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Apresentacao

A incubacédo artificial encontra-se na vanguarda das tecnologias que
modificaram o setor avicola, e o tornaram uma area estratégica dentro da
avicultura e do contexto macroscopico da producdo animal. A producdo de um
pintainho de um dia vai muito além do simples ato de colocar ovos em uma
magquina que devera simular todos os procedimentos de choco da galinha.

Entender cada processo fisioldgico, desde a formacao do 6vulo na galinha
até o momento da eclosado do pintainho e suas primeiras horas no mundo tornou-
se imprescindivel para a industria avicola. O estudo do desenvolvimento
embrionario de pintainhos e as tecnologias (ou diriamos, biotecnologias) € fator
primordial para a obtencéo do sucesso dentro da cadeia produtiva.

A avicultura, j& a alguns anos, figura dentre os carros-chefes do
agronegocio brasileiro, obtendo éxito e destaque no desenvolvimento de novas
tecnologias que visem o chamado “ajuste fino”, ou seja, deixamos de estudar as
questdes no ambito macro, devido a riqueza de informacdes que ja obtivemos,
para direcionar nosso foco para os minimos detalhes. No caso, dando énfase
realmente a questdes minimalistas, muitas vezes a nivel celular, ou mesmo
estrutural das células, tecidos, 6rgaos ou sistemas das aves.

Neste contexto, a biotecnologia inserida na producdo animal,
especificadamente na avicultura, ganha destaque devido esta ser uma area que
visa estudar, melhorar e desenvolver produtos e processos bioldégicos em
associacdo com a ciéncia e a tecnologia, com contornos evidentes de
multidisciplinaridade. Destaca-se ainda que a biotecnologia se encontra
relacionada com qualquer aplicacdo tecnoldgica que utiliza sistemas biolégicos,
organismos vivos, ou seres derivados, para fabricar ou modificar produtos ou
processos para utilizagéo especifica.

Sendo assim, esta obra objetiva disponibilizar um apanhado de
informagdes reunidas durante quase 10 anos de estudos realizados com
biotecnologias aplicadas a reproducao de aves, além do material reunido durante
mais de 30 anos de atuacdo do Setor de Avicultura da Faculdade de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Amazonas em pesquisas com avicultura.

Os autores
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Capitulo 1
INCUBACAO ARTIFICIAL



1.1. Cadeia produtiva de pintos

A incubacéo artificial pode ser considerada uma pratica antiga na
producdo agropecuaria, tendo em vista que ha evidencias datadas do século IV
A.C onde os egipcios incubavam ovos em larga escala. Tanto o Egito, quanto a
China, foram sociedades que utilizaram e aperfeicoaram a técnica de incubacgéo

artificial de ovos (SALES, 2000) para a producdo em escala de pintos.

Figura 1. Representacdo de tecnologia aplicada em incubadora rudimentar
utilizada no antigo Egito (GHANY et al., 1967).

Figura 2. Procedimentos de ovoscopia rudimentar e em processo de
aperfeicoamento (GHANY et al., 1967).



No Brasil, as primeiras incubadoras disponibilizadas no mercado eram
importadas, com a fabricacdo nacional se iniciando apenas na década de 60,
com quase todos os modelos baseados nos importados. Somente na década 80
uma empresa americana se estabeleceu no Brasil, fabricando incubadoras mais
modernas, com tecnologia de facil operacdo, atendendo a uma forte exigéncia
do mercado consumidor (CAMPQOS, 2000).

Por muitos anos a incubacdo ndo recebeu a devida atencdo dos
pesquisadores e se caracterizava por uma area nao estratégica dos complexos
avicolas. Porém, atualmente, a avicultura moderna se volta cada vez mais para
o tema incubacdo, com inovacdo nas pesquisas nos diversos parametros que
envolvem esse segmento (CALIL, 2007). A tecnologia impulsiona esse avanco a
partir do aprimoramento de equipamentos cada vez mais precisos que regulam
todos os fatores que podem influenciar no sucesso da incubacdo dos ovos
(SANTANA et al., 2014).

A incubacao de ovos férteis alicerca a cadeia produtiva de aves, pois gera
0 produto a ser explorado em campo e seus resultados podem comprometer toda
a rentabilidade do segmento. Por sua vez, 0 manejo empregado desde a postura
dos ovos na granja de matrizes até o momento da eclosdo no incubatorio,
interfere nos resultados de eclodibilidade e qualidade do pintainho produzido
(SANTANA et al., 2014).

O conteudo presente no vitelo e em outras estruturas do ovo déo suporte
nutricional e fisiolégico ao embrido durante todo o periodo de incubacao, pois
possuem todos 0s nutrientes necessarios, fontes de energia e agua que serao
utilizados durante o desenvolvimento embrionario. Além desses nutrientes, 0s
ovos necessitam de temperatura adequada e de movimentagcdo periodica de
rotacdo, evitando a aderéncia do embrido a parede interna do ovo, onde se
situam as membranas internas. E fundamental o transporte de adequadas taxas
de oxigénio do ar e de vapor d’agua, dioxido de carbono e também calor,
originados do metabolismo das células embrionarias durante a execugédo das
etapas do desenvolvimento (SCALA JUNIOR, 2003; SANTANA et al., 2014).

O sucesso do processo de incubacdo depende, em primeira instancia da
qualidade da matéria-prima (ovos férteis) fornecida pelas granjas de matrizes,
gue deve garantir a qualidade fisica e quimica dos ovos a serem incubados. A

pratica de manejo como selecao, classificacéo e desinfec¢céo de ovos devem ser



realizadas de forma rigorosa pelo incubatorio, pois estes métodos melhoram os
indices de eclosdo e o desempenho pds-nascimento (GERACILDA &
FERREIRA, 2011).

Um bom incubatério é aquele que preserva as qualidades do ovo fertil;
nada ali se cria, somente se transforma. O mais moderno, eficiente e bem
controlado sistema de incubacdo ndo € capaz de produzir resultados
satisfatorios se a condicdo sanitaria, de manejo e nutricional dos reprodutores
forem inadequadas, ou se 0 manejo dos ovos férteis entre a postura e a
incubacéo néo for cuidadosa (GONZALES, 2005).

Além disso, um lote saudavel e bem manejado tende a produzir ovos
incubaveis de boa qualidade. Neste contexto, a partir do momento que ha a
ovoposicao, estima-se que naquele ovo haja um embrido com 30.000 a 60.000
células (todas com sua funcéo futura ja pré-definida). E através da maior atengéo
e cuidado possivel com este, a incubacéo desta delicada estrutura embrionaria
estara completamente realizada.

O resultado da incubacéo €, portanto, o reflexo do correto manejo do processo
de incubacdo, do cuidado na manipulagcdo dos ovos férteis e das Otimas

condi¢cBes de manejo e sanidade do lote reprodutor (GONZALES, 2005).

1.2. Matrizes
1.2.1. Aspectos reprodutivos do macho

A avicultura brasileira caracteriza-se por sua dinamicidade, eficiéncia e
produtividade, entretanto, sua constante evolucdo ndo deve cessar,
principalmente em se tratando de garantias de conformidades de seus processos
e produtos. Os aspectos voltados ao processo reprodutivo sdo de grande
importancia, considerando que exercem influéncia ndo somente sobre a
produtividade de reprodutores, mas também no desenvolvimento das futuras
progénies. Assim, o macho é importante na fertilidade do lote jA que este &
responsavel pela fertilizacdo dos 6vulos de 10 galinhas ou mais. O objetivo
principal do macho de matriz é fertilizar o 6vulo e transferir seu potencial genético
para a sua progénie. Portanto, na industria avicola, o macho matriz é
responsavel pela fertilizagdo, sendo necessaria atengdo especial ao manejo de

criacdo (MURAKAMI & GARCIA, 2005; SANTOS, et al., 2006).



Caracteristicas do sémen como volume, concentracdo espermatica e
motilidade séo influenciadas, dentre outros fatores, pela idade, aumentando nas
primeiras semanas reprodutivas até alcancar a maturidade sexual completa
(CEROLINI et al., 1997) e diminuindo ap6s o periodo do pico de producdo
(HOCKING & BERNARD, 1997).

Rosenstrauch et al. (1994), ao avaliarem a fertilidade de galos Cornish
nas 322 482 702 e 1102 semanas de idade encontraram, respectivamente,
valores de 95, 90, 75 e 15%. Observaram também reducdo na concentracao
espermética do sémen. O epitélio seminifero dos galos foi examinado por
microscopia eletrénica e foi detectada reducéo do diametro das células de Sertoli
e elevacdo do numero de espermatozéides nelas retidos com o aumento da
idade, exceto em machos de fertilidade muito baixa. A fertilidade também foi
avaliada pelo exame de ovos oriundos de galinhas inseminadas artificialmente e
incubados por 10 dias, observando-se reducao da fertilidade com o aumento da
idade (ROCHA JUNIOR & BAIAO, 2001).

Na préatica é mais facil modificar a fertilidade do lote incidindo sobre o
manejo dos machos. Substituir uma grande porcentagem de fémeas velhas por
jovens sem duvida melhoraria a fertilidade do lote, mas é obvio que isto ndo seria
economicamente interessante (CASANOVAS, 2004).

Anatomicamente, os testiculos de galos, em numero de dois,
correspondem a 1% do peso vivo das aves (STURKIE & OPEL,1976) e
apresentam algumas particularidades que os diferem dos mamiferos. Eles estéo
localizados dentro da cavidade abdominal. Esta apresenta uma temperatura de
41-43 °C e mesmo assim ocorre a espermatogénese. A hipotese que explica a
formacao espermatogénica nestas condi¢des € a que poderia haver resfriamento
dos testiculos através dos sacos aéreos abdominais (RUTZ et al., 2007).

Diferente da disposicdo em mamiferos, os tubulos seminiferos nédo estéo
agrupados em lobulos bem delineados circundados por tecido conjuntivo, mas
sim ramificam-se livremente dentro da tunica albuginea. No galo adulto,
extensdes da tunica penetram entre os tubulos para agirem como estrutura de
suporte. O tecido intersticial € desprezivel, porém contém as células de Leydig,
gue sao secretoras de androgénios. Os tubulos seminiferos de galos imaturos
séo alinhados por uma camada simples de células de Sertoli e espermatogdnias.

Ja os machos maduros possuem tubulos de forma irregular alinhados por um



epitélio germinativo de multiplas camadas. As espermatogdnias ddo origem aos
espermatoécitos primarios, secundarios e espermatides. Estas Ultimas
progressivamente se transformam em espermatozoOides, por um processo
denominado espermiogénese (BASKT & BAHR, 1995; RUTZ et al., 2007).
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Figura 3. Aparelho reprodutor do galo (BURROWS & QUINN, 1937).

Os galos nao possuem os epididimos caracteristicamente enrolados e
subdivididos como a maioria dos mamiferos. Os espermatozoéides passam dos
tubulos seminiferos, através dos tubulos retos, para os ductos eferentes. A partir
dos ductos deferentes, os espermatozoides atravessam uma série de ductos
conectados e sdo transportados para o lumen dos epididimos. Em conjunto,
estes ductos sdo denominados de regido epididimaria (RUTZ et al., 2007).

Assim, a regido epididimaria compreende os tubulos retos, ductos
deferentes distais e proximais (ductos deferentes), um tabulo curto de conexéo
e o0 duto do epididimo (HESS et al., 1976). Em aves, ductos compde mais do que
70% da regido epididimaria, sugerindo que os ductos eferentes representam um
componente mais importante da regido epididimaria que o tubulo reto ou duto
epididimario (CLULOW & JONES, 1988). O epitélio destes ductos apresenta

convulsdes para aumentar a area de superficie do limen do ducto e consiste de



células ciliadas e néo ciliadas (ETCHES, 1996). As principais fun¢des dos ductos
deferentes em todas as espécies incluem reabsorcado de fluido, transporte,
concentracdo espermatica e secrecao protéica (ILIO & HESS, 1994).

O duto do epididimo abre-se dentro do duto deferente o qual é o primeiro
local de armazenamento de espermatozoides no galo. O duto deferente € um
tubo bastante enrolado, o qual na sua extremidade distal, torna-se reto e dilata-
se levemente, passa através da parede da cloaca e termina como extensao
semelhante a uma papila que se projeta dentro da cloaca (RUTZ et al., 2007).

N&o existem Orgdos acessorios tais como vesicula seminal, prostata e
glandula bulbouretral associados ao duto deferente. No galo que ndo tenha
ejaculado, os espermatozéides atravessam o duto deferente em cerca de 84
horas, ao passo que em machos que ja ejacularam, os espermatozoéides
requerem 24 a 48 horas para atravessar (ETCHES, 1996).

O macho néao tem um 6rgéo penetrador (ex. pénis), porém um falo que faz
contato com a vagina em eversao durante a copula. A erecao do falo resulta em
engurgitamento com um fluido semelhante a linfa derivado do corpo vascular
paracloacal, uma extensédo do falo localizado na parede da cloaca (ETCHES,
1996; ETCHES, 1999).
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1.2.2. Aspectos reprodutivos da fémea
O aparelho genital da galinha é composto por um ovario e um oviduto, que
se localizam do lado esquerdo da cavidade abdominal da ave. Durante o periodo

embrionario, o oviduto e o ovario do lado direito estdo inicialmente presentes.



Entretanto, a producdo de substancias inibidoras do ducto de Mduller
(origem do oviduto) pelo ovario resulta em regressao do ducto direito e do ovario
direito, mas néo do esquerdo. O ducto esquerdo é aparentemente protegido por
apresentar maior nUmero de receptores para estrogénio, sendo assim, mais
sensivel ao estrogénio que o ducto direito. Aparentemente o estrogénio impede
a acdo de substancias inibidoras do ducto de Miller (BAHR & JOHNSON, 1991).

O ciclo reprodutivo é comandado por diversos fatores, como o0 aumento
da duracéo dos dias (aumento do periodo de luminosidade), que estimulam a
glandula pituitaria anterior das aves para a secre¢cdo do hormdnio foliculo
estimulante (FSH), aumentando o tamanho dos foliculos, e da secrecdo do
horménio luteinizante (LH), que estimula a saida do ovo de seu foliculo e também
o desenvolvimento de células intersticiais produtoras de hormdnios sexuais
(COLVILLE & BASSERT, 2010; FREITAS et al., 2011).

1.2.2.1. Ovario: desenvolvimento folicular e papel endocrinolégico

O ovério de mamiferos e de aves difere. Em mamiferos, diversos foliculos
podem ovular em um determinado momento dentro de um intervalo de varios
dias ou semanas, enquanto que em aves um unico foliculo ovula e o 6vulo
(gema) é liberado, mas dentro de um intervalo mais curto (preferencialmente
todos os dias). Além disso, tendo em vista que o embrido deve obter todos 0s
nutrientes para o desenvolvimento embrionario, o 6vulo maturo de aves é muito
maior que o de mamiferos. Nas aves, os foliculos grandes e amarelos,
destinados a ovulacao estdo organizados em uma hierarquia (RUTZ et al., 2007).

Durante a vida sexualmente ativa de uma fémea, o ovario esquerdo
apresenta-se semelhante a um cacho de uva. Isso é devido ao fato de
numerosos foliculos arredondados e de tamanhos variados se projetarem da
superficie ventral do ovario, cada foliculo estando suspenso por um pediculo ou
talo folicular (SISSON & GROSSMAN, 1986).

O controle da hierarquia folicular que permite a ovulacdo diaria e
estabelecido pelos foliculos pequenos (6 a 8 mm). O foliculo amarelo que
ultrapassar 8 mm em diametro, entra em hierarquia, continua a desenvolver e
ovula. Entretanto, eventos moleculares dentro de foliculos menores (<8 mm)
fazem com que muitos foliculos entrem em atresia (regridem), enquanto outros

foliculos séo selecionados para entrar em hierarquia (JOHNSON, 1993).



Uma das principais fungBes dos ovarios € a producdo de hormdnios
esterdides, essenciais para o crescimento e funcdo do trato reprodutivo. A
progesterona atua na secrecdo de albumen e inducdo do pico de LH. Os
androgénios atuam em caracteristicas sexuais secundarias (crista e barbela). Os
estrogénios atuam na sintese da gema pelo figado, mobilizacado de calcio dos
0ssos medulares para a glandula da casca. Ao contrario de mamiferos, as
células da granulosa sdo a principal fonte de progesterona e de pequenas
quantidades de androgénios, enquanto que as células da teca produzem
androgénios e estradiol. E importante salientar que as células da granulosa nio
luteinizam, porque néo existe a necessidade de formacdo de corpo liteo, uma
estrutura associada a prenhez (BAHR & JOHNSON, 1991).

Quando o ovario amadurece e os foliculos individualmente comegam a
crescer, um pequeno disco branco, redondo, é visto na superficie de cada
foliculo, sob a membrana vitelina, denominado de blastodisco e contendo o
material cromossémico. O disco assenta-se em cima de uma coluna de gema
branca, a latebra, que se estende até o centro (SWENSON & REECE, 1996).

1.2.2.2. O oviduto: suas secrecfOes e implicacdes no desenvolvimento
embrionario

O desenvolvimento do oviduto é estimulado por varios horménios
gonadais, embora a acao da progesterona seja mais direcionada para células
secretorias, tais como aquelas responsaveis pela producdo de avidina.
Estrogénio e androgénio promovem o desenvolvimento de uma variedade de
tecido glandular, muscular e conjuntivo dentro do oviduto (RUTZ et al., 2007).

Resumidamente, o oviduto e as partes que o compde podem ser
anatomicamente separados em cinco compartimentos. O primeiro
compartimento é o infundibulo, que capta o 6vulo logo apdés a sua liberagéo pelo
ovario e, caso ocorrer a presenca de espermatozoide, ocorre a fertilizagéo. Este
€ um processo eficiente, onde a fertilidade & uma caracteristica atribuida ao galo,
enquanto que o desenvolvimento embrionario € de responsabilidade da fémea
(RUTZ et al., 2007). Na ovulagéo, o infundibulo sustenta e libera o ovdcito
secundario em até trinta minutos antes de inclui-lo permanentemente. E esta
ovulacao pode estar sob controle hormonal, mas o controle nervoso atraves das

fibras vasomotoras ou dos nervos para o musculo liso do foliculo também é
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possivel. Entretanto, a transeccado dos nervos pélvicos e lombossacrais, que
parecem ser parassimpaticos, nao influenciaram na taxa e no tempo da ovulacao
(SISSON & GROSSMAN, 1986).

Glandula
hogpedeirs
dz esperma

| Dlandula
da tasrs

fagnn 4 I=tma

Figura 5. Sistema reprodutor da galinha (BAKST et al., 1994).

O magno € a regiao responsavel pela secrecdo de albumen, sendo esta
a parte mais longa do oviduto. Este secreta e armazena albumina antes da
formacdo do ovo e libera materiais proteinaceos quando o 6vulo passa atraves
de seu lumen. O estimulo para a liberagdo deste material tem sido
frequentemente associado a distensdo mecanica por passagem da gema. O
volume de albumina que rodeia o ovo quando ele se dirige ao magno € apenas
cerca de metade daquele do ovo acabado. Nessa ocasido, a albumina € mais
espessa e mais viscosa do que no ovo acabado e ndo esta separada em
camadas. Os liquidos adicionados por ultimo aumentam o volume da albumina.
As duas membranas da casca sao depositadas ao redor da albumina quando ela
passa através do istmo (SISSON & GROSSMAN, 1986; RUTZ et al., 2007;
FREITAS et al., 2011).

O istmo € a regido mais curta, proxima ao utero e menos espiralada, onde

se depositam as fibras de queratina, as quais entrardo na composi¢cao das
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membranas da casca (GARCIA & FERNANDEZ, 2001; RUTZ et al., 2007). E
embora a deposi¢do da maior parte da casca do ovo ocorra, de fato, no utero, a
calcificacdo inicial de pontos especificos na membrana ocorre no istmo
(FREITAS et al., 2011).

O utero, ou glandula da casca, € um 6rgdo muscular e secretério, onde o
fluido € adicionado ao ovo e ocorre a formacéo da casca do ovo e deposicao da
cuticula (RUTZ et al., 2007; FREITAS et al., 2011).

Fisiologicamente, durante as primeiras cinco horas em que 0 ovo em
desenvolvimento permanece no utero, o fluido é adicionado a albumina,
aproximadamente dobrando seu volume. Essa adi¢cdo de fluido e os efeitos
mecanicos de retorcimento resultam na estratificacdo do ovo branco em quatro
regides reconheciveis. Estendendo-se para fora da gema em dire¢cdo a ambos
os polos do ovo, estdo as calazas que sao brancas, trancadas e de natureza
protéica. A capa de albumina interna estende-se ao redor da gema e as calazas
representam extensdes dessa camada. Exatamente por fora dessa camada esta
uma camada branca liquida, e a seguir estdo as camadas, branca viscosa e
branca menos viscosa. Vale ressaltar que ha uma frequente sugestdo que as
calazas servem para manter a gema e o embrido em desenvolvimento no centro
do ovo para evitar aderéncias embrionarias nas membranas da casca. A casca
€ secretada mais ativamente durante as ultimas 15 horas em que o ovo
permanece no Utero. Ela esta composta de carbonato de calcio (98%) e uma
matriz glicoprotéica (2%). A parte cristalina da casca consiste em colunas de
material mergulhado na membrana externa da casca. Essas colunas sao
separadas por poros que se estendem do lado externo do ovo até as membranas
da casca e permitem a troca de gas pelo embrido. O lado externo da casca é
uma camada proteinacea, denominada cuticula, que pode bloquear a entrada de
microorganismos (SISSON & GROSSMAN, 1986; SWENSON & REECE, 1996;
REECE, 2008; COLVILLE & BASSERT, 2010).

Por fim, a vagina atua como passagem do ovo do Utero até a cloaca. Na
regido uterovaginal estdo localizadas as glandulas hospedeiras de
espermatozoides. Os espermatozoides ali se armazenam ap0s a inseminagao
artificial ou monta natural, quando entdo se deslocam em via ascendente em
direcéo ao infundibulo (RUTZ et al., 2007).
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Tabela 1. Principal funcédo e tempo médio estimado para formagédo do ovo de

cada regiao do sistema reprodutor da galinha segundo Freitas et al. (2011).

Nome Funcéao Tempo
Infundibulo Recepcéao dos gametas e fertilizacao 15 minutos
Magno Secrecao de albumina 3 horas
istmo Secrecdo da membra interna e externa 1 hora e meia
Utero Producéo da casca 20 a 21 horas
Vagina e Cloaca Transporte do ovo 1 minuto

1.2.2.3. Vagina e glandulas hospedeiras de espermatozoides

As espécies avicolas apresentam semelhancas no trato reprodutivo com
outras espécies animais (ex. répteis) devido a presenca de sitios especializados
no trato feminino, no qual os espermatozoides residem durante periodos
prolongados apds uma copula. Existem dois sitios distintos nas espécies
avicolas, um localizado na juncéo Utero-vaginal e o outro na porcéao inferior do
infundibulo. Em ambos os sitios, 0os espermatozoides sdo armazenados nas
glandulas hospedeiras, que se caracterizam por ser invaginacdes do epitélio do
limen do tdbulo (BAKST et al., 1994). As glandulas localizadas na jun¢éo utero-
vaginal sdo consideradas o principal sitio de armazenamento de espermatozoide
no oviduto. J4 no infundibulo vai ocorrer a fertilizacdo. Estas glandulas
armazenam espermatozoides durante um periodo de 3 a 4 semanas em galinhas
e 8 a 15 semanas em peruas (BRILLARD, 1993), embora a percentagem de ovos
férteis comeca a cair dentro de 5-7 dias na galinha e de 14-21 dias na perua.

Normalmente 50-200 células espermaticas entram nas glandulas e se
orientam paralelamente ao longo da glandula. A aglutinacdo de cabeca com
cabeca dos espermatozoides é a possivel explicagdo para a manutencdo
prolongada in vivo dos espermatozoides nas glandulas (TINGARI & LAKE,
1973). O mecanismo que causa a liberacdo das células espermaticas das
glandulas ndo é conhecido, mas isto possivelmente ocorra com uma reducao
progressiva na capacidade espermatica em aglutinar.

Ao avancar a idade, a duracdo da fertilidade é reduzida apds uma Unica
inseminacao ter sido realizada. No passado foi postulado que isto ocorria em
funcdo de uma reducdo na capacidade de armazenamento espermatico nas
glandulas hospedeiras (VAN KREY et al., 1967). Alternativamente, Brillard
(1993) sugere que o declinio na duragéo da fertilidade com a idade resulta de



13

uma maior facilidade da liberacdo dos espermatozoides das glandulas

hospedeiras.

1.2.2.4. Selecéo espermatica

A quantidade de espermatozoides depositados na vagina das aves
excede (em bilhdes) o numero de células espermaticas necessarias para
fertilizar de 1 a 15 odcitos. Pesquisas conduzidas em perus e galinaceos
demonstraram que somente de 1-2% da populagéo inicial de espermatozoides
alcancam as glandulas hospedeiras da jungcdo Utero-vaginal. Destes,
aproximadamente 1% (ou 0,0001% da dose utilizada na inseminacéao artificial)
alcancam o infundibulo (BRILLARD & BAKST, 1990; BRILLARD, 1993; BAKST
et al.,, 1994). Na realidade, estudos iniciais demonstraram que a migracao
espermatica aos sitios de armazenamento € um processo ativo onde a
motilidade individual e progressiva é necessaria. Assim, espermatozoides
mortos ou que ndo apresentam motilidade n&o alcancam as glandulas
hospedeiras de espermatozoides (ALLEN & GRIGG, 1957).

Tabela 2. Caracteristicas seminais comparativas entre as principais espécies de
animais domésticos (CBRA 1998; CBRA, 2013).

Espécie Volume médio Motilidade média Concentragdo média
ejaculado (%) (x106 sptz/mL)
(mL)
Bovino 5a8 40a70 800 a 2.000
Ovino 0,80 a 1,20 60 a 80 2.000 a 6.000
Caprino 0,80 a1,20 60 a 80 2.500 a 5.000
Suino 150 a 200 50 a 80 200 a 300
Equino 60 a 100 40a 75 150 a 300
Galo 0,20 a 0,50 60 a 80 3.000 a 7.000

Tendo em vista que muitos estudos tem consistentemente registrado a
auséncia de espermatozoides morfologicamente anormais (ex. peca
intermediaria dobrada, cabeca dupla e flagelo duplo) no limen das glandulas
hospedeiras de espermatozoides, pode ser concluido que existe um mecanismo
altamente eficiente na selecédo espermatica na vagina para eliminar grande parte
da populagédo espermatica inicial, criando assim condi¢des para a selecdo de
uma subpopulagéo limitada mas altamente selecionada de espermatozoides
(<1% da dose inicial) (BRILLARD, 1993).
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Figura 6. Morfologia seminal comparativa entre as principais espécies de

animais domésticos.

1.2.2.5. Ovulacéo e oviposicao

O ciclo ovulatério é regulado por dois sistemas independentes e sem
sincronia (FRAPS, 1965). Um destes sistemas é a maturacdo dos sistemas
esteroidogénicos do foliculo mais desenvolvido (F1) (JOHNSON, 1990). Os
foliculos pequenos (<10 mm) s&o as principais fontes de estrogénio. Ao alcancar
a puberdade, o estrogénio produz feedback negativo a nivel da pituitéria
propiciando a reducéo na producédo de LH. Uma via funcional esta presente nos
foliculos maiores até 12 a 20 horas antes da ovulagéo. O foliculo F1 perde a
capacidade de converter progesterona em  androstenediona e,
consequentemente, a producéo de progesterona pelos foliculos aumenta devido
a acao do LH. Na realidade, a progesterona estimula a sintese e secre¢do de
LHRH pelo hipotalamo (KNIGHT et al., 1985). A concentracdo do LH plasmético
apresenta um pico 4 a 6 horas antes da ovulacdo (JOHNSON & VAN
TIENHOVEN, 1980). Este pico de LH é essencial para que ocorra a ovulagéao
(JOHNSON, 1990).
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A ovulacdo ocorre aproximadamente 6 horas ap06s o pico de LH e de 15-
45 minutos apdés a oviposicao. Ao avaliar a parede celular do foliculo, pode ser
observada uma regido estruturalmente diferente, caracterizada por ser
avascular, que é denominada de estigma. Esta regido é composta pelo epitélio,
teca interna e externa e camada granulosa. A teca externa € composta
principalmente por fibroblastos e matriz extracelular de colageno. Antes da
ovulacdo, a regido do estigma aumenta em largura e torna-se transparente. O
colageno altera estruturalmente, tornando-se um tecido mais fragil. Estas
alteracOes ficam restritas a regiao do estigma (BAHR & JONHSON, 1991).

As alteracfes nas fibras do colageno ocorrem por acéo de enzimas, como
colagenases e proteases, que atuam na dissociacdo do colageno antes da
ovulacdo. A atividade da colagenase aumenta com a maturacdo folicular. A
disperséo das fibras de colageno ocorre em funcao da alteracdo da matriz que
mantém unida as fibras de colageno. Com o rompimento do estigma ocorre a
ovulacdo (BAHR & JONHSON, 1991; RUTZ et al., 2007).

A arginina-vasotocina, um hormdénio da neuro-hipdfise esta relacionado
com a oviposicdo em galinhas (PROUDMAN, 1993). A oviposi¢éo € um resultado
de eventos sucessivos que ocorrem a nivel do oviduto, incluindo contracédo do
Gtero e peristaltismo da vagina. A contracdo do Utero é causada pela acdo da
arginina-vasotocina, apos se ligar a um receptor do miométrio do Utero
(TAKAHASHI et al.,, 1994). Durante este processo, atuam prostaglandinas
(RUTZ et al., 2007).

A oviposicao ocorre aproximadamente 25-26 horas apds a ovulacao e
apos o ovo ter sido formado no oviduto. As prostaglandinas e os horménios da
pituitaria posterior sdo 0s mais importantes no processo da oviposicdo. Dentre
as prostaglandinas se destacam a PGF2a e a PGE2. A PGF2a atua na contracao
do utero da galinha, enquanto que a PGE2 atua na abertura Utero-vaginal (BAHR
& JOHNSON, 1991; ETCHES, 1996). Assim como nos mamiferos, ocorre um
mecanismo de feedback entre a arginina-vasotocina e a prostaglandina na
contracao do utero e oviposicado (RUTZ et al., 2007).

De forma geral, o ciclo ovulatério em galinhas é caracterizado por uma
sequéncia de ovos colocados. Esta consiste no nimero de dias em que ocorre

a oviposigao, seguido por um dia de pausa. Assim, uma vez 0s mecanismos de
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feedback entre ovario, pituitaria e hipotdlamo alcancarem a maturidade de

desenvolvimento, a matriz é capaz de produzir ovos (RUTZ et al., 2007).

OVARIO

Figura 7. Funcionamento enddécrino do ciclo ovulatério das galinhas: GnRH
(Hormonio liberador de gonadotropinas); LH (Horménio luteinizante); FSH
(Horménio foliculo estimulante); PRL (Prolactina); VIP (Peptideo intestinal vaso
ativo); E (Estradiol); P (Progesterona); Sinais [+] e [-] indicam efeitos de
retroalimentacao hormonal positiva e negativa no processo reprodutivo das aves.
(MACARI & GONZALES, 2003).

1.3. Parametros que afetam a incubacéao

Os ovos das aves dao suporte ao embrido durante toda a incubacéo, pois
possuem todos os nutrientes, fontes de energia e dgua que serdo utilizados
durante o desenvolvimento embrionario. Além desses nutrientes, 0S ovos
necessitam de temperatura adequada e de movimentacéo peridédica de rotacao,
evitando a aderéncia do embrido a parede interna do ovo, onde se situam as
membranas internas. E fundamental o transporte de taxas adequadas de
oxigénio do ar e de vapor d’agua, didéxido de carbono e também calor, originados
do metabolismo das células embrionarias durante a execugédo das complexas
etapas do desenvolvimento (SCALA JUNIOR, 2003).
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Nesse sentido, alguns fatores podem afetar o desempenho da incubacéo,
como a temperatura, a umidade relativa do ar, a viragem dos ovos, fluxo de ar
dentro da incubadora e condigcbes de armazenamento pré-incubacdo. Além
desses itens, a idade e o estado nutricional da matriz interferem na qualidade do
pintainho produzido. Atualmente, todos esses fatores sdo controlados por
equipamentos modernos, que garantem ao embrido o desenvolvimento
adequado durante o periodo de incubacdo (SANTANA et al., 2014).

1.3.1. Fatores relacionados a matriz
1.3.1.1. Idade

Diversos trabalhos ja verificaram que a idade da matriz tem influéncia
direta na qualidade, composicdo, peso dos ovos e, conseqguentemente, um
grande efeito no peso do pinto e desempenho da ave a posteriori (DALANEZI et
al., 2004; LUQUETTI et al., 2002; NOY et al., 1997).

Em estudo desenvolvido por Luquetti et al. (2001), observando a
influéncia de trés idades de matrizes (30, 45 e 60 semanas de idade), frangos de
corte provenientes de matrizes mais velhas apresentaram maior peso corporal
gue aqueles provenientes de matrizes jovens,

Tona et al. (2004) em outro estudo avaliando o efeito de duas idades de
matrizes (35 e 45 semanas) associadas a dois periodos de armazenamento dos
ovos (frescos e armazenados por sete dias) sobre o desempenho de frangos até
os 42 dias de idade, verificaram que matrizes velhas produzem ovos e pintos de
um dia e de sete dias, maiores que matrizes jovens e recomendam que se 0S
OVOS precisarem ser armazenados para posterior incubagéo, que sejam 0s ovos
de matrizes jovens em vez dos de matrizes velhas.

Neste contexto, outros autores verificaram também que a qualidade da
casca diminui com o0 aumento da idade da matriz, pois uma ave jovem apresenta
uma taxa de retencdo de calcio de aproximadamente 60%, enquanto a matriz
velha possui a retencéo de apenas 40% do célcio absorvido da dieta (BAIAO &
CANCADO, 1997).

Vale ressaltar que uma espessura de casca inferior a 0,27 mm dificilmente
mantém o embrido vivo até o fim do ciclo da incubacéo, sendo o melhor resultado
obtido com casca de espessura entre 0,33 a 0,35 mm (SCHMIDT et al., 2003).
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Outro fator importante € o peso corporal da ave relacionado a maturidade
sexual, pois 0 peso em excesso ocasiona um grande desenvolvimento dos
foliculos prematuros, causando ovulacdes duplas, ovos defeituosos que
reduzem a viabilidade do embrido (NEVES, 2005).

A medida que as matrizes envelhecem ocorre um aumento de intervalo
entre ovulacbes, resultando em reducdo na taxa de postura, o que €
acompanhado de um aumento no tamanho do ovo, pois a mesma quantidade de
gema proveniente de sintese hepética € depositada em um menor nimero de
foliculos (ZAKARIA et al., 1983).

Sendo assim, o envelhecimento da matriz influencia diretamente na taxa
de ecloséo dos ovos, e ap0s o pico de postura a producao de ovos diminui, bem
como a sua fertilidade (CAMPOS, 2000).

Quanto a progénie, pintos derivados de matrizes jovens tendem a
apresentar desempenho inferior ao daqueles derivados de matrizes velhas, o
que é atribuido a menor quantidade de albumen e gema dos ovos de matrizes
jovens (PINCHASOV & NOY, 1993).

E os nutrientes destinados ao desenvolvimento do embrido, por serem
oriundos do processo de formacdo do ovo (SCHMIDT et al., 2003), sofrem
influéncia direta da idade, pois a matriz jovem tende a produzir ovos com

quantidade de gema, albumen e porosidade da casca menor (NEVES, 2005).

1.3.1.2. Nutricdo da matriz e formacgé&o do ovo

Como se sabe, os fatores nutricionais sao determinantes na qualidade do
ovo (WASHBURN, 1982), especialmente no que se refere ao peso do ovo e
qualidade, espessura, porosidade e condutancia da casca, dentre outros fatores
(RAHN et al., 1979).

A qualidade da casca pode ser alterada por fatores nutricionais, uma vez
que o calcio e o fosforo que séo utilizados para formar a casca vem
exclusivamente da dieta das aves. (BAIAO & CANCADO, 1997; ALBINO, 2005).

O consumo inadequado de vitamina E pode provocar problemas de
fertilidade, de viabilidade embrionaria e até mesmo na producédo (BARRETO et
al., 1999). Esse fato se agrava quando as aves sao submetidas ao estresse
calorico, provocado pela rapida elevacdo na temperatura ambiente, com

repercussao na reducéo do consumo de racao, além de elevar e acelerar perdas
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na concentragdo de vitamina E na dieta via oxidacdo (SCHEIDELER &
FRONING, 1996).

A casca e a cuticula do ovo exercem uma barreira fisica protegendo o
embrido dos microorganismos e proporcionam também a difusdo dos gases
respiratérios (NEVES, 2005). A casca evita ainda que ocorra perda de umidade
excessiva, desidratacdo do ovo e fonte de calcio para a formacéao do embrido. A
qualidade da espessura da casca € indicada pela gravidade especifica, quando
a densidade for menor a 1.080 tem maior perda de umidade, mais trinca e
mortalidade precoce do embrido (LAUVERS & FERREIRA, 2011).

O formato do ovo também muda a resisténcia da casca. O indice ideal
(relacdo entre a largura x altura do ovo) é de 74, acima é considerado um ovo
curto e redondo, e abaixo de 72 é considerado longo. Estas variacdes que
ocorrem no formato do ovo tornam-no mais fragil ou resistente na hora da
bicagem exercida pelo pintinho no processo de eclosdo (SCHMIDT et al., 2003).
Além disso, o ovo considerado ideal para incubacdo deve ser de formato
ovalado, pois formatos mais compridos ou excessivamente redondos possuem
tendéncia de quebrar durante o processo de viragem nas incubadoras (ALBINO,
2005; LAUVERS & FERREIRA, 2011).

1.3.1.3. Doencas

Perdas excessivas por mortalidade e descarte podem ocorrer nas
matrizes. A base de dados AgriStats calcula que para cada 0,25% de aumento
em mortalidade semanal, vai ocorrer oito ovos a menos por fémea alojada e isso
irA aumentar a desvalorizacdo da franga 1,7 centavos/dizia de ovos
(AGRISTATS, 1993). Além destes custos diretos, perdas de fémeas
excessivamente vai também, a certo ponto, prejudicar o fluxo de producédo de
uma companhia (VALLE, 1999).

O Relatério Anual de 1998 da AgriStats apresenta que em uma unica
amostra de 49 milhdes de matrizes de corte, ocorreu uma mortalidade média de
producdo de 16,47% em 40 semanas. O melhor complexo de 25% apresentou
uma mortalidade de matrizes de 11,79% e os melhores cinco tiveram perdas de
apenas 10,71%. Perdas de machos foram de 43,7%; 38,4% e 38,2% para os

mesmos grupos mencionados acima. Mortalidade e descarte das fémeas neste



20

estudo foram de 6,80% (41 semanas de producéao) e 44,080% (40 semanas de
producdo) (AGRISTATS, 1999).

Com base nestes resultados, pode-se dizer que perdas semanais em
matrizes na industria americana varia entre 0,41% por semana. Na América
Latina mortalidade “normal” por semana é geralmente mais baixa que nos
Estados Unidos e variam entre 0,25 — 0,28% em 40 semanas de produ¢cao com
algumas operac0des reportando niveis mais elevados principalmente no inicio de
producado (VALLE, 1999).

Jones et al. (1978) afirma que as causas mais comuns de mortalidade em
matrizes de corte foram as seguintes: problemas reprodutivos (24.9%), lesGes
por canibalismo (24,5%), lesGes renais (9,5%), hemorragias hepaticas (7,1%),
doenca de Marek (4,9%) e sinovite/tenosinovite por Staphylococus (4,1%).
Perdas totais de fémeas em producéo foram de 11,6%; 10% e 12,4% nos lotes
analisados.

Vale salientar que qualquer tipo de doenca que prejudica os Orgaos
relacionados a absorcdo de calcio e fosforo, e consequentemente funcdes
metabdlicas e de formacdo do ovo, compromete a qualidade do ovo produzido
(BAIAO & CANCADO, 1997).

1.3.2. Fatores ambientais
1.3.2.1. Temperatura

A temperatura € o requisito fisico mais importante e critico que afeta
diretamente na determinacdo da eclodibilidade de pintos (DECUYPERE &
MICHELS, 1992), além de estar diretamente relacionada com o desenvolvimento
do embrido e com todos os demais parametros que devem ser controlados
durante a incubacédo (SANTANA et al., 2014).

Varios estudos foram realizados ao longo dos anos para a determinacao
da temperatura ideal e as variacdes aceitaveis durante a incubacéo de ovos
férteis. Barott (1937) citado por Decuypere et al. (2003) j& demonstrava que
37,8°C poderia ser considerada a temperatura ideal para a obtencao de uma boa
eclodibilidade dos pintainhos. Além disso, esse mesmo autor verificou que a
variagdo na temperatura ndo poderia ser superior a + 0,3°C, determinando

assim, os limites superior e inferior da temperatura de incubacéo.
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Lourens et al. (2005), ainda neste contexto, avaliaram duas temperaturas:
uma considerada alta para o embrido, 38,9 °C e outra baixa, 36,7 °C; versus a
temperatura ideal de incubacéo, 37,8 °C. Nesse estudo os autores observaram
que os maiores embrides foram incubados a 37,8 °C, com uma menor
mortalidade na 3° semana nessa mesma temperatura e maior eclodibilidade nos
ovos incubados na temperatura ideal de incubacéo.

Alguns autores sugerem que a temperatura de incubacédo acima de 39°C
ou abaixo de 30°C sé&o letais para os embrides (DECUYPERE & MICHELS,
1992). Embrides mais velhos de galinhas (Gallus gallus) sdo mais susceptiveis
a altas temperaturas e embribes mais jovens, a temperaturas mais baixas
(WEBB, 1987). Além disso, embrifes de linhagens de frangos de corte sdo mais
sensiveis a variacfes de temperatura, tanto para altas como para baixas, em
comparacao a embrides de linhagens de postura (DECUYPERE & MICHELS,
1992).

Os ovos perdem temperatura para o ambiente por conducéo, resfriando
de forma lenta, por um periodo de 18 horas até chegar a 18°C, que é considerado
como temperatura ideal para o armazenamento (BRITO, 2006). Dessa forma a
temperatura de estocagem, deve ser abaixo da temperatura requerida para se
iniciar o desenvolvimento embrionario “zero fisiologico” (24°C). Ovos
armazenados em temperaturas maiores que o zero fisiolégico, antecipa a
eclosédo, em relacdo aos que foram armazenados em temperatura entre 18 a
20°C (SCHMIDT et al., 2003).

1.3.2.2. Umidade relativa do ar

A umidade relativa do ar no interior da incubadora & um fator determinante
no sucesso da incubacdo de ovos férteis, podendo variar muito mais que a
temperatura sem que ocorram danos na eclodibilidade, desde que mantida em
uma determinada amplitude visando a obtencdo de melhores resultados
(LAUVERS & FERREIRA, 2011; SANTANA et al., 2014).

A umidade da incubacéao influencia na producdo de calor metabolico do
embrido, no peso do pinto, deixar a membrana da casca flexivel para os pintinhos
nascerem, alteracdes no desenvolvimento do embrido e ajuda a inflar os

pulmdes apos nascimento (SANTANA et al., 2014).
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Um ovo pode perder de 11 a 13% de 4gua durante a incubacgéo. Porém,
esta perda de agua ndo é uma variavel estritamente relacionada com os valores
de umidade relativa na incubadora, podendo ser influenciado por fatores como
temperatura, movimentos iénicos, concentragdo protéica, porosidade da casca,
além de ser produto do metabolismo energético (AR, 1991).

Esta perda de umidade do ovo ocorre pelo processo de difusdo, nao
sendo constante durante o periodo de incubacédo, podendo ser mais contundente
nos trés primeiros dias de incubacédo, mais lenta apds estas fases, e voltando a
incrementar entre o 15° e 18° dia de incubacao (ALDA, 1994; DECUYPERE et
al. 2003).

Neste contexto, a rapida perda de dgua nos primeiros dias de incubacéo
€ necessaria devido a falta do completo desenvolvimento sanguineo, sendo
preciso a eliminacdo de agua pela casca, a medida que se degrada o albumen,
isso permite a entrada de ar na camara e propicia oxigénio para o
desenvolvimento do embrido (ALDA, 1994).

Na sala de estocagem, a umidade deve estar entre 70 a 85%. Estes ovos
ndo devem atingir o ponto de orvalho, pois a condensacédo de 4gua sobre a casca
permite a contaminacdo dos ovos, e reduz o rendimento da incubacao
(CASTRO, 1994).

Quando a umidade do ar na incubadora for baixa, leva a perda de agua
além dos limites normais atrasando a eclosdo. E na presenca de alta umidade
do ar na incubadora, os embrides tendem a eclodir precocemente, molhados,

pegajosos ou com desenvolvimento incompleto (NEVES, 2005).

1.3.2.3. Viragem

A posicao e a viragem dos ovos sao fatores determinantes no sucesso do
desenvolvimento do embrido, sendo esta necessaria para evitar a aderéncia do
embrido as paredes internas do ovo, permitindo adequado fluxo de ar. Além
disso, a movimentacao é importante para permitir o crescimento adequado das
membranas extraembrionarias e o0 equilibrio dos fluidos embrionarios,
proporcionando um melhor transporte de nutrientes do albumen para o embrido
(ROBERTSON, 1961; SANTANA et al., 2014).

Além disso, a escassez de viragem diminui a eclodibilidade e aumenta o

nascimento de pintainhos de méa qualidade (SANTANA et al., 2014). Diversos
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estudos ja verificaram que a viragem diéria dos ovos é realizada pelas galinhas
como um processo de incubacdo natural (KALTOFEN & UBBELS, 1954;
KALTOFEN, 1956).

A viragem é necessaria devido ao fato do ovo perder umidade durante o
desenvolvimento do embrionério, o embrido se desenvolve na parte superior do
ovo, protegido pela membrana interna da casca proximo da camara de ar, o que
podem levar a aderéncia, e consequente a morte (CAMPQOS, 2000). A viragem
permite o0 crescimento adequado das membranas extra-embrionarias e o
equilibrio dos fluidos embrionarios, com consequente intercambio de nutrientes
do albumen para o embrido (BRITO, 2006; SANTANA et al., 2014).

Na incubadora a viragem é realizada até o 18° dia no angulo de 45° a
cada hora, ressaltando que os ovos ndo devem ser movimentados de forma
circular, pois a membrana corioalantdica pode se romper, levando o embrido a
Obito (BRITO, 2006).

Figura 8. Maquina de incubacao realizando viragem dos ovos.

1.3.2.4. Ventilacao

A posigao dos ovos, ao introduzi-los na incubadora, é fundamental para a
formacao da camara de ar do ovo, aumentando a probabilidade de que a ecloséo
ocorra pela via da bicagem interna (DEEMING, 1989). Provavelmente, uma

correta posi¢do do ovo na maquina incubadora permite que as trocas de gases
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através da casca sejam normais durante o processo de incubacdo (RONDON &
MURAKAMI, 1998).

E largamente reconhecido que o processo de ventilacdo indoor nunca é
perfeitamente homogéneo, sendo que a temperatura e umidade nunca sdo
distribuidas perfeitamente através do volume da incubadora. Ja foi demonstrada
gue a existéncia de multiplas regides de fluxo de ar heterogéneo, presenca de
areas de ar parado e a ocorréncia de curto circuito do fluxo de ar para a saida
do exaustor como possiveis causas da ineficiéncia de mistura (JANSSENS et
al., 2003; ARAUJO et al., 20009).

A ventilacdo interna deve ser uniforme para que ndo ocorram diferencas
de temperatura e no fornecimento de oxigénio e saida de CO2. De Smit et al.
(2006) demonstraram que a concentracdo de CO2, assim como a composi¢cao
de gases no interior da incubadora, desempenham um papel importante do
desenvolvimento embriondrio, e, através da manipulacdo das condicdes
inerentes a incubacao, foram capazes de alterar o ciclo do desenvolvimento do
embrido. Ainda nesse estudo, o aumento na concentragdo de CO:2 no interior da
incubadora, devido a auséncia de ventilagdo durante os primeiros dez dias de
incubacdo, melhorou o desenvolvimento do embrido e proporcionou efeitos
benéficos para o desempenho pés-nascimento (ARAUJO et al., 2009).

Em condi¢cdes ndo isotérmicas, misturas incompletas resultam em um
gradiente tridimensional que tem maior impacto no processo de qualidade,
eficiéncia do uso de energia e do préprio processo de incubacédo. Dessa forma,
a variabilidade da temperatura e ventilacao interfere no tempo de incubacéo,
resultando em um sub-6timo produtivo. E na avicultura industrial, o tamanho das
maquinas de incubacdo encontra-se cada vez maior, resultando num ndmero
cada vez maior de ovos incubados por m?, e uma maior heterogeneidade das
condi¢bes ambientais (VAN BRECHT et al., 2003; ARAUJO et al., 2009).

1.3.2.5. Resfriamento

A temperatura dos ovos no momento da coleta pode variar, com um ovo
recém produzido apresentando uma temperatura proxima a temperatura corporal
da galinha (41 °C), podendo este levar muito mais ou muito menos tempo para

resfriar dependendo do seu posicionamento na bandeja e/ou ha maquina.
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Neste contexto, embora o nivel exato do chamado "zero fisiol6gico" seja
amplamente discutido, ha um consenso geral de que o desenvolvimento
embrionario, que inicia ainda no oviduto da fémea, continua enquanto a
temperatura interna dos ovos for superior a 25 - 27 °C, sendo necessério verificar
todas as condi¢g6es ambientais que podem influenciar.

Assim, o resfriamento deve ser realizado de forma lenta e gradual, de 41
°C para 23 °C, com duracdo entre 6 e 8 horas, podendo assim, 0s ovos ser
armazenados na sala de ovos em temperatura de 18 a 19 °C (JONES, 1996),
permitindo que seja atingido o zero fisiologico e o embrido tenha o seu
desenvolvimento retardado e a entrada dos ovos na maquina seja programada
conforme o estagio de desenvolvimento embrionario.

No entanto, se o resfriamento ocorrer rapidamente apds a postura e 0s
ovos forem armazenados por um longo tempo, ocorre mortalidade embrionaria,
pois este embrido teve apenas 24 a 26 horas de desenvolvimento, e ele sera
fragil (ALDA, 1994), podendo morrer na primeira fase de incubacéo entre 24 e
26 horas (PATRICIO, 1994).

Estudos demonstraram que breves periodos de resfriamento durante o
processo de incubacdo ndo afetam a eclosao, o peso corporal ou a mortalidade
embrionaria (LANCASTER & JONES, 1988). Entretanto, ovos resfriados durante
a incubacado, por longos intervalos, apresentam danos aos parametros de
incubacdo (KUHN et al., 1982).

1.3.2.6. Estocagem dos ovos

O armazenamento dos ovos antes do inicio do processo de incubacao
tem por objetivo evitar a mistura de ovos de lotes diferentes ou com estado
sanitario que possa comprometer o sucesso da incubac&o. O manejo realizado
durante o periodo de armazenamento dos ovos depende de uma série de
fatores, tais como, condi¢bes ambientais, linhagem, estagio do desenvolvimento
do embrido, tempo de estocagem e idade da matriz, afetando diretamente a
eclodibilidade e qualidade do pinto ao nascer (SANTANA et al., 2014).

A estocagem dos ovos € necessaria dentro dos sistemas comerciais de
incubacgéo, com diversos fatores podendo acarretar a mortalidade embrionéria.
Entretanto, o desenvolvimento embrionario de ovos mantidos em temperaturas

acima do zero fisiolégico pode iniciar de forma inadequada, influenciando na
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variabilidade de desenvolvimentos, e diminuindo a eclodibilidade (DECUYPERE
& MICHELS, 1992).

Segundo Fasenko (1996), é consenso que o estoque de ovos fertilizados
diminui a sobrevivéncia embrionaria proporcionalmente a duracdo da
armazenagem, com a eclodibilidade podendo declinar a partir do 3° dia de
estocagem, independente da temperatura (MEIJERHOF et al., 1994).

Assim, é fato comprovado que quanto maior o prolongamento do periodo
de estocagem dos ovos, menor serd a taxa de eclosao (MARTIN, 2003; TONA,
2003). Além disso, 0 armazenamento aumenta o tempo de duracao da incubacéo
(MATHER & LAUGHLIN, 1976; MUAMBI et al., 1980), sendo isto uma
consequéncia dos efeitos do armazenamento sobre o desenvolvimento
embrionario (TONA, 2003).

Neste caso, para ovos estocados por longos periodos de tempo, o inicio
do desenvolvimento embrionario é retardado (ARORA & KOSIN, 1966), a taxa
de crescimento € lenta (MATHER & LAUGHLIN, 1976) e a taxa de producao de
CO2 é aumentada depois dos 18 dias de incubacdo (HAQUE et al., 1996;
FASENKO et al., 2002).

Figura 9. Armazenamento de ovos em pequeno incubatorio.
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1.3.2.7. Desinfeccéo dos ovos

A desinfeccdo dos ovos permite a reducéo da contaminacdo dos ovos e
minimiza os seus efeitos deletérios (SILVA, 1996), com uma desinfeccdo
eficiente melhorando a eclodibilidade e a qualidade dos pintos (CAMPQOS, 2000).

Embora o ovo apresente barreiras naturais (casca, cuticula e membrana),
as bactérias podem chegar ao contetudo interno do ovo (BRITO, 2006). Apos a
postura, o ovo naturalmente esfria, e este resfriamento ocasiona o encolhimento
da parte interna do ovo, podendo haver uma succ¢ao de bactérias para o interior
do mesmo, através dos poros da casca, acarretando a sua contaminacao
(SILVA, 1996).

O ovo com boa qualidade de casca pode apresentar a penetracdo de
bactérias em até 30 minutos. Desta forma, € recomendada a desinfec¢do na hora
da coleta ou no maximo 30 minutos apos a postura, utilizando uma pulverizacdo
com formol e aménia quartenaria na coleta, outra pulverizacdo na selecao, e
mais uma vez antes dos ovos serem enviados ao incubatorio (BRITO, 2006).

Vale ressaltar que os ovos sempre terdo a presenca de microorganismos
na casca, podendo contaminar-se antes da ovulagdo ou mesmo durante a
formacéo do ovo no trato reprodutivo (SESTI, 2005). Todavia, vale ressaltar que
parte dos microorganismos € aderida a casca quando o ovo passa pela cloaca,
local por onde também transitam as fezes (MAULDIN, 2002).

Devido a isso, € muito importante o cuidado sanitario relacionado tanto a
ave quanto ao ambiente externo onde é realizada a ovoposicédo (JONES, 1991).
Geralmente, sdo encontrados na casca dos ovos entre 300 e 500
microorganismos no momento da postura, podendo estes penetrar cerca de 30
minutos apds a mesma (SESTI, 2005).

1.4. Procedimentos industriais e manejo de incubacéao
1.4.1. Pré-incubacao

Ao iniciar os procedimentos para incubacdo dos ovos, estes devem ser
acondicionados em bandejas especificas antes de serem colocadas nas
méaquinas incubadoras. E importante salientar que se o aquecimento for feito
diretamente na incubadora, uma carga de ovos armazenados a 18 °C e
transferidos diretamente para a maquina determina desordem de temperatura no

ambiente da maquina, podendo levar a um atraso da ecloséo, além de choque
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térmico entre a temperatura ambiente com a temperatura dos ovos, podendo
ocasionar elevada mortalidade embrionaria. Para evitar o problema, recomenda-
se realizar um pré-aquecimento dos ovos lentamente por 8 a 12 horas em sala
de pré-aquecimento.

Este manejo pode ser uma boa prética para ovos estocados em
temperaturas abaixo de 20 °C por longos periodos de tempo. Porém, precisa ser
feita com condicdes de temperatura, umidade e ventilacdo adequadas para
evitar a condensacdo dos ovos e provocar mortalidades embrionérias ou
contaminacgdes dos ovos acima dos padrdes desejados.

Muitos incubatorios realizam este manejo em frente as incubadoras,
apresentando resultados aceitaveis quando a sala possui uma circulacao de ar,
e a temperatura do ambiente da sala mantém-se entre 24 °C e 28 °C,
apresentando umidade relativa em torno de 65% (£3%).

O tempo ideal para a realizacdo do pré-aquecimento encontra-se em
meédia entre 8 horas, com a temperatura interna dos ovos no momento da
incubagéo devendo encontrar-se no intervalo entre 26 °C a 28 °C.

E importante destacar que antes de realizar todos estes procedimentos
prévios, deve-se descartar os ovos sujos, quebrados, pequenos (de acordo com
a Politica do Incubatério), tamanho muito grande ou de gema dupla, qualidade

de casca fragil ou grosseiramente deformados.

Mancha de Sangue Trincado Sujo
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Alongado Redondo Trincado com a unha
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Enrugado Pequeno ou Muito Grande

Figura 10. Anomalias verificadas em ovos durante a sele¢do pré-incubacgéo. Os

0oVvOoS que apresentarem tais situacdes devem ser descartados (COBB, 2008).

1.4.2. Incubagéo dos ovos na maquina

ApGs a preparacdo, os ovos sao transferidos para as maquinas a fim de
serem incubados (MURAROLLI, 2006). O periodo de incubacdo para ovos de
galinaceos é de 21 dias (2 horas), podendo variar em funcdo da idade da matriz,
qualidade da casca, tempo e temperatura de armazenamento dos ovos e a
temperatura da incubadora e nascedouros (GUADAGNIN, 1994; MACARI &
GONZALES, 2003).

A temperatura considerada ideal na sala de incubacéo é de 24 a 26 °C
(BRITO, 2006). Temperaturas elevadas podem adiantar o nascimento, e
provocar alta mortalidade aos 19 a 21 dias de incubacéo, com pintainhos mortos
nas bandejas, refugos e desidratados. Temperaturas baixas podem ocasionar
atraso nos nascimentos, pintos com umbigo mal cicatrizado e ovos bicados ndo
nascidos dentre outros (MARQUES, 1994; GERACILDA & FERREIRA, 2011).

Vale ressaltar que no transporte dos ovos para o interior das maquinas
incubadoras deve-se evitar choques mecanicos, objetivando garantir a
integridade fisica dos ovos a serem incubados, e o desenvolvimento dos
embrides nestes.

O horario ideal para realizacdo da incubacéo deve ser determinado em
funcdo de diversas variaveis, dentre as quais destacam-se a idade da matriz,
tempo de estocagem dos ovos, horario previsto para o inicio dos trabalhos e
retirada dos pintainhos dentre outros.

Outra variavel a ser considerada € a época do ano, pois as diferencas
climaticas entre verao e inverno associadas ao inadequado manejo de ambiente
controlado no incubatorio podem ocasionar redugdes nos percentuais de eclosédo

e na qualidade dos pintainhos.
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O horério de retirada dos pintainhos também € um fator importante para a
definicdo da hora correta de incubacéo, pois um manejo incorreto pode ocasionar
pequenas oscilacdes no horario de nascimento dos pintainhos, proporcionando
nascimentos adiantados ou atrasados, ou pintainhos com umbigo mal cicatrizado
e, consequentemente, contaminagédo, como também pode haver um aumento no
namero de ovos bicados e ndo nascidos.

A temperatura ideal da sala de incubacéo € de 24 °C (x3 °C), sendo que
temperaturas fora da faixa aceitavel podem implicar em atrasos ou
adiantamentos nos nascimentos, uma vez que a temperatura da sala de
incubacéo influencia diretamente na regulacdo da temperatura no interior das
maquinas incubadoras, que estdo entre 37,3 °C e 37,5 °C.

Neste sentido, recomenda-se que a umidade relativa do ar no interior das
maquinas incubadoras esteja entre 65% (£3%) como sendo a umidade ideal,
cuidando para que a umidade relativa nao fique inferior a 50% nas incubadoras,
0 que pode implicar em aumento no tempo de incubacéo e atraso no nascimento.

Quanto a renovacéao do ar das salas de incubacéo, estas devem suprir as
necessidades de renovacdo de ar das incubadoras e do ambiente,
proporcionando ideal renovacdo de gases no ambiente e respiracdo dos
embribes. Vale ressaltar que a renovacdo de ar na incubadora deve ser
calculada com base na composicéo do ar seco e nas trocas gasosas do embrido
durante a incubacéo.

Figura 11. Incubagéo de ovos em maquina de incubacdo PETERSIME 168.
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1.4.3. Ovoscopia

Durante o decorrer da incubacdo é importante realizar o processo de
ovoscopia, utilizando como ferramente o equipamento denominado ovoscopio
(ou uma lampada com a luz direta sobre 0 ovo), vislumbriando n&o so para retirar
0s ovos inférteis, como também aqueles onde houve mortalidade embrionaria.

Geralmente fazem-se duas ovoscopias, uma entre o 7° e 0 12° dia, e outro
entre 0 14° e o0 18° dia. Na primeira retiram-se os inférteis e os mortos onde néo
h& duvidas sobre a mortalidade dos embrides. A segunda ovoscopia serve para
a elucidacéo das duvidas nédo esclarecidas e, se houverem embries mortos,
retiram-se 0s ovos. Esta segunda ovoscopia também serve para observar o
desenvolvimento das camaras de ar conforme o padrao desejado.

Quanto a amostragem dos ovos para realizacdo de tal procedimento,
primeiro deve-se selecionar o lote fonte a ser examinado, onde um percentual
representativo do nimero de ovos seja selecionado para tal finalidade. Existem
duas razdes para isso: a amostra da incubadora sera mais eficiente e € o meio
mais representativo da fertilidade. Nunca se devem selecionar bandejas em
sequéncia, sendo muito importante identificar as bandejas em que a ovoscopia

tenha sido realizada.
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Figura 12. Procedimento de ovoscopia em pequeno incubatério.

Ressalta-se ainda que a manipulacéo dos ovos deve ser realizada sempre

com luvas limpas e higienizadas, em local com assepsia prévia. Os ovos podem
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ficar no maximo 2 horas fora da incubadora para a realizagdo deste
procedimento e seus adicionais, sem que haja real prejuizo no desenvolvimento

embrionario, ou mesmo mortalidade macica destes embrides.

1.4.4. Transferéncia dos ovos ao nascedouro

A transferéncia deve ser realizada entre 444 a 448 horas de incubacéo,
ou seja, 18,5 dias apoés terem sido colocados nas incubadoras. A transferéncia
deve ser r4pida para evitar queda de temperatura dos ovos, e
consequentemente, submeter os embrifes a choque térmico.

Outrora, quando os ovos sao transferidos precoce ou tardiamente, o
embrido é exposto a condicbes que podem nao ser tdo favoraveis, podendo
acarretar diminuicdo nas taxas de eclodibilidade e ecloséo.

Em estudo de Tona et al. (2001), ovos de matrizes Hybro®, Cobb® e
Ross® entre 27 a 75 semanas, foram transferidos da incubadora para as
bandejas de nascimento com 15, 16, 17 ou 18 dias de incubacdo. A melhor
eclodibilidade foi observada nos ovos transferidos com 18 dias quando
comparada aos demais tratamentos, entretanto as diferengcas entre as
eclodibilidades dos ovos transferidos nestes periodos ndo foram significativas,
mas, apresentaram resultado numérico inferior.

Obrigatoriamente, para auxiliar em melhor controle do lote de ovos, cada
bandeja de incubacédo deve ser convertida em uma bandeja de eclosdo. No
momento da transferéncia devem ser evitadas correntes de ar no ambiente,
procedendo o desligamento dos ventiladores e aspersores da sala de incubacao
durante a transferéncia.

Vale ressaltar que, neste estagio, a casca do ovo é mais fragil devido ao
embrido retirar célcio da casca para auxiliar na formacdo do seu esqueleto.
Sendo assim, é necesséario extremo cuidado durante a transferéncia entre as
bandejas a fim de evitar a quebra do ovo dentre outros problemas.

O manuseio incorreto dos ovos durante esta fase pode ocasionar rupturas
de casca até mesmo hemorragias ao embrido. Ressalta-se que as transferéncias
automatizadas permitem a realizagdo mais cuidadosa deste processo em
relacdo ao manejo manual.

A temperatura ideal da sala do nascedouro também é de 24 °C (x3 °C),

sendo que temperaturas fora da faixa aceitavel podem implicar em atrasos ou
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adiantamentos nos nascimentos, uma vez que a temperatura deste ambiente
influencia diretamente na regulacdo da temperatura no interior dos nascedouros,
que estéo entre 36,3 °C e 36,5 °C (1° C a menos que a temperatura da maquina
de incubagéo utilizada).

Neste sentido, recomenda-se que a umidade relativa do ar no interior das
maquinas incubadoras esteja entre 75% (+3%) (10% a mais que a umidade da
maquina de incubacao utilizada) como sendo a umidade ideal, cuidando para
que a umidade relativa nao fique inferior a 60% nas incubadoras, o que pode

implicar em aumento no tempo de incubacédo e atraso no nascimento.
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Figura 13. Transferéncia dos ovos para nascedouro PETERSIME 168.

1.4.5. Retirada e manejo dos pintos com um dia

Os pintos recém-nascidos sdo sensiveis a variacdo de temperatura e
agressdes de microorganismos, portanto, devem ficar na sala de nascimento o
menor tempo possivel a fim de preservar sua integridade.

Inicialmente deve ser realizada uma avaliacdo dos pintos nascidos a fim
de separa-los em trés categorias: a) pintos de primeira; b) pintos de segunda; e
c) refugos (inaptos). Como critérios, os pintos nascidos devem apresentar as
seguintes caracteristicas para serem considerados pintos de primeira:

e Olhos brilhantes;

e Bico perfeito;
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e Sem defeito de aprumos (asas, patas, dedos dentre outros);
e Penugem seca e fofa;
e Pernas enceradas (hidratadas);

¢ Umbigo cicatrizado.
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Figura 14. Pintos durante o processo de bicagem (interna e externa) da casca e

momento da eclosdo propriamente dita.

Figura 15. Selecao de pintos de um dia: separacéo de aptos e inaptos.

Além disso, outros procedimentos sao usualmente realizados durante o
processo de selecdo de pintos pds-nascimento, como a vacinagdo contra a
doenca de Marek que é obrigatoria de ser realizada ainda no incubatério.

Todavia, a maioria dos pintos de um dia também ¢é vacinada contra a
doenca de Gumboro e Bouba Aviaria em regides epidémicas (MURAROLLI,
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2006), sendo esta triplice vacina realizada de forma subcutanea na base do

pescoco através de vacinacdo manual ou utilizando vacinadora automatizada.

Estas doencas sdo graves quando acometem as aves, 0 que leva a

necessidade de uma vacinacao precoce, para que os pintinhos desenvolvam

imunidade (BERNARDINO, 1994) e evitem a sua propagacao.

i

Figura 16. Vacinacéo de pintos de um dia utilizando vacinadora pneumatica.

J& a distincdo do sexo dos pintos de um dia € uma atividade que iniciou

de forma experimental e a cada dia vem se tornando uma obrigatoriedade nos

incubatorios industriais. Em 1933, os japoneses Mausi e Hashimoto (GIBBS,

1944) relataram pela primeira vez o método de distingdo do sexo de pintos de

um dia através do exame dos 6rgaos copulatorios rudimentares das aves.

Orgio copulatério

Figura 17. Diagrama mostrando a
posicdo da mao em concha, com os
dedos evertendo a cloaca e mostrando a
localizacéo relativa do 6rgdo copulatorio
(Adaptado de Shrader et al., 1935).

Outros métodos de sexagem foram
desenvolvidos com o passar dos anos,
tais como o0 uso de cruzamentos
envolvendo caracteres ligados ao sexo a
fim de criar um dimorfismo sexual
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aparente, e 0 método de avaliacdo das penas da asa, onde o macho apresenta
empenamento mais lento e as penas primarias do mesmo comprimento ou
menor que as outras, e a fémea empenamento mais rapido com as penas

primarias maiores que as secundarias.

((n{’ il UJH

ﬂ”ﬂ' A-PFrimarias
a2||® B-Secundarias
. A A A
FEMEAS MACHOS
Penas secundarias sempre mais | As penas secundarias sempre do
curtas que as primarias. mesmo tamanho que as primarias,

ou até mais compridas

=2om et |2 Qe
e —

32 do compnmento =m
eclendam o ]n/
bastante slem das
=L ]’Jﬂﬂ[ﬂ“ﬂ”
Abrir as asas como leque.

relagio as oriménes

2 Observar as penas na sua parte nferior as penas de baixo sdo as primarias € as
de oma as secundarias.

3. Quando as pnmaras sa mais compridas que as secundarias, o pintinho &
fémea

4. Quando as pnmanas Bm o mesmo tamanho ou Mals curtas que as penas
secundarias, o pintinho & macho.
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horae, ac panac edo
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mantem ¥2 a2 38 {
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.
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Figura 18. Metodologia de sexagem para identificacdo conforme o
desenvolvimento do empenamento na asa (COBB, 2008).

Outrora, devido estes métodos alternativos ndo apresentarem a mesma
eficiéncia que o desenvolvido por Mausi e Hashimoto, 0 método de sexagem
pela avaliacdo dos 6rgaos copulatérios rudimentares € o método mais utilizado
no sistema de producéo e selecao de pintos de um dia, chegando a indices de
eficiéncia que atingem 95%.
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E fato que o 6rgdo copulatério das aves varia um pouco em forma e
tamanho. Outrora, de um modo geral, os pintos com 6rgdos bem definidos de
qualquer tamanho consideravel sdo machos. Um pouco mais da metade das
fémeas ndo tem 6érgdos visiveis e as outras tém 6érgdos muito pequenos,
aproximadamente do tamanho de pontos de alfinete, ou 6rgéos ligeiramente
maiores que parecem planos, flacidos ou vagamente delineados. Normalmente,
0 que primeiro parece ser um 6érgao feminino consideravel, acaba por ser parte
de uma das dobras ou desaparece inteiramente apés o alongamento (SHRADER
et al., 1935).

Na figura 19, observa-se um conjunto de modelos de cloacas de pintos de
um dia evertidas, com ampliacdo, apresentando os diferentes tipos. A
percentagem na ilustracéo representa o numero aproximado de vezes que cada

tipo € normalmente encontrado a cada cem pintinhos.

Figura 19. Representacdo de

MACHO FEMEA modelos de cloacas evertidas de

‘ pintinhos demostrando os varios
)'l‘?%“*A—*}J‘? !
i

tipos de oOrgdos que podem ser

observados e a porcentagem

Q‘ 2%+~B+19% M‘ aproximada de ocorréncia
T s ‘

(Adaptado de Shrader et al., 1935).

>
Q\-[",A C »NONE
Os dados ilustram que os
tipos que podem causar maior grau
4% +—D 2% (‘
poucos. Nota-se que nao deve

§ haver problemas em reconhecer o
2% E »NONE sexo de pintos com o6rgaos do tipo

A, C, E ou F, pois ndo ha orgaos

de dificuldade sao relativamente

femininos que se assemelhem a
RARE<«—F »NONE estes. E os tipos, B e D, constituem

apenas uma pequena parcela de

machos (SHRADER et al., 1935).
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A sala de triagem dos pintos de um dia deve apresentar temperatura entre
24 a 26 °C, umidade relativa do ar de 50%, pressao negativa de 5% e renovacao
de ar de 30 m3/h/1000 pintos (BRITO, 2006).

Com a finalizacdo dos procedimentos no incubatério, os pintinhos devem
ser entregues em seu destino o mais rapido possivel, devendo ser alimentados
imediatamente. Deve-se proporcionar a eles ambiente e as condicbes
adequadas, que atendam a todas as suas exigéncias nutricionais e fisiologicas.
Assim, promove-se 0 desenvolvimento precoce de um comportamento alimentar
e de consumo de agua, otimizando o desenvolvimento dos intestinos, érgaos,
esqueleto dentre outros processos anato-fisiolégicos.

O transporte das aves necessita de varios cuidados, que caso nao sejam
observados, podem comprometer o desempenho do lote na granja. Os principais
problemas ocasionados pelo transporte deficiente sdo estresse, desidratacéo,
mortalidade precoce e refugagem (LAUVERS & ARAUJO, 2011).

Os pintainhos sdo transportados em caixas especiais de plastico ou
papeléo, tendo capacidade para 50 a 100 aves (CAMPOS, 2000), com algumas
caixas de papelao apresentando 4 divisbes para 25 pintos cada, evitando assim
que os estes fiqguem amontoados e sofram asfixia (LAUVERS & ARAUJO, 2011).

Figura 20. Pintos de um dia alojados e embalados para transporte.
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Os pintos séo transportados em jejum, sendo essa prética utilizada devido
pesquisas afirmarem que o0s pintos mantidos em jejum até 24 horas apresentam
melhor rendimento devido o maior tempo para aproveitamento dos nutrientes do
saco vitelino. Porém, o prolongamento deste jejum por 48 horas pode intensificar
a desidratacédo e causar mortalidade (ANTUNES & AVILA, 2005), e 72 horas
apos o nascimento, sintomas graves de inanicdo e/ou desidratacdo podem ser
verificados, ocasionando danos permanentes no desenvolvimento destes.

Os veiculos utilizados para este transporte devem manter a temperatura
do seu interior em torno de 26 °C, com boa ventilagdo e umidade relativa do ar
entre 55 a 60% (ANTUNES & AVILA, 2005). Durante o percurso deve-se evitar
movimentos bruscos, com o minimo possivel de paradas, que quando houverem,

devem apresentar duracdo minima (GUSTIN, 1994).
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2.1. Desenvolvimento embrionéario pré-postura

O ovario de uma ave em condicbes normais apresenta a chamada
“hierarquia folicular”, caracterizada por varios estagios de desenvolvimento que
envolvem cerca de 10 a 12 foliculos, liberados consecutivamente. As sequéncias
sdo separadas por um periodo de pausa, que dura aproximadamente 40 horas.
Desta forma, o ciclo de postura ocorre em dias sucessivos, seguidos de uma
interrupcdo (pausa de postura) e um recomeco (NORTH, 1984; BARBOSA,
2011; BARBOSA et al., 2013).

Fisiologicamente, a fertilizacdo do 6vulo de galinha ocorre na regido do
infundibulo, logo apds a ovulacéo, e o processo de formacéo do ovo a partir da
ovulacdo demanda cerca de 25 a 26 horas. Durante esse periodo, o ovo
permanece no oviduto, onde a temperatura é de aproximadamente 42 °C,
possibilitando o desenvolvimento embrionario, que, no momento da postura,
encontra-se no estagio de pré-gastrula (FIUZA et al., 2006).

O ovo fertiizado mantido em temperaturas elevadas em relacdo a
temperatura média do ambiente favorece o continuo desenvolvimento do
embrido (FIUZA et al., 2006). Este desenvolvimento € paralisado quando o ovo
€ colocado em temperatura ambiente abaixo do ponto zero fisiolégico que,
segundo Fasenko et al. (1991), encontra-se um pouco abaixo de 20 a 21 °C.

Outrora, num conjunto geral de processos, a formacdo completa do
pintinho requer aproximadamente 22 dias, sendo as referidas 25 a 26 horas
(pouco mais de um dia) que este ira passar dentro da galinha (formacao
embrionaria inicial), e mais 504+2 horas (aproximadamente 21 dias) na
incubacé&o (natural ou artificial).

Este periodo de desenvolvimento pré-incubacgéo coincide com a formacéao
estrutural do ovo, iniciando-se no infundibulo, cerca de 15 minutos apés o
processo de fecundacéo, quando o espermatdzoide se une ao 6vulo para formar
a célula-mé&e denominada zigoto (BARBOSA, 2011).

Quando esta célula passa pelo magno e chega no istmo ocorre a primeira
clivagem, dando origem a duas células. E estas células dividem-se em quatro,
depois em oito células até o momento que o ovo chega ao utero (PATTEN, 1951,
NORTH, 1984).

De acordo com Lille (1951), quando o ovo chega ao utero ja encontra-se

com 16 células, ganhando a denominacdo de morula. E este processo continuo
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de clivagens continuam até 256 células (blastdmeros), formando um pequeno
disco localizado no polo animal, especificadamente na regido vitelinica
(BARBOSA, 2011).

ovo ou zigoto na 2 células na 4 células na 8 células na
regido do magno regido do istmo regido do istmo regido do istmo
<—x*

<— Area opaca
<——Area pelucida

MORULA FORMACAO DO BLASTULA

16 células na BLASTODISCO* Blastoderma na
regido do utero 256 células na vagina/cloaca

regido do utero
Figura 21. Desenho esquematico do desenvolvimento embrionério no periodo

pré-postura (Figura publicada por Barbosa, 2011).

O término deste processo de clivagens é evidenciado pelo surgimento da
blastocele (cavidade rasa) que se forma por meio do desprendimento do vitelo
pelos blastbmeros. E a partir da formacdo da blastocele, o ovo entra no
denominado estagio de blastula e, nesta fase, este blastodisco formado ganha a
alcunha de blastoderma. E a area marginal do blastoderma que mantém as
células aderidas & gema é denominada zona de juncdo (BARBOSA, 2011).

Anteriormente a ovoposicéo, o blastoderma comeca a se diferenciar em
duas camadas germinativas, iniciando a gastrulacdo. De acordo com Eyal-Giladi
(1991) no momento em que 0 ovo € posto, o embrido tem aproximadamente
60.000 células e encontra-se em pleno desenvolvimento, porém, aguardando
que as condi¢cdes ambientais proporcionem os estimulos necessarios para a

realizagdo dos processos fisiologicos.

2.2. Desenvolvimento embrionario nas primeiras horas
No periodo entre a postura e a incubacgéo, o ovo € mantido em um limiar

de temperatura abaixo da ideal para o desenvolvimento embrionario, havendo
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uma retomada deste desenvolvimento, com intensa multiplicacdo celular,
guando os ovos sdo submetidos as condi¢des de incubacdo (BARBOSA, 2011).

A gastrulacdo recomeca durante as primeiras horas de incubacao. A
camada anterior a blastocele daré origem ao epiblasto ou ectoblasto; e a camada
posterior, ao hipoblasto ou endoblasto (ROMANOFF, 1960; GONZALES &
CESARIO, 2003).

De acordo com Hamburger e Hamilton (1951), a gastrulacéo caracteriza-
se por um espessamento da regido posterior da area pellcida. Depois de 6 a 7
horas de incubacdo, o espessamento comeca a alongar-se no sentido
caudocefalico, formando um sulco, nunca ultrapassando a regido média da area
pelicida. O blastoderma perde sua forma circular e alonga-se ligeiramente,
mudando sua forma de contorno circular para piriforme.

Depois de 10 a 12 horas de incubacdo, a regido espessada esta
tipicamente alongada e representa o inicio da linha primitiva. A formacé&o da linha
primitiva representa a segunda fase da gastrulacdo (BARBOSA, 2011).

A linha primitiva adquire sua forma e aspecto definitivo depois de 16 horas
de incubacdo. Ela define o eixo anteroposterior do embrido, pois este
desenvolver-se-a anteriormente a ela. A sua extremidade posterior € chamada
de placa primitiva, e um sulco superficial aparece no espessamento, na
extremidade anterior, formando o n6 de Hensen (HOUILLON, 1972).

Conforme a linha primitiva cresce, ela d4 origem ao mesoderme entre o
hipoblasto e o epiblasto. Os folhetos tornam-se gradualmente aparentes e
podem ser denominados de ectoderme, mesoderme e endoderme. Desta forma,
a distincdo das trés camadas germinativas caracterizando um blastoderma
completamente diferenciado, da-se apds o ovo ser posto, na fase inicial da
incubacdo (BARBOSA, 2011).

Um ligeiro espessamento adiante do n6 de Hensen indica um
prolongamento cefalico correspondente a notocorda. A medida que a notocorda
se desenvolve, a linha primitiva regride (COSTA, 1950; GONZALES & CESARIO,
2003). Consequentemente, os somitos comegam a formar-se em cada lado da
notocorda (BARBOSA, 2011).

Durante a primeira semana de incubacdo ocorre um intenso
desenvolvimento de tecidos e 6rgaos. Neste periodo critico para o embrido, as

membranas extraembrionarias viabilizam seu crescimento (BARBOSA, 2011).
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Figura 22. Desenho esquematico da regressao do né de Hensen. Depois de
estender-se quase até o centro do blastoderme, a linha primitiva comeca a
regredir, com o né de Hensen movendo-se em uma direcéo posterior, a medida
gue a prega cefalica e a placa neural comecam a se formar. Enquanto o nédulo
move-se posteriormente, a notocorda desenvolve-se na area anterior a ele e 0s
somitos comecam a formar-se de cada lado da notocorda (Figura publicada por
Barbosa, 2011).

2.3. Mudancgas na composicao do ovo durante a incubacéao

O processo de desenvolvimento embrionario depende de algumas
reacdes, quando o embrido utiliza principalmente o substrato da gema para
realizacdo das conversdes energéticas, ou seja, transformacédo de carboidratos
e gordura em energia. No entanto, todas estas reacfes sdo dependentes de
duas variaveis: uma fisica (temperatura) e outra bioquimica (enzimas). A
participacdo enzimatica nas reacdes tem relacdo com a modulacdo da
velocidade e da eficiéncia das reagfes, enquanto a temperatura pode influenciar
na velocidade das reacdes; retardando-a através das baixas temperaturas ou
aumentando-a através das altas temperaturas. Portanto, enzimas e temperatura
séo os fatores que também influenciam nessas reac¢des (CALIL, 2007).

Basicamente, o desenvolvimento do embrido promove modificagbes
simultaneas em todos os componentes do ovo, que vao diminuindo em diferentes
proporcdes ao longo do periodo de incubacédo. A casca € uma fonte de calcio, e

este mineral auxilia no controle do equilibrio eletrolitico. O albumen fornece
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proteinas e se liquefaz, tornando disponivel 4gua e eletrdlitos para o embrido. A
gema fornece energia para as demandas fisiolégicas de mantenca, sendo que
agua também é produzida quando os lipidios sdo oxidados. Outra parte da
energia originada da gema é utilizada para sintetizar os tecidos e permitir o
crescimento embrionario (AR et al., 1974; RAHN & AR, 1974; SOTHERLAND &
RAHN, 1987; TULLET, 1990; TAZAWA & WHITTOW, 2000).

2.3.1. Casca

A casca é a fonte priméria de célcio para o desenvolvimento embrionério.
Outros minerais sao fornecidos a partir da casca para o0 embrido em
desenvolvimento, como magnésio e fosforo (ROMANOFF & ROMANOFF, 1949).
Segundo Richards (1997), também sdo encontrados tracos de cobre, zinco,
manganés e ferro na casca e suas membranas, sendo que estes minerais
também contribuem para o metabolismo embrionario.

No decorrer da incubacdo, o intercambio de CO2 em conjunto com a
enzima anidrase carbodnica cria condicbes de meio acido que permitem a
dissolucéo da casca e a transferéncia de célcio para a circulacdo. A dissolugéo
dos botdes mamilares adjacentes a interface “corioalantdide-casca” representam
a fonte dominante de calcio no sangue. Com esta recuperacdo de calcio e
conjuntamente de fosforo, o esqueleto do embrido inicialmente constituido de
cartilagem vai sendo mineralizado (TUAN & ONO, 1986; DIECKERT et al., 1989;
TAZAWA & WHITTOW, 2000).

Concomitantemente com a mineralizacdo do embrido, ocorrem acumulos
de granulos calcificados nos limites do saco vitelino. Neste caso, o calcio vai
sendo transferido através das vilosidades no sistema vascular do saco vitelino e
agrega-se em esferas na superficie do mesmo. Estes granulos de célcio s6 séo
absorvidos apés a bicagem interna, quando acaba o acesso de célcio através da
casca devido a interrupcdo da acdo da corioalantéide. A mineralizacdo e o
desenvolvimento esquelético do embrido sdo mantidos, devido a esta transicéo
da fonte de minerais da casca para a absor¢cdo dos granulos de calcio e
fosfovitina da gema. Porém, o acesso a esta fonte diminui gradativamente apo6s
a ecloséo com a absorcao do vitelo pelo pinto (TAZAWA & WHITTOW, 2000).

Peebles et al. (2001) pesquisaram as mudancas de peso ocorridas na

casca durante a embriogénese de ovos provenientes de matrizes pesadas com
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27 semanas de idade (aves novas) e 36 semanas de idade (consideradas pelo
autor como aves velhas). Esta analise foi realizada quando os embrifes estavam
com seis, 12 e 18 dias de incubacao e revelaram que o peso da casca diminui
com a progressao da incubacgao, sendo que os ovos das matrizes mais velhas
tiveram aumento significativo nas perdas de peso de casca quando comparadas
as matrizes novas.

Abdel-Salam et al. (2006) utilizaram ovos de matrizes pesadas de 36 a 40
semanas de idade para avaliar as espessuras relativas das camadas mamilar,
palicada, cristal vertical e cuticula em relagéo ao peso do ovo, através da técnica
de microscopia eletrbnica hos momentos anteriores a incubacdo e apds a
eclosdo. Estas analises ultraestruturais, segundo os autores, confirmaram
pesquisas anteriores que demonstraram que as cascas tém uma perda
expressiva da espessura durante a incubacdo. A camada mamilar, neste
experimento, perdeu cerca de 50% de sua espessura original, estando
relacionada diretamente a captacdo de calcio pelo embrido durante seu

desenvolvimento.

2.3.2. Conteudo de agua

A distribuicdo de agua no ovo nao é uniforme, sendo que a gema tem um
nivel relativamente baixo na concentracdo de agua quando comparada ao
albumen. O albumen é considerado o principal local de armazenamento de agua,
apresentando aproximadamente 85 a 95% em sua constituicdo, seguida de
proteinas, enquanto os lipidios e os minerais estéo incluidos em fracées minimas
(SOTHERLAND & RAHN, 1987).

A utilizacao do albumen permite o provimento de agua e eletrélitos para o
desenvolvimento embrionério e através da formacao do fluido sub-embrionério,
o embrido é capaz de transformar esses nutrientes dentro do ovo para utiliza-los
durante seu crescimento. A formacao do fluido sub-embrionario ocorre porque o
volume de agua do albumen é reduzido rapidamente embora sua pressao
osmotica diminua. Essa queda de presséo, apesar da evaporacao continua de
agua do albumen, ocorre pela acdo de bombeamento idnico dentro do espago
de formacdo do blastoderma, localizado na superficie da gema. A agua entéo é
retraida neste espaco, formando o compartimento do fluido sub-embrionario.

Este fluido pode ser considerado como um local de estoque temporario de agua
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e eletrolitos, de onde estes sdo canalizados através dos vasos sanguineos a
outros sitios. Ao mesmo tempo, o fluido sub-embrionario contribui para a
dispersdo dos nutrientes condensados da gema, aumentando a sua
disponibilidade para a membrana do saco vitelino (SCHLESINGER, 1958;
WHITTMAN & KALTER, 1988; AR, 1991).

Em relacdo a perda de agua do ovo, a maior fracdo é perdida através de
difusdo por meio dos poros da casca para o ambiente. A perda de agua do
contetido do ovo também ocorre por outras vias: uma parte é retida pelo embrido
e pelo saco vitelino e outra porcdo é mantida nos residuos do ovo eclodido,
principalmente nas membranas da casca (RAHN & AR, 1974; SOTHERLAND &
RAHN, 1987; AR, 1991).

Ao longo da incubagdo, o ar do meio externo vai substituindo a agua
perdida pelo ovo, provocando aumento da camara de ar (AR et al., 1974,
TULLET & DEEMING, 1982; TAZAWA & WHITTOW, 2000).

Segundo Ar et al. (1974) e Rahn e Ar (1974), a taxa de perda de peso dos
ovos (MH20) (mg.dia) é determinada pelos seguintes fatores: a condutancia de
vapor de agua da casca e das membranas da casca (GH20) (mg.dia?t.torr!) e a
diferenca de pressdo do vapor de agua entre os componentes do ovo e 0
ambiente ao redor dos mesmos (APH20) (torr).

Esta taxa de perda de peso foi expressa pelos autores através da férmula:

(MH20) = (GH20) x (APH-0)

A (APH20) é a diferenca de pressdo do vapor de agua entre 0s
componentes do ovo (PH20, ovo) e a pressao do vapor de agua do ambiente ao
redor dos ovos (PH20, ambiente). A (PH20, ovo) esta relacionada a temperatura
interna do ovo, enquanto a (PH20, ambiente) é afetada pela temperatura,
umidade e ventilacdo das maquinas de incubacgdo (BARBOSA, 2011).

Com o aumento da idade da matriz ocorre aumento da (GH20). O termo
condutancia foi conceituado como uma medida que avalia a capacidade da
casca em permitir as trocas de gases e vapor de agua entre 0 embrido e o meio
ambiente. Esta é diretamente relacionada com o nimero e dimensao dos poros,

com a espessura ou resisténcia da casca e suas membranas (TULLET, 1990).
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Buhr (1995) avaliou a perda de peso dos ovos de matrizes leves com
idades de 34 e 49 semanas no periodo de um a 18 dias de incubacéo e concluiu
gue os ovos das reprodutoras com 49 semanas perderam mais peso quando
comparadas as matrizes de idade mais nova. Santos et al. (2005), estudando
este mesmo parametro em matrizes leves e pesadas com 30, 45 e 60 semanas
de idade, verificaram que a perda de umidade dos ovos aumenta
significativamente com o aumento da idade das matrizes, devido principalmente

ao aumento da condutancia da casca com a progresséo da idade das aves.

2.3.3. Conteudo de energia e sua utilizacdo pelo embrido

No inicio do desenvolvimento embrionario, 0 acesso ao oxigénio € limitado
a difusdo simples auxiliada por hemoglobina ainda primitiva. A energia gasta
neste momento decorre em grande parte por glicélise através de glicose
prontamente acessivel ou por um aumento transitorio de lactato que ocorre até
a corioalantéide se tornar funcional (CIROTTO & ARANGI, 1989).

A medida que a corioalantéide inicia sua fungéo respiratéria, 0 acesso ao
oxigénio, via poros da casca sustenta plenamente a oxida¢do de acidos graxos
da gema, utilizados como fonte primaria de energia e como base para o
desenvolvimento embrionario. O principal componente empregado na producao
de energia sdo os triglicerideos, correspondendo cerca de 67% dos lipidios da
gema. A membrana vitelinica, uma estrutura vascularizada que reveste a gema
externamente, assume posicdo de grande relevancia no que diz respeito ao
metabolismo lipidico, sendo responséavel pela absorcédo de lipidios da gema e
posterior transferéncia para o corpo do embrido (NOBLE & COCCHI, 1990;
SATO et al., 2006).

Entre o 10° e 12° dia de incubacédo, a expansdo do embrido dentro do
saco amniotico associado ao aumento de seus movimentos, faz com que o
albumen anteriormente compartimentalizado na parte mais fina do ovo tenha sua
ruptura na conexao seroamniotica. Desta forma acontece um consumo oral
desta mistura de albumen e fluido amniético, que € absorvida através do sistema
gastrointestinal. Este consumo e absorgéo se tornam continuos até que o fluido
albumen-amniotico desapareca e a bicagem interna se inicie. Ovoalbumina,
ovotransferrina e ovomucoOide sdo proteinas de destaque evidenciadas no

sangue e continuam a ser detectaveis apos a eclosdo. Ovomucoide é uma das
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proteinas do albumen que tem grande quantidade de carboidratos. O embrido
utiliza estes carboidratos do albumen com o objetivo de preservar os
aminoacidos para a sintese proteica. Como resultado, a glicose no sangue
aumenta progressivamente para dar suporte ao figado e a deposicdo de
glicogénio muscular (MORAN Jr., 2007).

Depois do uso de lipidios, a estratégia metabdlica muda no momento da
bicagem interna. Neste momento, a demanda de oxigénio do embrido excede o
suprimento disponivel pela difusdo através da casca, e entdo o embrido comeca
a metabolizar carboidratos através de mecanismos anaerébicos até o momento
da bicagem externa. Os musculos mais ativos no momento da eclosdo usam
glicose proveniente das reservas de glicogénio (FREEMAN, 1969; MENNA &
MORTOLA, 2002). De acordo com Hoiby et al. (1987), o aumento transitorio de
lactato (produto da glicolise anaerdbia) que ocorre apds a bicagem interna,
desaparece quando a funcdo pulmonar prové concentracdo de oxigénio
adequada para o catabolismo de acidos graxos continuar como fonte de energia.

A demanda de utilizacdo de energia através do metabolismo lipidico da
gema se eleva com o crescimento do embrido e reflete em concomitante
acréscimo do consumo de oxigénio, sendo que este consumo diminui antes da
bicagem interna e externa da casca e aumenta novamente apds a eclosao
(FREEMAN, 1969; MORAN Jr., 2007). Morita et al. (2009) afirmaram que a
energia derivada do metabolismo anaerdbico durante os periodos anteriores a
eclosdo é necesséaria para sustentar tanto a manutencéo fisiologica como o
crescimento, entretanto se esta energia € limitada, o embrido tera que escolher
entre crescimento corporal e atividade vital de mantenca. No experimento destes
autores, os niveis de glicose no embrido aumentaram significativamente entre o
15° e 21° dia de incubacéo, independente das idades das matrizes estudadas,
gue variaram entre 29 e 60 semanas, demonstrando a demanda energética
crescente do embrido.

A incorporacédo do saco vitelino na cavidade abdominal se inicia a partir
dos 19 dias de incubacéo e a retracdo se completa antes que aconteca a
eclosdo. O pinto 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 apos o nascimento (NOY & SKLAN, 1998;
SPEAKE et al.,, 1998). Latour et al. (1998) encontraram niveis séricos de
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triglicerideos  significativamente menores em pintos recém-eclodidos
descendentes de matrizes com 51 semanas quando comparado aos pintos das
matrizes de 64 semanas de idade. Burnham et al. (2001) demonstraram menor
relacdo percentual de saco vitelino residual nos pintos eclodidos dos ovos de
matrizes novas. Foi justificado pelos autores que os pintos descendentes dessas
aves tém taxa de absorcdo de saco vitelino mais elevada do que aqueles
originados das galinhas mais velhas, provavelmente para compensar possiveis
deficiéncias de nutrientes no saco vitelino, ineficiéncia embrionéria na
transferéncia de lipidios ou na utilizagdo destes nutrientes.

Pesquisando o peso absoluto do saco vitelino residual, Sklan et al. (2003)
incubaram ovos de um lote de matrizes desde a idade de 29 até 69 semanas e
observaram que o peso dos sacos vitelinos de pintos recém-eclodidos foi maior
com a progressdo da idade. Os autores citaram que o resultado obtido foi
coerente, visto que aves mais velhas tém ovos com maior peso e maior
percentual de gema. Estes resultados concordaram com os encontrados por
Barbosa et al. (2005). Entretanto, neste trabalho os autores verificaram que a
relacdo percentual entre o peso do saco vitelino e o peso do pinto foi
significativamente menor nos pintos descendentes das matrizes leves de 56
semanas (13,0%) quando comparado as idades de 26 e 41 semanas (13,9%)
que foram semelhantes entre si. Rocha et al. (2008), ao analisarem estas
variaveis em pintos descendentes de matrizes pesadas com idades de 31, 38 e
43 semanas, nao verificaram diferencas significativas entre as idades.

Vale ressaltar ainda que o jejum pdés-eclosdo pode provocar perda de
peso, além de retardar o crescimento da ave equivalente a um ou dois dias de
ganho de peso (NIR & LEVANON, 1993). Baido & Cancado (1998) e Cancado e
Baido (2002) afirmam ainda que essa perda de peso pode ser de
aproximadamente 5% a 10%, e depois de 48 horas em jejum de agua e racdao,
passa a ocorrer perda de gordura corporal.

Segundo Nakage (2007), os efeitos negativos do jejum pds-eclosdo néo
sao eliminados com a alimentacéo pds-jejum durante cinco dias. Almeida (2002)
afirma ainda que aves submetidas a jejum pdés-eclosdo de 72 horas néo
apresentam ganho de peso compensatorio com a realimentacdo e atingem 0s

42 dias de idade com peso corporal menor que o das aves ndo submetidas.
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Pintos nascidos de ovos de matrizes velhas tendem a apresentar um
melhor desempenho pds-eclosao que os nascidos de ovos leves e de matrizes
jovens (NOY & PINCHASOQV, 1993), o que tem sido atribuido ao maior tamanho
e maior proporcao de agua e gordura e maior concentracdo de proteina na gema
(MAY & STADELMAN, 1960; McNAUGHTON et al., 1978; CARDOZO, 2002)
apresentados pelos ovos das primeiras em relacdo aos ovos das ultimas.

Riccardi et al. (2009) afirmaram ainda que este jejum pos-eclosao afeta
diretamente o desenvolvimento dos 6rgdos e o crescimento dos pintos. E que,
embora pintos de ovos pesados tendam a absorver mais rapidamente o saco de
vitelo que os de ovos leves sob jejum, isso ndo evita que eles percam mais peso

corporal que os de ovos leves.

2.4. Fisiologia basica do embrido durante a incubagéao

O desenvolvimento do embrido é um processo de grande complexidade
que, pode ser dividido em trés fases distintas, sendo elas: diferenciacao celular,
crescimento e maturacéo (BOERJAN, 2006).

Neste contexto, a diferenciacdo celular embrionéria é caracterizada pela
diferenciacdo das células e a formacao dos tecidos. Na fase subsequente, o
desenvolvimento embrionario caracteriza-se pelo aumento de massa e continuo
desenvolvimento dos 6rgdos, resultantes de alta atividade metabdlica e de
proliferacéo celular (BOERJAN, 2006), onde o desenvolvimento embrionario é
retomado quando a temperatura do ovo encontra-se entre 37 a 38 °C
(FRANCISCO, 2011).

Durante a fase final do desenvolvimento embrionario, chamada
maturacdo, o embrido passa por uma série de eventos que lhes prepara para
viver no ambiente externo a casca. Neste periodo, as principais glandulas iniciam
constante secrecdo hormonal, promovendo interagcéo entre os 6rgaos dentro da
cadeia metabdlica (CALIL, 2007), com a taxa metabdlica se estabilizando e
atingindo a fase de platd aproximadamente no décimo nono dia de incubag&o.

Neste estagio, a passagem da respiracdo corio-alantdidea para a
respiragdo pulmonar se efetua de forma gradativa, iniciando-se entre dezoito e
dezenove dias de idade, data na qual o embrido bica a camara de ar para
produzir total mudanca do tipo de respiracdo entre o vigésimo e vigésimo

primeiro dia, instante em que comeca a bicar a casca (FRANCISCO, 2011).
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2.4.1. Funcéo respiratoria

Neste contexto especifico, € importante ressaltar que existem trés areas
onde ocorre a funcéo respiratéria durante o desenvolvimento embrionario, sendo
elas: area vasculosa, membrana corioalantdide e pulmdes. A area vasculosa é
uma regido altamente vascularizada do saco vitelino que toma forma
espalhando-se “em leque” a partir do embrido e envolve a gema, ocorrendo
crescimento mais acelerado durante o terceiro e quinto dia de incubacao. Desde
0 segundo dia de incubac¢do, os vasos sanguineos do saco vitelino conectados
a aorta dorsal do embrido permitem que o sangue inicie a circulacao através do
embrido e da area vasculosa (HAMBURGER & HAMILTON, 1951; ACKERMAN
& RAHN, 1981; TAZAWA & WHITTOW, 2000).

Figura 23. Expanséo da area vascular de embrido de galinha com trés dias (a
esquerda) e aos quatro dias de incubacdo (a direita) (Figura publicada por
Barbosa, 2011).

Esta fina rede do sistema circulatdrio vitelinico desempenha papel
principal na troca de gases até que a corioalantdide faca contato com a
membrana interna da casca entre o quinto e sexto dia de incubacao. O
mesénquima que recobre o fundo do saco alantoide entra em contato com o
mesénquima que recobre o corion. Estes dois anexos embrionarios comegam a
se fundir e 0 saco alantoide em crescimento pressiona o corion, que se encontra
préximo a casca e ao longo de toda a sua extenséo. A parte nivelada do alantéide
gue se adere ao cérion constitui a corioalantdide (COSTA, 1950; LILLIE, 1952;
HOUILLON,1972).
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A partir do quinto dia de incubacdo ha uma transicdo da funcéo
respiratOria exercida pela area vascularizada para a corioalantéide, até o oitavo
dia de incubacdo, quando a area vascularizada termina sua funcdo de troca
gasosa (ACKERMAN & RAHN, 1981).

Esta membrana cresce rapidamente e por volta do 12° dia de incubagéao
a corioalantoide ja esta envolvendo todo o contetudo do ovo, revestindo toda a
superficie da membrana interna da casca e esta completamente infiltrada nos
poros. A funcéo respiratoria da corioalantéide se estende até quase a fase final
da vida embrionaria (ACKERMAN & RAHN, 1981; TULLET, 1990).

Figura 24. Embrido de galinha com 12 dias de incubagédo. Nesta etapa, a
corioalantéide envolve todo o conteddo do ovo. (Figura publicada por Barbosa,
2011).

O momento da “bicagem interna” é marcado pela perfuracdo da
membrana corioalantdide e membrana interna da casca e ocorre inicialmente
pela reinalacdo dos gases da camara de ar, onde inicia a respira¢ao através dos
pulmdes. A membrana corioalantdide ainda tem funcionalidade, que vai sendo
progressivamente reduzida. O estagio de desenvolvimento do embrido se divide
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em dois: fase pré-natal até ocorréncia da bicagem interna (cuja respira¢ao ocorre
através da area vasculosa e posteriormente da corioalantoide); e fase perinatal,
gue vai da bicagem interna até a bicagem externa da casca. A partir da ecloséao,
a ventilacdo pulmonar é estabilizada e os pulmdes assumem definitivamente a
funcdo respiratéria (ROMANOFF, 1960; TULLET & DEEMING, 1982;
WANGEESTEN & WEIBEL, 1982; TAZAWA & WHITTOW, 2000).

Figura 25. Embrido de galinha iniciando a bicagem interna da casca (A); e

finalizando a bicagem externa (B) (Figura publicada por Barbosa, 2011).

2.4.2. Funcao cardiovascular

O coracao primordial do embrido € uma estrutura tubular emparelhada
que logo se torna Unica. A limitag&do devido a falta de espago imposta sobre este
orgdo em crescimento obriga o coracdo tubular a curvar-se, representando
apenas o ventriculo e o bulbo entre as primeiras 36 a 48 horas de incubacédo. As
alteracdes estruturais que separam o atrio do ventriculo, ventriculo da aorta, e
as camaras direita e esquerda, ocorrem a partir do 3° dia e estendem-se ao 8°
dia de incubacdo. O coracdo do embrido atinge sua estrutura e morfologia
definitiva com aproximadamente 18 dias de incubacdo (HAMBURGER &
HAMILTON, 1951; LA CRUZ et al., 1972; TAZAWA & WHITTOW, 2000;
BELLAIRS & OSMOND, 2005).

Os primeiros batimentos sdo evidenciados com aproximadamente 30

horas de incubacédo sendo que o sangue comeca a circular apds cerca de 40



55

horas, quando as conexdes entre a aorta dorsal e os vasos do saco vitelino
completam a area vasculosa. A presséo arterial e o volume de sangue aumentam
como uma funcéo exponencial do tempo de incubacédo, mas a taxa do aumento
de volume sanguineo € menos veloz comparada ao crescimento do embrido.
Embora a tendéncia do débito cardiaco seja aumentar paralelamente com o
crescimento embrionario, a sua distribuicdo para a corioalantéide diminui a
medida que os embrides crescem. Provavelmente, no 10° dia de incubacéo,
cerca de metade do débito cardiaco vai para a circulacado corioalantéide, e no
18° dia apenas um quarto do débito cardiaco flui através dela (TAZAWA et al.,
1971; OKUDA & TAZAWA, 1988; CROOSLEY Il et al., 2002).

Com o inicio da bicagem interna, o fluxo de saida do sangue do ventriculo
e atrio direitos para os pulmdes aumenta enquanto este fluxo para os tecidos
sistémicos e a corioalantéide diminui. No periodo perinatal o fluxo para os tecidos
e corioalantoide diminuem tanto, que até o momento da eclosédo, 75% do sangue
que sai do atrio direito circula pelas artérias pulmonares (RAHN et al., 1985;
SBONG & DZIALOWSKI, 2007).

casca
LN

membrana da casca e

coracio

artéria vitelinica

artéria umbi Ilcal:r
veia vitelinica

veia umbilical

Figura 26. Desenho esquematico da circulacdo cardiovascular embrionaria.
Adaptado de Staveley (2011).
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Em contraste com os padrfes das variaveis circulatorias que aumentam
com o crescimento embrionario, a frequéncia cardiaca se altera de forma
diferente durante a incubacéo. A frequéncia dos batimentos cardiacos aumenta
rapidamente e depois se estabiliza até o inicio da segunda semana de
desenvolvimento do embrido. Durante a ultima metade de incubagéo, a variacdo
diaria da frequéncia cardiaca torna-se pequena. Quando os embrides bicam a
casca e comecam a respirar o ar, a frequéncia cardiaca aumenta
significativamente, e apds a eclosdo reduz para 0s mesmos niveis pré-natais
(TAZAWA et al., 1992; AUBERT et al., 2004; LIERZ et al., 2006).

Assim que os embrides crescem, o peso do coracao também aumenta até
que a taxa de crescimento é desacelerada durante os Ultimos estagios de
desenvolvimento. O crescimento relativo do coragcdo € maior do que o
crescimento corporal no inicio do desenvolvimento embrionario quando
comparado com os periodos posteriores. A relacdo de peso do coracdo/massa
corporal total cai de 1,8% no 4° dia para 0,7%, no dia 18° de incubacdo (TAZAWA
& WHITTOW, 2000).

A influéncia da idade da matriz pesada sobre os parametros sanguineos
e cardiacos da progénie foi estudada por Luquetti et al. (2004). Foram utilizados
pintos recém-eclodidos provenientes dos ovos das aves com 30, 45 e 60
semanas de idade. O hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e a
viscosidade sanguinea ndo revelaram diferencas significativas entre as idades.

Barbosa et al. (2008) estudaram a relacéo peso do coracdo/peso do pinto
dos descendentes de matrizes leves de diferentes idades. Esta relacdo nos
pintos das matrizes com 56 semanas tiveram maior percentual (0,81%) do que
aqueles descendentes das matrizes com idades de 26 e 41 semanas (0,78%)
gue foram estatisticamente semelhantes.

Comparando pintos recém-eclodidos de matrizes pesadas com 29 e 60
semanas, Morita et al. (2009) avaliaram os parametros de peso absoluto do
coracdo e sua relacdo percentual com o peso do pinto, hematdcrito e
concentragcdo de hemoglobina. Todas as variaveis foram semelhantes entre as

duas idades das aves.
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2.4.3. Funcao digestiva

No inicio do desenvolvimento embrionario, 0 acesso ao oxigénio € limitado
a difusdo simples auxiliada por hemoglobina ainda primitiva. A energia gasta
neste momento decorre em grande parte por glicolise através de glicose
prontamente acessivel ou por um aumento transitorio de lactato que ocorre até
a corioalantoéide se tornar funcional (CIROTTO & ARANGI, 1989).

Conforme descrito por Patten (1951), o inicio da formacdo do trato
gastrointestinal se da nas primeiras horas de incubacéo, porém, até o final do
primeiro dia, o intestino primitivo ainda ndo sofreu diferenciagdo entre regioes.
Os embrides de 50 a 55 horas estabelecem o intestino anterior, sendo
reconhecidas as regifes esofagicas e faringeas. Aos trés dias de incubacéao, os
embrides ja tém o intestino anterior, médio e posterior definidos, com estas
porcdes ampliando seu comprimento ao dia seguinte (BARBOSA, 2011).

Ja no quinto dia de incubacéo, verifica-se diferenciacao consideravel da
cavidade oral e formacédo das cavidades estomacais (pré-ventriculo e moela). O
sexto dia encontra-se marcado pelo inicio da formacédo do bico e até o0 14° dia o
alojamento do intestino na cavidade abdominal (BARBOSA, 2011).

Morfologicamente, considera-se que as func¢des do sistema gastrintestinal
dos frangos comecam a se desenvolver quando o fluido amniético € oralmente
consumido por volta do 16° ao 17° dia de incubagéo (FERKET & UNI, 2006). A
inoculacao de nutrientes no liquido amnidético permite, portanto, a introducao de
nutrientes especificos em contato com o enterécito antes da eclosao,
direcionando sua diferenciacéo e melhorando a capacidade de digerir alimentos
pelos embrides (VIEIRA, 2005). A inoculacao de nutrientes in ovo também eleva
o nivel de nutrientes disponivel ao embrido, principalmente glicose, evitando
assim a gliconeogénese de proteinas enddgenas. Por outro lado, quando em
altas concentracdes, a solugdo nutritiva pode causar desequilibrio osmético,
resultando na morte imediata do embrido (CAMPOS et al., 2011).

Outrora, durante os ultimos dias de incubacéo, o trato gastrintestinal é
uma das regifes que mais se desenvolve, passando de 1% do peso do embrido
aos 18 dias de incubacédo para 3,5% no momento da eclosao. Segundo Uni et
al. (1999), esse aumento do peso pode ser atribuido ao rapido desenvolvimento
dos vilos na fase final de incubacao, estando diretamente relacionado com a

ingestéo do liquido amniotico nos dltimos dias de incubacéo.
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Apbés a eclosdo, o trato gastrintestinal continua a se desenvolver
rapidamente, e de acordo com Dror et al. (1977), os 6rgaos do aparelho digestivo
de pintos de corte atingem o peso relativo maximo entre 3 e 8 dias de idade.
Todavia, conforme Akiba e Murakami (1995), e Noy e Sklan (1999), logo apés a
ecloséo, o peso do intestino delgado aumenta mais rapidamente do que o peso
corporal.

Quanto ao desenvolvimento intestinal, especificamente, este nao
apresenta um padréo de crescimento uniforme em seus diferentes segmentos,
sendo que o duodeno apresenta desenvolvimento mais precoce que 0 jejuno e
o ileo (UNI et al., 1999). A mucosa intestinal apresenta desenvolvimento mais
lento que o aumento do diametro intestinal até, aproximadamente, 14 dias de
idade (NOY & SKLAN, 1997). Ao nascimento, os enterdcitos e as vilosidades
encontram-se pouco desenvolvidos e reduzidas criptas sdo observadas. Estas
criptas aumentam em numero e tamanho e se proliferam rapidamente nos
primeiros dias apds o nascimento (GEYRA et al., 2001).

E apesar de no momento da ecloséo, os pintos estarem aptos a consumir
dietas exdgenas, seu trato gastrointestinal ainda ndo encontra-se plenamente
desenvolvido. E a adaptacdo a ingestdo de alimentos depende do rapido
desenvolvimento dos mecanismos de digestédo e absorcéo de nutrientes, que por
sua vez dependem diretamente do estimulo dado pela passagem de alimento no
trato digestivo (VIEIRA & POPAL, 2000).

A maturidade da mucosa intestinal é representada pelo aumento na
producdo e atividade das enzimas digestivas, dos transportadores de membrana
e pelo desenvolvimento dos enterdcitos das criptas (NISTAN et al., 1991).
Estudos demostraram que a maturidade intestinal pode ser influenciada por
agentes troficos, que estimulam o processo mitético das células intestinais, e
estao relacionados com a ingestao e digestao dos alimentos, bem como com as
propriedades quimicas dos nutrientes presentes no limen intestinal. O atraso no
fornecimento de ragao resultou em retardo no desenvolvimento da mucosa (UNI
et al., 1998).

A medida que o embrido cresce, o saco vitelino regride no tamanho e vai
sendo interiorizado na linha do intestino médio embrionario, até que, finalmente,
a eclosao, seja incorporado ao pequeno intestino do pintainho onde estara
presente ainda, por varias horas, apos a ecloséo (MICHEL & SCHWARZE,1970).
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Estudos prévios demonstraram que a alimentagcdo imediatamente a pos-
eclosdo aumenta o desenvolvimento morfolégico do intestino delgado (NOY &
SKLAN, 1998), enquanto que o fornecimento tardio prejudica o desenvolvimento
da mucosa intestinal (GEYRA et al., 2001; UNI et al., 1998; UNI et al., 2003).

Nesse contexto, verificou-se que pintos nao alimentados nas primeiras 48
horas ap0s a eclosdo tendem a apresentar menor comprimento de vilos
(YAMAUCHI et al., 1996) e menor tamanho de cripta (GEYRA et al., 2001).

Estes ocorrem devido o desenvolvimento do sistema gastrintestinal ser
retardado sob condi¢des de jejum, podendo estar relacionado com o atraso na
utilizacdo da gema. Além disso, o atraso no fornecimento de alimento leva a
alteracdes na morfologia dos microvilos e mudancas fisioldgicas, tais como
profundidade de cripta (MAIORKA et al., 2003), sendo que esses defeitos podem
contribuir ao baixo desempenho dos frangos (PINCHASOV & NOY, 1993).

2.5. Caracteristicas do pintainho recém-nascido

A qualidade do pintainho apds a eclosdo é definida de acordo com o
padrao de julgamento imposto por distintos especialistas (RAGHAVAN, 1999;
DEEMING, 2000). De acordo com Schmidt et al. (2002), um pintainho de boa
qualidade deve ser limpo, seco, livre de contamina¢des, com olhos brilhantes,
atento e interessado pelo ambiente ao redor, respondendo ao som, livre de
deformidades e com o umbigo limpo, bem cicatrizado, sem saco vitelino (deve
encontrar-se ja absorvido ao meio interno) ou membrana seca ao redor do
mesmo. O corpo deve ser firme ao toque e sem sinais de estresse respiratorio.
As pernas devem ser normais, sem inchaco e sem deformacéo e leséo de pele.
Os bicos devem ser bem formados, firmes e retos.

E importante salientar que a qualidade do pintainho esta estritamente
relacionada com as caracteristicas do ovo incubado. Neste sentido, €&
fundamental a manutencéo de suas propriedades reprodutivas para a producéo
de pintainhos viaveis e com alta qualidade (ROSA & AVILA, 2000).

Vale ressaltar ainda que o peso do pintainho ao nascer tem forte
correlagdo com o peso do ovo de origem (WILSON, 1991; SILVERSIDE &
SCOTT, 2001; SCHMIDT et al., 2003) e varia de 62% a 76% do peso deste ovo
(SHANAWANY, 1987; YANNAKOPOULOS & TSERVENI-GOUSI, 1987).
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Por outro lado, Decuypere e Michels (1992) e Borzemska et al. (1998)
afirmaram que uma boa taxa de eclosdo ndo estd necessariamente
correlacionada de modo positivo com alta porcentagem de pintainhos de boa
qualidade. A variagao do peso do pintainho ao nascimento ocorre em funcao da
perda de peso do ovo (MAIORKA et al., 2003).

Em levantamento realizado por Shanawany (1987), em 110 trabalhos
realizados com frangos de corte, o peso médio do pintainho foi de 40,6 g,
enquanto o peso médio do ovo foi de 59,4 g, determinando que o peso médio de
eclosao (% peso do ovo) foi de 68,4%. Além disso, o autor sugere uma férmula
para predizer o peso da ave na eclosdo, como sendo: Peso eclosdo = 0,96 x
(Peso do ovo) 0,90.

Elguera (1999) sugeriu a ideia de dimensionar o efeito negativo de incubar
ovos ndo adequados, e com isso foi elaborada uma tabela a partir do informe
mensal da AgriStats (Junho 99). Do grupo dos dez piores produtores, se elegeu
ao acaso um deles identificado como complexo A. Ao se fazer o estudo dos
rendimentos na area de reproducdo, verificou-se que ndo sé os frangos
produzidos por este grupo tinham problemas, jA& que se comprovou também o
baixo indice de producdo, a alta porcentagem de ovos comerciais e a baixa
eclosdo nos lotes de onde se produziram os ovos. Isto confirma o fato que ovos
de ma qualidade produzem frangos com rendimentos inferiores. O autor concluiu
que além da alta mortalidade inicial verificou-se que os frangos néao
desenvolveram nem converteram o alimento eficientemente, sendo provavel que
0 ponto inicial de toda esta ma trajetoria seja a qualidade inferior dos ovos
incubados utilizados para este grupo.

Por outro lado, Pinchasov (1991) afirmou que a vantagem do alto peso
inicial atribuido a pintainhos provenientes de ovos grandes diminui rapidamente
depois do nascimento e o principal fator que afeta o peso corpéreo final é o
consumo de ragao.

Tona (2003) observou que os ovos que ficaram armazenados por
periodos maiores (18 dias) proporcionaram aves com pior qualidade quando
comparados com os pintainhos provenientes dos ovos que foram armazenados
por 3 dias. Além disso o mesmo autor afirmou ainda que, baseado nas
informacgdes de produtores, os pintainhos de pior qualidade resultavam em 200
a 300 g a menos de peso no abate do que pintainhos de boa qualidade.
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O armazenamento dos ovos por 14 dias comparado com O
armazenamento por 1 dia antes da incubacé&o reduziu o peso do coracao aos 12
dias de vida do embrido. O peso embrionario de linhagens com baixas taxas de
viabilidade foi parecido entre os embrides de ovos armazenados por 1 e 14 dias,
mas na linhagem com alta taxa de viabilidade, o armazenamento diminuiu 0 peso
corporal e de 6rgédos (CHRISTENSEN, et al., 2002).

Lila e Olsson (1987) sugeriram que entre os embrides de aves
selecionados para rdpido crescimento apdés a eclosdo, a organogénese €
caracterizada por crescimento preferencial dos 6rgdos de fornecimento
(coracao, figado e intestinos) ao invés dos 6rgdos de demanda (musculos e
sangue). Assim, os efeitos das condi¢cdes do armazenamento podem aumentar
fatores internos, tais como a habilidade do embrido de produzir energia e obter
nutrientes do ovo (LIJLA & OLSSON, 1987; CHRISTENSEN et al., 2001).
Consequentemente, o potencial de crescimento de cada tecido nos varios

estagios de diferenciacdo pode também ser afetado (RICKLEFS, 1987).
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Capitulo 3
BIOTECNOLOGIAS

REPRODUTIVAS NA AVICULTURA
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3.1. Biotecnologia aplicada a reproducao de aves

Dentre as ferramentas que auxiliaram no desenvolvimento da reproducéo
animal de maneira geral, a biotecnologia destaca-se pelo seu poder de
ampliacdo de possibilidades e de manipulagdo de recursos genéticos e
biol6gicos com resposta em curto prazo.

De acordo com Brillard (2006), esta pode ser aplicada desde a
inseminacao artificial até a manipulacdo de embrido, transferéncia de genes e
sexagem de embrides. Entretanto, o rapido desenvolvimento destas tecnologias
em mamiferos contrasta com aplicagfes relativamente limitadas em aves. Isto
pode ser explicado pela dificuldade em acessar o 6ocito e o embrido de aves.
Além disso, a transferéncia embrionaria, comumente realizada em mamiferos,
ndo pode ser considerada de interesse pratico em aves devido a condi¢cdes
inerentes a sua prépria fisiologia reprodutiva. Apesar das restricdes
supracitadas, o desenvolvimento de técnicas ligadas a inseminacéo artificial e
de criopreservacdo de sémen sdo uma realidade. Este trabalho visa abordar
aspectos ligados a fisiologia reprodutiva, aplicacdes biotecnoldgicas e condi¢cbes
praticas de campo dentro da avicultura (RUTZ et al., 2007).

A conservacdo da variabilidade genética em espécies de animais
domésticos é um desafio para a producdo sustentavel de recursos alimentares
para 0os humanos, para 0 manejo animal e muito mais para a preservacao da
biodiversidade (BLESBOIS et al., 2007).

Os pioneiros na biotecnologia de reproducéo avicola sédo Burrows e Quinn
(1937), que desenvolveram o método de massagem abdominal e pressédo na
regido da cloaca, para coletar sémen de galos. Com a técnica de coletar sémen
de aves, o rapido manuseio e o transporte desse sémen de um lote de machos
para onde se encontram as fémeas, permitiu flexibilidade para quem trabalha
com inseminacgéo artificial e propiciou o desenvolvimento de procedimentos
eficientes para preservar o sémen de aves em condi¢des in vitro por algumas
horas (RUTZ et al., 2007).

Metade das racas de aves domeésticas esta sendo considerada em risco
de extingdo (DOHNER, 2001). Por exemplo, na Franca, um total de 154 racas e
linhagens de galinhas foram descritas (TIXIER-BOICHARD et al., 2001),
representando uma grande diversidade de populagcdes. Pequenas populacdes

também estédo expostas ao fracasso, mas estes recursos poderiam ser
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preservados através de programas de conservacao (PISENTI et al., 1999;
HIEMSTRA, 2003; BLACKBURN; 2004, BLACKBURN, 2006; WOELDERS et al.,
2006).

Enquanto as populagdes diminuem de tamanho (na natureza ou em
cativeiro), a endogamia pode ocorrer que, por sua vez, pode reduzir a aptidao
reprodutiva (NEI et al., 1975), incluindo a fecundidade e a sobrevivéncia (RALLS
& BALLOU, 1986). Quando a variacdo genética € mantida ou aumentada, o vigor
da populacdo e a capacidade de adaptacdo as mudancas ambientais séo
reforcadas.

Desafios no manejo de aves aqudticas incluem a hibridacdo do
cruzamento entre espécies (ANKNEY et al. 1986), que pode resultar em uma
perda de singularidade das espécies, em especial adaptacdo, em caracteristicas
de aptiddo, e em fracasso de reproducdo no cativeiro devido a problemas
comportamentais associados ao confinamento (HEDIGER, 1965).

Uma solucao para estes desafios de manejo € a utilizacdo de técnicas de
reproducao assistida, incluindo a preservacao de espermatozoides juntamente
com a inseminacdo artificial. Tais estratégias podem complementar o0s
programas de reproducdo em cativeiro, preservando genes valiosos de
individuos para infundir as geracdes futuras; reduzindo o risco de transmissao
de doencas através do transporte de material genético, em vez de transporte de
aves entre os bandos, e fornecendo uma reposicédo de material genético para as
espécies ainda ndo ameacadas, mas que podem ser ameacadas,
eventualmente, por hibridizacdo inesperada (com espécies comuns) ou por uma
catastrofe natural (LAVOR & CAMARA, 2012).

Embora existam informacfes disponiveis sobre a fisiologia basica do
espermatozoide de aves zootecnicamente importantes, em especial galos
(Gallus gallus) e perus (Meleagris gallopavo) (BAKST, 1990), existe escassez de
informacdes sobre as aves ndo domeésticas. Se a inseminacéo artificial € para
ser uma ferramenta eficaz no manejo e conservacdo de espécies raras, as
pesquisas em reproducdo devem ser prioridade se concentrando na coleta
adequada e consistente de sémen e na adequacao da sensibilidade espermética
ao resfriamento e congelamento-descongelamento (LAVOR & CAMARA, 2012).

Varios estudos tém abordado a questdo das técnicas de desenvolvimento

de criopreservacao para aves domésticas (POLGE, 1951) e cisnes doméstico
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(Cygnus olor) (TAI et al, 1983; TSELUTIN et al, 1995; WATANABE et al, 1981).
Todavia, pouco tem sido estudado sobre as espécies de aves ndo-domésticas
(SEXTON & GEE, 1978; GEE, 1983) e menos ainda sobre as aves aquaticas
ndo-domeésticas (GEE & SEXTON, 1990).

3.2. Inseminacdo artificial em aves

Os pioneiros nesta biotecnologia da reproducéo avicola sdo Burrows e
Quinn (1937 e 1939), que desenvolveram o método de massagem abdominal e
pressao na regido da cloaca, para coletar sémen de galos. Com a técnica de
coletar sémen de aves, o rapido manuseio e o transporte desse sémen de um
lote de machos para onde se encontram as fémeas, permitiu flexibilidade para
guem trabalha com inseminacéo artificial e propiciou o desenvolvimento de
procedimentos eficientes para preservar o sémen de aves em condi¢des in vitro
por algumas horas (RUTZ et al., 2007).

-

Figura 27. Aplicacdo da técnica de coleta de sémen do galo (A) e do peru (B)

(Figura publicada por Burrows e Quinn, 1939).
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A inseminacgéo artificial nessas condicdes é utilizada com sémen fresco.
Esta técnica é utilizada em criacdes de perus por dificuldades de acasalamento
por monta natural e em galinhas d’angola (vulgo capotes ou picotes) pela
sazonalidade da monta natural. Neste contexto, espermatozoides de aves
criopreservados produzem baixa fertilidade de ovos e seu uso ainda é

experimental (Gill et al., 1999). A inseminacéao artificial € aplicada em aves e a

coleta de sémen e seu processamento, foram amplamente revisados por Sexton
e Gee (1978), Lake (1986) e por Donoghue e Wishart (2000).

Figura 28. Técnica de inseminacdao artificial em aves aplicada em perus (Figura

publicada por Burrows e Quinn, 1939).
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Figura 29. Aplicacdo da técnica de reversdo da cloaca e deposi¢cdo de sémen

no oviduto de galinaceos e perus (Figura publicada por Burrows e Quinn, 1939).

Basicamente, na inseminacao os galos sdo submetidos ao processo de
coleta de sémen, a qual consta de suave massagem no abdomen, movimentos
ritmicos na sua parte ventral e nas penas da cauda do reprodutor. Quando a
tumescéncia falica é atingida, as méos do técnico sdo colocadas ao redor da
cloaca e os seus dedos polegar e indicador pressionam levemente a cloaca

ventralmente.

Figura 30. Coleta de sémen do galo para uso na inseminacao artificial.

As estruturas da cloaca ndo devem ser tocadas para evitar a
disseminagdo de agentes patogénicos, sendo que a coleta deve ser realizada
pelo mesmo técnico para evitar variacdo nos resultados. Logo em seguida o
mesmo procedimento deve ser aplicado na reversdo da cloaca das fémeas e o
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sémen ser introduzido no oviduto através da utilizacdo de uma pipeta de volume

fixo com graduacdo entre 0,025 a 0,100 ml, obedecendo assim metodologias
propostas por Burrows e Quinn (1939), Etches (1996) e Bakst e Bahr (1995).

Figura 31. Ponta de pipeta com aliquota de sémen a ser utilizada em destaque.

Figura 32. Deposi¢do do sémen diretamente no oviduto da galinha (inseminacéo

propriamente dita).

Porém, para que a inseminacgdo apresente resultados positivos deve-se
levar em consideracdo diversos fatores como a escolha do reprodutor e as
caracteristicas seminais do mesmo que podem ser evidenciadas através do
exame andrologico (analise de caracteristicas seminais).

Na avaliacdo do exame androlégico, o volume é determinado em seringa
ou recipiente graduados no momento da coleta, evitando assim que haja perdas.
Imediatamente apds a coleta, uma gota de sémen deve ser colocada sobre
lamina e laminula, sendo visualizada em microscépio Gptico com aumento de



69

pelo menos 400x para avaliacdo das caracteristicas dos espermatozoides,
conforme as seguintes analises (CBRA, 1998; CBRA, 2013):

A motilidade é determinada pela porcentagem de espermatozoides em
movimento (0 a 100%);

O vigor é estimado pelo movimento progressivo retilineo e uniforme dos
espermatozoides, em uma escala de zero a cinco, sendo o0 escore zero
equivalente a auséncia total de movimento dos espermatozoides e o
escore cinco a movimentacao intensa, vigorosa e progressiva;

A densidade é mensurada a partir do escore de espacamento entre 0s
espermatozoides de zero a quatro, sendo o escore zero amplo espaco
entre 0os espermatozoides e o escore quatro, auséncia total de espaco
entre 0s espermatozoides;

O turbilhonamento € avaliado pelo movimento progressivo de massa dos
espermatozoides, em uma escala de zero a cinco, sendo o escore zero
equivalente ao movimento de massa com pouquissima motilidade e
desuniforme dos espermatozoides e 0 escore cinco a motilidade
aumentada e em movimentagao progressiva e em ondas.

A textura é atribuida em escala de zero a trés, onde zero representa
textura aquosa e trés representou textura cremosa;

A coloracgéo é avaliada em escore de zero a trés, onde zero representou
colocacao branca aquosa e trés representou coloracdo branca cremosa;
Para determinacao da concentracao espermatica, o sémen é diluido na
proporcao de 1:800 em solucao de azul de metileno e os espermatozdides
contados em lamina especifica denominada camara de Neubauer, sob

microscopia Optica com aumento de 400x.

Na avaliacado da morfologia espermatica, o sémen é colocado em tubo tipo

eppendorf, devidamente identificado, contendo citrato de sodio formolado a 4%.

Uma gota deste é colocada em lamina de microscopia e emergida em

procedimento de kit pandtico realizado em trés passos. Apos este processo, sdo

contadas 200 células espermaticas por amostra de sémen em aumento de 640x,

anotando-se as formas anormais. Os defeitos espermaticos geralmente sdo

classificados em defeitos de cabeca (enrolada, turmefeita (inchada), dobrada e
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isolada), defeitos de cauda (turmefeita (inchada), dobrada e isolada), presenca

de gota e taxa de normalidade.

Figura 33. Realizacdo de exame do sémen de galos (exame androldgico).

Além disso, deve-se avaliar continuamente os resultados obtidos através
da inseminacao, incubando os ovos e avaliando o desempenho dos pintos
gerados a partir destes.

Algumas vantagens da inseminagéo artificial em aves (BURROWS &
QUINN, 1939; BAKST & BAHR, 1995; ETCHES, 1996; CBRA, 1998; CBRA,
2013; RUFINO et a., 2014) séo:

e Eliminagéao de acasalamento preferencial;
e Reproducédo de linhagens comerciais e espécies de monta dificil ou

impossivel;
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Menor nimero de machos pelo mesmo de fémeas (reducéo de 7-10%
para 2-3%);

Aumento da descendéncia dos machos de alto valor genético;

Elevacdo nos niveis de fertilidade (é possivel compensar quedas na
qualidade espermatica e na capacidade de armazenamento da fémea
pelo aumento de concentracdo da dose inseminante e do numero de
inseminacdes, além da garantia de que todas as fémeas foram
inseminadas);

Redugé&o nos custos de alimentagédo em 10 a 20% (menor necessidade
de energia para a atividade sexual);

Possibilidade de aumentar a capacidade produtiva das instalagcbes ja
existentes (pode-se dobrar a densidade de criagcdo no galpao ao sair do
piso para a gaiola);

Aumento na porcentagem de ovos incubaveis proximo de 2% (devido ao

aumento de ovos limpos).

Quanto as desvantagens da inseminacéo artificial em aves (BURROWS

& QUINN, 1939; BAKST & BAHR, 1995; ETCHES, 1996; CBRA, 1998; CBRA,
2013; RUFINO et a., 2014), podemos citar:

3.3.

Investimentos iniciais em instalacfes, equipamentos e treinamento de
mao-de-obra;

Demanda e custo de méo-de-obra especializada;

Possivel incidéncia de pododermatite em aves alojadas em gaiolas
(especialmente as de linhagens pesadas).

Criopreservacao de sémen

O transporte e 0 manuseio de sémen de um lote de machos para onde se

encontram as fémeas permitiu uma certa flexibilidade ao pessoal que trabalha

com inseminacgéo e propiciou o desenvolvimento de procedimentos eficientes

que objetivam preservar o sémen de aves em condigbes in vitro por

determinados periodos de tempo (RUTZ et al., 2007). Assim, técnicas de

preservacao do sémen sao importantes para manutencao de maior nimero de
espermatozoides viaveis (SAUVEUR, 1988).
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Durante a década de 80 foram desenvolvidas varias técnicas de
preservacao de sémen em aves (SEXTON & GIESEN, 1982; VAN WAMBEKE &
HUYGHEBAERT, 1989; SURAI & WISHART, 1996), mas somente recentemente
estas tém sido empregadas em operagfes comerciais. Estas técnicas permitem
preservar o sémen de galos e perus até por 12 horas. E importante salientar um
declinio progressivo na viabilidade espermatica durante o armazenamento in
vitro. Neste sentido, um melhor entendimento do metabolismo espermatico e da
protecdo de membrana contra a peroxidagao, conforme supramencionado, sao
fundamentais (BRILLARD, 2006).

A criopreservacao representa ainda um excelente suporte complementar
de conservacdo e pode também ser usada em programas de selecéo
(HIEMSTRA, 2003; DANCHIN-BURGE & HIEMSTRA, 2003). O Unico método
corrente praticavel no manejo de populacbes de aves é a criopreservacao de
sémen, que tem sido estudada especialmente com exemplares da espécie
Gallus gallus. Alguns experimentos com sucesso tém sido executados em outras
espécies de aves domésticas e silvestres, com grandes diferencas efetivas de
acordo com a espécie e condi¢des de criacdo (MASSIP et al., 2004; BLESBOIS
et al., 2005).

Na avicultura, especificamente, a criopreservacdo do sémen é a Unica
técnica acessivel para preservar o germoplasma de aves durante um periodo
prolongado de tempo (CHALAH et al.,, 1999; TSELUTIN et al., 1999), pois
condicbes de congelamento e de descongelamento ideais e demais
metodologias ainda ndo foram elucidadas de forma eficiente (SURAI &
WISHART, 1996).

Neste contexto, apesar do intenso investimento da comunidade cientifica
em pesquisas de criopreservacdo do sémen avicola, esses métodos ainda tém
sido pouco utilizados em producdes avicolas de larga escala. Uma das razfes
para isso € o fato da inseminacéo artificial ndo ser amplamente usada em muitas
espécies de aves domésticas (LAVOR & CAMARA, 2012).

E extensiva a lista de diluidores, conservantes, crioprotetores e de
protocolos diferentes usados para melhorar o desempenho do sémen de
diversas espécies de aves, tentando otimizar a producao de proteina animal para
o consumo humano e também otimizar a preservacdo da diversidade de

espécies ainda existentes. Dentre esses diluidores, soma-se a agua de coco que,
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transformada em material pulverizado (dgua de coco em p6 - ACP®), e mantida
as suas propriedades fundamentais do liquido in natura com estabilidade e
longevidade, pode ser empregada em processos biotecnoldgicos, substituindo
produtos importados, quimicamente constituidos e com precos elevados
(MOREIRA-NETO et al., 2009).

E por ser uma solucdo natural estéril, ligeiramente acida, composta de
proteinas, sais, acUcares, vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da
divisdo celular e eletrélitos diversos, que |he conferem densidade e pH
compativeis com o plasma sanguineo, a agua de coco fornece os nutrientes
necessarios para manter a sobrevivéncia e a viabilidade dos gametas
masculinos e femininos criopreservados (LAVOR & CAMARA, 2012).

3.4. NutrigenGmica

A genbmica pode ser definida como a area das ciéncias que estuda e
analisa milhares de genes simultaneamente, utilizando técnicas aliadas a
bioinformatica e possibiltando a analise de um expressivo volume de
informagdes com o objetivo de armazenar, manejar, integrar e interpretar estes
dados em prol de uma ou mais caracteristicas (GONCALVES et al., 2009).

Considerando que a variagdo genética pode alterar a expressdo dos
genes, € importante compreender melhor 0os genes associados ao controle da
ingestdo de alimento, balanco energético, imunidade, reproducéo dentre outros
aspectos que influenciam direta ou indiretamente a producdo e saude animal
com o objetivo de maximizar a expressao fenotipica destes genes. Neste caso,
a compreensédo de como a expressao génica é regulada pelo estimulo nutricional
e hormonal oferece novas perspectivas na nutricao de aves, além de préticas de
acasalamento e manejo (CAETANO et al., 2004; GONCALVES et al., 2009).

Na avicultura, especificamente, estas modernas tecnologias foram
enriquecidas pelos dados obtidos através do projeto de sequenciamento do
genoma dos galinaceos (Gallus gallus). A primeira versdo completa deste estudo
revelou um genoma com tamanho relativamente pequeno de 1 bilhdo de pares
de bases, como das aves em geral, e a presenca de aproximadamente 20-
23.000 genes (HILLIER et al., 2004). A disponibilizagcdo deste genoma levou a

comunidade de pesquisa em avicultura a um novo patamar, possibilitando uma



74

abordagem mais integrada do metabolismo visando a exploragao do papel da
dieta na producéo e nas doencas desta espécie (CAETANO et al., 2004).

Essa grande quantidade de informacdes possibilitou ndo apenas o
desenvolvimento ativo de plataformas analiticas completas, mas também
programas apropriados para armazenamento, organizacao e analise dos dados,
além de revolucionar a nossa abordagem para compreensdo da saude e das
caracteristicas de desempenho de aves.

Neste contexto, encontra-se a nutrigendmica, que é a ramificacdo das
pesquisas em gendmica que objetiva estudar a influéncia da nutricdo sobre as
alteracdes na expressdo génica e como estas afetam as caracteristicas de

desempenho e saude (Figura 33).

GenoOmica
Desempenho

Nutrigenomica

Nutricdo

Figura 34. Representacdo esquematica da formacao da nutrigenémica a partir

da interacdo com os principais enforques da producéo animal.

Nesta area de estudo, o enfoque encontra-se no efeito dos componentes
bioativos dos alimentos no genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma.
Através da determinacdo do mecanismo, do efeito do nutriente ou efeito do
regime nutricional, a nutrigenébmica busca definir a relacdo entre estes
componentes especificos ou dietas e caracteristicas de desempenho.

A utilizacdo das ferramentas para a pesquisa em nutrigendmica permite
estudar os mecanismo de nutrientes ou alimentos bioativos sobre a expresséo

(transcricéo e traducao) e sobre o metabolismo de genes, especialmente sobre
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0 mecanismo molecular e requerimento de nutrientes (TRUJILLO et al., 2006),
bem como sobre a forma em que alimentos bioativos podem interagir entre si.

As novas tecnologias como a PCR tempo real e 0s micro arranjos tornam
possivel mensurar a expressao génica desde um Unico gene até um genoma
inteiro. Entretanto, a nutrigenémica ainda é um campo de estudo relativamente
novo, que se apresenta numa constante crescente e necessita de muitas
informacOes basicas a serem investigadas a fim de fornecer um subsidio
referencial e metodoldgico capaz de aplici-la na industria de larga escala.

Outrora, a nutrigendmica apresenta algumas premissas basicas que ditam
0 seu estudo (TRUJILLO et al., 2006; GONCALVES et al., 2009):

- A dieta e os componentes dietéticos podem alterar o risco de
desenvolvimento de doencas, modulando os processos multiplos envolvidos
com o inicio, a incidéncia, a progressao e/ou severidade;

- Os componentes do alimento podem agir no genoma, direta ou
indiretamente, alterando a expressao dos genes e dos produtos destes;

- A dieta pode potencialmente compensar ou acentuar efeitos de
polimorfismos genéticos;

- As consequéncias de uma dieta sdo dependentes do estado da saude
ou da doenca e da genética de cada individuo;

- Intervengbes na dieta baseadas fundamentalmente no conhecimento
das necessidades nutricionais e no genoétipo, podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de planos nutricionais individualizados que otimizem a saude e
previnam ou minimizem os efeitos das doencas crénicas.

A partir destes preceitos, houve o0 surgimento dos estudos em
nutrigenémica e em nutrigenética, dois campos com diferentes abordagens para
a elucidacdo da interacdo entre dieta e genes, possui um obijetivo final em
comum: otimizar a saude através de uma dieta equilibrada e fornecer poderosa
aproximacdo para decifrar a complexa relacdo entre moléculas nutricionais,
polimorfismo genético e o sistema biologico por inteiro (MUTCH et al., 2005;
GONCALVES et al., 2009).

Todavia, enquanto a nutrigendmica descreve o0 uso de ferramentas para
investigar um sistema biolégico em particular, de acordo com um estimulo
nutricional que ird permitir o conhecimento de como nutrientes influenciam

mecanismos metabdlicos e de controles homeostaticos. A nutrigenética, por
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outro lado, objetiva compreender como o tipo genético de um individuo coordena
a resposta deste a uma dieta considerando o polimorfismo genético. Neste caso,
o polimorfismo genético € reconhecido como um fator que pode alterar a
resposta a componentes da dieta (efeito da transcrigdo nutricional) por
influenciar a absor¢do, metabolismo ou sitio de acdo (KUSSMANN et al., 2006;
GONGALVES et al., 2009).

3.5. Sexagem in ovo

Esta tecnologia foi desenvolvida por cientistas da Universidade de
Tecnologia de Dresden e da Universidade de Leipzig, ambas da Alemanha, com
0 objetivo de modernizar e implantar novos meios de identificacdo de sexo de
pintos no incubatério, visando especialmente substituir a metodologia mais
utilizada (sexagem por escore de cloaca) e evitar o descarte maci¢co de pintos
machos com um dia em incubatérios que objetivam a producéo de fémeas, acao
gue gera protestos de diversos 6rgdos governamentais ou nao.

Esta metodologia usa a espectroscopia para determinar o sexo do
embrido ainda em desenvolvimento no ovo. No caso, é utilizado um feixe de laser
para cortar um pequeno orificio circular na parte superior do ovo (hemisfério
basal), onde a Espectroscopia de Infravermelho Aproximada (NIR) € usada para
determinar o sexo do embrido com base no seu teor de DNA, que é de cerca de
2% maior em pintos machos. Assim, este método permite a determinacdo do
género dos embrides de ovos fertilizados apenas 72 horas apds o inicio do
processo de incubacéo, apresentando uma exatidao de até 95% nos resultados.

Este processo permite identificar o sexo e verificar como as células
masculinas e femininas reagem a luz. O orificio na casca, em seguida, é selado,
e 0s embribes femininos sdo novamente incubados e os masculinos
aproveitados para outras finalidades.

Uma das vantagens apresentadas neste método encontra-se relacionada
ao fato do uso de lasers e luz ndo envolver contato direto e, portanto, néo
necessitar de desinfeccdo e pecas de reposicdo. Porém, ao desenvolver o
processo, os pesquisadores verificaram diversos pontos a serem melhorados,
especialmente como reduzir o tempo necessario para condugéo do processo, e

consequentemente, proporcionar a sua aplicacdo na industria de larga escala.
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4.1. Vacinagéo in ovo

Ja fazem praticamente trés décadas que a tecnologia in ovo foi
disponibilizada pela primeira vez para vacinacdo em incubatoérios de frangos de
corte. Antes desse periodo, a triplice vacina contra as doencas de Marek,
Gumboro e Bouba Suave eram administradas a pintinhos de corte via injecéo
subcutanea manual na base do pescoco. E importante destacar que a maquina
Inovoject RO, fabricada pela Embrex, Inc., foi o primeiro sistema automatizado a
ser introduzido nos Estados Unidos (RICKS et al., 1999), sendo pioneira neste
segmento em termos de tecnologia aplicada a industria.

Estudos conduzidos para investigar a potencial eficacia e uso comercial
de vacinas, culturas e suplementos nutricionais envolvem o uso de aplicacdes
manuais (injecdo de mao) e automatizadas (inoculacéo de ovo Unico e maquina
multi-injetora comercial). 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).

Peebles (2018) comentou que no ano de 2018, maquinas de vacinacgao in
ovo fabricadas por quatro grandes empresas diferentes atendem a mais de 90%
dos incubatorios dos EUA, com capacidade de administrar vacinas de 25.000 a
62.000 ovos por hora. Wililams e Zedek (2010) publicaram um relatério
comparando os efeitos de dois diferentes sistemas de vacinagdo in ovo
fabricados nos EUA sobre os resultados de eclodibilidade e ecloséao,
considerando a idade do lote de matrizes e o dia da transferéncia. Estes
verificaram que dentre as vantagens da vacinacdo in ovo, observa-se a
capacidade de vacinar mais rapidamente um numero maior de ovos, uma
reducdo nos custos de mao de obra e os riscos de erro humano, e a inducéo
mais precoce de uma resposta imune eficiente. Estes comentam ainda que o
processo de vacinagao in ovo normalmente ocorre rapidamente em um intervalo
de tempo limitado durante a transferéncia de ovos do incubatorio para o
nascedouro, pratica comum entre 17,50 e 19,20 dias de incubacao, dependendo
do protocolo de incubacao adotado (RICKS et al., 1999; WILLIAMS, 2011).

O uso da vacinacéo in ovo em embrides de Ultima geragéo j& comprovou
ser seguro, apresentando efeitos minimos sobre a eclodibilidade. Entretanto,
verificou-se que varios fatores podem influenciar a eficacia do procedimento de
vacinagao in ovo. Entre estes estdo o local (AVAKIAN et al., 2002; WAKENELL
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et al., 2002; WILLIAMS, 2007; WILLIAMS & HOPKINS, 2011), estagio de
desenvolvimento do embrido (RICKS et al., 1999; AVAKIAN, 2006; SOKALE et
al., 2017) e o nivel de controle sanitario mantido no incubatorio, no equipamento
destinado a vaciagao in ovo (vacinadora), e na preparacao das vacinas (RICKS
et al.,, 1999). Wakenell et al. (2002) afirmaram que, quando depositada na
camara de ar ou na regiao do alantdide, a vacina contra doenca de Marek foi
ineficaz. No entanto, quando a deposicéo desta foi no corpo do embrido ou no
amnio, proporcionou protecao eficaz contra a doenca.

Levando em consideracéo diversos estudos, o amnion atestou ser o local
ideal para a deposicéo de vacinas durante o processo de vacinacao in ovo, pois
permite que esta seja aspirada e digerida para uma assimilacdo sistémica mais
completa pelo embrido. Ao utilizar os sistemas de incubagdo NatureForm e
Jamesway, o amnio pode ser efetivamente acessado aos 18,5 dias de
incubacdo, o que corresponde a um estagio intermediario e final do
desenvolvimento embrionario (AVAKIAN, 2006; ELLIOTT et al., 2017; SOKALE
et al., 2017), que é anterior a punc¢do interna e quando a cabeca do embrido é
posicionada medialmente em relacéo as suas pernas. Para atingir o &mnio, uma
profundidade de injecdo de aproximadamente 2,49 cm do topo da extremidade
maior do ovo para incubacdo de frangos de corte tem sido comumente usada
(KERALAPURATH et al., 2010a,b; ZHAI et al., 2011).

Quanto ao volume apropriado da solugdo usada para vacinagao in ovo,
parametro extremamente importante, McGruder et al. (2011a) sugeriram que 0S
volumes de solucao para uma variedade de eletrélitos igual ou maior que 2.000
ML devem ser evitados, e Zhai et al. (2011) defendem que, para atingir um nivel
de 90% de eclodibilidade de ovos fertilizados, os volumes de injecdo de
carboidratos ndo devem exceder 700 uL. No entanto, o volume de solucdo
comumente utilizado para a administracdo comercial da vacina contra a doenca

de Marek (mais utilizada) € de 50 L.

4.2. Administragcdo de solugdes in ovo
A partir da constatacdo de que era possivel administrar vacinas através
da tecnologia in ovo com comprovada eficiéncia, ou seja, sem causar prejuizos

aparentes ao desenvolvimento embrionario e aos parametros de incubacéao,
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abriu-se a possibilidade da inoculagdo de outras substancias com diferentes
objetivos e visando atingir outros sistemas além do sistema imunolégico.

Neste contexto, McGruder et al. (2011b) testaram os efeitos da inoculacao
in ovo dos estimulantes cafeina e teofilina aos 16 dias de incubagédo sobre o
desenvolvimento e utilizagdo do saco vitelino de embrides de frangos de corte.
As variaveis analisadas aos 18 dias de incubacao incluiram a mortalidade, a
porcentagem de perda de peso do ovo, 0 peso corporal e o peso do saco vitelino
como porcentagens do peso do ovo, e as concentracdes de umidade do embrido
e do saco vitelinico. Neste estudo, os ovos foram inoculados com um volume de
200 yL de cafeina em agua deionizada nas concentracdes de 1,1x103, 1x10°
ou 1x10° mM. E quando comparados aos controles inoculados com 117 mM de
NaCl, a concentracdo de cafeina a 1 mM diminuiu o peso corporal do embrido
em porcentagem do peso do ovo e aumentou a mortalidade e o teor de umidade
dos embrides aos 18 dias de incubacao.

Foram realizados ainda estudos para avaliar os efeitos da inoculacdo in
ovo de hormoénios como a testosterona e a tiroxina para embrides de frangos de
corte, do horménio liberador de tirotropina (TRH) e do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) em embrifes de perus e frangos, respectivamente, além de
estudos para avaliar os efeitos da inoculagcdo do hormonio de crescimento do
frango (GH) e do fator de crescimento insulina-l (IGF-1) no desenvolvimento de
embrides de frangos de corte (PEEBLES, 2018).

Em outra abordagem, Cox et al. (1992) testaram os potenciais efeitos
protetores da inoculacdo in ovo de uma cultura de exclusdo competitiva
indefinida e anaerobicamente cultivada. Um volume de 100 uL em diluicbes de
1:1.000 e 1:1.000.000 da cultura, derivada do ceco de galinhas adultas sadias,
foi inoculada aos 18 dias de incubacdo na camara de ar dos ovos utilizando
agulhas hipodérmicas calibre 22. Com a eclodibilidade se aproximando dos
niveis comercialmente aceitaveis em alguns dos testes conduzidos e a evidéncia
de resisténcia ao desafio de S. Typhimurium nas aves que receberam a cultura,
foi sugerido que a inoculacéo in ovo de culturas competitivas de exclusédo pode
ser utilizada a fim de conferir protecdo contra uma infecgcdo por salmonelas a
pintos em um ambiente contaminado.

Ja Meijerhof e Hulet (1997) relataram os resultados de trés experimentos

sobre a possivel influéncia da inoculagéo in ovo de uma cultura competitiva de
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exclusdo contendo uma mistura de varias espécies de bactérias selecionadas
nao reveladas, como uma medida de protecdo contra Salmonella Panama em
ovos férteis de frangos de corte. Todavia, a inoculacdo desta na camara de ar
reduziu a eclodibilidade, enquanto a inoculacdo no corpo propriamente dito
causou uma queda quase total neste parametro. Este aumento na mortalidade
durante a primeira semana do periodo pods-eclosdo, em resposta a inoculacéo
na camara de ar, foi associada a reducdo da absorcdo da gema. E embora
técnicas assépticas tenham sido empregadas, os autores afirmaram que a
redugéo na absorcdo da gema durante a primeira semana ocorreu devido ao

aumento da contaminacdo bacteriana embrionaria.

Camara de ar

AlbGmen |

Coricalantdide
Saco vitelinico

Casca

Figura 35. Representacao da inoculagéo de culturas, probidticos e prebidticos in
ovo (PEDROSO, 2009).
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Outrora, Teague et al. (2017) testaram uma cultura probiotica definida
proveniente do conteddo gastrointestinal de aves contendo varias cepas
proprietarias de bactérias de acido lactico (FloraMax®-B11l), pela sua
capacidade de aumentar a eficacia protetora de uma vacina HVT contra doenca
de Marek e S. Enteritidis em ovos de White Leghorn e frangos de corte. Verificou-
se que, sem afetar a eclodibilidade, o probiotico reduziu os niveis de bactérias

gram-negativas positivas para lactose e a incidéncia de infeccdo de S. Enteritidis.

4.3. Nutrigdo in ovo

A tecnologia de inoculagao de nutrientes in ovo, ou “nutricdo in ovo”, ou
mesmo “alimentagao in ovo”, deriva da traducdo da terminologia em inglés “in
egg feeding” ou “in ovo feeding”, e é considerada uma pratica recente na ciéncia
e na industria avicola (RUFINO, 2018).

Esta tecnologia de suplementacédo de nutrientes, com patente registrada
nos EUA (registro n° 6.592.878) em nome de Uni e Ferket (2003), consiste na
administracdo de nutrientes exdgenos através do liquido amnidtico ou da
cavidade alantoide (Figura 36) para galinaceos ou perus com idade de incubacgéo
aproximada entre 17 e 23 dias, respectivamente (FOYE et al.,, 2006), com a
finalidade de aumentar o estado nutricional ou disponibilizar nutrientes ao
embrido, objetivando maior eficiéncia digestiva; reducdo da mortalidade e da
morbidez pds-ecloséo, além de melhor desenvolvimento do sistema imunolégico
(UNI & FERKET, 2004; LEITAO et al., 2005).

Uni e Ferket (2004) afirmaram ainda que a mortalidade dos embrides
durante o periodo critico pés-nascimento, quando eles estdo tendo que se
ajustar a novos ambientes e fontes de nutrientes, pode ser aliviada pela
administracdo in ovo de nutrientes quando estes encontram-se no estagio final
de desenvolvimento embrionario. Porém, o uso de alguns desses varios
nutrientes necessita ter sua eficacia comprovada para que haja uma ampla

aplicacao pela industria avicola.
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Injected position

Amniotic cavity

. Amine acid solution or India ink

Figura 36. Representacdo grafica do procedimento de inoculagdo in ovo
utilizando variagbes na metodologia de aplicacdo (OHTA & KIDD, 2001).

Todavia, estas respostas positivas ndo s6 dependem da composi¢ao da solucéo,
mas também do volume e osmolaridade da solucéo injetada no &mnio (FERKET
et al, 2005). Em altas concentracdes, a solugdo nutritiva pode causar um
desequilibrio osmdético resultando no ébito do embrido (DAMASCENO et al.,
2017) em fase intermediéaria (pintos e/ou embries mortos entre 16 e 18 dias de
incubacéo), tardia (pintos e/ou embrides mortos entre 19 e 21 dias de incubacéo,
apos a inoculacéo, sem bicagem da casca do ovo) ou pés-bicagem (pintos e/ou
embrides mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, apds a inoculagcdo, com

bicagem da casca do ovo) (Figura 37).

Figura 37. Escalas da mortalidade embrionaria: a) embrido morto em periodo
intermediario; b) embrido morto em periodo tardio; e c) embrido morto pés-

bicagem da casca do ovo.
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A disponibilizagéo destas substancias como suplementos nutricionais na
fase de pré-incubacéao visa melhorar o desenvolvimento inicial do trato digestivo,
a fim de impulsionar as enzimas digestivas e um maior crescimento das
vilosidades intestinais (GEYRA et al., 2001). Além disso, 0 acesso rapido do
pintainho aos alimentos pode auxiliar na melhora do seu desempenho, do
desenvolvimento intestinal e, consequentemente, do crescimento de outros
6rgéos do corpo (LEITAO et al., 2005).

Durante o periodo de incubacgdo e nas primeiras horas apos a ecloséo, as
aves possuem limitadas func¢des digestivas, o que, consequentemente, reduz a
disponibilidade de nutrientes para o seu metabolismo de crescimento, e restringe
sua capacidade digestiva, que comeca a se desenvolver quando o liquido
amnio6tico é consumido por via oral a 17 dias de incubacgédo (UNI et al., 2005).

Do 15° ao 19° dia de incubagcdo o liquido amniético é totalmente
consumido oralmente e, consequentemente, as substancias presentes também
sdo ingeridas, criando a possibilidade de ingestdo de nutrientes exdgenos antes
do nascimento (UNI, 2003; CAMPOS et al.,, 2010). Além disso, tem-se
demonstrado que o embrido possui enzimas digestivas (SKLAN et al., 2003) que
tornam possivel a nutricdo na fase pré-eclosdo. Assim, o embrido pode consumir
naturalmente nutrientes pela via oral antes de nascer (FERKET & UNI, 2006).

Ja se comprovou que os embrides avicolas apresentam em suas reservas
fisiolégicas uma quantidade limitada de nutrientes disponiveis para seu
desenvolvimento. E o fornecimento de nutrientes exdégenos intra ovo durante o
desenvolvimento embrionério pode funcionar como uma fonte extra de nutrientes
para esse desenvolvimento, resultando em um maior peso ao nascimento, maior
viabilidade, maior vigor, entre outros. Para tanto, € necessario definir quais
nutrientes utilizar, o periodo e local da administracdo, a forma de fazer esta
administracao entre outros fatores (RUFINO, 2018).

De acordo com Kidd (2004), as pesquisas com alimentacdo in ovo
precisam ser desenvolvidas com o objetivo de avaliar o seu impacto sobre o
crescimento do pintainho, buscando sempre um aumento da viabilidade
econbmica. Para isso, € necesséria a disponibilidade dessa tecnologia de forma
pratica para as empresas em uma base comercial. Atualmente, a alimentacao in
ovo ja € uma realidade em centros de incubacao de alguns paises como Estados

Unidos, Japéo, Franca, Holanda e outros, sendo utilizada principalmente para a
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vacinacdo de embrides no ovo (JOCHEMSEN & JEURISSEN, 2002), e mais

recentemente, para disponibilizacdo de nutrientes exégenos in ovo.

Figura 38. Perfuragdo da casca do ovo com agulhas de 7 x 2,5 mm para

inoculacao das solucdes.

Figura 39. Inoculacéo de solugdes nutritivas no processo de alimentacéo in ovo.
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Figura 40. Ovos com os orificios vedados com parafina fundida pés-inoculagéo.

Os pesquisadores afirmam que, dependendo de fatores como a fase de
desenvolvimento do embrido e a composi¢ao da solucéo, pode ser determinado
o volume ideal a ser aplicada em diferentes locais de ovo, em diferentes
concentragdes, em diferentes osmolaridades e outros parametros. No entanto, a
falta de informacao sobre os efeitos da inoculacéo de diversas substancias sobre
a fisiologia do embrido, continua impedindo o pleno desenvolvimento de
tecnologias voltadas para a industrializagdo do processo de inoculacado (GEYRA
et al., 2001; JOCHEMSEN e JEURISSEN, 2002; LEITAO et al., 2014).

4.4. Principais nutrientes utilizados na alimentac¢&o in ovo

Ainda que o ovo seja considerado completo em termos nutricionais, 0s
percentuais de aminoacidos, carboidratos, vitaminas, minerais e lipideos, sdo
suficientes no terco inicial da incubacéo, estando aquém dos niveis desejaveis
no terco final e durante a eclosdo (GONCALVES et al., 2013). Conforme Abed
et al. (2011), o acesso imediato ao alimento logo apés a ecloséo, asseguram um
6timo desempenho de frangos de corte na idade de abate, visto que estas aves
nao possuem potencial compensatério para crescimento retardo devido a um
longo periodo de privacdo nutricional durante o periodo neonatal. Contudo, o
acesso a nutrientes podera ocorrer jA na fase embrionaria, antecipando este

periodo de privacéo.
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Os nutrientes utilizados podem estar envolvidos com diferentes fungdes:
fontes de energia (sacarose, dextrina, maltose e glicose), ativacdo do sistema
imunologico (vitamina E, cobre e probioticos), metabolismo e anabolismo
protéico (HMB e amino&cidos: 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).

Neste contexto, pouco se sabe também acerca dos tipos de nutrientes
gue podem ser utilizados na nutricdo do embrido. Muitas vezes, sdo omitidos os
niveis e a composigdo dos nutrientes inoculados in ovo (UNI, 2003). Uma linha
gue pode nortear a busca de nutrientes a serem utilizados € o estudo especifico
da composicao e suplementacao do saco vitelino. O saco vitelino, naturalmente,
€ a fonte primaria de nutricdo do pinto (BURNHAM et al., 2001) e contém,
aproximadamente, 51,7% de PB, 32,6% de EE, 4,8% de cinzas e pequena
quantidade de carboidratos (VIEIRA & MORAN, 1998). E embora os
aminoacidos presentes na gema possam ser suficientes durante o processo de
eclosdo, apos o0 nascimento, as reservas do saco vitelino da ave séo insuficientes
para o processo de crescimento (OHTA et al., 2004).

Os carboidratos estdo sendo amplamente testados na nutricdo
embrionaria, por serem componentes importantes do ovo e de grande
importancia para a fase final do desenvolvimento embrionario (UNI et al., 2005).
Esses sédo utilizados como fonte para producao de glicose, que é crucial para o
desenvolvimento embrionario (MORAN, 1985), além de elevar as atividades das
enzimas produzidas no intestino aumentando a capacidade de digestdo e
absorcao dos nutrientes e, consequentemente, o desempenho do animal. Entre
os carboidratos mais utilizados estédo a glicose, sacarose, maltose e dextrina.

Pesquisas com a utilizacdo de aminoacidos na alimentacdo in ovo séao
escassas na literatura. Entretanto, alguns ensaios e trabalhos de pesquisa ja
realizados verificaram que o0s aminoacidos podem ser administrados tanto
sozinhos como conjuntamente em solucdes, com destaque para a glutamina e a
3-hidroxi-metil-butirato (metabdlico da leucina), podendo ainda ser utilizada a
arginina. O objetivo principal de se fornecer estes aminoacidos seria o papel
importante desses no metabolismo da proteina muscular e sua relacéo positiva
com a sintese protéica e com o horménio do crescimento (glutamina) (OHTA et
al., 1999; CAMPOS et al., 2010).
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Nestes trabalhos, a utilizagdo de aminoacidos ja se mostrou viavel para
uso na alimentacéo in ovo (OHTA et al., 1999), proporcionado melhora no peso
ao nascer do pintainho por meio do aumento no conteudo de aminoacidos do
embrido (OHTA et al,, 2001) e da gema para consumo pelo mesmo (AL-
MURRANI, 1982).

Outros nutrientes que podem ser destacados para uso na alimentacéo in
OvO sdo as vitaminas e 0s minerais devido as suas importancias no
desenvolvimento embrionéario. A deficiéncia de vitaminas durante a incubacéo,
por exemplo, pode causar anormalidades como bicos pequeno ou alto,
protrusdes 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 os 6rgaos e em casos extremos
a morte do embrido (SAVAGE, 1968).
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