tabela
8. Observou-se efeito quadratico (p<0,05) no desenvolvimento das tlnicas mucosa (y =
-1,1167x% + 2,8048x + 74,471 R2 = 0,82), submucosa (y = 0,5988x? - 1,4512x + 3,9857
R2 = 0,92) e muscular interna (y = -0,444x? + 0,1702x + 9,9857 R2 = 0,85) do intestino
delgado de pintos oriundos de ovos inoculados com DL-metionina. Verificou-se que a
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inoculacdo de niveis crescentes de DL-metionina diminuiu o percentual das tUnicas

mucosa e muscular interna, com aumento da tlinica submucosa.

Tabela 8. Densidade (volume fracional ou volume de Delesse, %) das tlnicas mucosa,
submucosa, muscular e serosa do intestino delgado de pintos oriundos de

ovos inoculados com DL-metionina.

Tratamentos Mucosa Submucosa Muscular Serosa
(%) (%) Interna (%) Externa (%) (%)
Controle 72,6174 6,5+3,2 6,8+3,0 7,3£2,8 6,8+4,5
Inoc. Controle 72,846,2 4,3+0,6 10,0£7,0 4,0£2,1 8,9+3,1
0,5%Met. 72,248,9 5,4£3,1 8,715 6,6+£3,9 7,1+£3,7
1,0%Met. 75,544,1 3,8+1,8 8,1+6,5 7,242,1 8,2+1,8
1,5%Met. 73,948,8 4,6%1,7 9,1+3,9 8,1+3,2 8,6+3,6
2,0%Met. 70,245,5 8,7+3,0 4,7+4,1 8,5+3,7 8,1+4,9
2,5%Met. 56,7+2,65 12,677 2,921 29,6+17,3 6,4+4,6
p-valor 0,03 0,02 0,04 0,09 0,29
Efeito Q Q Q ns ns

CV - Coeficiente de variacdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.
ns — nao significativo.

Os resultados da andlise de densidade estrutural das tanicas do intestino grosso
encontram-se na tabela 9. Foi observada diferenca significativa (p<0,05) no volume das
tinicas mucosa (y = 1,4667x? - 7,319x + 85,386 R2 = 0,74) e muscular externa (y = -
1,0167x*> + 2,0405x + 16,6143 R2 = 0,90) do intestino grosso, com maior

desenvolvimento observado em pintos oriundos de ovos inoculados com DL-metionina.

Tabela 9.Densidade (volume fracional ou volume de Delesse, %) das tdnicas mucosa,
submucosa, muscular e serosa do intestino grosso de pintos oriundos de ovos

inoculados com DL-metionina.

Tratamentos Mucosa Submucosa Muscular Serosa
(%) (%) Interna (%) Externa (%) (%)
Controle 56,4+6,4 6,0%3,2 11,4+0,2 9,3+4,7 17,0451
Inoc. Controle 64,3+4,5 8,4+0,1 12,1+0,5 12,5+0,5 3,6+3,1
0,5%Met. 53,1+9,6 8,2+4,5 15,345,6 14,9135 9,5+2,5
1,0%Met. 52,9+10,7 4,4+1,3 9,7+0,3 17,240,1 18,248,5
1,5%Met. 55,8+10,1 4,7+0,4 11,448,8 14,8454 6,946,1
2,0%Met. 63,3+12,8 4,9+0,5 12,845,1 7,6£3,1 10,7+£11,7
2,5%Met. 75,945,8 6,4+0,8 10,4+4,2 5,2+3,0 5,2+5,0
p-valor 0,02 0,09 0,65 0,04 0,17
Efeito Q ns ns Q ns

CV — Coeficiente de variagdo. p-valor — Coeficiente de probabilidade. Q - Quadratico.

ns — ndo significativo.
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5. Discusséo

Por conceito, a alimentagdo in ovo tem como objetivo primordial aumentar a
disponibilidade de nutrientes para o embrido e, consequentemente, o desempenho
zootécnico do animal, além de possibilitarum maior desenvolvimento corporal,
principalmente do trato gastrointestinal (PEDROSO et al., 2006; FOYE et al., 2006;
DAMASCENO et al., 2017).

Neste contexto, varias questdes ainda precisam ser elucidadas para aprimorar
esta técnica, reduzindo ao maximo as perdas, como a diminuicdo da eclodibilidadeapds
determinado nivel de inoculacdo, como foi observado neste estudo e também pelo
autoresLeitdo et al. (2010) e Pedroso et al. (2006), que ao inocularem solugdes com
diferentes concentracfes de carboidratos, associaram este fato ao processo manual de
inoculacdo utilizado, o que pode aumentar as chances de erro do local e contaminacao,
além da diferenca osmdtica intra ovo que pode ser ocasionada apdés o aumento
substancial dos nutrientes nas solucgdes a serem inoculadas, levando a uma exacerbada
mortalidade intermediaria.

Esta mortalidade logo ap6s a inoculacdo de DL-metionina (mortalidade
intermediaria) foi observada neste trabalho e também pelos autores Ohta e Kidd (2001),
e Jochemsen e Jeurissen (2002), sendo atribuida justamente ao aumento gradual da
concentracdo de nutrientes nas solugdes, 0 que causa desbalanceamento consideravel do
equilibrio osmotico na fisiologia do embrido, causando um efeito de “dose letal”.

Quanto ao peso do pintainho ao nascer, que neste estudo obteve resultado abaixo
da média apenas no maior nivel de DL-metionina inoculada, North e Bell (1990)
comentam que existe uma relacdo direta entre 0 peso do ovo e 0 peso do pinto ao
nascer, e por conseguinte com o peso do frango ao abate, sendo que o peso do pinto
representa cerca de 70% do peso do ovo. E cada grama a mais no peso do pinto
representa 13 gramas no peso do frango ao abate. Neste caso, pintos oriundos de ovos
inoculados com DL-metionina apresentaram até 2,59 em relacdo ao controle
experimental, 0 que pode representar um aumento significativo de peso final da ave.

Os mesmos autores comentam ainda que este resultado pode estar relacionado a
maior oferta de nutrientes, neste caso do aminoacido DL-metionina, que tem como uma
das suas principais funcBGes auxiliar na sintese protéica e ser precursor de outros
aminoacidos que compde as proteinas estruturais, inclusive a proteina muscular.

Durante as fases de crescimento e maturagdo do desenvolvimento embrionario

as membranas embriondrias ou fetais das aves representam adaptacfes especiais ao
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ambiente pelas funcdes que desempenham, com o embrido das aves tendo quatro
diferentes membranas: o saco vitelino (ou membrana vitelina), o alant6ide, o amnio e o
corion (DECUYPERE et al., 2003). No momento da eclosdo, ndo sdo encontrados
vestigios das trés ultimas membranas. O amnio e cérion sdo completamente eliminados
e o alantoide é eliminado na sua grande parte, enquanto que o saco vitelino é
incorporado no intestino delgado, com uma reserva nutricional que sera utilizada no
periodo pods eclosdo. Diante disso o efeito do peso do saco vitelino apresentado no
tratamento com 1% de inoculacdo de DL-metionina, sugere que o pintinho terd um
maior e melhor aporte nutricional apos a ecloséo.

Os resultados obtidos neste experimento indicam ainda que a DL- metionina na
alimentacdo in ovo atua diretamente sob o metabolismo sérico, especialmente devido ao
desenvolvimento significativo do coracdo e as alteracdes nos parametros bioquimicos
plasmatico.Os niveis de glicose obtidos em pintos inoculados nao apresentaram
resultados plasmaticos significativos em relacdo a grupo controle, inclusive os niveis
apesentaram-se baixos. De acordo com Swenson ¢ O’Reece, (1996) os niveis normais
de glicose sérica em uma galinha adulta é de 130 a 270 mg/dL, e o autor David (2008)
afirma ainda que para frango de corte jovens (até duas semanas), as concentracdes da
glicose sanguineas obtidas em seu trabalho foram menores do que 150 mg/dL, com
niveis até 30 mg/dL em algumas aves, caracterizando hipoglicemia.

Este dado mostra a importancia da alimentacdo ainda na fase embrionéaria e logo
apos 0 nascimento, objetivando ajustar a bioguimica sérica do pintainho rapidamente,
evitando que durante o jejum, ocorra maior gliconeogénese a partir de aminoacidos e
glicerol no figado, ocorrendo o declinio da glicemia e afetando o desenvolvimento da
ave nos primeiros dias de vida (GANONG, 1995; CAMPBELL, 2004).

Quanto ao &cido Urico, este caracteriza-se como um produto catabolico de
proteinas, de nitrogénio protéicoe das purinas em aves. Os valores normais encontrados
para aves foram na faixa de 2-15mg/dL (BENEZ, 2004). Em frangos de corte, Ross et
al. (1978) obtiveram média de 7,7 mg/dL e em galinhas Brown Leghorn, uma variacdo
de 0,27 a 4,93mg/dL, sendo que este valor sofre alteracfes apresentando aumento a
medida que a ave fica mais velha.

Neste trabalho ndo foi observada diferenca significativa na concentracdo de
acido urico, sugerindo que a inoculacdo néo afetou a funcédo renal do animal inoculado,
mesmo que tenha havido diferengas significativas nos resultados de uréia sanguinea.

Vale ressaltar que este tipo de analise é considerada especifica para detectar distdrbios
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na funcdo renal das aves, sendo importantissima para este estudo, tendo em vista que a
inoculagdo de um amino&cido poderia ocasionar um aumento substancial nos niveis do
acido urico sérico, forcando os rins trabalhem com apenas 30% de sua capacidade
(LUMELJ, 1997; SCHMIDT et al., 2007).

Quanto aos lipidios, os niveis de triglicerideos e colesterol obtidos neste estudo
encontram-se de acordo com os niveis verificados na literatura, estando relacionado ao
desenvolvimento embrionério acelerado verificado nas aves, onde a sintese de novas
membranas requer uma producdo acentuada de fosfolipideos de membrana. Os
carboidratos, as gorduras ou as proteinas ingeridas em excesso sdo armazenados na
forma de triglicerideos que podem ser mobilizados para o fornecimento de energia,
capacitando o organismo a suportar periodos de jejum fato importantissimo para a
logistica que os pintos de 1 dia sofrem na industria avicola (CAMPEBELL, 2004). De
acordo com Zelenka (2000), pintos jovens tém menor capacidade de reabsorver sais
biliares devido a imaturidade da circulacdo entero-hepética e uma reduzida atividade a
enzima lipase.

Ja nos niveis de proteinas total, de acordo com Burke (1996) e Swenson e
O’Reece, (1996), o teor médio de proteinas totais no soro das galinhas em postura é de
50 g/L enquanto que o de frangos e galinhas fora da postura é um pouco menor (36
g/L). Nesse contexto, levando em consideracdo que a aplicacdo do nutriente foi
realizada no amnio e que esse anexo embrionario tem como funcéo evitar a desidratacao
do embrido, isolar as oscilacbes de temperatura, proteger contra choques traumaticos,
além de evitar a aderéncia do embrido na casca (ROMANOFF, 1960), a inoculacéo do
aminoacido pode ter causado uma leve desidratacio no pintainho, onde a
hemoconcentracdo secundaria a desidratacdo e a reducdo do liquido circulante produz
um aumento na concentracdo sérica de proteinas totais. Os niveis de albumina
apresentaram-se dentro da normalidade, considerando os niveis normais para aves (16-
20 mg/L) (SWENSON & O’REECE, 1996).

Quanto os resultados obtidos na biometria dos 6rgaos, o aumento do tamanho da
alca duodenal e do colon + reto pode ter sido estimulado pelo préprio incremento
nutricional derivado da inoculagdo, fazendo com que o pintainho submetido a
alimentacdoin ovo apresente uma maior capacidade de digerir e absorver nutrientes de
uma fonte exdgena em relacdo a pintos oriundos de ovos ndo inoculados (TAKO et al.,
2004; CAMPOS et al., 2010; DAMASCENQO et al., 2017). E os aminoacidos destinados

a esta finalidade podem apresentar efeitos positivos, mostrando uma relagéo entre a
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sintese protéica, a concentracdo de aminoacidos e a producdo de hormonios do
crescimento (JEPSON et al., 1988; WELBORNE, 1995; MAIORKA et al., 2000; RAY
et al., 2003; SILVA et al., 2007). No entanto somente este dado métrico nao informa
claramente quais estruturas foram afetada pela inoculacdo, para investigacdo mais
minusciosa foramy utilizadas técnicas histologicas.

A estrutura e organizagdo morfofuncional do TGI dos frangos, ultimamente tem
sido pouco focada pelos pesquisadores. Edentre outros motivos, este fato pode esta
relacionado ao precoce abate destes animais. No entanto, considerando o acelerado
crescimento do frango e as necessidades de digerir e absorver nutrientes, bem como a
manutencdo de estado sanitario para estes fins, melhor atencdo deve ser dada a este
sistema funcional da ave responsavel por grande parte da sanidade dos plantéis
(BJERRUM et al., 2005).

A sobrevivéncia e 0 bom desempenho das aves dependem da obten¢do adequada
de energia e de compostos quimicos pelo organismo. Para que isso ocorra € necessario
que o trato digestivo apresente caracteristicas estruturais funcionais desde a ingestao dos
alimentos até a sua absorcdo (ROMER & PARSONS 1981).

Desta forma, considerando os resultados obtidos neste trabalho, o aumento das
celulas caliciformes do tipo AB+ sulfatadas nas vilosidades e criptas de Lieberkiihn do
intestino delgado e nas vilosidades do intestino grosso, considerando ainda o aumento
no numero de células nos animais inoculados tanto no intestino delgado como no
intestino grosso, porém sem diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, ou
seja, um acréscimo de células que produzem um tipo de mucina &cida, sugere-se que a
inoculacdo de metionina pode melhorar a capacidade digestiva, absortiva e de protecéo
da mucosa intestinal do pintinho, uma vez que esse tipo de célula € utilizada para avaliar
diversos tipos de dietas e a influéncia desta sobre a morfometria do TGI, pois a
quantidade e a qualidade das células caliciformes podem ser alteradas em razdo de
dietas influenciando até mesmo no processo de translocacéo bacteriana (FRANKEL et
al., 1995).

A partir da anéalise histoldgica foi possivel ainda observar que as estruturas
denominadas mucosa, submucosa e muscular interna do intestino delgado e também
mucosa e muscular externa do intestino grosso, foram afetadas pela alimentagéo in ovo,
da mesma forma como foi observado por Tako et al. (2004), que no trabalho utilizando

zinco-metionina para inoculagdo no liquido amnidtico de embrides, teve como resultado
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0 aumento e melhora das caracteristicas do desenvolvimento intestinal, tais como
atividade enzimatica e expressdo de sintese protéica.

As tunicas (mucosa, submucosa, muscular e serosa) sdo estruturas que revestem
todo o tubo digestorio, possuem funcdes especificas relacionadas a passagem dos
alimentos, especialmente na mucosa e submucosa onde sao encontradas glandulas e
células enteroendrocrinas secretoras de enzimas digestivas e onde encontra-se as
estruturas que entram em contato direto com o alimento, vilosidades e criptas. Durante o
periodo embrionario sais biliares e fosfolipideos procedentes do saco de vitelo modulam
a flora intestinal e influem sobre a integridade da mucosa (MAIORKA et al., 2003).

Logo o desempenho da funcdo do intestino sua capacidade digestiva e absortiva
estd relacionada com a densidade das vilosidades e desenvolvimento do epitélio da
mucosa, assim como a densidade dos microvilos enterociticos e densidade de células
caliciformes e a producédo e secrecdo de mucinas (CAMPOS et al., 2010).

Deste modo, correlacionando os achados histoldgicos observados, sendo eles o
maior desenvolvimento das tdnicas (mucosa e submucosa) de ambos o0s intestinos e
maior presenca de células nessas estruturas (vilosidades e criptas), € provavel que a
inoculacdo do aminoacido estimule de forma fisica e quimica o arranjo estrutural do
TGI com maior desenvolvimento dos vilos, além de promover a protecdo do epitélio
intestinal contra acdo das enzimas digestivas, suco gastrico e atritos pela passagem da
digesta, também oferece maior protecdo contra agente patogénicos, funcdo exercida pela
producdo de mucinas acidas das células caliciformes, funcionando como uma barreira
contra acdo de patégenos (FORSTNER & FORTNER, 1994) e evitando ainda a perda
de &gua através parede intestinal, fato extremamente importante pra essa fase inicial da

vida do animal.
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6. Conclusdes
Concluiu-se que até 1,0% de DL-metionina pode ser suplementada in ovo de
embribes avicolas com influéncia positiva no peso do pinto, atuando no metabolismo
bioquimico sérico, proporcionando melhor desenvolvimento do trato gastrointestinal,
estimulando seu arranjo estrutural deforma fisica e quimica através do aumento de
celulas caliciformes produtoras de enzimas &cidas nas vilosidades e criptas do intestino
delgado e células caliciformes produtoras de enzimas neutras no intestino grosso, assim

como melhorando o desenvolvimento da mucosa intestinal.
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