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RESUMO GERAL

Foram desenvolvidos trés experimentos com objetivos de avaliar os efeitos na
eclodibilidade dos ovos férteis, mortalidade embrionéria, qualidade do neonato,
desempenho e a qualidade do esqueleto de frangos originados de embrides aos
18-19 dias de desenvolvimento embrionario, suplementados in ovo com 25-D-
hidroxi-colecalciferol, 25(OH)D3. As incubac¢bes foram conduzidas no incubatorio
Sdo Salvador Alimentos S/A. Na transferéncia e vacinacdo, para 0s trés
experimentos, 0os ovos com embrides viaveis foram inoculados com a solugéo
controle e com 25(OH)D3 incorporados na vacina. A compatibilidade do produto
foi avaliada anteriormente e as dosagens utilizadas foram zero e 1,250ug de
25(0OH)D3 equivalentes a 50 Ul de vitamina D3. Os ovos foram acondicionados em
sacos de filo, ar-permeavel, para discriminar cada neonato. Nos experimentos,
avaliou-se o periodo de incubacdo (horas), a eclodibilidade dos ovos férteis (%), a
mortalidade embrionaria (%), os pesos (g) e comprimentos dos neonatos (mm) e
a qualidade do pintainho (escore). Os pintainhos foram enviados para o aviario
experimental da Universidade Federal de Goias para avaliacdo do desempenho.
Os dados foram analisados pelo programa estatistico do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012). O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Experimento 1: N&o houve diferenca significativa na eclodibilidade e na
mortalidade embriondria entre os tratamentos. A qualidade dos pintainhos e o
peso aos sete dias foram piores para o grupo inoculado com 25(OH)D3. Conclui-
se que o metabdlito 25(0OH)D3; ndo foi efetivo na melhoria da qualidade dos
pintainhos incubados em maquina de estdgio mdultiplo. Experimento 2: Os
resultados de eclodibilidade dos ovos férteis entre os tratamentos apresentaram
diferenca (p<0,05), obtendo-se maior eclodibilidade as aves inoculadas com
25(0OH)D3. A utilizagdo do aditivo 25(OH)D3 in ovo foi efetiva (p<0,05) na melhoria
da eclodibilidade dos ovos férteis. O metabdlico 25(0OH)D3; melhorou a viabilidade
dos frangos de corte até 21 dias de idade. Entretanto, ndo houve influencia
(p>0,05) para peso médio, ganho de peso, consumo de racdo e conversao
alimentar de um aos 21 dias de idade. Conclui-se que o metabdlito 25(OH)Dj; foi
efetivo na melhoria da eclodibilidade e qualidade dos pintainhos incubados em
maquina de estagio Unico. Experimento 3: Nao houve diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos para os resultados de eclodibilidade dos ovos férteis, mortalidade
embrionaria e qualidade do neonato, peso médio, ganho de peso, consumo de
racdo, mortalidade e conversdo alimentar de um a 35 dias de idade. Também,
nao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos para as avaliagcdes de gait
score, deformidade vagus-varus, discondroplasia tibial, resisténcia e densidade
mineral 0ssea. Portanto, a utilizacdo do aditivo 25(OH)D3 in ovo aos 19 dias de
desenvolvimento embrionario ndo foi efetivo na melhoria do desempenho e do
esqueleto de frangos de corte.

Palavras-chaves: embrido, frango de corte, suplementacéo in ovo, vitamina D
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GENERAL ABSTRACT

Three experiments were carried out to evaluate the effect of in ovo
supplementation of 25(0OH)D; at 18-19 days of incubation in the fertile egg
hatchability, embryonic mortality, chick hatched quality, performance and bone
quality of broilers. Egg incubation was performed in Sdo Salvador Alimentos S/A
hatchery. In the removal to hatch machine and vaccination, for all experiments,
eggs with viable embryos were inoculated one with placebo and other with
25(0OH)D3; added to the vaccine solution. The compatibility of the vaccine and
25(0OH)D3 was verified for the dosis tested, zero and 1.250ug of 25(OH)D3; which is
equivalent to 50 Ul of vitamin D3;. Eggs were wrapped in air-permeable bags in
order to separate and iidentify all the egg components and chick after birth. In the
experiments, the incubation period (hours), the fertile eggs hatchability, the
embryo mortality, the weight, length and quality of the newborn chicks were
evaluated. Newborn chicks were allotted in the experimental facilities of the UFG
to measure performance variables. Data were analysed using the R statistical
package, version 2.14.2 at 5% probability level. In Experiment 1, no significant
difference was observed in hatchability and embryo mortality between treatments.
Chick quality and weight at seven days of age were worst for the group inoculated
with 25(OH)Ds. In Experiment 2, fertile egg hatchability and livability until 21 days
of age were increased (p<0,05) for broilers obtained from 25(OH)D3 inoculated
eggs. But, chick weight, weight gain, feed-intake and feed conversion until 21 days
of age. In Experiment 3, no difference (p>0,05) was observed between treatments
for fertile egg hatchability, embryo mortality, newly-hatched chick quality, average
hatch weight, weight gain, feed intake, mortality and feed conversion from one to
35 days of age. No difference (p>0,05) occurred for leg problems evaluations like
gait score, vagus-varus deformities, tibial discondroplasia, bone resistance and
mineral density. Then, the use of 25(OH)D; in ovo at 19 days of embryo
development was not effective to increase performance and bone quality in
broilers.

key words: broiler, embryo, in ovo supplementation, vitamin D



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Atualmente, a busca por melhor desempenho e rendimento de carnes
na induUstria avicola aumentou a pesquisa nos setores de incubacao,
principalmente, quando se refere a nutricdo do embrido. A tecnologia de aplicacao
e administracdo in ovo permite a inoculacédo de substancias nutritivas sem causar
prejuizo ao desenvolvimento embrionario, sendo possivel suplementar via
exdgena os embrides de frangos de corte utilizando a mesma técnica de
vacinacao.

E interessante conhecer os fatores que influenciam a aplicacdo para
definir melhor o sucesso ou o fracasso da aplicacdo in ovo. As interacfes da
idade do embrido no momento da injecdo, eclodibilidade, compartimentalizacao
da inoculacéo e as respostas fisioldgicas devem ser levadas em consideracédo ao
estudar as técnicas de injecao para identificar o momento ideal e atingir a
localizagéo desejada dentro do ovo embrionado (WILLIANS, 2004).

Considerando que 0 acesso a alimentacdo pelo neonato € critico para
o desenvolvimento da capacidade digestiva, a inoculacdo in ovo permite a
introducdo de nutrientes especificos em contato com o enterécito, direcionando
sua diferenciacdo, aumentando, assim, a capacidade de digerir alimentos pelo
pinto apos eclosdo (TAKO et al., 2004; VIEIRA & POPHAL, 2005).

Em geral, o momento preferido para a injecdo segura da vacina in ovo
€ a partir do dia 17 e 12-14 horas de incubacdo ao dia 19 e 2-4 horas de
incubacdo, sendo o tempo “zero” o inicio da incubacdo. Em termos de
desenvolvimento embrionario, 0 momento ideal de injec&o, inicia no momento em
que o pediculo da gema esta comecando sua ascensdo para o abdémen e a
cabeca esta para baixo da asa direita, até ser iniciada a bicagem externa. A
eclodibilidade dos ovos embrionados é afetada negativamente se transferidos
para o nascedouro mais cedo, sejam injetados ou ndo. A maioria da inje¢cédo in ovo
realizada comercialmente entre 18 dias e 10-12 horas de incubacao € inoculada
no liquido amniédtico e a maior proporcéo das inoculacdes realizadas a partir de 19
dias, ocorre no proprio embrido (WILLIANS, 2004).



A nutricdo in ovo € pratica recente e consiste na inoculacdo de
nutrientes no liquido amnidtico, com a finalidade de aumentar o estado nutricional
do embrido (LEITAO et al., 2005), o que reflete a maior eficiéncia digestiva, a
reducdo da mortalidade e da morbidez pds-eclosdo e melhor desenvolvimento do
sistema imunolégico (UNI & FERKET, 2004). Entretanto, estas respostas positivas
ndo dependem da composicdo da solucdo, mas também do volume e da
osmolaridade da solucdo injetada no amnio, pois em altas concentracdes, a
solucdo nutritiva pode causar desequilibrio osmotico resultando no 6bito do
embrido (FERKET et al., 2005).

O embrido de frango de corte tem quantidade limitada de nutrientes
para seu desenvolvimento. O fornecimento de nutrientes in ovo no
desenvolvimento embrionario pode funcionar como fonte extra de nutrientes para
esse desenvolvimento, resultando em maior peso ao nascimento, maior
viabilidade, maior vigor, entre outros. Para tanto, é necessario definir quais
nutrientes utilizar, o periodo e local da administracdo, a forma de fazer esta
administracdo entre outros fatores (SANTOS, 2007).

A suplementacao in ovo pode fornecer um elemento essencial para a
diminuicdo da mortalidade embrionaria tardia e o desenvolvimento normal do
tecido 6sseo no periodo neonatal do pintainho, cujo crescimento ésseo é
prioritario nessa fase de desenvolvimento (GONZALES et al., 2009).

Diante da complexidade e da ampla variacdo das condicbes da
avicultura, torna-se necesséria a realizacdo de pesquisas nessa area, visando
esclarecer possiveis efeitos do aumento ou da reducdo da suplementacdo de
vitamina D3 e seus metabdlitos nas dietas pré-eclosdo in ovo ou nas dietas de
frangos de corte.

Portanto, objetivou-se, com este trabalho, estudar a influéncia da
utilizacdo do metabdlito 25(OH)D3 in ovo na nutricdo de frangos de corte e
principalmente, os efeitos no desenvolvimento embrionario e as possibilidades de
utilizar a técnica de aplicacdo automatica de vacinacdo industrial in ovo com o
metabolito 25(OH)D3; visando reduzir os problemas de pernas que causam

grandes perdas na producédo avicola mundial.



2. REVISAO DA LITERATURA

Vitamina Dz e metabélitos

Na ave, o colecalciferol passa para a corrente sanguinea na forma de
portomicrons e sdo levadas aos oOrgdos especificos (KLASING, 1998) para
originar os trés maiores metabdlitos: 25(0OH)D3, 1,25(0H),D3, e 24,25(0H),D3
(NORMAN & HURWITZ, 1993). Com os estudos de BAR et al. (1980), observou-
se que a absorc¢do de 25(0OH)D; € mais eficiente quando comparada com vitamina
D3 especialmente na porcéo inicial do jejuno.

A administracdo dietética de 25(OH)Ds, provavelmente minimiza a
dependéncia da formacéo de micelas para que a absorcao ocorra (WARD, 2004).
Visto que a adicdo de uma hidroxila no carbono 25 da estrutura da vitamina D
torna esta molécula mais polar, portanto mais hidrofilica, em relacéo a vitamina D3
(NELSON & COX, 2005).

A forma hidroxilada 25(0OH)D; também esta associada com a maior
absorcdo de calcio intestinal (HEANEY et al.,, 1997) provavelmente devido a
presenca de proteinas transportadoras de vitamina D nas células intestinais as
quais possuem maior afinidade para 25(OH)D3; apresentando, consequentemente,
maior platdé de absorcdo em relacéo ao colecalciferol.

A reducdo de danos esqueléticos, resultantes de lesdes entéricas,
pode ser adquirida pela inclusdo do metabdlito da vitamina D3, 25-(OH)D3 nas
dietas até 21 dias, cuja finalidade é melhorar a sustentacdo e o rapido
desenvolvimento esquelético, buscando uma rapida absorcdo deste metabdlito

durante a época de doencas entéricas (OLIVEIRA, 2008).

Metabolismo da vitamina D3z e metabélitos

A vitamina D3 ndo € biologicamente ativa, mas € convertida in vivo a
forma ativa da vitamina D por duas reacdes sequenciais de hidroxilacdo: a
primeira no figado originando o 25(OH)D3; segunda nos rins, produzindo o
1,25(0OH),D3, que é reconhecidamente a mais ativa e potente forma da vitamina

(McDOWELL, 1989). O figado promove o primeiro passo para a ativacao



metabdlica da vitamina D3 por meio da hidroxilacdo do C25 originando 25
hidroxicolecalciferol 25(0OH)D3 catalisada pela enzima 25(OH)D; -1-hidroxilase
(NORMAN & HURWITZ, 1993, LESSON & SUMMERS, 2001).

A producdo de 25(OH)D3; no figado, além de rapida, sofre pouca
regulacdo. O produto da reacdo, 25-hidroxicolecalciferol: 25(OH)D3; € a forma
predominante da vitamina D no plasma. Deste modo, seus niveis plasmaticos
refletem a reserva corporal de vitamina D. O metabdlito 25(OH)D3 é depositado no
tecido gorduroso, sendo este, seu principal reservatério (PEDROSA & CASTRO,
2005).

Para se tornar ativa, o 25(0OH)D3 é hidroxilado pelas mitocdndrias das
células dos tubulos contorcidos proximais do rim, sob acdo da enzima 1-a
hidroxilase, transformando-se no 1,25 dihidroxivitamina D 1,25(0OH).D3; ou
calcitriol e no 24,25(0OH),D; (NORMAN, 1987; NORMAN, 1990). Estes
metabolitos podem sofrer uma terceira hidroxilacdo originando 1,24,25
trinidroxivitamina D3 (BELL, 1985).

A producdo do metabdlito 1,25(OH),D3 - calcitriol atingi concentracdes
cerca de 500-1000 vezes a do precursor 25(0OH)D3 - calcidiol e é considerada a
forma ativa da vitamina D3 (PEDROSA & CASTRO, 2005).

Atividade biol6gica da vitamina D3 e metabdlitos

A atividade biologica da vitamina D3 e metabdlitos difere entre as fontes
naturais ou sintéticas. Para equiparar tais diferencas, foi desenvolvida a medida
padronizada denominada ICU (International Chick Units) como a dose
recomendada de 62,5 mg/tonelada de racdo de 25(OH)Ds; que corresponde a
2500 ICU/ton de vitamina D3 de forma que 1mg equivale a 40.000 Ul ou 1 ug de
vitamina D3 corresponde a 40 Ul de atividade da vitamina D3 (SOARES et al.,
1995). ATENCIO et al. (2005) concluiram, em experimentos com reprodutoras,
gue a poténcia do metabdlito 25(0OH)D3; foi maior apenas quando suplementado
em baixos niveis de suplementacéao.

Em situagdes de caréncia de vitamina D3, 0 sistema renal produz
somente 1,25(0OH),D3; (NORMAN, 1987; NORMAN, 1990; NORMAN & HURWITZ,

1993). A deficiéncia de vitamina D estd comumente associada com decréscimos



no célcio sanguineo, alargamento da epifise cartilaginosa, aumento da matriz
O0ssea nao-mineralizada (VAIANO et al.,, 1994). Os efeitos dessa deficiéncia
podem ser revertidos pelo tratamento com colecalciferol dietético ou 1,25(0OH),Ds.
A administracdo de 1,25(OH),D3; a animais deficientes em vitamina D estimula a
reabsorcdo 6ssea e promove a mineralizacdo do 0sso osteobléstico por meio do
fornecimento de célcio e fésforo para a formagédo da nova matriz é6ssea (SUDA et
al., 1990).

Doses elevadas de vitamina D estdo associadas com deposicdo de
pequenas massas brancas de calcio sobre a superficie da casca (GOODSON-
WILLIAMS et al., 1987) e calcificacdo dos tubulos renais (LEESON & SUMMER,
2001). De acordo com (BAKER et al., 1998), a dose toxica da vitamina D é 250
vezes maior do que a exigéncia para colecalciferol e 5-10 vezes para 25(0OH)Ds.
YAGER et al. (1995) concluiram também que a suplementacdo com 25(0OH)D3 é
de 5 a 10 vezes mais tdxica quando comparada com vitamina Dz ao avaliarem o
aumento da concentracdo plasmatica do metabolito 25(OH)D3, em detrimento de
pele, peito e 0ssos.

SOARES et al. (1995) relatam que o 25(0OH)D3; é o metabdlito com
maior potencial de uso, em substituicdo a vitamina Dj, visto que a forma
propriamente ativa produzida artificialmente pelas industrias, o 1,25(0OH).Ds3,

apresenta efeito toxico com pequenas doses de incluséo.

Transferéncia maternal de vitamina D; e metabélitos via ovo

FRASER & EMTRAGE (1976) estudaram a composicdo de ovos
provenientes de matrizes pesadas e encontraram 5% da vitamina D depositada
no ovo como 25(0OH)D3, sugerindo que o 25(0OH)D3 pode néao estar em quantidade
suficiente para atender o fornecimento de vitamina D no embrido em
desenvolvimento.

Segundo ROSTAGNO et al. (2005), nas condi¢coes brasileiras as
recomendacdes sao de 2500 Ul/kg racdo para reprodutoras. Em geral, aves
suplementadas com as maiores doses de vitamina D3 apresentam respostas
positivas quanto a producgéo, eclodibilidade, peso e gravidade especifica dos ovos
e cinzas da progénie (ATENCIO et al. 2006).



O contetdo de vitamina D3 no ovo é fundamental para o metabolismo
do célcio que corre no embrido em desenvolvimento (BETHKE et al., 1936). De
acordo com NABER (1993), a eficiéncia da transferéncia de colecalciferol
(vitamina D3) da dieta das reprodutoras para os ovos € considerada mediana.
Segundo MATTILA et al. (1999), existe correlagéo positiva entre a quantidade de
vitamina D3 suplementada a dieta da matriz e o contetdo desta e de 25(OH)D3
encontrados na gema. De acordo com SELL & JERRY (1994), a vitamina D
presente na gema do ovo é metabolizada pelo embrido para ser utilizada na
formacao do esqueleto da ave. A membrana que envolve a gema do ovo, também
é afetada pelos niveis de vitamina D, facilitando posteriormente a eclosao da ave.
WILSON (1997), avaliando as consequéncias da deficiéncia vitamina D3z no
desenvolvimento do embrido, verificou que a deficiéncia de vitamina D3 causa
mortalidade embrionéria tardia, atrofiamento e raquitismo. Outras pesquisas
cientificas (NARBAITZ & FRAGISKOS, 1984; NARBAITZ et al., 1987; NARBAITZ
& TSANG, 1989) demonstraram que o excesso ou deficiéncia da vitamina esta
diretamente associada com a menor eclosdo dos ovos férteis em consequéncia
da maior mortalidade embriondria observada especialmente em embries na
terceira semana de incubacéao.

NARBAITZ & TSANG (1989) descreveram as alteracdes de
posicionamento durante o estagio pré-eclosdo em embrides provenientes de
matrizes suplementadas com deficiéncia de vitamina D3. Aos 18 dias, observou-se
mortalidade embrionaria com embrides mal posicionados. A incapacidade dos
embrides de movimentarem corretamente para entrar em contato com a camara
de ar e iniciar a respiracdo pulmonar foi justificada pelo menor peso 6sseo e
muscular. Os mesmos autores verificaram que aos 17 dias de incubacao
embrides deficientes de vitamina D3 apresentaram fragilidade no bico e alteragbes
histoldgicas Osseas.

A deposicdo de colecalciferol na gema é realizada pela proteina
especifica denominada proteina ligadora de colecalciferol (FRASE & EMTAGE,
1976). De acordo com FREEMAN & VINCE (1974), a gema, o albimem e a casca
possuem, respectivamente, 28,5 mg, 3,5 mg e 5 g de célcio disponiveis para o
desenvolvimento do embrido. A casca esta diretamente envolvida no processo de

mineralizacdo esquelética e troca de gases que ocorrem durante o



desenvolvimento do embrido (ROMANOFF, 1967; FREEMAN & VINCE, 1974).
CARRADINO et al. (1968) verificaram que o metabdlito 1,25(0OH),D3; induz a
deposicao de calcio na casca do ovo por ativacdo da CaBP intestinal presente na
glandula da casca. Segundo COHEN et al. (1978), a suplementacédo com vitamina
D3, 25(OH)D3 ou 1,25(0OH),D3; como fonte de vitamina D ndo alteram a atividade
desta proteina na glandula da casca, ndo modificando, desta forma, o transporte
de calcio.

A mineralizacdo do osso é iniciada no 8° dia de incubacdo, pela
solubilizagé@o do célcio presente na gema (FREEMAN & VINCE, 1974). A acéo da
vitamina D3 e seus metabdlitos na membrana corioalantdide ocorrem devido a
presenca de receptores para 1,25(0OH),D; (NARBAITZ et al., 1980). Aos 12-14
dias ocorre a formacdo da membrana cérioalantbéide e o calcio da casca passa a
ser solubilizado e transportado ao embrido (TUAN et al., 1986). A reprodutora nao
transfere ao ovo quantidades adequadas de vitamina D, tendo como
consequéncia aumento na mortalidade embrionaria tardia (SUNDE et al., 1978).
SOARES et al. (1995) observaram que galinhas no final do ciclo de producédo
apresentam menor eficiéncia de conversdo hepética de vitamina D3 em seu
metabdlito 25(0OH)Ds. Pesquisas demonstram que, quando suplementado como
Unica fonte de vitamina D3, 0 1,25(0OH),D3 ndo é transferido da reprodutora para o
ovo (NARBAITZ & TOLNAI, 1978; SUNDE et al., 1978, AMEENUDDIN et al.,
1982; NARBAITZ & FRAGISKOS, 1984; HART et al., 1986; NARBAITZ et al.,
1987). Desta forma, matrizes recebendo 1,25(OH),D3; produziram ovos que nao
eclodiram (HART et al., 1986) e/ou apresentaram baixa eclosdo associada a
elevada mortalidade na terceira semana (SUNDE et al.,1978; AMEENUDDIN et
al.,1982; HART et al, 1986). Observou-se, também, hipocalcemia,
hiperfosfatemia e baixa relacdo cinza/peso seco na tibia (NARBAITZ & TOLNAI,
1978; NARBAITZ & FRAGISKOS, 1984; NARBAITZ et al.,1987). Entretanto, a
inoculacao de 1,25(0OH),D3; aos 14 dias de incubacao normalizou a concentracao
de calcio e fosforo (NARBAITZ et al.,1987). Segundo AMMENUDDIN et al. (1982)
e SOARES et al. (1995), 25(0OH)D3 € a forma hidroxilada com maior habilidade de
ser transportada para 0s ovos e, consequentemente, capaz de suportar o
desenvolvimento embrionario e eclodibilidade dos ovos quando fornecido como

Unica fonte de vitamina D.



Influéncia da nutricdo “in ovo” no desenvolvimento do TGl do embrido

A reducdo da eclodibilidade e o aumento da incidéncia de doencas
metabdlicas estdo relacionados com limitagdes nutricionais no periodo final da
incubagé&o e nas primeiras horas de vida do pinto (FERKET & UNI, 2006).

O saco vitelino é a primeira experiéncia digestiva da ave, sendo
importante para a futura diferenciacdo dos enterécitos e desenvolvimento da
mucosa intestinal (FREEMAN & VINCE, 1974). O trato gastrointestinal € um dos
orgdos que mais cresce de tamanho nos ultimos dias de incubacdo e passa de
1% do peso do embrido aos 18 dias de incubacdo para 3,5% no momento da
eclosdo. O rapido desenvolvimento dos vilos na fase final de incubacdo se
relaciona diretamente com a ingestdo do liquido amniético nos ultimos dias (16°
ao 17° dia) de incubacdo (ROMANOFF, 1960; UNI et al., 2003; FERKET & UNI,
2006). Além, do liquido amnidtico, outras substancias presentes também sé&o
ingeridas. SKLAN (2001) demonstraram que o0 embrido possui enzimas digestivas
0 que torna possivel a nutricdo na fase pré-eclosdo. Assim, o embrido pode
consumir naturalmente nutrientes por via oral antes de nascer (FERKET & UNI,
2006). Entretanto, os embrides de aves tém limitada capacidade de digestao e de
absorcdo de nutrientes no periodo final de incubacado, visto o baixo nivel de
enzimas e transportadores de glicose e de sddio na mucosa intestinal (UNI et al.,
2003). Embora a capacidade digestiva se desenvolva antes da eclosdo, seu maior
desenvolvimento ocorre no pinto apds o consumo de alimento. Quanto mais cedo
0 intestino alcangar sua capacidade funcional, mais cedo o pinto pode utilizar os
nutrientes da dieta (UNI et al.,, 2003). A adaptacdo a ingestdo de alimentos
depende do répido desenvolvimento dos mecanismos de digestdo e absorcao,
que por sua vez dependem diretamente do estimulo dado pela passagem de
alimento no trato digestivo (VIEIRA & POPHAL, 2000).

A maturidade da mucosa intestinal é representada pelo aumento na
producéo e atividade das enzimas digestivas, dos transportadores de membrana
e pelo desenvolvimento dos enterocitos das criptas (NISTAN et al.,, 1991). A
maturidade intestinal pode ser influenciada por agentes troficos, que estimulam o

processo mitético das células intestinais e estdo relacionados com a ingestéo e



digestédo dos alimentos, bem como com as propriedades quimicas dos nutrientes
presentes no limen intestinal (UNI et al., 1998).

Conforme ressaltado por SKLAN (2001), para que esse crescimento se
dé, é necessario que o0s precursores metabdlicos, 0s nutrientes, estejam
disponiveis. Nos ultimos estagios de desenvolvimento embrionério, as origens dos
nutrientes para o embrido sdo os componentes do vitelo e do albumen, ricos em
proteinas e lipideos. Depois que o albumen desaparece por completo e o vitelo
comeca a ser internalizado na cavidade abdominal do embrido, ao redor do 20°
dia de incubacdo (NOBLE & OGUNNYEMI, 1989), e os nutrientes contidos no
saco vitelino sdo os Unicos alimentos do embrido (GONZALEZ et al., 2009).

Algumas pesquisas defendem a teoria de que o crescimento da ave
nos primeiros dias apdés a eclosdo € dependente dos elementos nutritivos
absorvidos do residuo vitelino e o atraso no fornecimento de alimento pode
prejudicar o desenvolvimento das aves. De acordo com GONZALES et al. (1999;
2000a,b; 2008a,b), o aporte nutritivo, via saco da gema, ndo é suficiente para
suportar o extremo crescimento do pinto de corte. Esses nutrientes caem
diretamente na via sanguinea ou no intestino, via diverticulo de Meckel (NOY et
al., 1996). O conteudo do vitelo, no periodo imediato ao nascimento do pintainho,
€ usado para mantenca e desenvolvimento do trato gastrintestinal (NOY &

SKLAN, 1999), preparando a ave para receber a alimentagcdo exégena.

Suplementacédo in ovo com metabdlitos vitamina D3

A inoculacédo de 1,25(0OH);D3, 25(0OH)D3 e 24,25(0OH),D3; aos 14 dias
em embries deficientes aumentou a eclosdo para valores acima de 80% e
reverteu alteracdes 0sseas observadas ao 17° dia, comprovando a relagédo entre
mineralizacdo 0ssea e vitamina D (NARBAITZ et al., 1987; NARBAITZ & TSANG,
1989). Entretanto, a injecao de 1,25(0OH),D3 no saco da gema de embrides de 15
dias demonstrou que o excesso de vitamina D3 também estd relacionado as
alteracdes embriologicas. A analise da tibia dos embrides aos 17 dias evidenciou
menor contetdo de cinzas, menor comprimento e peso, e alteracdes histolégicas
em relagcdo ao grupo controle (NARBAITZ & TOLNAI, 1978). TURNER et al.
(1987) comprovaram in vivo a atividade da enzima 25(OH)Ds-1ahidroxilase em
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embrides criados sem casca atingindo pico de atividade com 17 dias. Observaram
que a concentracdo plasmética de calcio coincidiu proporcionalmente com a
atividade da enzima. Concluiram que em situacdes de deficiéncia de célcio ocorre
aumento da atividade enzimatica a partir dos 12 dias e maior circulacdo de
1,25(0OH);,Ds.

Um dos produtos testados com a finalidade de suplementar os
pintainhos antes do nascimento com o intuito de prevenir problemas esqueléticos
€ o0 intermediario ativo da vitamina D3, 25-hidroxicolecalciferol 25(OH)D3s. A
finalidade é fornecer uma fonte intermediaria exégena in ovo, de utilizacdo mais
rapida que a vitamina D3, preparando o pintainho para o rapido crescimento
6sseo. GONZALES et al. (2003) relataram que os resultados indicaram alta
atividade metabdlica do embrido estimulada pela presenca do metabdlito da
vitamina D3, que influenciou o tempo do nascimento e 0 peso do pinto ao nascer.
Do ponto de vista fisiolégico, uma das fun¢des da vitamina D3 é a de controlar a
absorcdo de célcio pelo trato digestivo, induzindo a sintese da proteina
carreadora de calcio, quando necessario. Essa funcdo estaria prejudicada no
embrido, mas plenamente atendida no pintainho alimentado ap6s a eclosao. Mas,
€ necessario ressaltar que a vitamina D3 atua em cerca de 30 sistemas de células
alvos, estimulando a sintese de RNAm e a indugéo de proteinas que influenciam
a funcéo celular (PIZAURO JR. et al.,, 2002). Por isso, pode-se esperar que a
suplementacdo adequada dessa vitamina estimulasse o crescimento da ave na
fase de extrema atividade metabdlica, durante o crescimento embrionario e apds

a eclosao.

Problemas locomotores em frangos de corte

As desordens metabdlicas, associadas a rapida taxa de crescimento do
tecido muscular, sdo um dos problemas mais prevalentes na criagao de frangos
de corte. Somadas a estes fatores, e designadas por doencas de producao,
acrescentam-se as fraturas durante a apanha e transporte, e a consequente
mortalidade. Neste quadro, incluem-se a sindrome ascitica, a sindrome de morte

subita e as enfermidades do sistema locomotor (LEESON et al., 1995;
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MENDONCA Jr., 1990, 2000; GONZALES & MACARI, 2000; MACARI et al.,
2002; JULIAN, 2004, 2005; NAGASCHIRO, 2007).

Com o melhoramento genético tem sido obtidas linhagens de rapido
crescimento, cada vez mais precoces e com maior desenvolvimento muscular. No
entanto, o desenvolvimento do tecido 0sseo ndo tem acompanhado estes
processos fisiolégicos, aumentando a incidéncia de problemas de pernas e de
fragilidade dos ossos. Estes problemas sdo preocupantes para a industria avicola
devido, principalmente, ao significativo indice de descarte no abatedouro em
funcdo de carcacas mal desenvolvidas, e por também causar perdas relativas ao
desempenho das aves. Por isso, torna-se necesséaria a realizacdo de estudos
relacionados com o crescimento 6sseo desses animais e, assim, entender o
desenvolvimento do tecido 6sseo (OLIVEIRA, 2006).

OVIEDO-RONDON (2008) explicou que a locomogdo adequada
significa avancar todo corpo sem dificuldades através do espaco, com 0 minimo
de gasto de energia mecanica e fisioldgica. Ainda que o objetivo do caminhar seja
a progressao na direcdo para frente, o movimento dos membros baseia-se na
necessidade de manter um deslocamento simétrico, de baixa amplitude do centro
de gravidade da cabeca e do tronco nas direcdes vertical e lateral. Qualquer
claudicagéao indica alteracdo no padrao “normal” de marcha e aumentos no gasto
energético ou reducdes na atividade. E, como resposta, o animal irh adaptar-se,
realizando substituicbes compensatérias na marcha para minimizar o gasto
energético adicional. Contudo, nem sempre as adaptacdes para compensar as
cargas de peso maior ou membros ndo saudaveis conseguem ter sucesso e
podem resultar em problemas articulares e, finalmente, em claudicacéo.

Um dos grandes problemas que a industria avicola enfrenta é a alta
percentagem de deformidades do tecido 6sseo, devido principalmente a selecao
genética realizada para aumentar a taxa de crescimento dos animais
(VELLEMAN, 2000). Dentre as areas da producgédo, a avicultura de corte foi aquela
em que ocorreram 0S maiores avangos tecnoldgicos (BECKER, 2006). Embora
essas inovacdes tecnoldgicas atinjam o objetivo principal, por outro lado, o
aumento da produtividade traz, em sua maior parte, uma grande preocupacgao ao
bem-estar dos animais (MOLENTO & BOND, 2008).
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PFEIFER & DALL’AQUA (2002) relataram que, em estudos realizados
no Reino Unido, para cada 1% de aves com problemas locomotores evidentes,
existe mais 2 a 3% de aves com problemas locomotores subclinicos. A
claudicacédo de aves era anteriormente relatada em até mais de 30%, mas devido
as técnicas de manejo e sanidade, os frangos de corte, atualmente, apresentam
menos de 3% de claudicacdo clinica. No entanto, mesmo com uma baixa
incidéncia de claudicacdo clinica, existe um impacto negativo sobre o0s
parametros de desempenho final do lote, relacionado a viabilidade e conversao
alimentar (POWELL & BITTAR FILHO, 2008). Outras pesquisas realizadas por
KNOWLES et al. (2008) revelaram descarte de 3,3% de aves por problemas
locomotores evidentes, e 27,6% com dificuldade de locomocéao, relacionados
diretamente com a taxa de crescimento.

De acordo com OVIEDO-RONDON (2008) nas avaliagbes da marcha
em lotes de frangos de corte, normalmente, encontra-se 30 a 65% da populacéo
com padrbées de marcha denominados “anormais” sem que haja problemas
0sseos. A saude das pernas nem sempre esta ligada a transtornos 6sseos. O
sistema esquelético é constituido, também, por tenddes, articulacdes e
ligamentos. Além destas estruturas, os musculos também podem ser afetados por
diversos fatores no inicio da vida e provocar claudicacdo e, mais tarde, interferir
no desenvolvimento e na resisténcia dos o0ssos. Algumas vezes, é dificil
diferenciar qual a causa primaria: o transtorno ésseo ou a modificacdo do padrdo
de marcha. Para MENCH & SIEGEL (2004), a capacidade de andar das aves €

considerada como um importante parametro de bem-estar.

Discondroplasia Tibial (DT) em frango de corte

As patologias do sistema esquelético se dividem em dois grandes
grupos: artropatias e osteopatias. As artropatias se relacionam a processos que
afetam a articulagbes. Algumas apresentam com quadros clinicos de artrite,
podendo ser de etiologia infecciosa, toxica e traumatica, assim como degenerativa
(artrose) ou neoplasica. As osteopatias se caracterizam por afetar o tecido 6sseo
laminar compacto e o trabecular esponjoso dos 0ssos, e tém origem em aspectos

do tipo hereditario, metabdlico, nutricional e infeccioso (LOPEZ et al., 2008). As
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osteodisplasias caracterizam-se por deformacao estrutural do sistema musculo-
esquelético, cuja origem é genética ou congénita, podendo ser classificadas
como: osteopetrose, mielocitomatose, discondroplasia, varus-valgus,
espondiolistese e necrose da cabeca do fémur (CASAUBON, 2007). A fraqueza
das pernas dos frangos foi identificada por alteracbes na placa de crescimento
(raquitismo, discondroplasia e necrose da cabeca do fémur) e recomendou-se a
denominacéo de degeneracao da cartilagem epifisaria do fémur (MENDONCA Jr.,
2000; GONZALES & MACARI, 2006). Dentre as patogenias descritas, a
discondroplasia e a degeneracao femural sdo mais prevalentes e atingem de 50 a
80% dos problemas de pernas dos lotes industriais de frangos comerciais (BAINS
et al., 1998; MURAKAMI, 2000).

A ave com discondroplasia tibial (DT) apresenta andar cambaleante ou
permanece imovel, sinal de um processo doloroso. Com isso, deixa de se
alimentar e beber 4gua, com prejuizo do desenvolvimento corporal. Os primeiros
sinais de DT no lote podem ser verificados a partir da segunda semana de
criacao, atingindo o pico de incidéncia na quarta semana. As aves que nao sao
afetadas com severidade aparentemente se recuperam, mas o desempenho do
lote no final do periodo de criacdo € prejudicado. Além do prejuizo no campo,
distarbios do desenvolvimento do esqueleto podem causar aumento de perdas no
abate e processamento do frango de corte (GREGORY & WILKINS, 1992).

No caso da discondroplasia tibial (DT), a maturacdo dos condrdcitos
nao ocorre devido a falta de vascularizacao. O que se observa é a presenca de
massa cartilaginosa, amorfa, avascular e de tamanho variado dependendo da
severidade da lesdo. A cartilagem anormal no disco epifisario é, portanto, a
persisténcia da cartilagem pré-hipertréfica que ndo foi invadida pelos vasos
sangiineos da metafise e que ndo sofre calcificacdo (GONZALES & MACARI,
2006). A DT em frangos pode também ser atribuida a assincronia no processo
envolvido na diferenciacdo dos condrocitos, aumentando a camada de
condrécitos pré-hipertroficos na cartilagem na tibia proximal n&o calcificada e
resistente a invasdo vascular, que se estende distalmente na placa de
crescimento da metafise proximal da tibia e ocasionalmente na metafise distal e

préximo do tarsometarso e proximal do fémur e Umero. (TAKITA, 1998;
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MENDONCA Jr., 2000; PIZAURO Jr. et al., 2002; ALMEIDA PAZ et al., 2004;
GONZALES & MACARI, 2006).

A incidéncia da DT aumentou acentuadamente, paralelamente ao
melhoramento genético, a nutricio e ao manejo das linhagens modernas
relacionadas ao ritmo de crescimento com maximizagdo da massa muscular em
curto tempo. Vérios fatores estdo envolvidos, mas a etiologia especifica e a
patogénese ndo sado totalmente esclarecidas (OLIVEIRA, 2008). InUmeras causas
de deformidades no tecido 0sseo em aves foram identificadas. Fatores
nutricionais relacionados as toxemias, deficiéncias nutricionais, fatores genéticos;
fatores patologicos; micotoxinas e praticas de manejo afetam diretamente o
crescimento e desenvolvimento normal do tecido ésseo (COOK, 2000).

Na tentativa de esclarecer esses mecanismos, alguns autores admitem
que o estimulo mecénico, associado ao gendtipo e as alteracdes de constituintes
da dieta, podem interromper eventos envolvidos no processo de formacao dessa
lesdo (EDWARDS JR., 2000; FARQUHARSON & JEFEREIS, 2000; PRAUL et al.,
2000). A compreensdo do mecanismo de acédo e o papel das biomoléculas e dos
minerais relacionados com a discondroplasia tibial poderdo contribuir para o
conhecimento de doencas do tecido 0sseo e estabelecer estratégias de
prevencéao e tratamento (PIZAURO JR. et al., 2002). ALMEIDA PAZ et al. (2005),
utilizando quatro diferentes técnicas, como: analise macroscopica, andlise
histoldgica, lixiscopia e densitometria radiografica optica, concluiram que, tanto a
analise macroscépica quanto o uso de densidades radiograficas sdo eficientes
para caracterizar o estado da placa de crescimento na epifise proximal da tibia
em frangos de corte. Entretanto, dependendo de seu objetivo, ha diferentes
indicacdes de utilizacdo das técnicas. Na avaliacdo realizada em aviarios de
producédo de frangos, visando a monitoria de indices de incidéncia, a metodologia
mais utilizada é o exame macroscopico, realizando a analise do Gait score nas
aves vivas e necropsia. No entanto, quando esta avaliacdo é realizada em
reprodutores, visando o melhoramento genético e desenvolvimento de linhagens
mais resistentes a incidéncia de discondroplasia tibial (DT), técnicas mais
avancadas e precisas, como 0 exame radioldgico associado ou ndo ao exame
histopatolégico da regido afetada devem ser empregadas (GONZALES &
MACARI, 2006; ALMEIDA PAZ, 2008).
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Técnicas de mensuracao dos problemas locomotores

“Gait Score” Avaliagao da marcha das aves

O Gait score € a medida de avaliacdo da deficiéncia locomotora, em
que é atribuida uma nota relacionada com a habilidade do frango de caminhar
sobre uma superficie. O Sistema Gait score de Bristol foi desenvolvido por
KESTIN et al. (1992). GARNER et al. (2002) apresentaram o sistema de escore
modificado que avalia a ave dentro do aviario em local separado que permite a
avaliacdo individual, devendo essa analise realizada por pelo menos duas
pessoas. O escore zero significa ave normal; o escore 1, defeito discreto e
indefinido; o escore 2, a ave apresenta defeito unilateral ou pernas assimétricas; o
escore 3, a ave consegue, com dificuldade quando é tocada, dar 5 a 10 passos e
senta; o escore 4, a ave consegue dar 1 2 passos e 0 escore 5, a ave nao
levanta mais. FRANCA (2008) relatou que nos programas de certificacdes e de
auditoria para bem-estar em frangos, as industrias avicolas devem apresentar um
plano de acéo para reduzir escore superior a trés, quando considerado os escores
variando entre zero e cinco, conforme Bristol Gait Score.

Em campo, a metodologia comumente utilizada inclui o exame visual
da capacidade de locomocdo das aves e a avaliacdo macroscopica da regido
afetada, o que envolve o sacrificio da ave. Independente da técnica de
mensuracao utilizada, os escores, ou seja, as notas atribuidas a integridade
O0ssea sdo sempre consideradas. A maioria dos pesquisadores utilizam escores
dispostos dessa forma: escore zero corresponde a uma ave normal, escore um
corresponde a uma ave com lesdo éssea intermediaria e escore dois corresponde
a uma ave com grave incidéncia locomotora. A principio, esta medida pode ser
realizada em aviarios, fazendo uma amostragem de 100 aves observando-se o
deslocamento das mesmas em uma distancia de 1,0 m. Uma ave normal, com
escore zero, deve andar normalmente, sem claudicacdo e dar no minimo 10
passos nesta distancia; a ave com escore 1 anda com certa dificuldade e da entre
6 e 10 passos ininterruptos nesta distancia; a ave com escore 2 tem muita
dificuldade para andar e caminha menos que 6 passos ininterruptos na distancia
de um metro (ALMEIDA PAZ, 2008).
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Avaliacao de deformidades Valgus e Varus

As deformidades Valgus-Varus séo caracterizadas pelo desvio lateral
(valgus) ou medial (varus) de uma ou das duas pernas (MENDONCA JR., 2000;
JULIAN, 2005; GONZALES & MENDONCA JR, 2006). A avaliacdo de
deformidades valgus e varus pode ser realizada em campo, assim como o Gait
Score. Com esta medida, avalia-se a angulacdo das articulacdes da perna entre a
tibia e o dedo trés nas pernas direitas e esquerdas.

O valgus e o varus séo identificados, respectivamente, por um desvio
externo e interno do tarsometatarso quando colocado em linha com o tibiotarso.
Na deformidade valgus, observa-se angulacdo apresentando desvio lateral (para
fora) e a deformidade varus quando a angulacdo apresenta desvio medial (para
dentro). Normalmente, a ave pode apresentar um ou os dois tipos de deformacéo
no mesmo animal. Este tipo de deformacao da articulagcéo intertarsica € a mais
comum em frangos e ocorre mais frequentemente em machos do que em fémeas
(LETERRIER & NYS, 1992). A alteragdo varus tem tendéncia a surgir na fase
mais precoce da vida do animal (5 a 15 dias de idade) e unilateralmente. Por
outro lado, a alteracdo valgus ocorre mais frequentemente na fase mais tardia da
vida do animal (2 a 7 semanas de idade) e bilateralmente (LETERRIER & NYS,
1992; CRESPO & SHIVAPRASAD, 2003).

Pressupfe-se que a deformidade angular ocorra em virtude de uma
anormalidade genética, principalmente em frangos melhorados para crescimento
rapido. EUSEBIO-BALCAZAR (2010) provaram que a linha genética utilizada, o
manejo de arracoamento e a ma nutricdo das matrizes podem causar dificuldades
locomotoras, piorar o Gait Score e 0 aparecimento de problemas de patas e de
desenvolvimento 6sseo. OVIEDO-RONDON et al. (2008) relataram a ocorréncia
em pintos neonatos, devido ao aumento da temperatura durante o final da
incubacdo. De acordo com JULIAN (2005), a deformidade das pernas pode
resultar do aumento desuniforme da placa de crescimento que pode também
resultar em forca de tracdo desproporcional da musculatura ou dos tenddes nas
articulagbes, provocar o desalinhamento e a curvatura dos 0ssos. Segundo
SORENSEN (1992), a incidéncia da deformidade do tibiotarso esta associada a

dedos torcidos nas linhagens com pré-disposi¢éo para angulagéo do tibiotarso.
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Avaliacdo macroscoépica da placa de crescimento

Para a discondroplasia tibial, o exame macroscopico € baseado no
acumulo e espessamento de cartilagem na regido da placa de crescimento da
epifise. E a condi¢éo na qual a massa de cartilagem pouco vascularizada, torna a
regido desmineralizada, se estende distalmente da placa de crescimento na
epifise proximal da tibia e, ocasionalmente, na porcdo proximal do
tarsometatarso, distal da tibia, proximal do fémur e imero podendo resultar em
deformidade e dificuldades locomotoras (MENDONCA JR., 1990).

Esse exame é de facil aplicacdo e pode ser realizado em campo, assim
como o Gait Score. A identificacdo macroscopica da discondroplasia na ave morta
pode ser feita seccionando-se longitudinalmente o 0sso e visualizando-se a placa
de crescimento. Com esse método, € possivel classificar o grau de severidade
das lesdes, atribuindo-se um escore de 0 a 3. O escore 0O significa auséncia de
lesdo, sem cartilagem abaixo da epifise. No escore 1, pode-se observar a placa
cartilaginosa com espessamento de aproximadamente 3 cm. Ossos que
apresentem placas com largura até 6 cm séo classificados como de escore 2.
Placas de espessamento superior a 6 cm, atingindo quase toda a regido epifisaria
do osso recebe escore 3. A observacdo macroscoOpica para avaliacdo da
incidéncia e da severidade das lesGes por DT pode ser inconclusiva, requerendo
a histopatologia para distinguir algumas les6es de outras patologias da placa de
crescimento (ALMEIDA PAZ, 2008).

ALMEIDA PAZ (2008) relatou que conhecer os problemas locomotores
€ muito importante para a avicultura mundial pois a dificuldade de locomocéao esta
relacionada as perdas econdmicas mensuraveis, como condenacdes e
desclassificacdes de carcacas, devido, principalmente, as fraturas e lesdes na
pele. As perdas de queda no desempenho por atraso no crescimento das aves

com claudicacdo sao também notadas.

Avaliacao histolégica da placa de crescimento

Os exames histolégicos consistem na avaliacdo da estrutura, do

arranjo e das condicbes das células Osseas na placa de crescimento. A
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discondroplasia é identificada como o acumulo de cartilagem avascular, composta
de condrécitos ndo maduros, pequenas lacunas ovoides com quantidade maior de
matriz que a cartilagem hipertrofica (ALMEIDA PAZ, 2008). Segundo metodologia
descrita por TAKITA (1998), a caracterizacdo histoldégica da severidade da DT
recebe o seguinte escore: zero= placa de crescimento normal; 1 = placa de
crescimento com banda larga e distinta de condrdcitos pré-hipertroficos; escores 2
= placas de crescimento apresentando mudancas degenerativas no citoplasma e

nucleos dos condrocitos.

Avaliacdo daresisténcia e densidade mineral 6ssea

O osso saudavel, além de permitir boa capacidade de locomocéo deve
ter, também, forca suficiente para resistir ao processamento do abatedouro,
especialmente a operacdo de desossa (OVIEDO-RONDON 2008a; 2008b;
2008c). A resisténcia e forca 6ssea nao estdo somente relacionadas com o
conteudo de caélcio e fosforo retido nos 0ssos. O 0sso € constituido por células
vivas envolvidas numa matriz mineralizada, rica em colageno. A matriz mineral é
constituida por célcio e fosforo, constituindo cerca de 60 a 70% do peso 0sseo.
Esta matriz inorganica proporciona ao 0sso rigidez e resisténcia a compressao.
Por outro lado a matriz organica de colageno suporta a tensado e tor¢cdo aplicada
ao 0sso (OVIEDO-RONDON et al., 2006).

A densidade mineral 6ssea € considerada indicador de qualidade
Ossea. Entretanto, o estado do osso ndo pode ser descrito apenas por uma
propriedade. Estudos recentes tém demonstrado que a mineralizacdo 0ssea nao
reflete a forca de quebra e nem as propriedades mecéanicas dos 0ssos. As
ligacbes e o conteldo de colageno ocupam papel importante na resisténcia
0ssea. Se 0 osso for muito mineralizado vai possuir boa rigidez, mas ao mesmo
tempo vai ser facilmente quebravel quando sujeito a tenséo. Por outro lado, 0Ssos
pouco mineralizados vao ser menos rigidos, mas mais maleaveis ndo quebrando
com tanta facilidade (OVIEDO-RONDON et al., 2006).
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CAPITULO 2. VALIDACAO DO METODO DE INOCULACAO DE 25-HIDROXI-
COLECALCIFEROL IN OVO PARA FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Obijetivou-se avaliar a qualidade de eclosdo para frangos de corte
machos e fémeas, originados de embrides suplementados in ovo com 25-D-
hidroxi-colecalciferol, 25(OH)D3; aos 18 dias de desenvolvimento embrionario. A
incubacéo foi conduzida no incubatério S&o Salvador Alimentos S/A em méaquina
de estagio multiplo, utilizando-se 400 ovos de matrizes Cobb 500® com 35
semanas de idade. Na transferéncia e na vacinacdo, 0s ovos com embrides
viaveis foram inoculados com a solucédo controle e com 25(OH)D3 incorporados na
vacina. A compatibilidade do produto foi avaliada anteriormente e as dosagens
utilizadas foram zero e 1,250ug de 25(0OH)D3; equivalentes a 50 Ul de vitamina Ds.
Os ovos foram acondicionados em sacos de filo, ar-permeavel, para discriminar
cada neonato. O nascimento foi acompanhado a cada duas horas, avaliando-se o
periodo de incubacdo (horas), a eclodibilidade, a mortalidade embrionaria
(percentual, periodo de ocorréncia e causas aparentes), 0S pesos e comprimentos
dos neonatos e a qualidade do pintainho. O acompanhamento individual do peso
das aves foi realizado até sete dias de idade. O delineamento foi inteiramente ao
acaso, com esquema fatorial 2 x 2 (dois in6culos - placebo e 25(OH)D3; e dois
sexos). Os dados foram submetidos a anélise de variancia e foram determinados
os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as médias de interesse. N&o
houve diferenca significativa na eclodibilidade entre os tratamentos. As fémeas
apresentaram maior comprimento corporal e menor peso aos sete dias do que os
machos. Houve correlacdo positiva entre o peso aos sete dias com o
comprimento corporal, o peso do ovo, peso ao nascimento e peso ao alojamento
para ambos os sexos. Tanto o comprimento corporal quanto o peso aos sete dias
apresentaram correlacado negativa com o tempo de nascimento. A qualidade dos
pintainhos e o0 peso aos sete dias foram piores para 0 grupo inoculado com
25(0OH)D3. Conclui-se que é possivel inocular o metabdlito 25(OH)Ds in ovo, sem
prejuizo ao processo de vacinacdo e transferéncia dos ovos embrionados.
Entretanto, o metabdlito 25(OH)D3; ndo foi efetivo na melhoria da qualidade dos
pintainhos incubados em maquina de estagio multiplo.

Palavras-chave: embrido, frango de corte, suplementacé&o in ovo, vitamina D.
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CHAPTER 2 - VALIDATION OF THE METHOD OF INOCULATION OF 25-
HIDROXI-CHOLECALCIFEROL IN OVO FOR BROILER

ABSTRACT: This work was carried out to evaluate the quality of newborn chicks,
males and females, hatched from embryos supplemented in ovo with 25-D-
hydroxy-colecalciferol, 25(OH)D3 at 18 days of embryo development. Chicks were
hatched in multiple stage hatcheries with 400 eggs 35-week old Cobb 500®
breeder eggs. During the transference and vaccination, fertile and viable eggs
were inoculated with placebo or 25(OH)D3 solution incorporated in the vaccine and
the compatibility of the mix were tested with two dosis, zero and 1,250ug of
25(0OH)D3 equivalent to 50 Ul of vitamin D3. Eggs were placed in air-permeable
bags in order to discriminate the chicks and eggshell components. The hatch was
checked each two hours to evaluate incubation period (hours), hatchability,
embryo mortality (perceptual, period and apparent causes), weight and length and
quality score of the newborn chicks. Chicks were individually weighed until seven
days of age and experiment was conducted in a completely randomized design in
a 2 x 2 factorial arrangement (25(OH)D3 levels and sex). Data was analyzed as
ANOVA and calculated the Pearson correlation coefficients for mains variable
averages. No difference was observed in hatchability between treatments.
Females showed higher body length and lower body weight at seven days of age
compared to males. No positive correlation occurred between body weight at
seven days of age for body length, egg weight, weight at hatch and weight at
housing for both sexes. Body length and body weight at seven days of age
showed negative correlation to time of hatch. Chick quality and weight at seven
days of age showed worst results for the group inoculated with 25(OH)D;
compared to placebo. It is possible to inoculate the metabolite 25(OH)D3 in ovo,
without prejudice to the vaccination process and transfer of embryonated eggs. It
is possible to conclude that the metabolite 25(OH)D3; was not effective to increase
chick quality when eggs were hatched in multiple stage machines.

Key words: broiler, embryo, in ovo supplementation, vitamin D.
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1. INTRODUCAO

A nutricdo in ovo é uma pratica recente que consiste na inoculacéo de
nutrientes no liqguido amnidtico com a finalidade de melhorar o estado nutricional
do embrido (LEITAO et al., 2005), aumentando a eficiéncia digestiva, reduzindo a
mortalidade e a morbidez pés-eclosdo e contribuindo para melhorar a resposta
imunologica do animal (UNI & FERKET, 2004).

A suplementacdo in ovo de nutrientes, pode fornecer elementos
essenciais para diminuir a mortalidade embrionaria tardia e permitir o
desenvolvimento normal do tecido 6sseo cujo crescimento € prioritario no periodo
neonatal do pintainho. Com estrutura 60ssea mais resistente, o pintainho teria
condicbes de suportar 0 intenso crescimento muscular que segue o0 pico de
crescimento do tecido 0sseo, prevenindo o0 aparecimento de problemas
relacionados com o esqueleto, melhorando o desempenho do frango (GONZALES
et al., 2009).

De acordo com KORVER (2005) e KASIM et al. (2006), a vitamina D
esta diretamente relacionada com a incidéncia de problemas 6sseos, e envolvida
em muitos processos fisiolégicos, incluindo calcio e fésforo, mineralizacéo,
absorcdo e mobilizacédo dssea.

Para exercer sua funcdo no organismo animal, é necesséario que o
colecalciferol (vitamina D3) passe por dois processos metabdlicos, no figado onde
é transformada em 25(OH)D3 e posteriormente no rim, transformando-se em 1,25-
(OH),D3, metabolicamente ativo nos processos fisioldgicos do animal (PIZAURO
JR., 2002).

O metabolito 25(0OH)D3; é mais ativo do que a vitamina D3 e proporciona
maior eficiéncia na utilizagdo desta vitamina (FRITTS & WALDROUP, 2003). A
taxa de absorcdo de 25(OH)D3; € cerca de 20% maior do que a vitamina D3 e
1,25(0OH),D3; (APPLEGATE et al., 2003).

O uso do metabdlito 25(OH)D3; como aditivo alimentar para frangos de
corte € realizado com o objetivo de melhorar o desempenho a idade de abate
para diminuir a incidéncia de discondroplasia tibial (DT) (WEBER, 2003).

O embrido de frango de corte apresenta limitada quantidade de

nutrientes para seu desenvolvimento. O fornecimento de nutrientes in ovo pode
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funcionar como fonte extra de nutrientes ao embrido, resultando em maior peso
ao nascimento, maior viabilidade e melhor vigor, entre outras caracteristicas. Para
tanto, € necessario definir quais nutrientes utilizar, o periodo e local da
administracdo e, principalmente, a forma de fazer esta administracdo (SANTOS,
2007).

Para tanto, a uniformidade do desenvolvimento embrionario € muito
importante, ao injetar nutrientes in ovo. ApGs a eclosdo as aves apresentam
funcdes digestivas limitadas, o que diminui a disponibilidade de nutrientes, e a
absorcdo do fluido amniotico a partir do 17° dia de incubacédo torna-se essencial
para o desenvolvimento do embrido (UNI et al., 2003).

Segundo OVIEDO-RONDON (2008), manter a uniformidade do
desenvolvimento embrionario durante a incubacao € fator critico, pois condicdes
ambientais desfavoraveis e/ou heterogéneas provocam stress ambiental que afeta
o desenvolvimento ésseo e a qualidade das pernas.

O tipo de incubadora de carga Unica e mdultipla foi recentemente
avaliado por OVIEDO-RONDON et al (2009) constatando a relacdo entre o tipo de
maquina de estagio multiplo e o aumento do problema de pernas, principalmente
nos machos.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar a inoculacdo in ovo de
25(0OH)D3; aos 18 dias de desenvolvimento embrionario provenientes de ovos
incubados em maquina de estagio mdultiplo e seus efeitos nos indices de
eclodibilidade, na mortalidade embrionaria, na qualidade do neonato e do
pintainho até sete dias de idade.

Como principal fato, pretendeu-se validar o método de suplementacao
do metabdlito 25(OH)D3 utilizando vacinadora automatica industrial no momento

da vacinacéo e da transferéncia dos ovos da incubadora para o nascedouro.
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2. MATERIAL E METODOS

Local de realizacao

A incubacgédo experimental foi conduzida no incubatorio da empresa Séo
Salvador Alimentos S/A, localizado em Itaberai-GO. Posteriormente, 0os neonatos
identificados individualmente foram encaminhados para o aviario experimental do
Departamento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goids — UFG em Goiania-GO e criados por sete dias. O
protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFG, sob o protocolo n° 014/12, e est4d de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacédo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira

de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Instalacdes, equipamentos e manejo experimental no incubatorio

A incubacéo foi realizada em maquina de estagio mdltiplo, utilizando
400 ovos para analise e previamente selecionados por peso antes da incubacéo,
obtidos de matrizes pesadas com 35 semanas de idade da linhagem Cobb 500®.
Nessa pesquisa, ndo foi levado em consideragéo o aporte de vitamina D3 e seus
metabdlitos proveniente da matriz.

No momento da transferéncia e da vacina¢do no 18° dia, os ovos com
embrides viaveis foram inoculados com solucdo vacinal sem o metabdlito da
vitamina D3 e com 1,250 ug de 25(OH)Ds, correspondente a zero e 50 Ul de
vitamina D3, respectivamente. A compatibilidade do produto com a solugéo vacinal
foi avaliada anteriormente, constatando-se a titulacédo e a integridade da particula
viral na presenca do metabdlito da vitamina D3. A titulacdo da vacina de Marek e
Gumboro diluida com adicdo da substancia 25(OH)D; n&o apresentaram
resultados significativos entre os diferentes tempos (TO, T30 e T60) de suspensao
da vacina. A adicdo do produto 25(OH)D3; néao interferiu na titulacdo quando
comparado com o grupo controle negativo seguindo a técnica de titulacdo em
cultivo celular de fibroblasto de embrides de galinhas utilizada pelo controle de

qualidade do laboratorio da Merial Saude Animal.
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Ap0s a inoculagdo, os ovos foram acondicionados em sacos de filg, ar-
permeavel, para identificar cada neonato ao seu tratamento. Para cada ovo, o
periodo de incubacéo foi definido como o tempo entre a colocacdo em condicdes
de incubacao artificial e o efetivo nascimento. Concluido o nascimento, 0s
pintainhos foram retirados do nascedouro e classificados. Antes da classificagao
dos neonatos os ovos ndo eclodidos foram submetidos a andlise de
embriodiagnostico. Por meio do embriodiagnéstico foi possivel obter o total dos
ovos inférteis e por diferenca entre este e 0 numero total de ovos incubados e
eclodidos, verificou-se o valor percentual de eclodibilidade dos ovos férteis, isto €,
o total de ovos férteis eclodidos divididos pelo namero total de ovos férteis

incubados, multiplicado por 100.

Instalacfes, equipamentos e manejo experimental do aviério

Para conducdo do experimento a campo, foram utilizadas instalacdes
em galpdo para criacdo em piso construido de alvenaria com 17 x 8m de
dimensdes internas, cumeeira com orientagdo norte-sul, pé direito de 2,32m,
coberto com telhas francesas, muretas de concreto com 0,46m nas laterais e tela
de arame atingindo 1,70m de altura. Foram utilizados oito box, localizados no
centro do aviario, com dimensionamento de 2,00 x 1,00m cada, nos quais, foram
alojadas 50 aves.

A preparacdo do galpdo para recepc¢ao dos lotes obedeceu as normas
usuais de limpeza e desinfeccao das instalacdes (telhas, telas, cortinas, piso, area
externa, equipamentos), preconizando-se dez dias para limpeza, desinfeccdo por
pulverizacdo com desinfetante a base de aménia quaternaria e glutaraldeido e
sete dias para vazio sanitario. Os comedouros tubulares e bebedouros pendulares
foram limpos e abastecidos duas vezes ao dia durante a criagdo do lote. O
aguecimento do aviario foi por meio de uma central de gas P-90 distribuido em
seis campanulas dispostas equidistantes, sendo a temperatura, também,
controlada e monitorada todo o tempo de aguecimento, previsto para a primeira
semana de vida do pintinho. As aves foram mantidas em um esquema de
iluminacado incandescente de 23L:1E durante o periodo dos primeiros sete dias de

criagdo. O galpdo possuia forracdo interna no teto e prote¢do na parte externa por
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uma cortina com sistema de catracas para sua movimentagdo. Associado ao
manejo de aquecimento e iluminagdo, o manejo das cortinas auxiliou na
manutencdo da temperatura interna do galpdo adequada as aves. O sistema de
ventilacdo negativa e nebulizacdo foram monitorados por um sistema de painel de
controle, pelo qual, todos os registros de temperatura e umidade foram
armazenados para andlise da condicdo ambiente e conforto das aves em

qualquer periodo do dia.

Programa alimentar

Todos o0s pintainhos foram pesados ao alojamento e o
acompanhamento individual do peso das aves foi realizado até aos sete dias de
idade. ApOs o alojamento, as aves receberam racdo e agua ad libitum. A racéo foi
oferecida na forma farelada e formulada para atender as necessidades
nutricionais para a fase pré-inicial de criacdo de frangos de acordo com as
recomendacdes nutricionais utilizada na empresa Sao Salvador Alimentos S/A na
época da presente pesquisa. A composi¢cao da dieta experimental utilizada no
experimento na fase pré-inicial (um a sete dias) esta apresentada na Tabela 1,

com seus respectivos niveis nutricionais (Tabela 2).

TABELA 1Composicdo percentual da dieta utilizada no experimento durante a

fase pré-inicial (um a sete dias)

Ingredientes Incluséo, %
Milho gréo 57,03
Farelo de soja 46,5% 33,92
Farinha de carne 45% 3,80
Farinha de visceras 2,00
Gordura de aves 1,07
Calcéareo 37% 0,53
Sal branco comum 0,39
Bicarbonato de sddio 0,13
DL-metionina 98% 0,34
Lisina 64% 0,36
Treonina 98% 0,07
Colina75% 0,05
Suplemento vitaminico e mineral ** 0,11
Aditivos * 0,14

Total 100,00
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“Suplemento _vitaminico e mineral fase inicial para frangos, niveis de garantia por
quilograma de racdo: 10.000 Ul Vitamina A, 2.500 Ul Vitamina D3, 25 Ul Vitamina E, 2
mg Vitamina K3, 2,5 mg Vitamina B1, 6,5 mg Vitamina B2, 3,5 mg Vitamina B6, 18 ug
Vitamina B12, 42 mg Niacina, 15 mg Acido Pantoténico, 1,2 mg Acido félico, 0,08 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g
Cobre, 1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos inicial: nicarbazina 25%; bacitracina de zinco
15%; sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fingico e enzima.

TABELA 2 Composicao nutricional calculada da dieta utilizada no experimento

na fase pré-inicial (um a sete dias) de frangos

Nutrientes e energia, % Unidade Incluséo, %
Proteina bruta % 23,49
Gordura % 4,45
Ac. Linoleico % 1,54
Cinza % 5,97
Célcio % 0,95
Calcio/fosforo 1,96
Fosforo total % 0,61
Fosforo disponivel % 0,48
Energia metabolizavel kcal/kg 3.001
Lisina total % 1,41
Lisina digestivel % 1,29
Metionina total % 0,67
Metionina digestivel % 0,64
AAS total % 1,03
AAS digestivel % 0,94
Treonina total % 0,92
Treonina digestivel % 0,81
Triptofano total % 0,26
Triptofano digestivel % 0,23
Isoleucina total % 0,97
Isoleucina digestivel % 0,89
Valina digestivel % 0,97
Arginina total % 1,54
Arginina digestivel % 1,42
Colina mg/kg 1.749
Na % 0,23
Cl % 0,33
K % 0,90
Na+CIl+K mEQq/100g 243,11

* S0 Salvador Alimentos S/A.
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Delineamento Experimental

Os ovos foram distribuidos em bandejas de 96 ovos e estas foram
colocadas no mesmo nivel, tanto na incubadora como no nascedouro. Cada ovo
foi considerado como uma unidade experimental, com 200 repeticdes de um ovo
para cada tratamento. ApdOs 0 nascimento, as aves foram alojadas em grupos de
machos e fémeas, diferenciadas por tratamento. Cada pintainho foi considerado
como uma unidade experimental. O delineamento foi inteiramente ao acaso, com

esquema fatorial 2 x 2 (sem e com 25(OH)D3 e sexo.)

Variaveis analisadas

As variaveis analisadas estdo mencionadas no Quadro 1 com suas

respectivas unidades.

QUADRO 1 \Variadveis analisadas para mortalidade embrionaria, escore de
qualidade dos neonatos e pesos e medidas no nascimento

Mortalidade Escore Avaliacéo de peso e
Embrionaria Neonato medidas no nascimento
Inférteis, % Atividade POT: peso ovo transferéncia, g
Mort. Embrionéria 0-7dias, % Umbigo TI: tempo incubacéo, horas
Mort. Embrionéria 8-14dias, % Membrana PN: peso ao nascer, g
Mort. Embrionaria 15-18dias, % Abddmen PE: peso expedicao, g
Mort. Embrionaria 19-21dias, % Pernas CP: comprimento do pinto, mm
Bicado vivo, % Canela PA: peso alojamento, g
Bicado morto, % Olhos P7: peso aos sete dias, ¢
Pintos nascidos anormais, % Penugem Janela de nascimento, %
Trincados na transferéncia, % Total Taxa de ecloséo, %
Posicdo errada, % Eclodibilidade, %

Contaminados, %

Avaliagcao da eclodibilidade e mortalidade embrionaria dos ovos férteis

O nascimento foi acompanhado a cada duas horas, avaliando-se o
periodo de incubacgdo (horas), a eclodibilidade dos ovos férteis, a mortalidade
embrionaria (percentual, periodo de ocorréncia e causas aparentes), 0S pesos e a

qualidade dos neonatos.
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Os resultados de eclodibilidade, qualidade da eclosdo dos neonatos
foram avaliados por unidade de ovos amostrados. Foi, também, avaliado a
dispersdo/janela do nascimento de cada tratamento referente ao intervalo
determinado para registro dos nascimentos. Os pintainhos foram sexados pela
asa, pesados, classificados e identificados, individualmente, com anilha
numerada.

A taxa de eclosdo é uma medida da eficiéncia do processo de
incubacao artificial e é realizada apds a retirada dos neonatos do nascedouro com
a contagem total dos nascidos em relacdo ao total de ovos incubados, e foi
determinada pela equacao: ecloséo = (n° total de ovos que eclodiram / n° total de
ovos incubados) x 100.

A eclodibilidade foi determinada realizando o exame de residuo de
uma amostra de ovos que nao eclodiram (nivel 95% de confianca). Neste exame
é feita a quebra dos ovos com posterior analise visual e contagem dos inférteis.
Portanto, o célculo da eclodibilidade é realizado pela equacéo: eclodibilidade = (n°
total de ovos que eclodiram / n° total de ovos férteis incubados) x 100.

As avaliagBes de embriodiagnostico foram realizadas no incubatorio,

seguindo o padréo estabelecido no quadro 2.

QUADRO 2.Padréo estabelecido para as avaliacdes de embriodiagnostico

Embriodiagnéstico Padrao
Ecloséo, % 90,0
Inférteis, % 3,30
Mort. Embrionaria 0-7dias, % 3,20
Mort. Embrionaria 8-14dias, % 0,50
Mort. Embrionaria 15-18dias, % 1,10
Mort. Embrionaria 19-21dias, % 1,22
Bicado vivo, % 0,20
Bicado morto, % 0,20
Pintos nascidos anormais, % 0,00
Trincados na transferéncia, % 0,00
Posicéo errada, % 0,10
Contaminados, % 0,00

* S0 Salvador Alimentos S/A.



Avaliacédo da qualidade dos pintainhos

A qualidade dos pintos é medida seguindo o procedimento
recomendado por TONA et al. (2003) descritos no Quadro 3 e Quadro 4. Com
base nesses critérios, obteve-se um escore, com escala total de 100, e adaptado
para se obter os escores maximo de 100, médio de 50 e ruim de zero. Além disso,
0s neonatos foram avaliados com relacdo ao seu comprimento, com paguimetro
digital (marca GUT, ref. n°205509, capacidade 150 mm / 0,01 mm), sendo
considerada a medida da extremidade do bico até a extremidade do dedo mais
longo excluindo-se a unha. Apds serem feitas as medidas os pintainhos

receberam racdo comercial micropeletizada pré-eclosdo no incubatério, na

guantidade de 1g/ave.

QUADRO 3. Definicdo dos parametros de qualidade dos pintos neonatos®

Parametro Definicao
Atividade Verificada quando se coloca o pintainho de costas.
Um r4pido retorno a posicao em pé é definida como boa.
Se permanecer de costas, € definido como fraca.
Penugem e A aparéncia deve ser limpa e seca. Se estiver Umida e
aparéncia suja ou ambos, é cotada como ruim.
Olhos Coloca-se o pintainho em pé e observam-se seus olhos. O
brilho e a extensdo que ocupa a palpebra sobre o olho.
Pernas O pintainho €& colocado em pé para determinar se
permanece firme nessa posicdo. A conformacdo dos
dedos € examinada. Se houver dificuldade de permanecer
em pé, examina-se a articulacdo do joelho para verificar
se ha sinais de inflamacéo.
Canela Observa-se o brilho e a cor da canela.

A normal deve ser avermelhada e brilhante.

Area do umbigo

Examina-se a area do umbigo e ao redor dele, verificando-
se o seu fechamento e sua cor.

Se a cor for diferente da cor da pele, registra-se como de
ma qualidade.

Membrana
remanescente

Na area do umbigo, avalia-se o tamanho de uma possivel
membrana remanescente. O tamanho sera classificado
como muito grande, grande ou pegueno.

Residuo vitelino

A observacdo da area do umbigo permite estimar do
tamanho do residuo vitelino. O tamanho seré classificado
em muito grande, grande ou pequeno.

!Adaptado de TONA et al. (2003)
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QUADRO 4. Alocacgao dos escores para os diferentes parametros de qualidade do

neonato observado®

Parametro Caracteristica Escore
Atividade Bom 16
Médio 8
Fraco 0
Penugem e Limpa e seca 16
aparéncia Limpa e Umida 8
Suja e Umida 0
Olhos Abertos e brilhantes 12
Abertos e néo brilhantes 6
Fechados 0
Pernas Pernas e dedos normais 12
e dedos Uma perna afetada 6
Duas penas afetadas 0
Brilhante e avermelhada 12
Canela Brilhante e palida 6
Opaca e palida 0
Completamente fechado e limpo 12
Umbigo N&o completamente fechado, coloracdo normal 6
N&o fechado e com coloracdo anormal 0
Membrana Sem membrana 10
remanescente pequena 5
Grande 0
Residuo Sem gema aparente 10
da gema Gema pequena 5
Gema grande 0

! Adaptado de TONA et al (2003)

Analises Estatisticas

Para as variaveis de peso dos ovos na incubacdo e transferéncia
(perda de peso dos ovos); disperséo da janela de nascimento; peso ao hascer, na
expedicdo e aos sete dias; avaliacdo de comprimento ao nascer do pintainho
utilizou-se o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012) sendo os
dados submetidos a andlise de variancia aplicando-se o teste F. Também foi
aplicado o teste t para calcular as correlacdes de Pearson entre as variaveis. Os
dados dos resultados do escore de qualidade do neonato foram submetidos a
analise estatistica ndo paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e o

teste Exato de Fisher.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos ao nascer (PN), o comprimento pintainho (CP) e o peso do
pintainho no alojamento (PA) ndo apresentaram diferenca significativa entre os

tratamentos (Tabela 3).

TABELA 3 Resultados de qualidade da incubacdo em maquina de estagio multiplo

provenientes de embribes inoculados no 18° de incubagdo com

25(0OH)Ds
., Tratamentos . 4 Trat. X
Variavel Sexo Controle  25(OH)D; Médias  Trat. Sexo Sexo
POT M 51,5 52,3 51,9
F 51,5 51,4 51,4 0,4163 0,2926 0,2943
@ méda 515 51,8
T M 493,1 495,6 494,3
) F 491,8 494.,6 493,2 0,0003 0,1284 0,8337
Média 49250Db 495,1 a
PN M 42,2 43,1 42.6
F 42,0 42,2 42,1 0,1318 10,1245 0,2777
@ media 421 42,6
Cp M 163,8 163,2 163,5b
(mm) F 172,9 171,4 172,2a 0,1558 <0,0001 0,5075
Média 168,4 167,3
PA M 40,6 41,1 40,9
F 40,3 40,4 40,4 0,3969 0,1639 0,4769
@  media 405 40.8
p7 M 156,0 151,9 153,9a
F 1475 1455 146,5b 0,0590 <0,0001 0,5065
@  media 1517 148,7

* Médias estatisticamente diferentes pelo teste F (P<0,05). POT: peso do ovo
transferéncia (g); Tl: tempo incubacdo (horas); PN: peso ao nascer (g); PE: peso
expedicao (g); CP: comprimento do pintainho (mm); PA: peso alojamento (g) e P7: peso
aos sete dias (Q).

O peso aos sete dias foi menor para embrides inoculados com
25(0OH)D3, Os machos, em geral, apresentaram maior peso aos sete dias em
comparacdo as fémeas, sendo significativa essa diferenca. Entretanto, ao
comparar machos inoculados com 25(OH)D; pode-se observar menor ganho de
peso na 12 semana comparado ao tratamento controle.

Ao avaliar o comprimento corporal no nascimento, observou-se

diferenca significativa entre os sexos, sendo maior para as fémeas. Registrou-se
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diferenca (p<0,05) com maior periodo médio de incubacdo (TI) para aves
originadas de embrides inoculados no 18° de incubagdo com 25(OH)D3, obtendo-
se 495,12 horas para as aves inoculadas com 25(0OH)D3; e 492,47 horas para o
grupo controle (Tabela 3). Ao avaliar os resultados de correlacdes na Tabela 4,
constatou-se correlagcdo positiva entre o peso do ovo, 0 peso ao nascimento, o
peso alojamento, 0 comprimento com o peso aos sete dias. Tanto o comprimento
corporal quanto o peso aos sete dias apresentaram correlagcdo negativa com o
tempo de nascimento. Pode-se inferir que as aves com maior comprimento

corporal e maior peso aos sete dias nasceram em menor tempo (Tabela 4).

TABELA 4 Resultados de correlacdes de Pearson para os valores de POT: peso
ovo transferéncia (g); Tl: tempo incubacdo (horas); PN: peso ao
nascer (g); CP: comprimento do pintainho (mm); PA: peso ao
alojamento (g); P7: peso aos sete dias (g) de frangos de corte,

originados de embrides inoculados ou ndo no 18° de incubacédo com

25(0OH)Ds
POT Tl PN CP PA P7

POT 1,00 0,24* 0,91* 0,02 0,89* 0,35

TI 1,00 0,33* -0,38* 0,32* -0,26*
PN 1,00 -0,00 0,95+ 0,37+
CP 1,00 -0,00 0,11*
PA 1,00 0,35+
P7 1,00

* Valores de correlacdo sdo estatisticamente diferentes de zero, pelo teste t, com nivel de
significancia de 5%.

O tempo de incubacao total no presente experimento foi de 506h para
ambos os tratamentos, obtendo-se 81,00% de ecloséo para as aves originadas de
embrides inoculados no 18° de incubacdo com 25(OH)D3; e 79,00% para o grupo
controle. Embora obtivesse 2,0% a mais de eclodibilidade para os ovos
inoculados com 25(0OH)D3, os resultados ndo apresentaram diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 5).
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TABELA 5 Nascimento acumulado dos neonatos referente a incubacdo de 400
ovos em maquina de estagio mdultiplo, provenientes de embribes

inoculados ou ndo no 18° de incubacé&o com 25(0OH)D3

Tempo (h) Tratamentos p

Incubacéao Controle 25(0OH)D3
476 0/200 0% 1/200 0,63% 1,00
478 0/200 0% 1/200 0,63% 1,00
480 0/200 0% 0/200 0% 1,00
482 9/200 4,5% 6/200 4,0% 0,60
484 10/200 9,5% 3/200 5,5% 0,08
486 22/200 20,5% 11/200 11,0% 0,06
488 14/200 27,5% 7/200 14,5% 0,17
490 13/200 34,0% 21/200 25,0% 0,20
492 21/200 44,5% 10/200 30,0% 0,05
494 14/200 51,5% 8/200 34,0% 0,27
496 12/200 57,5% 26/200 47,0% 0,02
498 17/200 66,0% 16/200 55,0% 1,00
500 9/200 70,5% 22/200 66,0% 1,00
502 9/200 75,0% 10/200 71,0% 1,00
504 4/200 77,0% 15/200 78,5% 0,01
506 4/200 79,0% 5/200 81,0% 1,00
Total 158/200 79,0% 162/200 81,0% 0,70

* Diferenca significativa pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).
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Figura 1. Distribuicdo da Janela de nascimento (eclosdo) dos neonatos
provenientes de embrides inoculados ou n&o no 18° de incubagéo com
25(0OH)Ds
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O comportamento da janela de nascimento foi diferente entre os
tratamentos. Observou-se um intervalo de 24 horas para o grupo controle em
comparacao com os embrides inoculados com 25(0OH)D3; que apresentaram maior
intervalo de nascimento, atingindo 30 horas. Os intervalos de nascimento de
ambos os tratamentos foram considerados satisfatorios para incubagdo em
maquina de estagio multiplo, porém, a eclodibilidade geral foi considerada baixa.
Observou-se que o desenvolvimento embrionario das aves inoculadas com
25(0OH)D3 foi mais lento, inicialmente, em relacdo ao nascimento do tratamento
controle, recuperando essa diferenca no final da janela de nascimento (Figura 1).

De acordo com WILLIANS (2004), as diferencas encontradas em
eclodibilidade utilizando a inje¢do in ovo no 18° dia s&o mais importantes ao se
considerar a idade das matrizes e o tipo de incubadora que o0s proprios ajustes de
temperatura e umidade da maquina. Diferentes tipos de incubadoras apresentam
diferentes perfis de perda de 4gua e da temperatura, resultando em diferentes
estagios de desenvolvimento embrionario nos mesmos pontos cronoldgicos de
incubacéao.

Em geral as maquinas de estagio mdultiplo apresentam maiores
diferengas no estdgio de desenvolvimento do embrido quando comparados com
as maquinas de estagio unico (GONZALES, 2012). O momento ideal da injecdo in
ovo, em termos de desenvolvimento, depende mais das caracteristicas
fisiol6égicas do embrido do que do tempo real de incubacéo. E essa condicdo pode
afetar a eficiéncia da nutricdo pré-eclosdo, o que pode ter ocorrido no presente
experimento, pois a inoculacdo tem que atingir a localizacdo desejada (amnio)
dentro do ovo embrionado, e quanto mais uniforme estiver o desenvolvimento
embrionario, melhor serd a assimilacdo e aproveitamento da substancia
inoculada.

OVIEDO-RONDON et al. (2009) relataram que a qualidade do embrido
pode ser afetada pelo tipo de incubadora utilizada (carga multipla / Gnica) e que
existe uma constatacdo de que embrides incubados em cargas multiplas
apresentarem maiores percentuais de alteracdes de marcha e deformidade de
pernas. De acordo com os autores as incubadoras de carga mudltipla néo
fornecem bom aquecimento aos embrides no inicio da incubagdo, nem o

adequado resfriamento na fase final do processo, ocasionando grande producao
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de calor com consequéncias diretas e negativas no desenvolvimento ésseo do
embrido.

No presente experimento, observou-se o0 retardo na eclosdo dos
embrides inoculados com 25(OH)D; para o final da janela de nascimento. Embora
nao foram encontradas diferencas significativas na avaliagdo do
embriodiagnéstico, o percentual de ovos bicados vivos para os embrides
inoculados com 25(0OH)Ds foi de 2,5 %, em comparacao ao grupo controle que foi

de 0,5% conforme demonstrado na Tabela 6.

TABELA 6 Resultados de mortalidade embrionaria da incubacdo de 400 ovos
em maquina de estagio multiplo, provenientes de embrides
inoculados ou ndo no 18° de incubagdo com 25(OH)D3

25(0OH)D; p*

Embriodiagnéstico Controle

Inférteis, % 11/200 (5,5%) 10/200 (5,0%) 1,00
Mort. Embrionaria 0-7dias, % 10/200 (5,0%) 11/200 (5,5%) 1,00
Mort. Embrionéria 8-14dias, % 4/200 (2,0%) 3/200 (1,5%) 1,00
Mort. Embrionaria 15-18dias, % 4/200 (2,0%) 2/200 (1,0%) 0,68
Mort. Embrionéaria 19-21dias, % 2/200 (1,0%) 3/200 (1,5%) 1,00
Bicado vivo, % 1/200 (0,5%) 5/200 (2,5%) 0,21
Bicado morto, % 1/200 (0,5%) 1/200 (0,5%) 1,00
Pintos nascidos anormais, % 1/200 (0,5%) 0/200 (0,0%) 1,00
Trincados na transferéncia, % 5/200 (2,5%) 2/200 (1,0%) 0,44
Posicdo errada, % 2/200 (1,00%) 1/200 (0,5%) 1,00
Contaminados, % 1/200 (0,5%) 0/200 (0,0%) 1,00
Total 42/200 38/200 0,70

* Diferenga néo significativa pelo teste Exato de Fisher (p>0,05).

Verificou-se que o periodo de avaliacdo da janela de nascimento
poderia ter sido maior do praticado no presente experimento, ja que se constatou
uma janela de nascimento bastante satisfatoria para o tipo de maquina de estagio
multiplo. Provavelmente, a eclodibilidade dos ovos poderia ser maior para 0s
embrides inoculados com 25(0OH)D3;, Segundo WILLIANS (2004) ovos inoculados
no estagio final de incubacdo (dia 19) deve conter menos de 1,0% de ovos
bicados.

De acordo com NARBAITZ & FRAGISKOS (1984); NARBAITZ et al.
(1987) e NARBAITZ & TSANG (1989), o excesso ou deficiéncia de vitamina D3
esta diretamente associada com menor eclosdo dos ovos férteis devido ao

aumento da mortalidade embrionaria na terceira semana de incubagéo.
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TORRES (2008) ao avaliar a mortalidade embrionaria dos ovos
provenientes de reprodutoras pesadas com 64 semanas de idade, suplementadas
com vitamina D3 e 25(OH)D3 na racédo, encontrou maior diferenca na mortalidade
da 32 semana e no percentual de ovos bicados, sendo superiores para 0O
tratamento (2.000D; + 69ug 25(OH)D3) em comparacdo ao tratamento com
2.000D3, De certa forma, pode-se observar que o aumento da dosagem de
vitamina D provavelmente refletiu no aumento dessas variaveis. O mesmo autor,
ao avaliar as mesmas dosagens, mas com reprodutoras de 67 semanas,
observou maior mortalidade embrionaria na primeira semana. Somente nas
avaliacdes de reprodutoras com 67 semanas, constatou melhor eclosdo quando
associou 2.000 D3 com 25(OH)D3 néo registrando diferencga significativa entre os
tratamentos para as variaveis do embriodiagnostico.

A avaliacdo de qualidade dos pintainhos foi significativamente menor
para os machos inoculados com 25(OH)D3, sendo as caracteristicas especificas
de escore, como: atividade, cicatrizacdo umbilical, membrana e total, as

prejudicadas na classificagdo dos neonatos (Tabela 7).

TABELA 7 Médias e medianas dos escores de qualidade de pintos de corte
machos e fémeas com um dia de idade provenientes de embribes
inoculados ou n&o no 18° de incubagdo com 25(0OH)D3 incubados em

maguina de estagio multiplo

Escore Controle 25(0OH)D3 p+
Machos Fémeas Machos Fémeas

Atividade 14,9(16)a 15,6(16)a 14,1(16)b 15,2(16)a 0,0021*
Umbigo 9,1(12)b 11,1(12)a 9,0(12)b 10,6(12)a  <0,0001*
Membrana 11,0(12)a 11,1(12)a 10,1(12)b 11,1(12)a 0,0264*
Abddémen 11,2(12)ab  11,4(12)a 10,7(12)b  11,5(12)ab 0,1473
Pernas 9,9(10) 9,9(10) 9,9(10) 10,0(10) 0,4186
Canela 16,0(16) 16,0(16) 16,0(16) 15,9(16) 0,4772
Olhos 10,0(10) 10,0(10) 9,9(10) 10,0(10) 0,3180
Penugem 11,7(12) 12,0(12) 11,8(12) 11,8(12) 0,2856
Total 93,8(100)b  97,2(100)a 91,7(94)c  96,2(100) a  <0,0001*

* Diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Na ordem de escore total, as fémeas obtiveram os melhores escores, e

0s machos apresentaram os piores, sendo os inoculados com 25(0OH)D3; 0s mais
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prejudicados. Esses registros reforcam os pesos obtidos aos sete dias, quando se
constatou menor peso para os embrides inoculados com 25(0OH)Ds.

Na presente pesquisa, observou-se que o0 tempo de incubacéo
apresentou correlacdo negativa (-0,2423) e valor de (p<0,01) com escore de
qualidade de cicatrizacdo umbilical. Os pintainhos que nasceram mais tarde
apresentaram piores escores ha avaliagdo de qualidade realizada no incubatorio.
Essa diferenca refletiu na qualidade do pintainho, principalmente os embrides
inoculados com 25(OH)D3; Também, foi possivel constatar correlacdo negativa do
tempo de incubacdo com as avaliacdes de atividade (-0,3197) e abdbmen (-
0,1729). Esses resultados estdo de acordo com HODGETTS (2006) que observou
gue os neonatos nascidos no final da janela de nascimento apresentam maiores
problemas de cicatrizacdo umbilical que os demais.

Ndo houve mortalidade até aos sete dias das aves originadas de
embrides inoculados no 18° dia de incubacdo em nenhum dos tratamentos.
Entretanto, a janela de nascimento, o comprimento corporal e o0 escore de
qualidade de pintainhos incubados em maquina de estagio mdultiplo sofreu
interferéncia negativa da inoculagdo com 25(OH)D3; no 18° dia de incubacao
refletindo no peso aos sete dias de idade.

GONZALES et al. (2003) avaliaram os pesos dos pintainhos logo apés
0 nascimento e no alojamento e observaram diferenca estatistica, relacionada
com o nivel de suplementacéo in ovo com 25(OH)D3; no 18° dia de incubacdo com
tendéncia linear e negativa nas seguintes quantidades correspondentes a 0,00;
0,625; 1,250 e 1,875 pg de 25(OH)Ds.

4. CONCLUSAO

E possivel inocular o metabdlito 25(0OH)D3 in ovo, sem prejuizo ao
processo de vacinagdo industrial e transferéncia dos ovos embrionados
originados de matrizes pesadas.

O metabdlito 25(0OH)D; ndo é efetivo na melhoria da qualidade dos
pintainhos de corte provenientes de embrides incubados em maquina de estagio

multiplo e inoculados no 18° dia de desenvolvimento embrionario.
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CAPITULO 3. QUALIDADE DE PINTAINHOS E DESEMPENHO DE FRANGOS
DE CORTE ATE 21 DIAS PROVENIENTES DE EMBRIOES
SUPLEMENTADOS COM 25-HIDROXI-COLECALCIFEROL IN
Oovo

RESUMO: Objetivou-se avaliar a qualidade dos neonatos e desempenho de
frangos originados de embrides suplementados in ovo com 25-D-hidroxi-
colecalciferol, 25(0OH)D3; aos 19 dias de desenvolvimento embrionario. A
incubacéo foi conduzida no incubatorio da empresa Sédo Salvador Alimentos S/A
em maquina de estagio unico, utilizando 2.752 ovos de matrizes Cobb 500 com
40 semanas de idade. Na transferéncia e vacinacdo, os ovos com embrides
viaveis foram inoculados com a solucéo controle e com 25(OH)D3 incorporados na
vacina. A compatibilidade do produto foi avaliada anteriormente e as dosagens
utilizadas foram de zero e 1,250ug de 25(0OH)D3; equivalentes a 50 Ul de vitamina
D;. Os ovos foram acondicionados em sacos de fild, ar-permeavel, para
discriminar cada neonato. O nascimento foi acompanhado a cada quatro horas,
avaliando-se o periodo de incubacédo (horas), a eclodibilidade, a mortalidade
embrionéria (percentual, periodo de ocorréncia e causas aparentes), 0S pesos e
comprimentos dos neonatos e a qualidade do pintainho. Apdés pesagem,
qualificacdo e sexagem, 120 pintos de corte machos foram enviados para o
aviario experimental da UFG. Pesaram-se as aves, as dietas e as aves mortas
para calculo do desempenho até 21 dias de idade. O delineamento experimental
aplicado foi em blocos ao acaso tendo como critério de distribuicdo do bloco o
andar da bateria, com dois tratamentos e cinco repeti¢cdes de 12 aves por unidade
experimental, totalizando 10 unidades neste experimento. Os resultados de
eclodibilidade dos ovos férteis entre os tratamentos apresentaram diferenca
(p<0,05), obtendo-se maior eclodibilidade as aves inoculadas com 25(OH)D3s A
utilizacdo do aditivo 25(OH)D3 in ovo foi efetiva (p<0,05) na melhoria da
eclodibilidade dos ovos férteis. O metabdlico 25(0OH)D3s melhorou a viabilidade dos
frangos de corte até 21 dias de idade. Entretanto, ndo houve influencia (p>0,05)
para peso médio, ganho de peso, consumo de racao e conversdo alimentar de um
aos 21 dias de idade. Portanto, a utilizacdo 25(OH)D3 in ovo ndo € efetiva na
melhoria do desempenho dos frangos.

Palavras-chaves: embrido, frango de corte, suplementacgé&o in ovo, vitamina D.
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CHAPTER 3 = CHICK QUALITY AND BROILER PERFORMANCE UNTIL 21
DAYS OF AGE OBTAINED FROM EMBRYOS SUPLEMENTED
WITH 25-HYDROXY-CHOLECALCIFEROL IN OVO

ABSTRACT: This work was carried out to evaluate the quality of newborn chicks,
males and females, hatched from embryos supplemented in ovo with 25-D-
hydroxy-colicalciferol, 25(OH)D3 at 19 days of embryo development. Chicks were
hatched in one-stage hatcheries with 2752 eggs 45-week old Cobb 500® breeder.
During the transference and vaccination, fertile and viable eggs were inoculated
with placebo or 25(OH)D; solution incorporated in the vaccine and the
compatibility of the mix were tested with two dosis, zero and 1,250ug of 25(0OH)D3
equivalent to 50 Ul of vitamin D3. Eggs were placed in air-permeable bags in order
to discriminate the chicks and eggshell components. The hatch was checked each
four hours to evaluate incubation period (hours), hatchability, embryo mortality
(percentage, period and apparent causes), weight and length and quality score of
the newborn chicks. Difference was observed (P<0.05) for hatchability. No
influence either was verified (P>0.05) for embryo mortality and newborn chick
quality. No influence either was verified (P>0.05) for average live weight, weight
gain, feed intake and feed conversion from one to 21 days of age. It is possible to
observe that the use on 25(OH)D3 inoculated in ovo was not effective to improve
performance in broilers.

Keywords: embryo, broiler, in ovo supplementation, vitamin D.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a busca por melhor desempenho e rendimento de carnes
na inddstria avicola aumentou as pesquisas nos setores de incubacao,
principalmente, quando se refere a nutricdo do embrido. Existem procedimentos
que permitem a inoculacdo in ovo sem causar prejuizo ao desenvolvimento
embrionario, sendo possivel suplementar, via exdgena, embrides de frangos de
corte utilizando a mesma técnica de vacinag¢do. De acordo com CAMPOS (2007),
as escolhas dos produtos a serem inoculados assim como suas concentracdes
dependem de novas pesquisas na area.

De acordo com WILLIANS (2004), conhecer os fatores que influenciam
a aplicacdo pode definir o sucesso ou o fracasso da aplicacdo in ovo. As
interacOes da idade do embrido no momento da injecéo, da eclodibilidade e das
respostas fisiolégicas devem ser levadas em consideracdo ao estudar as técnicas
de injecdo para identificar o momento ideal e atingir a localizacdo desejada dentro
do ovo embrionado. Ha cinco compartimentos separados no ovo no estagio final
de incubacdo que podem ser acessados pela injecdo in ovo: a camera de ar; o
saco alantoide, o amnio; o saco vitelino e o embridao em si. Sendo que cada
compartimento representa uma via distinta de administracdo do embri&o.

Dependendo do estagio de desenvolvimento do embrido, o volume da
inoculacdo de produtos in ovo pode ser aplicado em locais distintos. Ao se
proceder a aplicacdo no momento da transferéncia da incubadora para o
nascedouro (décimo oitavo dia de incubac¢éo) a aplicagdo ocorre primordialmente
no liquido amniético (JOCHEMSEN & JEURISSEN, 2002). A distribuicdo de
solugBes no amnio resulta em consumo oral e absorcao interna pelas superficies
da mucosa intestinal do embrido. A partir de 19 dias uma maior proporcao das
inoculagdes, ocorre no proprio embrido (WILLIANS, 2004).

A suplementacdo exdégena de embrides de frangos de corte ja foi
testada em pesquisas conduzidas com essa finalidade, inoculando-se
manualmente 0S ovos e comprovou-se que essa via de alimentacdo do embrido é
compativel e promissora (CRUZ et al., 2003a,b, GONZALES et al., 2003 a, b, c,
UNI et al., 2003). O fato é que, a suplementacao de ingredientes in ovo no liquido
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amnidético do embrido, por maquinas de vacinacdo automatica, ainda é um estudo
recente nas industrias de incubacao.

A suplementacdo in ovo com o metabdlito 25(OH)D; pode ser
importante para o crescimento normal do tecido 6sseo no periodo neonatal, cujo
crescimento é prioritario nessa fase de desenvolvimento do pinto. Desse modo,
com a estrutura 6ssea mais resistente, o pintainho teria condi¢cdes de suportar o
intenso crescimento muscular que segue o pico de crescimento do tecido 0sseo,
prevenindo-se o aparecimento futuro de problemas relacionados com o esqueleto
e melhorando o seu desempenho (GONZALES & MACARI, 2000).

O metabolito 25(OH)D3; é mais ativo do que a vitamina D3 e proporciona
maior eficiéncia na utilizacdo desta vitamina (FRITTS & WALDROUP, 2003). E
possui taxa de absorcdo cerca de 20% maior do que a vitamina D3 e 1,25(0OH)2D;
(APPLEGATE et al., 2003).

De acordo com WILSON (1997), a deficiéncia de vitamina D, também
pode ser uma das causas de mortalidade embrionaria tardia e estarem
relacionadas com problemas de qualidade do esqueleto da ave. SELL & JERRY
(1994) relatou que a eclosdo do neonato € afetada pelos niveis de vitamina D
presente na membrana que envolve a gema do ovo.

O uso de o 25(OH)D3; como aditivo alimentar para frangos de corte é
realizado com o objetivo de melhorar o desempenho a idade de abate, com
marcante diminuicdo da incidéncia de discondroplasia tibial (DT) (WEBER, 2003).

Objetivou-se, neste presente trabalho, estudar a influéncia da utilizac&o
do metabdlito 25(0OH)D3 in ovo proveniente de ovos incubados em maquina de
estagio Unico, principalmente, os efeitos no desenvolvimento embrionario, no
desempenho e as possibilidades de utilizar a técnica de aplicacdo automatica de

vacinacao industrial in ovo com o metabdélito 25(0OH)D3,
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2. MATERIAL E METODOS

Local de realizacao

A incubacgédo experimental foi conduzida no incubatorio da empresa Séo
Salvador Alimentos S/A, localizado em Itaberai-GO. Posteriormente, os neonatos,
identificados, foram encaminhados para o aviario experimental do Departamento
de Producdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias (UFG) em Goiania-GO e criados por 21 dias.

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFG, sob o protocolo n° 014/12, e esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal, adotados pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Instalacdes, equipamentos e manejo experimental no incubatorio

A incubacdo foi conduzida em maquina de estagio Unico utilizando
2.752 ovos, sendo 1.376 ovos inoculados com 1,250 ug de 25(OH)D3 na solugéo
vacinal e 1.376 ovos sem o metabdlito da vitamina D3 Paralelamente, 180 ovos
foram previamente selecionados por peso antes da incubacdo e destinados para
analise individual. Os ovos foram obtidos de matrizes pesadas com 40 semanas
de idade da linhagem Cobb 500®. Nessa pesquisa, também, nao foi levado em
consideracdo o aporte de vitamina D3 e seus metabdlitos proveniente das
matrizes pesadas.

No momento da transferéncia e da vacinacdo, os ovos embrionados
foram inoculados, via cavidade amniética, com solu¢do vacinal, sem o metabdlito
da vitamina D3 e com 1,250 ug de 25(OH)D3 correspondente a zero e 50 Ul de
vitamina D3, respectivamente.

A compatibilidade do produto com a solucdo vacinal foi avaliada
anteriormente, constatando-se a titulacdo e a integridade da particula viral na
presenca do metabdlito da vitamina Ds. A titulacdo da vacina de Marek e
Gumboro diluida com adicdo da substancia 25(OH)D; n&o apresentaram

resultados significativos entre os diferentes tempos (TO, T30 e T60) de suspenséao
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da vacina. A adicdo do produto 25(OH)D; né&o interferiu na titulagdo quando
comparado com o grupo controle negativo seguindo a técnica de titulacdo em
cultivo celular de fibroblasto de embrides de galinhas utilizada pelo controle de
qualidade do laboratorio da Merial Saude Animal.

Ap0s a vacinagdo os 180 ovos foram acondicionados em sacos de filg,
ar-permeével, para discriminar cada neonato ao seu tratamento. Para cada ovo, o
periodo de incubacéo foi definido como o tempo entre a colocacdo em condi¢cbes

de incubacéo artificial e o efetivo nascimento.

Instalacfes, equipamentos e manejo experimental no aviéario

Para conducdo do experimento, foram utilizadas duas baterias de aco
galvanizado, cada uma com cinco andares e divisbes com 0,80 x 0,75 x 0,25m
(comprimento x largura x altura), instaladas em galpédo de alvenaria com 12,96 x
2,96m (38,36m?) de dimensdes internas, cumeeira com orientacéo norte-sul, pé
direito de 2,32m, coberto com telhas francesas, muretas de concreto com 0,46m
nas laterais e tela de arame até o teto do telhado atingindo 1,70m de altura. O
galpdo possuia forracdo interna no teto e protecdo na parte externa por uma
cortina com sistema de catracas para sua movimentagao.

O aguecimento de cada andar das baterias foi realizado por meio de
lampadas incandescentes de 60 W, que permaneceram ligadas durante as duas
primeiras semanas. A iluminacdo externa as baterias foi feita com lampadas
incandescentes de 40 W espalhadas pelo galpdo. O aquecimento interno foi
monitorado diariamente e associado ao manejo das cortinas para manter a
temperatura interna do galpédo adequada as aves.

As aves foram mantidas em um esquema de iluminagdo de 23L:1E
durante o periodo dos primeiros sete dias de criacdo. Dos sete aos 21 dias as
aves receberam 4horas de escuro em 24 horas. Os comedouros e bebedouros
foram do tipo calha, limpos e abastecidos duas vezes ao dia na primeira semana

e trés vezes ao dia na segunda e terceira semana de criagao.
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Programa alimentar

Todos os pintainhos machos foram pesados ao alojamento e o
acompanhamento do desempenho foi realizado até aos 21 dias de idade. As aves
e as dietas foram pesadas no 1°, 7°, 14° e 21° dias de idade e estes dados foram
utilizados para célculo do ganho de peso, do consumo de racdo e do indice de
conversdo alimentar. Apés o alojamento, as aves receberam racdo e agua ad
libitum. A racdo foi oferecida na forma farelada e formulada para atender as
necessidades nutricionais para a fase inicial de criagao de frangos de acordo com
as recomendacdes nutricionais utilizada na empresa Sao Salvador Alimentos S/A
na época da presente pesquisa.

A composicdo da dieta experimental utilizada no experimento na fase
inicial (um a 21 dias) estéa apresentada na Tabela 1, com seus respectivos niveis

nutricionais (Tabela 2).

TABELA1 Composicdo percentual da dieta utilizada no experimento durante a

fase inicial (um a 21 dias)

Ingredientes Inclusao, %
Milho gréo 58,89
Farelo de soja 46,5% 18,07
Farinha de carne 45% 4,20
Soja integral tostada 14,40
Calcareo 37% 0,47
Sal branco comum 0,34
Bicarbonato de sodio 0,10
DL-metionina 98% 2,99
Lisina 64% 0,32
Treonina 98% 0,06
Colina75% 0,06
Suplemento vitaminico e mineral ** 0,10
Aditivos * 0,02

“Suplemento vitaminico e mineral fase inicial para frangos, niveis de garantia por
quilograma de racdo: 10.000 Ul Vitamina A, 2.500 Ul Vitamina D3, 25 Ul Vitamina E, 2
mg Vitamina K3, 2,5 mg Vitamina B1, 6,5 mg Vitamina B2, 3,5 mg Vitamina B6, 18 ug
Vitamina B12, 42 mg Niacina, 15 mg Acido Pantoténico, 1,2 mg Acido félico, 0,08 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g
Cobre, 1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos inicial: nicarbazina 25%; bacitracina de zinco
15%; sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fiUngico e enzima.
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TABELA 2 Composicdo nutricional calculada da dieta utilizada no experimento
na fase inicial (um a 21 dias) de frangos

Nutrientes e energia, % Unidade Incluséo, %
Proteina bruta % 21,75
Gordura % 6,11
Ac. Linoleico % 2,71
Matéria seca % 88,54
Cinza % 5,51
Célcio % 0,93
Célcio/fésforo 1,97
Fosforo total % 0,61
Fosforo disponivel % 0,47
Energia metabolizavel kcal/kg 3.099
Lisina total % 1,29
Lisina digestivel % 1,17
Metionina total % 0,63
Metionina digestivel % 0,60
AAS total % 0,97
AAS digestivel % 0,87
Treonina total % 0,85
Treonina digestivel % 0,74
Triptofano total % 0,24
Triptofano digestivel % 0,21
Isoleucina total % 0,89
Isoleucina digestivel % 0,80
Valina digestivel % 0,87
Arginina total % 1,42
Arginina digestivel % 1,30
Colina mg/kg 1.699
Na % 0,21
Cl % 0,30
K % 0,87
Na+Cl+K MEQg/100g 230,12

* Sao Salvador Alimentos S/A.

Delineamento Experimental

O delineamento experimental aplicado no incubatério foi um fatorial 2 x
2, sendo que os ovos foram distribuidos em 32 bandejas de 86 ovos e estas
foram colocadas nos mesmos niveis em 16 andares para ambos 0s tratamentos,

totalizando 16 repeti¢des, tanto na incubadora como no nascedouro.
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Para avaliacdo de desempenho foram alojados 120 machos Cobb
500®, em baterias resultantes da incubacdo experimental. O delineamento
aplicado foi em blocos ao acaso tendo como critério de distribuicdo do bloco o
andar da bateria, com dois tratamentos (com e sem inoculagcdo de 25(OH)Ds3) e
cinco repeticdes de 12 aves por unidade experimental, totalizando 10 unidades

experimentais.

Avaliacao da eclodibilidade e mortalidade embrionéria dos ovos férteis

O nascimento foi acompanhado a cada quatro horas, avaliando-se o

periodo de incubacdo (horas), a eclodibilidade, a mortalidade embrionéaria, os
pesos ao nascimento e a qualidade dos neonatos. Os resultados de
eclodibilidade, mortalidade embrionaria e qualidade dos neonatos incubados em
maquina de estagio unico foram avaliados nos 180 ovos amostrados.
Avaliou-se, também, a dispersaol/janela do nascimento dos tratamentos referente
ao intervalo determinado para registro dos nascimentos. Decorridos 506,5 horas
de incubacdo, todos o0s neonatos foram pesados e examinados
macroscopicamente para definir a qualidade.

As avaliacbes de embriodiagndstico seguiram o padrdo estabelecido no
Quadro 1.

QUADRO 1. Padréo estabelecido para as avaliacdes de embriodiagnéstico

Embriodiagnéstico Padrao
Ecloséo, % 90,0
Inférteis, % 3,30
Mort. Embrionaria 0-7dias, % 3,20
Mort. Embrionaria 8-14dias, % 0,50
Mort. Embrionaria 15-18dias, % 1,10
Mort. Embrionaria 19-21dias, % 1,22
Bicado vivo, % 0,20
Bicado morto, % 0,20
Pintos nascidos anormais, % 0,00
Trincados na transferéncia, % 0,00
Posicéo errada, % 0,10
Contaminados, % 0,00

* Sao Salvador Alimentos S/A.
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Avaliacdo da qualidade dos pintainhos
A qualidade dos pintos foi avaliada seguindo o procedimento
recomendado por TONA et al. (2003) e descritos no Quadro 2 e no Quadro 3.
Com base nesses critérios, obteve-se um escore, com escala total de 100, e
adaptado para se obter os escores maximo de 100, médio de 50 e ruim, zero.
Posteriormente, os neonatos foram avaliados com relacdo ao seu
comprimento, considerada a medida da extremidade do bico até a extremidade do
dedo mais longo excluindo-se a unha, medida com paquimetro digital (marca
GUT, ref. n°205509, capacidade 150 mm / 0,01mm). Apdés serem feitas as

medidas os pintainhos receberam racdo comercial micropeletizada pos-eclosao

no incubatorio, na quantidade de 1g/ave.

QUADRO 2. Definicdo dos parametros de qualidade dos pintos neonatos®

Parametro Definicao
Atividade Verificada quando se coloca o pintainho de costas.
Um r4pido retorno a posicao em pé é definida como boa.
Se permanecer de costas, € definido como fraca.
Penugem e A aparéncia deve ser limpa e seca. Se estiver Umida e
aparéncia suja ou ambos, € cotada como ruim.
Olhos Coloca-se o pintainho em pé e observam-se seus olhos. O
brilho e a extensdo que ocupa a palpebra sobre o olho.
Pernas O pintainho €& colocado em pé para determinar se
permanece firme nessa posicdo. A conformacdo dos
dedos € examinada. Se houver dificuldade de permanecer
em pé, examina-se a articulacdo do joelho para verificar
se ha sinais de inflamacéo.
Canela Observa-se o brilho e a cor da canela.

A normal deve ser avermelhada e brilhante.

Area do umbigo

Examina-se a area do umbigo e ao redor dele, verificando-
se o seu fechamento e sua cor.

Se a cor for diferente da cor da pele, registra-se como de
ma qualidade.

Membrana
remanescente

Na area do umbigo, avalia-se o tamanho de uma possivel
membrana remanescente. O tamanho sera classificado
como muito grande, grande ou pegueno.

Residuo vitelino

A observacdo da area do umbigo permite estimar do
tamanho do residuo vitelino. O tamanho seré classificado
em muito grande, grande ou pequeno.

!Adaptado de TONA et al. (2003)
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QUADRO 3. Alocacdo dos escores para os diferentes parametros de qualidade

do neonato observado?

Pardmetro  Caracteristica Escore
Atividade Bom 16
Médio 8
Fraco 0
Penugem e Limpa e seca 16
aparéncia Limpa e umida 8
Suja e Umida 0
Olhos Abertos e brilhantes 12
Abertos e nado brilhantes 6
Fechados 0
Pernas Pernas e dedos normais 12
e dedos Uma perna afetada 6
Duas penas afetadas 0
Brilhante e avermelhada 12
Canela Brilhante e pélida 6
Opaca e pélida 0
Completamente fechado e limpo 12
Umbigo N&o completamente fechado, coloracédo normal 6
N&o fechado e com coloracéo anormal 0
Membrana  Sem membrana 10
remanescente pequena 5
Grande 0
Residuo Sem gema aparente 10
da gema Gema pequena 5
Gema grande 0

! Adaptado de TONA et al. (2003)

Avaliacdo de desempenho zootécnico

Na conducao dos experimentos foram avaliados 0s pesos das aves e
das dietas e anotados o peso das aves mortas para célculo da mortalidade diaria.
As aves foram pesadas para célculos dos indices zootécnicos: peso vivo, ganho
de peso, consumo de racdo e conversao alimentar corrigida pelo peso das aves
mortas (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2007). Estes valores foram tabulados da
seguinte forma:

e Ganho de peso (g): calculado pela diferenca entre os pesos das aves
obtidos nas pesagens.
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e Consumo de racao (g): obtido pela diferenca entre a quantidade de dieta
oferecida no inicio e as sobras ao final de cada semana avaliada,
considerando o numero de aves mortas no intervalo para correcdo dos
valores de consumo.

« indice de conversio alimentar: obtido pela relacéo entre o ganho de peso e
0 consumo de racédo, considerando o numero de aves mortas no intervalo
como critério para correcdo dos valores deste indice.

¢ Viabilidade: calculada pela diferenga entre 0 niumero de aves no inicio do

experimento e a mortalidade que foi anotada diariamente.

O indice de eficiéncia produtiva foi calculado pela formula:
IEP= [(GPDxV)/(CA)]x100

em que:

IEP = indice de eficiéncia produtiva
GPD = ganho de peso diario em quilogramas
V = viabilidade em porcentagem

CA = conversao alimentar

Analises Estatisticas

Para andlise das varidveis de peso dos ovos na incubagdo e
transferéncia (perda de peso dos ovos); dispersao da janela de nascimento; peso
ao nascer, peso na expedicdo e avaliagdo de comprimento do pintainho utilizou-
se o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012) sendo os dados
submetidos a andlise de variancia aplicando-se o teste F. Os dados dos
resultados do escore de qualidade de pinto ao nascer foram submetidos a analise
estatistica ndo paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e o teste
Exato de Fisher. Para as variaveis de desempenho os dados foram submetidos a
andlise de variancia. Também foi aplicado o teste t para calcular as correlacdes

de Pearson entre as variaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso ao nascer, o0 comprimento corporal e o peso do pinto na
expedicado no incubatorio foi avaliado apés a eclosdo, sendo maiores para as aves
inoculadas com 25(0OH)D3;, mas nao se observou diferenca significativa (Tabela 3).
Registrou-se, significativamente, um menor periodo médio de incubacao (TI) para
as aves originadas de embrifes inoculados no 19° de incubacédo com 25(OH)D3
obtendo-se 495,9 horas para as aves inoculadas com 25(OH)D3; e 499,5 horas

para o grupo controle (Tabela 3).

TABELA 3 Médias dos resultados de qualidade de eclosao da incubacéo de 180
ovos em maquina de estagio Unico provenientes de embrides

inoculados ou n&o no 19° de incubagéao com 25(0OH)D3

Tratamentos

Variavel Controle 25(OH)D; P CV(%)
Peso ovo incubagéao (g) 60,75 61,36 0,2317 5,39
Peso ovo transferéncia (g) 53,37 53,72 0,5160 6,44
Perda de peso incubacao (%) 12,47 12,17 0,4981 22,83
Tempo incubacao (h) 4995b 4959a <0,001 1,09
Peso ao nascer () 44,34 44,92 0,2625 6,67
Peso expedicao (g) 43,36 44,16 0,3686 11,11
Comprimento do pintainho (mm) 166,10 167,70 0,1100 3,16

*Médias estatisticamente diferentes pelo teste F de analise de variancia (p<0,001) CV =
coeficiente de variagéo.

O tempo de incubacao total no presente experimento (Tabela 3) foi de
506,5h para ambos os tratamentos, obtendo-se 90,18% de ecloséo para as aves
originadas de embrides inoculados no 19° de incubagéo com 25(OH)D3 e 85,17%
para o grupo controle. Os resultados de eclosdao entre os tratamentos
apresentaram diferenca significativa, obtendo-se maior eclosdo as aves
inoculadas com 25(0OH)D3;. O desenvolvimento embrionario das aves inoculadas
com 25(OH)Ds3 foi mais precoce em relagédo ao nascimento do tratamento controle,
resultando em efeitos positivos sobre a eclodibilidade dos ovos. De acordo com
ITO et al., 2008), o 25(0OH)D3 é essencial para a formagdo do 0sso, da casca do
ovo e para ecloséo dos pintainhos, pois estimula e modula a sintese de proteinas,
regula a absorcdo de calcio no intestino e na membrana do saco da gema do

embrido, sendo responsavel por até 90% da absor¢cédo do célcio encontrado no
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sangue. Além de aumentar a permeabilidade do fésforo no intestino e promover o
alongamento das vilosidades intestinais.

No presente experimento, foi possivel verificar que o comprimento do
corpo apresentou correlagdo negativa com o tempo ao nascimento. Ou seja, 0s
pintainhos que nasceram em menor tempo apresentaram maior comprimento do
que aqueles que nasceram mais tardiamente (Tabela 4). Observou-se alta
correlacdo (p= 0,783) do peso dos ovos antes da incubacdo e na transferéncia
com o peso dos neonatos ao nascer e na expedicao, fato esperado e sem relacdo

com os tratamentos (Tabela 4).

TABELA 4 Resultados de correlacdes de Pearson para os valores de POI: peso
do ovo incubacéo (g); POT: peso do ovo transferéncia (g); PP: perda
de peso (%); TI: tempo incubacédo (horas); PN: peso ao nascer (Q);
PE: peso expedicdo (g); CP: comprimento do pintainho (mm) de
frangos de corte com um dia de idade, originados de embribes

inoculados ou ndo no 19° de incubac&o com 25(0OH)D3

POI POT PP Tl PN PE CP

POl 1,0000 0,8616* -0,0964 0,1684 0,7832* 0,7832* 0,2016*
POT 1,0000 -0,5252* 0,1135 0,8957* 0,8907* 0,1931*
PP 1,0000 0,0924 -0,4649* -0,3497* 0,0469

Tl 1,0000 0,0964 0,3013* -0,1972*
PN 1,0000 0,9187* 0,1787*
PE 1,0000 0,1000
CP 1,0000

* Valores de correlacdo acima de 0,17 e abaixo de -0,17 s&o estatisticamente diferentes,
pelo teste t, com nivel de significAncia de 5%.

A janela de nascimento de ambos os tratamentos (Tabela 5) foi
considerada boa, com um intervalo de 24 horas. Caracterizou-se com uma base
estreita (menor intervalo entre primeiros e ultimos), pico alto (maior concentracao
de nascimento) e menor coeficiente de variagao (Figura 1). De acordo com CALIL
(2010), o processo de incubacdo realizado em maquinas de estagio unico,
apresenta-se caracteristicas de reducao da janela de nascimento nesses modelos

de maquinas, o que propicia melhores condi¢des de hidratacdo para os pintainhos
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gue nasceram primeiro. A reducdo da janela de nascimento pode ser estimada

entre quatro e oito horas, visto que essas maquinas sao providas de sistemas

automatizados de eclosdo que associam as variaveis de temperatura, umidade e

gas carbonico para controlar em tempo real a curva de nascimento dos embrifes.

TABELA 5 Média acumulada de nascimento dos neonatos referente a incubacgéo

de 2.752 ovos em maquina de estagio unico, amostrados por bandeja
de 86 ovos, provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19° de

incubacdo com 25(0OH)D3

Tempo (h) Tratamentos Médias

Incubacao Controle  25(0OH)Ds
482.5 0,56 0,19 0,38
486.5 11,25 9,62 10,44
490.5 30,69 27,75 29,22
494.5 51,12 52,37 51,75
498.5 63,18 66,56 64,87
502.5 70,93 75,68 73,31
506.5 73,25 b 77,56 a 75,41

* Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de andlise de

variancia (p<0,05).
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FIGURA 1 Distribuicdo da janela de nascimento (eclosdo) dos neonatos

provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubacéo
com 25(OH)D3
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A maior eclodibilidade observada para os ovos inoculados com
25(0OH)D3; em relacdo ao grupo controle foi semelhante aos resultados de
ATENCIO et al. (2006) que, ao avaliarem reprodutoras suplementadas com
maiores doses de vitamina D3 e 25(0OH)Dg3, observaram melhor eclodibilidade e
qualidade dos ovos. Entretanto, contradiz com os resultados de TORRES (2008)
gue nao observou diferenca na eclodibilidade dos ovos ao aumentar as doses de
vitamina D3 e 25(0OH)D3 na racdo de reprodutoras de frango de corte.

A resposta da escolha da dose de vitamina Ds; e 25(OH)Ds; nas
pesquisas cientificas estdo relacionadas com a quantidade de colecalciferol
presente no ovo, portanto nem sempre 0s resultados serdo semelhantes.
Segundo SELL & JERRY (1994), a vitamina D presente na gema do ovo é
metabolizada pelo embrido e utilizada para formacao do esqueleto da ave.

GONZALES et al. (2003a) avaliaram os pesos dos pintainhos logo apés
0 nascimento e no alojamento e observaram diferencga, relacionada ao nivel de
suplementacdo in ovo de 25(OH)Ds;, com tendéncia linear e negativa nas
guantidades correspondentes a 0,00; 0,625; 1,250 e 1,875 ug de 25(OH)Ds.

Segundo AMMENUDDIN et al. (1982), a maior habilidade da forma
hidroxilada do 25(OH)D3; de ser transferida para 0s ovos e consequentemente
para o embrido é o fator que melhora o desenvolvimento embrionario e a
eclodibilidade dos ovos quando fornecido como Unica fonte de vitamina D, o que
se observou na presente pesquisa. Porém, as quantidades administradas devem
ser levadas em consideracdo ao analisar aos resultados dessas variaveis.

De acordo com NARBER (1993), a eficiéencia de transferéncia de
vitamina D da dieta das reprodutoras para os ovos, € considerada média. E a
simples elevacdo dos niveis de suplementacdo para as reprodutoras, pode nao
ser eficiente, pois a demanda dessa vitamina pode ser afetada por condi¢bes
especificas da dieta ou pela forma molecular da mesma (VIEIRA, 2005).

Na avaliagdo do embriodiagnostico, com relacdo aos resultados dos
ovos amostrados por bandeja da incubacdo na maquina de estagio Unico (Tabela
6) ndo se observou diferenca (p>0,05) para os tratamentos utilizados. Entretanto,
os resultados de bicados vivos apresentaram diferenca (p=0,0634) para as aves
inoculadas com 25(OH)D3. Como na retirada dos pintainhos do nascedouro foi

observado possibilidade de maiores eclosdes, apés as 506,5 horas, quando se
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finalizou a contagem das eclosdes € possivel inferir que o percentual de eclosédo
aumentasse se houvesse ainda a contagem a mais apds quatro horas. Visto que
nesse experimento ndo se observou antecipacdo do nascimento para as aves
inoculadas com 25(OH)D3 e sim o aumento do percentual de eclosdo do meio

para o final da janela de nascimento.

TABELA 6 Resultados de mortalidade embrionaria da incubacdo de 2.752 ovos
em maquina de estagio unico, amostrados por bandeja, provenientes

de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubagao com 25(0OH)D3

Embriodiagnostico Controle 25(0OH)D3 p*
Inférteis, % 29/147 13/110 0,1242
Mort. Embrionaria 0-7dias, % 56/147 56/110 0,0975
Mort. Embrionaria 8-14dias, % 15/147 14/110 0,5547
Mort. Embrionaria 15-18dias, % 16/147 7/110 0,2709
Mort. Embrionaria 19-21dias, % 71147 4/110 0,7626
Bicado vivo, % 5/147 10/110 0,0634
Bicado morto, % 0/147 1/110 0,4280
Pintos nascidos anormais, % 4/147 1/110 0,6212
Trincados na transferéncia, % 8/147 6/110 0,9999
Posicdo errada, % 9/147 3/110 0,4977

* Diferenca nao significativa pelo teste Exato de Fisher (p>0,05).

Avaliando-se os dados de peso inicial, peso aos sete dias, peso final e
conversao alimentar no presente experimento (Tabela 7), pode-se perceber que o
desempenho até aos 21 dias néo foi significativo.

No entanto, a mortalidade das aves originadas de embrides inoculados
no 19° de incubacdo com 25(OH)Ds; foi menor (p=0,0612) que as aves do
tratamento controle. Pode-se perceber que houve aumento consideravel da
mortalidade das aves do tratamento controle.

Existem poucos trabalhos de pesquisa com inoculag&o in ovo utilizando
o metabdlito 25(OH)D3;. A maioria dos dados de literatura descrevem melhorias
relacionadas com o desempenho quando se utiliza o produto na racdo das aves.
Os resultados da inoculacéo in ovo utilizando o metabdlito 25(OH)Ds, indicam que
a vitamina D melhora a viabilidade dos frangos de corte até a idade de abate por

mecanismos ainda desconhecidos.
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TABELA 7 Resultado de desempenho de frangos de corte machos aos 21 dias
de idade, originados de embrides inoculados ou ndao no 19° de

incubacé&o com 25(0OH)D3

o Tratamentos * 0
Desempenho (um — 21dias) Controle  25(0OH)D; P CV(%)
Peso médio (g) um dia 41,53 41,68 0,6842 1.35
Peso médio (g) sete dias 200,5 193,9 0,2907 4.72
Converséo alimentar sete dias 0,8674 0,8822 0,6900 6.47
Peso médio (g) 21 dias 903,2 881,8 0,4938 5.29
Converséo alimentar 21 dias 1,2492 1,2504 0,9787 5.51
Mortalidade (%) 10,0% 1,7% 0,0612 *k

*Diferenca nédo significativa pelo teste de andlise de variancia (p>0,05). CV = coeficiente
de variacdo. ** Diferenca ndo significativa pelo teste de teste de Wruskal-Wallis (p>0,05).

GONZALES et al. (2003a) ao inocularem 25(OH)D3; manualmente 312
ovos com embrides viaveis de 16 dias de incubacao, obtidos de lotes de matrizes
Cobb 500 de 49 semanas de idade, via cavidade amnidtica, com 0,3 mL de
solugbes contendo 0,00; 0,625; 1,250 e 1,875 pg de 25(0OH)D3 ndo observaram
diferenca no desempenho das aves aos 10 dias quando usou niveis crescentes
de 25(OH)Ds;. Entretanto, a mortalidade foi diminuida para os tratamentos que
receberam 25(OH)D3; a semelhanca do que ocorreu na presente pesquisa. Os
resultados indicaram que a vitamina D melhorou a viabilidade dos frangos de

corte criados em baterias até 21 dias de idade.

CAMPOS (2007) observou redugéo de 3,13% de mortalidade na 12
semana e 5,08% até 21dias de idade quando suplementou 0,5 mL de solugéo de
vitaminas, contendo 1,2 mg de D3, porem n&o encontrou resultado significativo na
mortalidade e no desempenho das aves (p>0,05). O autor descreveu reducdo de
6,07% da eclodibilidade ao comparar com o tratamento controle, mas atribuiu ao
volume de solucdo inoculado, ja que a osmolaridade das solu¢cbes estavam
compativeis com as recomendacdes de FERKET et al. (2005) que devem ser

mantidas entre 400 e 650 mOsm.



69

4. CONCLUSAO

A suplementacdo do metabdlito 25(OH)D; da vitamina D3 pode ser
aplicada utilizando a técnica de vacinacao industrial in ovo.

A utilizacdo do aditivo 25(OH)D3 in ovo é efetiva na melhoria da
eclodibilidade dos ovos férteis de matrizes pesadas incubados em maquinas de
estagio unico.

A administracdo in ovo do metabdlico 25(OH)D3; ndo melhora o

desempenho de frangos de corte machos até 21 dias de idade.
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CAPITULO 4. QUALIDADE DE PINTAINHOS NEONATOS E DESEMPENHO
DE FRANGOS DE CORTE ATE 35 DIAS OBTIDOS DE
EMBRIOES SUPLEMENTADOS COM 25-HIDROXI-
COLECALCIFEROL IN OVO

RESUMO: Objetivou-se avaliar a qualidade de neonatos e o desempenho em
frangos originados de embries aos 19 dias de desenvolvimento embrionario,
suplementados in ovo com 25-D-hidroxi-colecalciferol, 25(OH)Ds. A incubacéo foi
conduzida no incubatério da empresa S&do Salvador Alimentos S/A em maquina
de estagio unico, utilizando 2.752 ovos de matrizes Cobb 500 com 45 semanas de
idade. Na transferéncia e vacinagdo, os ovos com embrifes viaveis foram
inoculados com a solugéo controle e com 25(0OH)D3 incorporados na vacina. A
compatibilidade do produto foi avaliada anteriormente e as dosagens utilizadas
foram zero e 1,250ug de 25(0OH)D3; equivalentes a 50 Ul de vitamina D3. Os ovos
foram acondicionados em sacos de fild, ar-permeavel, para discriminar cada
neonato. O nascimento foi acompanhado a cada quatro horas, avaliando-se o
periodo de incubacdo (horas), a eclodibilidade, a mortalidade embrionaria
(percentual, periodo de ocorréncia e causas aparentes), 0S pesos e comprimentos
dos neonatos e a qualidade do pintainho. Apds pesagem, qualificacdo e sexagem,
840 pintos de corte, machos foram enviados para o aviario experimental da UFG
e distribuidos em 24 boxes. Pesaram-se as aves, as dietas e as aves mortas para
calculo do desempenho até 35 dias de idade. Adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos e doze repeticbes de 35 aves
cada, totalizando 840 pintos em 24 unidades experimentais. Nao houve diferenca
(p>0,05) entre os tratamentos para os resultados de eclodibilidade dos ovos
férteis, mortalidade embrionaria e qualidade do neonato. Também, ndo houve
influéncia (p>0,05) para peso médio, ganho de peso, consumo de racdo e
conversao alimentar de um a 35 dias de idade. Portanto, a utilizacdo do aditivo in
ovo nao é efetiva na melhoria do desempenho dos frangos.

Palavras-chaves: embrido, frango de corte, suplementacé&o in ovo, vitamina D.
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CHAPTER 4 - CHICK QUALITY AND BROILER PERFORMANCE UNTIL 35
DAYS OF AGE OBTAINED FROM EMBRYOS SUPLEMENTED
WITH 25-HYDROXY-CHOLECALCIFEROL IN OVO

ABSTRACT: This work was carried out to evaluate the quality of newborn chicks,
males and females, hatched from embryos supplemented in ovo with 25-D-
hydroxy-colicalciferol, 25(OH)D3 at 19 days of embryo development. Chicks were
hatched in one stage hatcheries with 2752 eggs 45-week old Cobb 500® breeder.
During the transference and vaccination, fertile and viable eggs were inoculated
with placebo or 25(OH)D3; solution incorporated in the vaccine and the
compatibility of the mix were tested with two dosis, zero and 1,250ug of 25(0OH)D3
equivalent to 50 Ul of vitamin D3. Eggs were placed in air-permeable bags in order
to discriminate the chicks and eggshell components. The hatch was checked each
four hours to evaluate incubation period (hours), hatchability, embryo mortality
(percentage, period and apparent causes), weight and length and quality score of
the newborn chicks. After weighing in the hatchery, 840 male day-old chicks were
housed in 24 experimental pens, and chicks and diets were weighed until 35 days
of age. Experiment was conducted in a completely randomized design in a with
two treatments and 12 replicates of 35 birds each. Data was analyzed by ANOVA
and data compared by F test with 5% probability levels. No difference was
observed (p>0.05) for hatchability, embryo mortality and newborn chick quality. No
influence either was verified (p>0.05) for average live weight, weight gain, feed
intake and feed conversion from one to 35 days of age. It is possible to observe
that the use on 25(OH)D; inoculated in ovo was not effective to improve
performance in broilers.

Keywords: embryo, broiler, supplementation in ovo, vitamin D.
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1. INTRODUCAO

A suplementacdo in ovo de nutrientes, como a vitamina D, pode
favorecer a diminuicdo da mortalidade embrionaria tardia, melhorando a
eclodibilidade dos ovos e permitindo o desenvolvimento normal do tecido 6sseo
no periodo neonatal do pintainho e na fase inicial de criacdo (GONZALES et al.,
2003).

Um dos produtos testados para suplementar os pintainhos antes do
nascimento é o intermediario ativo da vitamina D3, 25-D-hidroxi-colecalciferol
(25(OH)D3). O objetivo é fornecer fonte exdgena de uma vitamina essencial para
0 crescimento 0sseo na forma intermediaria de mais rapida utilizacdo que a
vitamina D3 (WEBER, 2003), independentemente do aporte proveniente da matriz.

Para exercer sua funcdo no organismo animal, é necessario que o
colecalciferol (vitamina D3) passe por dois processos metabdlicos, no figado onde
€ transformada em 25(OH)D3; e posteriormente no rim, transformando-se em
1,25(0OH),D3, metabolicamente ativo nos processos fisiologicos do animal
(PIZAURO Jr., et al. 2002).

O produto 25(OH)D3 é soluvel em agua e absorvido no intestino mais
eficientemente do que o colecalciferol, a fonte de vitamina Dz comumente utilizada
como suplemento em racbGes avicolas. A suplementacdo de 25(0OH)D; é
particularmente interessante para o0s pintainhos neonatos, para 0s quais a
absorcdo de gordura dietética é relativamente deficiente na fase inicial (WEBER,
2003).

A finalidade é fornecer uma fonte intermediaria exdgena in ovo, de
utilizacado mais rapida que a vitamina D3, preparando o pintainho para o adequado
crescimento 6sseo. Do ponto de vista fisiolégico, uma das fun¢cbes da vitamina D3
€ a de controlar a absorcéo de calcio pelo trato digestivo, induzindo a sintese da
proteina carreadora de calcio, quando necesséario. Essa funcdo estaria
prejudicada no embrido, mas plenamente atendida no pintainho alimentado apés
a eclosao. Com estrutura 6ssea mais resistente, o pintainho suportaria o intenso
crescimento muscular prevenindo o aparecimento de problemas relacionados com

0 esqueleto (GONZALES et al., 2009).
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As pesquisas tém indicado que o uso de 25(OH)D; determina um
melhor desempenho dos frangos de corte a idade de abate, com marcante
diminuicao da incidéncia de DT (WEBER, 2003). De acordo com UNI et al. (2004),
a funcdo hepatica do neonato e, portanto, do embrido na fase final de
desenvolvimento, é considerado imaturo.

Em pesquisa com suplementagcdo de 25(OH)D3;, GONZALES et al.
(2003) verificaram que o produto determinou estimulo metabdlico ao embrido,
diminuindo o tempo de eclosdo sem, entretanto, afetou a qualidade do neonato ou
o desempenho dos pintos até 10 dias de idade. Os autores indicaram que é
necessaria a continuacéo dos estudos da alimentacdo exégena com o produto em
pesquisas que envolvam a avaliacdo da qualidade do esqueleto e a relacdo com
problemas de pernas em frangos de corte. Com os resultados de GONZALES et
al. (2003) é possivel concluir que a alta atividade metabdlica do embrido
estimulada pelo 25(OH)D3; influenciou o0 tempo do nascimento e,
consequentemente, 0 peso do pinto ao nascer.

Diante da complexidade, torna-se necessaria a realizacdo de
pesquisas nessa area, visando esclarecer possiveis efeitos do aumento ou da
reducdo da suplementacdo de vitamina D3 e seus metabdlitos nas dietas pré-
eclosdo in ovo de embrides de frango de corte. Por isso, espera-se que uma
suplementacdo adequada de vitamina D estimule o crescimento da ave na fase
de extrema atividade metabdlica, durante o crescimento embrionario e apds a
eclosao.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos da inoculacdo de
25(0OH)D3 nos indices de eclodibilidade, de mortalidade embrionaria, na qualidade
do neonato e na produtividade de frangos de corte até 35 dias de idade originados
de embribes suplementados in ovo com 25(OH)D; aos 19 dias de

desenvolvimento embrionario.
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2. MATERIAL E METODOS

Local de realizacao

A incubacgédo experimental foi conduzida no incubatorio da empresa Séo
Salvador Alimentos S/A, localizado em Itaberai, Goias, Brasil.

Posteriormente, os neonatos foram encaminhados para o aviario
experimental do Departamento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias — UFG em Goiéania, Goias, Brasil. e
criados por 35 dias.

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFG, sob o protocolo n° 014/12, e esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Instalacdes, equipamentos e manejo experimental no incubatorio

A incubacdo foi conduzida em maquina de estagio Unico utilizando
2.752 ovos, sendo 1.376 ovos inoculados com 1,250 ug de 25(OH)D3 na solugéo
vacinal e 1.376 ovos sem o0 metabdlito da vitamina D3, Paralelamente, foram
selecionados 180 ovos por peso antes da incubacdo e destinados para anélise
individual. Os ovos foram obtidos de matrizes pesadas com 45 semanas de idade
da linhagem Cobb 500®. Nessa pesquisa, ndo foi levado em consideracdo o
aporte de vitamina D3 e seus metabdlitos proveniente das matrizes pesadas.

No momento da transferéncia e da vacinacdo, os ovos com embrides
viaveis foram inoculados, com solucao vacinal, sem o metabdlito da vitamina D3 e
com 1,250 ug de 25(0OH)D3 correspondente a zero e 50 Ul de vitamina Dg,
respectivamente.

A compatibilidade do produto com a solucdo vacinal foi avaliada
anteriormente, constatando-se a titulacdo e a integridade da particula viral na
presenca do metabolito da vitamina Dj;. A titulagdo da vacina de Marek e
Gumboro diluida com adicdo da substancia 25(OH)D; n&o apresentaram

resultados significativos entre os diferentes tempos (TO, T30 e T60) de suspenséao
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da vacina. A adigcdo do produto 25(OH)D; né&o interferiu na titulagdo quando
comparado com o grupo controle negativo seguindo a técnica de titulacdo em
cultivo celular de fibroblasto de embrides de galinhas utilizada pelo controle de
qualidade do laboratério da Merial Saude Animal. Apdés a vacinagao, foram
acondicionados 180 ovos em sacos de filg, ar-permeavel, para discriminar cada
neonato ao seu tratamento. Para cada ovo, o periodo de incubacédo foi definido
como o tempo entre a colocacdo em condi¢cdes de incubacao artificial e o efetivo

nascimento.

Instalacfes, equipamentos e manejo experimental no aviério

Para conduzir o experimento a campo, foram utilizadas instalacdes em
galpéo para criagdo em piso construido de alvenaria com 17 x 8m de dimensdes
internas, cumeeira com orientacdo norte-sul, pé direito de 2,32m, coberto com
telhas francesas, muretas de concreto com 0,46m nas laterais e tela de arame
atingindo 1,7m de altura. Foram utilizados 24 boxes com dimensionamento de 2 x
1m cada, nos quais, foram alojadas 35 aves.

A preparacgdo do galpao para recepcao dos lotes obedeceu as normas
usuais de limpeza e desinfeccao das instalacdes (telhas, telas, cortinas, piso, area
externa, equipamentos), preconizando-se dez dias para limpeza, desinfeccdo com
pulverizacdo de desinfetante a base de amdnia quaternaria e glutaraldeido e sete
dias para vazio sanitario. Os comedouros tubulares e bebedouros pendulares
foram limpos e abastecidos duas a trés vezes ao dia durante a criacéo do lote.

O aguecimento do aviario foi realizado por meio de uma central de gas
P-90 distribuido para um sistema contendo seis campanulas dispostas
equidistantes, sendo a temperatura, também, controlada e monitorada todo o
tempo de aquecimento, previsto para as duas primeiras semanas de vida do
pintainho. O sistema de iluminacdo adotado durante o periodo de criacdo (35
dias) foi de 23H de luz e 1H de escuro. O galpdo possuia forragdo interna no teto
e protecdo na parte externa por uma cortina com sistema de catracas para sua
movimentacao. Associado ao manejo de aquecimento e de iluminagdo, 0 manejo
das cortinas auxiliou na manutencdo da temperatura adequada para as aves. O

sistema de ventilagdo negativa e nebulizagdo foram monitorados por um sistema
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de painel de controle, pelo qual, todos os registros de temperatura e umidade
foram armazenados para analise da condicdo ambiente e conforto das aves em

qualquer periodo do dia.

Programa alimentar

Apés o alojamento, as aves receberam racdo e agua ad libitum. A
racdo foi oferecida na forma farelada e formulada de acordo com as
recomendacgdes nutricionais utilizada na empresa Sao Salvador Alimentos S/A na
época da presente pesquisa. A composicao das dietas experimentais utilizadas no
experimento na fase inicial (um a 21 dias) e na fase crescimento (21 a 35 dias)

estd apresentada na Tabela 1, com 0s respectivos niveis nutricionais (Tabela 2).

TABELA 1 Composicdo percentual das dietas utilizadas no experimento

durante as fases inicial (1 a 21 dias) e crescimento (21 a 35 dias)

Ingredientes, % Inicial Crescimento
Milho gréo 58,89 67,77
Farelo de soja 46,5% 20,52 16,96
Farinha de carne 45% 4,20 3,20
Soja integral tostada 36% 14,40 1,73
Farinha de penas 79% - 1,66
Farinha de visceras 12% - 2,33
Farinha de sangue 89% - 0,93
Gordura de aves - 2,33
Calcareo 37% 0,47 0,53
Sal branco comum 0,34 0,28
Bicarbonato de sodio 0,10 0,13
DL-metionina 98% 0,32 0,28
Lisina 64% 0,33 0,46
Treonina 98% 0,06 0,06
Colina75% 0,06 1,10
Suplemento vitaminico e mineral ** 0,10 0,10
Aditivos * 0,21 0,22
Total 100 100

“Suplemento _vitaminico e mineral fase inicial para frangos, niveis de garantia por
guilograma de racdo: 10.000 Ul Vitamina A, 2.500 Ul Vitamina D3, 25 Ul Vitamina E, 2 mg
Vitamina K3, 2,5 mg Vitamina B1, 6,5 mg Vitamina B2, 3,5 mg Vitamina B6, 18 ug
Vitamina B12, 42 mg Niacina, 15 mg Acido Pantoténico, 1,2 mg Acido félico, 0,08 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g Cobre,
1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos inicial: nicarbazina 25%; bacitracina de zinco 15%;
sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fingico e enzima.




80

“Suplemento vitaminico e mineral fase crescimento para frangos, niveis de garantia por
quilograma de racao: 8.000 Ul Vitamina A, 1.900 Ul Vitamina D3, 20 Ul Vitamina E, 1,8
mg Vitamina K3, 1,8 mg Vitamina B1, 5,5 mg Vitamina B2, 2,6 mg Vitamina B6, 15 g
Vitamina B12, 35 mg Niacina, 13 mg Acido Pantoténico, 0,9 mg Acido félico, 0,05 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g Cobre,
1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos cresc.: nicarbazina 25%; bacitracina de zinco 15%;
sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fungico e enzima.

TABELA 2 Composicao nutricional calculada das dietas utilizadas no experimento

durante as fases inicial (um a 21 dias) e crescimento (21 a 35 dias)

Nutrientes e energia, % Unidade Inicial Crescimento
Proteina bruta % 21,75 20,00
Gordura % 6,11 6,34
Cinza % 5,51 4,95
Célcio % 0,93 0,90
Calcio/fosforo 1,97 1,96
Fosforo total % 0,61 0,56
Fosforo disponivel % 0,47 0,46
Energia metabolizavel kcal/kg 3.099 3.239
Lisina total % 1,29 1,19
Lisina digestivel % 1,17 1,08
Metionina total % 0,63 0,57
Metionina digestivel % 0,60 0,54
AAS total % 0,97 0,92
AAS digestivel % 0,87 0,82
Treonina total % 0,85 0,80
Treonina digestivel % 0,74 0,69
Triptofano total % 0,24 0,20
Triptofano digestivel % 0,21 0,17
Isoleucina total % 0,89 0,77
Isoleucina digestivel % 0,80 0,69
Valina digestivel % 0,87 0,86
Arginina total % 1,42 1,23
Arginina digestivel % 1,30 1,12
Colina mg/kg 1.699 1.600
Na % 0,21 0,20
Cl % 0,30 0,27
K % 0,87 0,64
Na+Cl+K mEQ/100g 230,12 174,39

* S30 Salvador Alimentos S/A.
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Delineamento Experimental

O delineamento experimental aplicado no incubatério foi um fatorial 2 x
2, sendo que os ovos foram distribuidos em 32 bandejas de 86 ovos e estas
foram colocadas nos mesmos niveis em 16 andares para ambos os tratamentos,
totalizando 16 repeti¢des, tanto na incubadora como no nascedouro.

O delineamento experimental aplicado no aviario foi inteiramente
casualizado, com dois tratamentos e doze repeticbes de 35 frangos de corte

machos por unidade experimental, totalizando 840 em 24 unidades experimentais.

e Tratamento 1 = controle: 420 pintainhos machos de um dia, provenientes de
embrides inoculados com solugdo vacinal, sem 25(OH)D3 correspondente a
zero Ul de vitamina Ds.

e Tratamento 2 = 25(OH)Ds: 420 pintainhos machos de um dia, provenientes de
embrides inoculados com 1,250 ng de 25(OH)Ds correspondente 50 Ul de

vitamina D3 na solugéo vacinal.

Variaveis analisadas

As variaveis analisadas estdo mencionadas no Quadro 1 com suas
respectivas unidades.
QUADRO 1 Variaveis analisadas - mortalidade embrionaria, escore de qualidade

dos pintainhos e pesos e medidas no nascimento

Mortalidade Escore Avaliacdo de peso e
Embrionéria Neonato medidas no nascimento
Inférteis, % Atividade TI: tempo incubacéo, horas
Mort. Embrionaria 0-7dias, % Umbigo PN: peso ao nascer, g
Mort. Embrionaria 8-14dias, %  Membrana PE: peso expedicéo, g
Mort. Embrionaria 15-18dias, % Abdémen CP: comprimento do pinto, mm
Mort. Embrionéaria 19-21dias, % Pernas Janela de nascimento, %
Bicado vivo, % Canela Taxa de ecloséo, %
Bicado morto, % Olhos Eclodibilidade, %
Pintos nascidos anormais, % Penugem

Trincados na transferéncia, % Total
Posicdo errada, %
Contaminados, %




82

Avaliacao da eclodibilidade e mortalidade embrionéria dos ovos férteis

O nascimento foi acompanhado a cada quatro horas, avaliando-se o
periodo de incubacdo (horas), a eclodibilidade, a mortalidade embrionaria
(percentual, periodo de ocorréncia e causas aparentes), 0S pesos ao hascimento
e a qualidade dos neonatos.

Os resultados de eclodibilidade, mortalidade embrionéria, qualidade
da eclosdo e dos neonatos incubados em maquina de estagio Unico foram
avaliados nos 180 ovos amostrados e nas 32 bandejas de 86 ovos. Concluido o
nascimento, os pintainhos foram retirados do nascedouro e classificados.

Antes da classificacdo dos neonatos os ovos ndo eclodidos foram
submetidos a analise de embriodiagndstico. Por meio do embriodiagndstico foi
possivel obter o total dos ovos inférteis e por diferenca entre este e o numero total
de ovos incubados e eclodidos.

A porcentagem de eclosdo ou taxa de eclosdo é uma medida da
eficiéncia do processo de incubacao artificial e é realizada apds a retirada dos
neonatos do nascedouro com a contagem total dos nascidos em relagéo ao total
de ovos incubados, e foi determinada pela equacéo: eclosdo = (n° total de ovos
que eclodiram / n° total de ovos incubados) x 100.

A eclodibilidade foi determinada realizando o exame de residuo de
uma amostra de ovos que nao eclodiram. Neste exame é feita a quebra dos ovos
com posterior andlise visual e contagem dos inférteis. Portanto, o calculo da
eclodibilidade é realizado pela equacéo: eclodibilidade = (n° total de ovos que
eclodiram / n° total de ovos férteis incubados) x 100.

Avaliou-se, também, a dispersdo/janela do nascimento de cada
tratamento referente ao intervalo determinado para registro dos nascimentos.
Decorridos cerca de 520 horas de incubacao, todos os neonatos foram pesados e
examinados macroscopicamente para definir a sua qualidade.

As avaliagBes de embriodiagnéstico foram realizadas no incubatério,

seguindo o padréo estabelecido no Quadro 2.
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QUADRO 2 Padréo estabelecido para as avaliac6es de embriodiagndstico*

Embriodiagnostico Padrao
Ecloséao, % 90,00
Inférteis, % 3,30
Mort. Embrionaria 0-7dias, % 3,20
Mort. Embrionaria 8-14dias, % 0,50
Mort. Embrionaria 15-18dias, % 1,10
Mort. Embrionaria 19-21dias, % 1,22
Bicado vivo, % 0,20
Bicado morto, % 0,20
Pintos nascidos anormais, % 0,00
Trincados na transferéncia, % 0,00
Posicéo errada, % 0,10
Contaminados, % 0,00

* Sao Salvador Alimentos S/A.

Avaliacdo da qualidade dos pintainhos

A qualidade dos pintos foi medida seguindo o procedimento

recomendado por TONA et al. (2003) descritos no Quadro 3 e Quadro 4.

QUADRO 3 Definicdo dos parametros de qualidade dos pintos neonatos

Parametro Definicao
Atividade Verificada quando se coloca o pintainho de costas.
Um rapido retorno a posicdo em pé é definida como boa.
Se permanecer de costas, € definido como fraca.
Penugem e A aparéncia deve ser limpa e seca. Se estiver imida e suja ou
aparéncia ambos, é cotada como ruim.
Olhos Coloca-se o pintainho em pé e observam-se seus olhos. O
brilho e a extensdo que ocupa a palpebra sobre o olho.
Pernas O pintainho é colocado em pé para determinar se permanece
firme nessa posicdo. A conformacdo dos dedos € examinada.
Se houver dificuldade de permanecer em pé, examina-se a
articulacao do joelho para verificar se ha sinais de inflamacéo.
Canela Observa-se o brilho e a cor da canela. A normal deve ser
avermelhada e brilhante.
Area do Examina-se a area do umbigo e ao redor dele, verificando-se o
umbigo seu fechamento e sua cor.Se a cor for diferente da cor da pele,
registra-se como de ma qualidade.
Membrana Na area do umbigo, avalia-se o tamanho de uma possivel
remanescente membrana remanescente. O tamanho sera classificado como
muito grande, grande ou pequeno.
Residuo A observacdo da area do umbigo permite estimar do tamanho
vitelino do residuo vitelino. O tamanho sera classificado em muito

grande, grande ou pequeno.

Adaptado de TONA et al. (2003)
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QUADRO 4 Alocacao dos escores para os parametros de qualidade neonato

Parametro  Caracteristica Escore
Atividade Bom 16
Médio 8
Fraco 0
Penugem e Limpa e seca 16
aparéncia Limpa e umida 8
Suja e Umida 0
Olhos Abertos e brilhantes 12
Abertos e nédo brilhantes 6
Fechados 0
Pernas Pernas e dedos normais 12
e dedos Uma perna afetada 6
Duas penas afetadas 0
Brilhante e avermelhada 12
Canela Brilhante e palida 6
Opaca e pélida 0
Completamente fechado e limpo 12
Umbigo N&o completamente fechado, coloragéo normal 6
N&o fechado e com coloracédo anormal 0
Membrana  Sem membrana 10
remanescente pequena 5
Grande 0
Residuo Sem gema aparente 10
da gema Gema pequena 5
Gema grande 0

Adaptado de TONA et al. (2003)

Com base nesses critérios, obteve-se um escore, com escala total de
100, e adaptado para se obter os escores maximo de 100, médio de 50 e ruim,
zero. Além disso, 0os neonatos foram avaliados com relagdo ao seu comprimento,
com paquimetro digital (marca GUT, ref. n°205509, capacidade 150 mm /
0,01mm), sendo considerada a medida da extremidade do bico até a extremidade

do dedo mais longo excluindo-se a unha.
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Avaliacdo de desempenho zootécnico

Na conducao dos experimentos foram avaliados os pesos das aves e
das dietas e anotados o0 peso das aves mortas para calculo da mortalidade diaria.
Aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias, as aves foram pesadas para célculos dos
indices zootécnicos: peso vivo, ganho de peso, consumo de ragdo e conversao
alimentar corrigida pelo peso das aves mortas (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2007).

Estes valores foram tabulados da seguinte forma:

e Ganho de peso (Q): calculado pela diferenca entre os pesos das aves
obtidos nas pesagens.

e Consumo de racao (g): obtido pela diferenca entre a quantidade de dieta
oferecida no inicio e as sobras ao final de cada semana avaliada,
considerando o numero de aves mortas no intervalo para correcdo dos
valores de consumo.

e indice de convers&o alimentar: obtido pela relacéo entre o ganho de peso e
o consumo de racao, considerando o numero de aves mortas no intervalo
como critério para correcdo dos valores deste indice.

¢ Viabilidade: calculada pela diferenca entre 0 nimero de aves no inicio do

experimento e a mortalidade que foi anotada diariamente.

O indice de eficiéncia produtiva foi calculado pela férmula:
IEP= [(GPDxV)/(CA)]*x100

em que:

IEP = indice de eficiéncia produtiva
GPD = ganho de peso diario em quilogramas
V = viabilidade em porcentagem

CA = conversao alimentar
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Andalises Estatisticas

Para as variaveis de avaliagdo da janela de nascimento; peso ao
nascer e na expedicao; avaliacgdo de comprimento ao nascer do pintinho e
desempenho utilizou-se o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012)
sendo os dados submetidos a analise de variancia aplicando-se o teste F.

Os dados dos resultados do escore de qualidade de pinto ao nascer e
embriodiagnostico foram submetidos a analise estatistica ndo paramétrica,
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. Também foi aplicado o teste t para calcular

as correlacbes de Pearson entre as variaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de eclosdo dos ovos analisados foi de 86,26% para 0S 0vos
sem 25(0OH)D3; e 86,85% para os ovos inoculados com 25(OH)D; (Tabela 3).
Observou-se reducdo da taxa de pintos refugos para os ovos inoculados com
25(0OH)D3; representando maior taxa de pintos vendaveis, mas sem efeito

significativo.

TABELA 3 Resultados de ecloséo (ECL = taxa de ecloséo; PR = taxa de pintos
refugos; PV = taxa de pintos vendaveis) de pintos de frangos de
corte, originados de embrides inoculados ou ndo no 19° de

incubacédo com 25(0OH)D3

25(OH)Ds  Nascidos  ECL.% PR PR,% PV PV,%
0,000 ug 1187 86,26 26 219 1161 84,07
1,250 ug 1195 86,85 23 1.92 1172 84,92

*Diferencas nao significativa pelo teste de andlise de variancia (p>0,05). ECL = taxa de
eclosdo; PR,% = taxa de pintos refugos; PV,% = taxa de pintos vendaveis [eclosdo-
(pintos refugos + nao nascidos)].

Observou-se um menor periodo médio de incubacéo (Tl) em ambos os
sexos para as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubacdo com
25(0OH)D3;, mas sem efeito significativo entre os tratamentos (Tabela 4).

As fémeas dos dois tratamentos ndo apresentaram efeito significativo
no periodo médio de incubacéao.

Apesar do peso ao nascer (PN) e do peso na expedicédo (PE) entre os
sexos terem sido maiores para as fémeas, essa diferencga néo foi significativa.

As fémeas que apresentaram o maior peso ao nascer (p = 0,0872),
obtiveram um menor periodo de incubacdo. Entretanto, a avaliacdo de
comprimento das aves foi significativa (p<0,05) para os machos originados de

embrides inoculados no 19° de incubagéo com 25(0OH)D5
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TABELA 4  Resultados médios de qualidade da incubacdo em méaquina de
estagio Unico provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19°
de incubacéo com 25(0OH)D3

. Tratamentos . Trat. X
Variavel  Sexo Controle  25(0OH)D; Média  Trat. Sexo Sexo
M 511,6 510,8 511,2
Tl (h) F 510,3 509,0 509,7 10,2398 10,0872 0,7693
Média 511,0 509,9
M 46,45B 46,80 46,62
PN (g) F 48,19Aa 46,51b 47,35 0,1673 0,1291 0,0346
Média 47,32 46,66
M 45,04 45,12 45,63
PE (9) F 46,38 44,89 45,08 0,1364 0,2427 0,0978
Média 45,71 45,01
M 170,52b 17457Aa 172,55
CP (mm) F 171,14 171,32B 171,23 0,0211 0,1478 0,0347

Média 170,83 172,95

> Médias seguidas por letras minGsculas diferentes na mesma linha (p<0,05); *® Médias
seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma colula (p<0,05); Tl: tempo incubacao
(horas); PN: peso ao nascer (g); PE: peso expedi¢éo (g); CP: comprimento do pintainho
(mm).

GONZALES et al. (2003) ao avaliarem os pesos dos pintos, logo apos
0 nascimento e no alojamento, observaram diferencas relacionadas com o nivel
de suplementacdo de 25(0OH)Ds, com tendéncia linear e negativa nas seguintes
quantidades correspondentes a 0,00; 0,625; 1,250 e 1,875 pg de 25(0OH)Ds.

Ao avaliar as eclosdes e dispersdo da janela do nascimento dos 2.752
ovos no intervalo a cada quatro horas, (Tabela 5) ndo se observou diferenca
significativa entre os tratamentos analisando a média geral da variavel no tempo,
entretanto, as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubagdo com
25(0OH)D3; anteciparam o inicio do nascimento com diferenca significativa no
primeiro periodo da janela de nascimento.

A janela de nascimento nédo foi considerada satisfatoria, com intervalo
de 32 horas, acima do tempo estimado para eclosdo em maquinas de estagio
unico que geralmente apresentam um intervalo de 24 horas de janela de
nascimento. Caracterizou-se com uma base ampla (intervalo grande entre
primeiros e Ultimos), com pico mais baixo e maior coeficiente de variagdo (Figura
1).
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TABELA 5 Média acumulada de nascimento dos neonatos referente a incubacgéo

de 2.752 ovos em maquina de estagio unico, amostrados por bandeja
de 86 ovos, provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19° de

incubacdo com 25(0OH)D3

Tempo (h) Tratamentos Médias

Incubacao Controle 25(OH)Ds3
489,5 0,00 0,44 0,22
493,5 0,88 1,63 1,25
497,5 2,69 3,81 3,25
501,5 9,94 12,13 11,03
505,5 30,19 29,25 29,72
509,5 57,00 51,44 54,22
513,5 68,56 66,31 67,44
517,5 73,50 73,25 73,37
521,5 74,19 74,69 74,44

*Diferenca néo significativa pelo teste de analise de variancia (p<0,05).
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Janela (h) intervalo 489,5 4935 497,5 501,5 505,5 509,5 513,5 517,5 521,5
25(0OH)D; % 0,51 189 443 14,10 34,01 59,81 77,11 85,17 86,85
Controle % 0,00 1,02 3,13 11,56 35,10 66,28 79,72 85,47 86,26
Figural. Distribuicdo da Janela de nascimento (eclosdo) dos neonatos

provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubagéo
com 25(0OH)D3
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Avaliaram-se o0s resultados de correlagbes e verificou-se que o
comprimento do corpo ndo apresentou nenhuma correlagdo com o tempo ao
nascimento. Ou seja, pintainhos maiores e mais pesados ndo necessariamente
nasceram em menor tempo. Pode-se verificar que o tempo de incubacdo na
presente pesquisa sofreu interferéncia das oscilagdes de temperatura durante o
final da incubagéo, ndo sendo recomendado relaciona-lo com o comprimento do
neonato. Observou-se que 0 peso ao hascer apresentou correlacdo negativa (-
0,1521) e valor de (p=0,06) para a avaliacdo de atividade e também, correlacao
negativa para a qualidade da cicatrizacdo umbilical (-0,1443) e valor de (p=0,07).
Portanto, os neonatos mais pesados tiveram menor classificacdo do escore de
qualidade ao nascer. Verificou-se também, que o0 peso ao nascer apresentou
correlagcdo positiva (0,1524) e valor de (p=0,06) com o comprimento dos

pintainhos (Tabela 6).

TABELA 6 Resultados de correlacdes de Pearson e valores de p para Tl: tempo
incubacédo (horas); PN: peso ao nascer (g); PE: peso expedicédo (Q);
CP: comprimento do pinto (mm); ATI: atividade; UMB: cicatrizagéo
umbigo; PER: qualidade pernas de pintos de frangos de corte com um
dia de idade, originados de embrides inoculados ou ndo no 19° de
incubacdo com 25(0OH)D3

Tl PN PE CP ATI UMB PER
Tl 1,0000 0,2379* 0,4029* -0,0160 -0,0887 -0,1803* -0,0287
PN <0,01* 1,0000 0,9533* 0,1524* -0,1521* -0,1443* 0,0762
PE <0,01* <0,01* 1,0000 0,1601* -0,0928 -0,1271 0,0167
CP 0,8450 0,0600* 0,0460* 11,0000 0,1778* 0,0476 0,2149*
ATI 0,2772 0,0613* 0,2509 0,0269* 1,0000 0,2039* 0,4831
uMB 0,0263* 0,0762* 0,1150 0,5564 0,0109* 1,0000 0,1705*
PER 0,7253 0,4784 0,8369 <0,01* <0,01* 0,0339* 1,0000
* Valores de correlagcdo com resultado em forma de matriz (acima da diagonal, valores de
correlagdo e abaixo valores de p).

Na presente pesquisa, independente do tratamento, observou-se que 0
tempo de incubacdo apresentou correlacdo negativa (-0,1803) e valor de
(p=0,026) com escore de qualidade de cicatrizagdo umbilical. Os pintainhos que
nasceram mais tarde, em geral, apresentaram piores escores na avaliacdo de

qualidade realizada no incubatorio.



91

HODGETTS (2006) confirmou problemas de desidratacdo de neonatos
que nascem no inicio da janela e problemas de ma cicatrizacdo de umbigo
daqueles nascidos no final da janela. O autor justificou pelo amplo intervalo de
tempo que 0s neonatos permanecem no nascedouro.

Na presente pesquisa, ndo se observou correlacdo com cicatrizagéo de
umbigo, entretanto, ao correlacionar o comprimento do neonato (CP) com os
critérios de avaliacdo de qualidade no presente experimento, observou-se que o
comprimento pode ser um bom indicativo de avaliacdo geral do neonato
relacionando-se significativamente com a atividade (0,1778) e valor de (p=0,02) e
a qualidade de pernas (0,2149) e valor de (p<0,01).

De acordo com MOLENAAR et al. (2008), o comprimento corporal pode
ser melhor indicador de desempenho no futuro. GONZALES et. al. (2011) também
utilizaram o comprimento corporal para avaliar o potencial de crescimento das
aves aos sete dias de idade e observaram correlagdo positiva entre 0 peso aos
sete dias com o comprimento corporal, 0 peso do ovo, peso ao hascimento e peso
ao alojamento para ambos 0s sexos. Os autores também observaram que tanto o
comprimento corporal quanto o peso aos sete dias apresentaram correlagcéo
negativa com o tempo de nascimento, sugerindo uma possivel diferenca no
metabolismo das aves que nascem em menor tempo, tém maior comprimento
corporal e maior peso aos sete dias, o que nao foi possivel observar na presente
pesquisa, provavelmente devido a ocorréncia de alteracdo de temperatura na 32
semana de incubacéo.

Os resultados de mortalidade embrionéria provenientes de embribes
inoculados no 19° de incubagcdo com 25(OH)D3; estdo expressos pelos valores
absolutos encontrados nos tratamentos e apresentados na Tabela 7.

Com relagdo aos resultados de mortalidade embrionaria dos ovos
amostrados por bandeja da incubacdo na maquina de estagio unico (Tabela 7)
nao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos utilizados. Observou-se em
ambos os tratamentos, o aumento da mortalidade embrionaria de 32 semana,
sendo superior a 3,5%. Também, registrou-se aumento de neonatos em posicao
errada e aumento do numero de bicado vivo e bicado morto, acima dos padrdes

estabelecidos pela empresa.



92

TABELA 7 Resultados de mortalidade embrionaria da incubagédo 2.752 ovos em
maquina de estagio unico, amostrados por bandeja, provenientes de

embrides inoculados ou ndo no 19° de incubagéo com 25(OH)D;

Embriodiagnéstico Controle 25(0OH)D3 p*

Inférteis, % 27/184 28/178 0,8837
Mort, Embrionaria 0-7dias, % 51/184 62/178 0,1733
Mort, Embrionaria 8-14dias, % 12/184 10/178 0,8270
Mort, Embrionaria 15-18dias, % 54/184 50/178 0,8170
Mort, Embrionaria 19-21dias, % 5/184 2/178 0,4490
Bicado vivo, % 9/184 7/178 0,7996
Bicado morto, % 4/184 5/178 0,7472
Pintos nascidos anormais, % 0/184 1/178 0,9999
Trincados — transferéncia, % 12/184 6/178 0,3311
Posicdo errada, % 6/184 6/178 0,9999
Contaminados, % 2/184 1/178 0,9999

* Diferenga né&o significativa pelo teste Exato de Fisher (p>0,05).

Nos registros do embriodiagndéstico foi possivel observar que os
embribes passaram por algum tipo de problema durante a incubacdo
experimental. Analisando os dados de ambiéncia da maquina de incubacéao,
observou-se que 0 supervisério acusou aumento de temperatura acima do
toleravel durante a 3% semana de incubacao, fato que explica os resultados do
embriodiagnostico e a ampla janela de nascimento dos pintainhos.

Os parametros de temperatura e umidade devem ser controlados
minuciosamente, pois podem desencadear problemas de pernas nas aves. De
acordo com OVIEDO-RONDON (2008), o aumento da incidéncia da
discondroplasia tibial as trés semanas de idade esta relacionado com
temperaturas desajustadas nos primeiros oito dias de incubac&o ou com periodos
de temperaturas excessivas entre 0 10° e o 18° dia.

Temperaturas acima de 37°C e concentracdes oxigénio abaixo de 19%
durante os ultimos quatro dias de incubacdo provaram, recentemente, reduzir o
desenvolvimento 6sseo e aumentar a assimetria 6ssea em frangos (OVIEDO-
RONDON et al., 2009; OVIEDO-RONDON et al., 2008). Na presente pesquisa,
observou-se exatamente essa condicdo de temperatura elevada no final da

incubacéo.
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Segundo OVIEDO-RONDON et al. (2008) padrdes anormais de
temperatura durante todo o processo de incubacdo devem ser evitados. A
assimetria de pernas, causada pelo stress térmico pré-eclosdo, é muito
importante, pois provoca forcas anormais nas articulacbes e 0ssos levando a
deformacdes Osseas e alteracdes na marcha na fase mais tardia da vida das
aves. O nivel de assimetria 6ssea destas alteracdes tem sido utilizado como
parametro de avaliacdo de bem-estar animal (OVIEDO-RONDON, 2008).

Além disso, temperaturas elevadas afetam a utilizacdo do vitelo
nutritivo por parte do embrido. A gema possui lipidios, minerais e vitaminas
essenciais a modelacdo Ossea e os horménios da tireoide tém um papel
fundamental na diferenciacdo da placa de crescimento 0sseo e essas alteracdes
podem interferir no desenvolvimento embrionario. De acordo com WILSON
(1997), a deficiéncia de vitamina D, também pode ser uma das causas de
mortalidade embrionéria tardia e estarem relacionadas com problemas de
qualidade do esqueleto da ave. SELL & JERRY (1994) relatou que a eclosdo do
neonato é afetada pelos niveis de vitamina D presente na membrana que envolve
a gema do ovo.

A qualidade de pintainhos machos e fémeas com um dia de idade
provenientes de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubagédo com 25(OH)D3
estdo expressos pelos valores das médias dos tratamentos e apresentados na
Tabela 8.

TABELA 8 Médias e medianas dos escores de qualidade de pintos machos e
fémeas com um dia de idade provenientes de embrides inoculados ou

nao no 19° de incubacdo com 25(0OH)D3

Escore Controle 25(0OH)D3 p*
Machos Fémeas Machos Fémeas

Atividade 16(16) 15,63(16) 15,4(16) 15,35(16) 0,6167
Umbigo 8,11(9) 8,31(6) 9,6(12) 8,27(6) 0,2973
Membrana 9,17(12) 9,68(12) 10,35(12) 10,37(12) 0,4390
Abdémen  11,64(12)  12(12) 12(12) 11,67(12) 0,4955
Pernas 10(10) 9,54(10) 10(10) 9,32(10) 0,1235
Canela 16(16) 16(16) 16(16) 15,78(16) 0,3633
Olhos 10(10) 9,88(10) 10(10) 9,72(10) 0,5992
Penugem 12(12) 11,59(12) 11,85(12) 11,67(12) 0,3942
Total 92,94(94) 92,65(94) 95,2(100) 92,18(94) 0,4072

* Diferencga néo significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
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Apesar do aumento de temperatura na 32 semana de incubagéo, a
qualidade dos pintainhos nascidos foi considerada boa, superior a 92%, nos dois
tratamentos. Entretanto, a avaliacdo do escore de qualidade dos pintos (Tabela 8)
nao foi significativa entre os tratamentos em todas as variaveis de qualidade do
neonato analisadas. Aparentemente, os machos inoculados com 25(OH)D;
apresentaram maior valor de escore total (95,2), entretanto ndo se diferenciou
estatisticamente dos demais.

Os resultados de desempenho de frango de corte aos 35 dias de
idade estédo expressos pelos valores das médias dos tratamentos e apresentados
na Tabela 9.

TABELA 9 Resultado de desempenho (peso inicial PMI, peso final PMF, ganho
médio de peso GMP, consumo médio de racdo CMR, conversédo
alimentar CA e mortalidade Mort) de pintos de frangos de corte
machos com 35 dias de idade, originados de embrides inoculados ou

nao no 19° de incubacdo com 25(0OH)D3

25(0H)D; PMI,g8 PMF,g GMP,g CMR,g CA  Mort %

0,000 pg 44,11 2.396 2.341 3.507 1,496 9,14
1,250 ng 44,36 2.359 2.305 3.501 1,510 6,18
P 0,2637 0,1522 0,1616 0,8115 0,3864 0,0731
CV% 1,21 2,62 1,69 2,63 2,66 -

! No momento do alojamento, peso inicial PMI; peso final PMF; ganho médio de peso
GMP; consumo médio de racdo CMR e conversdo alimentar CA. Efeito ns = néo
significativo (p>0,05).

Avaliando-se os resultados de desempenho no presente experimento
(Tabela 9), pode-se perceber a reducdo da mortalidade das aves originadas de
embrides inoculados no 19° de incubacdo com 25(OH)Dj; Entretanto, os
resultados de desempenho foram semelhantes e néo significativos (p>0,05) para
o0 peso inicial (PMI), o peso final (PMF), o ganho médio de peso (GMP), o
consumo médio de racdo (CMR) e a conversao alimentar (CA).

GONZALES et al. (2003), ao inocularem manualmente 312 ovos com
embrides viaveis de 16 dias de incubacao, obtidos de lotes de matrizes Cobb 500
de 49 semanas de idade, via cavidade amniotica, com 0,3 mL de solucdes
contendo 0,00; 0,625; 1,250 e 1,875 pg de 25(0OH)D3; néo observaram diferenca
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significativa (p>0,05) no desempenho das aves aos 10 dias ao usar niveis
crescentes de 25(OH)Ds;. Entretanto, a mortalidade foi diminuida para os
tratamentos que receberam 25(0OH)D3; a semelhanca do que ocorreu na presente
pesquisa (p<0,10). UNI & FERKET (2004) também relataram em seus trabalhos
que a suplementacdo in ovo diminui a mortalidade das aves e melhora o

crescimento dos pintainhos.

FERKET & UNI (2006) relataram que as limitagdes nutricionais no final
da incubacdo e pobs-eclosdo podem causar diminuicdo da eclodibilidade e
aumento da incidéncia de doencas causando mortalidade em torno de 5%.

CAMPOS (2007) observou redugéo de 3,13% de mortalidade na 12
semana e 5,08% até 21dias de idade quando suplementou 0,5 mL de solucéo de
vitaminas, contendo 1,2mg de D3, porem, ndo encontrou resultado significativo na
mortalidade e no desempenho das aves (p>0,05). O autor descreveu reducao de
6,07% da eclodibilidade ao comparar com o tratamento controle, mas atribuiu ao
volume de solucdo inoculado, ja que a osmolaridade das solucbes estavam
compativeis com as recomendacdes de FERKET et al., (2005) que devem ser
mantidas entre 400 e 650 mOsm.

Existem poucos trabalhos de pesquisa com inoculacéo in ovo utilizando
0 metabdlito 25(OH)D3. A maioria dos dados de literatura descrevem melhorias
relacionadas com o desempenho quando se utiliza o produto na racdo das aves.

Os resultados da inoculagéo in ovo utilizando o metabdlito 25(OH)Ds,
indicam que a vitamina D melhora a viabilidade dos frangos de corte até a idade
de abate.

4. CONCLUSAO

A inoculagdo in ovo com metabdlito 25(0OH)Ds; n&o influencia os
resultados de eclodibilidade dos ovos férteis de matrizes pesadas incubados em
maquinas de estagio unico, mortalidade embrionaria e qualidade do pintainho de
corte.

A administracdo in ovo do metabolico 25(OH)D3; nédo é efetiva na

melhoria do desempenho de frangos de corte machos até a idade de 35 dias.
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CAPITULO 05 - EFEITO DA QUALIDADE OSSEA DE FRANGO DE CORTE,
OBTIDOS DE EMBRIOES SUPLEMENTADOS IN OVO COM
25-HIDROXI-COLECALCIFEROL

RESUMO: Obijetivou-se avaliar a qualidade do esqueleto de frangos originados de
embrides aos 19 dias de desenvolvimento embrionario, suplementados in ovo
com 25-D-hidroxi-colecalciferol, 25(OH)Ds;. A incubagcdo foi conduzida no
incubatorio da empresa Sao Salvador Alimentos S/A em maquina de estagio
anico, utilizando 2.752 ovos de matrizes Cobb 500 com 45 semanas de idade. Na
transferéncia e vacinacéo, os ovos embrionados foram inoculados com a solugéo
controle e com 25(OH)D3 incorporados na vacina. A compatibilidade do produto
foi avaliada anteriormente e as dosagens utilizadas foram zero e 1,250ug de
25(0OH)D3; equivalentes a 50 Ul de vitamina Dj;. Adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos e doze repeticdes de 35 aves
cada, totalizando 840 pintos em 24 box no aviario experimental da UFG. Os
dados de resisténcia e densidade mineral éssea foram submetidos a analise de
variancia, utilizando o teste F e os dados de Gait Score, deformidade vagus-varus
e avaliacdo da lesdo macroscopica e microscopica da tibia foram submetidos a
analise estatistica ndo paramétrica com auxilio do software R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2012). As comparacgOes dos efeitos foram realizadas mediante o
teste de Kruskal-Wallis. Também, aplicou-se o teste de t para calcular as
correlacdes de Pearson entre as variaveis. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos para as avaliacbes de gait score, deformidade vagus-varus,
discondroplasia tibial, resisténcia e densidade mineral Ossea. Portanto, a
utilizacéo do aditivo 25(OH)D3 in ovo aos 19 dias de desenvolvimento embrionario
nao é efetivo na melhoria do esqueleto de frangos de corte.

Palavras-chaves: embrido, esqueleto, suplementacéo in ovo, vitamina D.
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CHAPTER 5 - EFFECT ON BONE QUALITY OF BROILERS OBTAINED FROM
EMBRYOS SUPPLEMENTED IN OVO WITH 25-HYDROXY-
CHOLECALCIFEROL

ABSTRACT: This work was carried out to evaluate bone quality of broilers
hatched from embryos at 19 days of hatching, supplemented in ovo with 25-D-
hydroxy-cholecalciferol, 25(OH)D3. Incubation process was performed in a simple
stage machine in which 2.000 45-weeks Cobb 500® breeder eggs. During
vaccination, fertile eggs were during the transference and vaccination, fertile and
viable eggs were inoculated with placebo or 25(OH)D3 solution incorporated in the
vaccine and the compatibility of the mix were tested with two dosis, zero and
1,250ug of 25(0OH)D3; equivalent to 50 Ul of vitamin D3. Eggs were placed in air-
permeable bags in order to discriminate the chicks and eggshell components. A
total of 840 broilers were placed in experimental pens in a completely randomized
design with two treatments and 12 replicates with 35 chicks each. Data of bone
resistance and bone mineral density were submmited to ANOVA analysis and to
compare Gait Score, valgus-varus deformities and macro and microscopic
evaluation of tibia non-parametric analysis with Kruskall-Wallis was used and “t”
test of Student and Pearson correlation was used to compare the variables. No
difference (p>0.05) was observed between treatments for Gait Score, valgus-varus
deformities, tibial discondroplasia frequency and bone resistance and mineral
density. It is possible to conclude that the use of 25(0OH)D3 in ovo at 19 days of
embryo development was not effective to increase bone quality.

Key words: embryo, in ovo supplementation, skeleton, vitamin D.
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1. INTRODUCAO

A discondroplasia tibial € uma das patologias esqueléticas de maior
preocupacdo em termos de bem-estar animal. Como auxilio de mensuracao da
DT, a monitoria de lesBes pode ser realizada por muitas técnicas. Entretanto, ha
pouco entendimento empresarial dos prejuizos causados pela DT devido uma
falta de identificacdo e quantificacdo sistematica dos problemas esqueléticos nas
industrias.

Atualmente, o aumento dos indices de condenacdo em abatedouros
por rejeicdo total ou parcial das carcacas por problemas de pernas tem
representado aumento significativo do custo do quilo do peso vivo. A
discondroplasia tibial (DT) € um dos problemas de pernas mais comuns podendo
ter prevaléncia de 30% (OVIEDO-RONDON, 2008a) e causar deformacdes nas
tibias e consequentes alteracbes na marcha dos frangos (CRESPO &
SHIVAPRASAD, 2003).

PATTISON (1992) estudou as lesGes secundarias associadas com a
DT que sdo: a curvatura da por¢cdo proximal da tibia, a fratura das fibulas e os
defeitos de angulacdo da articulacéo intertarsal. O autor estabeleceu a ordem de
prioridade e maior taxa de prevaléncia indicando os problemas relacionados a
rotacao tibial (pernas tortas), discondroplasia e deformidade angular (valgus-
varus), como 0s mais importantes, respectivamente. Essas anormalidades do
sistema locomotor s&o classificadas como distirbios do desenvolvimento
(RIDDELL, 1992). A taxa de crescimento é a principal causa que desencadeia a
elevada exigéncia de crescimento rapido dos ossos longos (ESTEVEZ, 2010).

De acordo com RIDDELL (1992), a deformagao de valgus-varus (VVD)
€ uma das formas mais prevalentes distorcbes de o0ssos longos e consiste da
angulacdo para fora ou para dentro da perna. A discondroplasia tibial (DT),
também é considerada uma das principais causas de perda de pernas, podendo
gerar aumento significativo no escore para locomocéo. Lesdes graves de DT
causam enfraguecimento da tibia e angulacdo anormal levando a deformacgdes
das pernas, claudicacéo e dor (WHITEHEAD, 2009).
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De acordo com SCAHAW (2000), as empresas dos setores de
avicultura devem priorizar a reducdo de problemas esqueléticos, visando
proporcionar o bem-estar da ave ao atender o escore < 3,0 em seus “check list”
de verificacdo. E que o escore > 3,0 em 20% das aves é muito grave e
inaceitdvel. SKINNER-NOBER & TEETER (2009) observaram diferencas
comportamentais em frangos com gait score 2 e 3 e atribuiram esse resultado a
estratégia de adaptacdo fisica da ave para se adaptar as mudancas de
conformacao do esqueleto.

Portanto, objetivou-se com o presente trabalho estudar a influéncia da
utilizacdo do metabdlito 25(0OH)D3 inoculado in ovo como aditivo utilizado na
nutricdo pré-eclosdo de embrides de frango de corte, avaliar os efeitos no
desenvolvimento do esqueleto e as medidas de avaliacdo da deficiéncia
locomotora, especificamente, utilizando Gait Score, avaliacdo macroscopica e
microscépica da placa de crescimento. Objetivou-se, também, estabelecer
correlagbes entre o Gait Score, lesbes por discondroplasia tibial, deformidade
angular (valgus e varus) e simetria dos membros locomotores em frangos de

corte.

2. MATERIAL E METODOS

A incubacéo experimental foi conduzida no incubatério da empresa Séo
Salvador Alimentos S/A, localizado em Itaberai — GO.

O experimento a campo foi conduzido no aviario experimental do
Departamento de Producédo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da
Universidade Federal de Goids — UFG em Goiania, Goias, Brasil.

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFG, sob o protocolo n° 014/12, e esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).
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A incubacdo foi realizada em maquina de estagio Unico, com 2.752
ovos previamente selecionados por peso, obtidos de matrizes pesadas com 45
semanas de idade da linhagem Cobb 500®. No momento da transferéncia,
realizou-se a vacinacdo automatica dos ovos aos 19 dias de incubacdo. Os ovos
com embrides viaveis foram inoculados com solucédo vacinal, sem 25(OH)D3 e
com 1,250 ng de 25(OH)D3 correspondente a zero e 50 Ul de vitamina Ds,
respectivamente. A compatibilidade do produto com a solucéo vacinal foi avaliada
anteriormente, constatando-se a integridade da particula viral na presenca da
vitamina. Apés a inoculacdo, cada ovo inoculado foi acondicionado em saco de
fil6, ar-permedvel, para discriminar cada neonato ao seu tratamento.

Apos a pesagem, qualificacdo conforme TONA et al. (2003) e sexagem
dos neonatos no incubatério, 840 pintainhos de corte machos foram
encaminhados para o aviario experimental do Departamento de Producdo Animal
da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias - UFG e
distribuidos em 24 boxes em galpdo de piso para avaliacdo da qualidade do
sistema locomotor das aves.

No alojamento, foram selecionadas cinco aves por box e identificadas
com anilhas na asa para acompanhamento do peso semanal e da qualidade do
esqueleto. Apds o alojamento, as aves receberam ragdo e agua ad libitum. O
sistema de iluminacdo adotado durante o periodo de criacdo (um a 35 dias de
idade) foi de 23H de luz e 1H de escuro. Uma ave marcada por box foi retirada,

semanalmente, para avaliacdo da incidéncia de problemas locomotores.

Programa alimentar

A racgao foi oferecida na forma farelada e formulada de acordo com as
recomendacgdes nutricionais utilizada na empresa Sao Salvador Alimentos S/A na
época da presente pesquisa. A composicao das dietas experimentais utilizadas no
experimento na fase inicial (um a 21 dias de idade) e na fase crescimento (21 a
35 dias) estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2, com seus respectivos niveis

nutricionais.
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TABELA 1 Composigao percentual da dieta utilizada no experimento nas fases
inicial (um a 21 dias) e crescimento (21 a 35 dias)

Ingredientes, % Inicial Crescimento
Milho gréo 58,89 67,77
Farelo de soja 46,5% 20,52 16,96
Farinha de carne 45% 4,20 3,20
Soja integral tostada 36% 14,40 1,73
Farinha de penas 79% - 1,66
Farinha de visceras 12% - 2,33
Farinha de sangue 89% - 0,93
Gordura de aves - 2,33
Calcareo 37% 0,47 0,53
Sal branco comum 0,34 0,28
Bicarbonato de sodio 0,10 0,13
DL-metionina 98% 0,32 0,28
Lisina 64% 0,33 0,46
Treonina 98% 0,06 0,06
Colina75% 0,06 1,10
Suplemento vitaminico e mineral ** 0,10 0,10
Aditivos * 0,21 0,22
Total 100 100

“Suplemento vitaminico e mineral fase inicial para frangos, niveis de garantia por
guilograma de racdo: 10.000 Ul Vitamina A, 2.500 Ul Vitamina D3, 25 Ul Vitamina E, 2
mg Vitamina K3, 2,5 mg Vitamina B1, 6,5 mg Vitamina B2, 3,5 mg Vitamina B6, 18 ug
Vitamina B12, 42 mg Niacina, 15 mg Acido Pantoténico, 1,2 mg Acido félico, 0,08 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g
Cobre, 1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos inicial: nicarbazina 25%; bacitracina de zinco
15%; sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fiungico e enzima.

“Suplemento vitaminico e mineral fase crescimento para frangos, niveis de garantia por
quilograma de racado: 8.000 Ul Vitamina A, 1.900 Ul Vitamina D3, 20 Ul Vitamina E, 1,8
mg Vitamina K3, 1,8 mg Vitamina B1, 5,5 mg Vitamina B2, 2,6 mg Vitamina B6, 15 ng
Vitamina B12, 35 mg Niacina, 13 mg Acido Pantoténico, 0,9 mg Acido félico, 0,05 mg
Biotina, 0,3 mg Selénio, 0,075 mg Manganés, 62,5 mg Zinco, 50 mg Ferro, 8,125 g
Cobre, 1 mg lodo Veiculo g.s.p. * Aditivos crescimento: nicarbazina 25%; bacitracina de
zinco 15%; sulfato de cobre 35%; anti-oxidante; anti-salmonela; anti-fungico e enzima.




104

TABELA 2 Composi¢ao nutricional calculada das dietas utilizadas durante a

fase inicial (um a 21 dias) e crescimento (21 a 35 dias)

Nutrientes e energia, % unidade Inicial Crescimento
Proteina bruta % 21,75 20,00
Gordura % 6,11 6,34
Ac. Linoleico % 2,71 2,19
Matéria seca % 88,54 88,79
Cinza % 551 4,95
Calcio % 0,93 0,90
Célcio/fésforo 1,97 1,96
Fosforo total % 0,61 0,56
Foésforo disponivel % 0,47 0,46
Energia metabolizavel kcal/kg 3.099 3.239
Lisina total % 1,29 1,19
Lisina digestivel % 1,17 1,08
Metionina total % 0,63 0,57
Metionina digestivel % 0,60 0,54
AAS total % 0,97 0,92
AAS digestivel % 0,87 0,82
Treonina total % 0,85 0,80
Treonina digestivel % 0,74 0,69
Triptofano total % 0,24 0,20
Triptofano digestivel % 0,21 0,17
Isoleucina total % 0,89 0,77
Isoleucina digestivel % 0,80 0,69
Valina digestivel % 0,87 0,86
Arginina total % 1,42 1,23
Arginina digestivel % 1,30 1,12
Colina mg/kg 1.699 1.600
Na % 0,21 0,20
Cl % 0,30 0,27
K % 0,87 0,64
Na+CI+K mEQq/100g 230,12 174,39

* S30 Salvador Alimentos S/A.
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Delineamento Experimental

O delineamento experimental aplicado foi inteiramente casualizado,
com dois tratamentos e doze repeticdes de 35 aves por unidade experimental,

totalizando 840 frangos de corte machos em 24 unidades no experimento.

Coleta material para analises laboratoriais experimentais

Diariamente, o lote foi acompanhado para controle de mortalidade e de
possiveis problemas de pernas. As aves mortas foram necropsiadas
imediatamente ap0s a sua identificacdo e a causa mortis investigada. Além desse
acompanhamento, semanalmente, a parcela sofreu reducdo no namero de aves
em funcdo das coletas semanais de uma ave por box para necropsias e analises
laboratoriais. Uma ave com identificacdo por box foi retirada semanalmente,
pesada e sacrificada por deslocamento cervical, procedendo-se a retirada das
pernas (coxa + sobrecoxa + pé). As pernas de cada ave foram pesadas,
envolvidas com gaze embebida em solucdo fisioldgica, colocadas em saco

plastico e congeladas a -20°C, para andlises posteriores.

Variaveis Analisadas

Analise “Gait Score”

O sistema de escore adotado nesse experimento foi descrito por
GARNER et al. (2002), como segue:
e Escore zero significa ave normal,
e Escore 1, a ave apresenta defeito discreto e indefinido;
e Escore 2, a ave apresenta defeito unilateral ou pernas assimétricas;
e Escore 3, a ave consegue dar 5 a 10 passos e senta quando é tocada;
e Escore 4, a ave consegue dar 1 ou 2 passos;
e Escore 5, a ave ndo levanta mais.
A avaliagdo do Gait Score foi realizada no aviario experimental em

100% das aves, totalizando 632 observacgfes aos 35 dias de idade.
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Avaliacao de deformidades valgus e varus

As avaliacbes de deformidades valgus e varus também foram
realizadas no aviario experimental em 100% das aves, logo apds a avaliacdo de
gait score. Observou-se a simetria e a frequéncia de desvio das pernas e dedos
(deformidades valgus/varus) avaliando a angulacéo das articulagdes entre a tibia
e o dedo trés nas pernas direitas e esquerdas. Caracterizou-se:

e Deformidade valgus, quando a angulacdo apresentou desvio lateral (para
fora);
e Deformidade varus quando a angulacdo apresentou desvio medial (para

dentro).

Analise macroscopica das tibias

A avaliacdo da incidéncia de discondroplasia tibial (DT) foi realizada,
semanalmente, pela visualizacdo macroscopica da placa de crescimento da
porcao proximal da tibia direita, cortando-se longitudinalmente o osso. Para medir
a espessura da placa de crescimento utilizou-se um paquimetro digital.

A metodologia adotada foi a descrita por TAKITA (1998) e apresentada
por GONZALES & MACARI (2000) que determinaram os seguintes escores:

e Escore zero = placa de crescimento normal;
e Escore 1 = placa de crescimento com espessamento +/- 3mm,;
e Escore 2 = placa de crescimento com espessamento +/- 6mm,;

e Escore 3 = placa de crescimento com espessamento superior a 6mm.

Registrou-se também, o comprimento e espessura da tibia. As
avaliacbes macroscopicas da tibia das aves foram realizadas nas idades de 7, 14,
21, 28 e 35 dias de idade.
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Andélise histopatoldgica das tibias

Para comprovar possiveis alteracbes de discondroplasia tibial
durante as avaliacbes macroscopicas da tibia direita foi realizado um estudo
histopatologico das placas de crescimento da porgdo proximal da tibia das aves
marcadas nas idades de 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de idade.

A metodologia adotada foi adaptada a metodologia descrita por
TAKITA (1998), que caracteriza, histologicamente, a severidade da DT de acordo
com 0s seguintes escores:

e Escore 0 = placa de crescimento normal;

e Escore 1 = placa de crescimento com uma banda larga e distinta de
condrocitos pré-hipertroficos;

e Escores 2 = placas de crescimento apresentando mudancas degenerativas no
citoplasma e nucleos dos condrdcitos, o qual, na presente pesquisa, foi

subdividido em trés niveis (discreto, moderado e severo).

Analise de densitometria 6ssea das tibias

As andlises de densidade mineral 6ssea foram realizadas no
laboratorio da UNESP Campus Botucatu, SP Brasil.

A analise radiografica e densitométrica foram realizadas aos 14, 21,
28 e 35 dias. As tibias esquerdas foram radiografadas dispostas ao lado de uma
escala de aluminio (liga 6063, ABTN) de 12 degraus com diferentes espessuras
em milimetros, utilizada como padrdo densitométrico. A chapa radiografica foi
digitalizada em um scanner HP scanjet 4C, com adaptador de transparéncias.
Pelo programa computacional CROMOX1®, foi possivel selecionar o terco médio
das tibias para analise da densidade Optica, expressa em tons de cinza, que
foram depois convertidas em equivalentes de milimetros de aluminio.
Posteriormente, com a imagem digitalizada, analisou-se 0 comprimento,
espessura média, area da epifise distal e area total de cada tibia, com o programa

computacional Image Proplus®.
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Analise de resisténcia 6ssea das tibias

As andlises de resisténcia 0ssea foram realizadas na Escola de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goias — UFG em Goiania,
Goias, Brasil.

As tibias esquerdas foram secas a 55°C por 72 horas e,
posteriormente, obteve-se 0 peso seco e medidas de comprimento e espessura
mediana da tibia, por meio de paquimetro digital.

As tibias esquerdas foram utilizadas em provas biofisicas de
resisténcia Ossea, analisando-se a forca maxima (CM), forca na ruptura e
deflexdo na forca maxima, obtendo-se a curva forca x deslocamento, determinada
por meio de programa computacional. As variaveis foram medidas em ensaio de
flexdo de trés pontos com distancia de vao de apoio de 70 mm, célula de carga
500 kgf e ensaio tipo estatico (2mm/min) com auxilio do analisador universal de

ensaios, Instron, série 3367, Grove City, EUA.

Analises Estatisticas

Os dados de resisténcia 0ssea foram submetidos a analise de
varidncia e os dados de Gait Score e avaliagdo da lesdo macroscoépica e
microscopica da tibia foram submetidos a analise estatistica ndo paramétrica com
auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012). As comparacdes
dos efeitos foram realizadas mediante o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Também foi aplicado o teste de t para calcular as correlac6es de Pearson entre as

variaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo aos resultados da avaliagdo do escore ndo houve
diferenca (p>0,05) entre os tratamentos utilizados (Tabela 3). Embora, as aves
originadas de embrifes inoculados no 19° de incubacdo com 25(OH)D3; terem
atingido o menor valor de escore, os resultados nédo foram suficientes para

expressar uma diferenca significativa.

TABELA 3 Média e mediana do escore do andar (Gait Score), rotacao tibial e
deformidade angular valgus-varus aos 35 dias de frangos de corte
machos originados de embrides inoculados ou ndo no 19° de

incubacdo com 25(0OH)D3

Tratamentos

Escore Controle 25(0OH)D3 P
“Gait Score” 2,0 (2 1,5(1) 0,1787
Rotacéao tibial 0,58 (0) 0,16 (0) 0,1530
Deformidade angular 0,16 (0) 0,33 (0) 0,3560

*Diferenca néo significativa para o teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

A frequéncia nos diferentes estagios do Gait Score aos 35 dias de
idade (Tabela 4) foi semelhante entre os tratamentos utilizados e nao significativa.
As aves apresentaram incidéncia de 46% para escore (1), caracterizado por
defeito discreto e indefinido e 49% para escore (2), caracterizado por defeito
unilateral/bilateral ou pernas assimétricas, de acordo com GARNER et al. (2002).

De modo geral as aves aos 35 dias de idade em ambos os
tratamentos, apresentaram uma classificacdo de escore < 3,0 de “Bristol Gait
Score”, atendendo as recomendacfes de bem estar animal relatadas por
SCAHAW (2000).

Nas avaliacbes de marcha em lotes de frango de corte € comum
encontrar de 30 a 65% da populacdo com padroes de marcha anormais sem que
haja problemas 6sseos (OVIEDO-RONDON, 2008a; 2008b).
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TABELA 4 Frequéncia de escore do andar (Gait Score) aos 35 dias de idade de
frangos de corte machos originados de embrides inoculados ou néo
no 19° de incubacdo com 25(0OH)D3

Frequéncia Escore andar (N°) Escore andar (%)

(%) Controle 25(0OH)Ds Controle 25(0OH)D3
Escore O 13 9 4 3
Escore 1 144 146 46 46
Escore 2 153 156 49 49
Escore 3 2 9 1 3
Escore 4 0 0 0 0

Total 312 320 312 320

Embora, no presente experimento, ndo se observou diferenca
significativa entre os tratamentos para as variaveis de Gait Score, rotacao tibial e
deformidade valgus-varus, houve correlacdo positiva do Gait Score com a
incidéncia de rotacao tibial (0,4008) e com a deformidade angular (0,4569). A
medida que aumenta o desvio lateral da tibia e a deformidade dos dedos, o
escore da marcha dos frangos, também, € aumentado. Portanto, a associacédo
entre Gait Score e desvio lateral pode ser um indicativo da dificuldade de

locomocéao das aves devido ao desvio seja ele varus e/ou valgus (Tabela 5).

TABELA 5 Resultados de correlagcdes de Pearson e valores de p para GS: Gait
Score; RT: rotagéo tibial; DVV: deformimidade valgus-varus e DT:
discondroplasia tibial de frangos de corte machos aos 35 dias de
idade, originados de embrifes inoculados ou ndo no 19° de incubacao
com 25(0OH)D3

Amostras GS RT DVV DT
“Gait Score” 1,0000 0,4569* 0,4008* 0,1180
Rotacéo tibial 0,0248 1,0000 0,1966 0,3299
Deformidade angular 0,0522 0,3572 1,0000 0,1294
Discondroplasia tibial 0,5829 0,1154 0,5468 1,0000
100% lote GS RT DVV DT
“Gait Score” 1,0000 0,3850* 0,2257* -
Rotacéo tibial 0,0000 1,0000 -0,0229 -
Deformidade angular 0,0000 0,5659 1,0000 -

(*) Valores de correlagdo sdo estatisticamente diferentes, pelo teste t, com nivel de
significancia de 5%. Valores de correlagdo com resultado em forma de matriz (acima da
diagonal, valores de correlacdo e abaixo valores de p). (-): n&o avaliado.
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Outros autores também encontraram correlacdo positiva entre Gait
Score e a deformidade valgus. BERNARDI (2011) observou, na analise de
correlacdo (0,21), a associacdo entre as caracteristicas Gait Score e desvio
lateral. SANOTRA et al. (2001) também encontraram correlacdo positiva entre
Gait Score e a deformidade valgus. Segundo JULIAN (1998), as deformidades
angulares e de tor¢cdes nos ossos longos (deformidade valgus-varus, pernas
torcidas, pernas curvas) acometem 20% dos frangos e estéo relacionadas com o
rapido crescimento e podem causar alteracbes no andar. De acordo com
SCAHAW (2000), a tor¢cdo da epifise ou diafise dos ossos longos e a
discondroplasia podem ser a causa de uma diferenca de 0,5 a 2,6 no escore de
andar de frangos de corte.

Na presente pesquisa, observou-se que a correlacdo (0,3299) entre a
rotacdo tibial (RT) e o escore histologico da discondroplasia tibial (DT) é maior
qgue a correlacéo (0,1180) do Gait Score com a DT. As lesdes de DT foram mais
evidentes quando as aves apresentavam deformidade valgus e néo
necessariamente associadas ao Gait Score. Foi possivel verificar que a
ocorréncia de DT, nem sempre estdo associadas ao Gait Score e que somente a
deformidade valgus apresentou-se mais correlacionada ao Gait Score.

Estes resultados estdo de acordo com FERNANDES et al. (2012)
que verificaram alta correlacéo entre o Gait Score e a deformidade valgus aos 35
dias de idade. Os autores concluiram que a maneira com que os frangos de corte
caminham nem sempre € afetada pela ocorréncia de alguns problemas, como a
discondroplasia tibial. Sendo que o Gait Score pode ser 0 mesmo para aves com
ou sem estas les@es. E que a dificuldade em caminhar esta mais relacionada com
problemas de desvio de articulagbes como valgus, como observado na presente
pesquisa.

Ao avaliar a frequéncia de rotacdo angular tibial (pernas tortas) aos
35 dias, observou-se maior incidéncia para deformidades valgus, caracterizado
pelo desvio lateral para fora, em ambos, tratamentos (Tabela 6), obtendo-se
56,41% para o grupo controle e 48,13% para o grupo de aves originadas de
embrides inoculados no 19° de incubacdo com 25(OH)D3; Embora, as aves
inoculadas com 25(0OH)D; terem apresentado menor frequéncia de deformidade

valgus, os resultados nao foram significativos.
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TABELA 6 Frequéncia de rotacdo angular tibial (pernas tortas) aos 35 dias de
frangos de corte machos originados de embrides inoculados ou ndo
no 19° de incubagdo com 25(OH)D3

Desvio Lateral (N° avaliado) Frequéncia (%)
(T;ie(;t”aarzo) Controle ~ 25(0H)D;  Controle 25(0OH)D3
Normal 121 131 38,78 40,94
D. valgus 176 154 56,41 48,13
D. varus 15 35 4,81 10,94
Total 312 320 100,00 100,00

Resultados semelhantes foram relatados por BERNARDI (2011) que
observou maior incidéncia de desvio lateral (valgus). LETERRIER & NYS (1992)
em seus estudos também verificaram maior frequéncia de desvio lateral (valgus),
sendo 0s machos mais acometidos.

As pernas tortas ou desvio lateral estdo relacionados com a
deformidade angular e/ou rotacéo da porcao da diafise da tibia. A incidéncia pode
chegar a 25%, podendo ocorrer em qualquer idade, inclusive durante e pos-
eclosdo (THORP, 1992). KESTIN et al. (1992) encontraram a incidéncia de mais
de 26% de frangos com graves anormalidades nos membros, incluindo alteragdes
no andar.

A deformidade angular (valgus-varus) pode ocorrer devido a uma
anormalidade genética, principalmente em frangos de corte melhorado para
crescimento rapido (GONZALES & MENDONCA JR., 2006). A deformidade
valgus ou varus pode ser causada pela discondroplasia, mas também, pode ser
vista em frangos de corte de 35 a 42 dias de idade que apresentam reducdo ou
parada no crescimento ou em aves que se encontram na fase de resolucéo
parcial de um distarbio discondroplasico (DSM, 2008). Em situa¢des de escore (4)
para discondroplasia no tibiotarso e tarsometatarso, a ave pode apresentar
deformidade valgus nas pernas (RANDALL & MILLS, 1981).

Nos resultados do presente experimento, observou-se maior
frequéncia de desvio medial dos dedos, causando tor¢do dos dedos para dentro,

em ambos os tratamentos (Tabela 7), mas, sem efeito significativo.
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TABELA 7 Frequéncia de desvio dos dedos (dedos tortos) com 35 dias de
frangos de corte machos originados de embrides inoculados ou ndo
no 19° de incubagdo com 25(OH)D3

Desvio dedos (N avaliado) Frequéncia (%)
tarsometarso Controle 25(0OH)D; Controle 25(0OH)D3
Normal 229 228 73,40 71,25
Desvio lateral (fora) 6 12 1,92 3,75
Desvio medial (dentro) 77 80 24,68 25,00
Total 312 320 100,00 100,00

Os resultados estdo de acordo com SORENSEN (1992) e THORP

(1992) que relacionaram a rotacdo angular tibial (perna torta) com o desvio dos
dedos (dedos tortos) encontrando a prevaléncia de 25% para essa anormalidade.
De acordo com SORENSEN (1992), aves com angulacdo do

tibiotarso, também, apresentam alterac6es de desvio nos dedos. Isso se deve ao
fato do fémur e do tibiotarso virarem para fora e o tarsometatarso para dentro,
guando se compara o encaixe articular das duas extremidades de um osso. O que
ocorre € a tentativa da ave de compensar o desequilibrio das for¢cas biomecéanicas

gerada pelo defeito na extremidade éssea, buscando equilibrar os membros e

manter-se de pé.

Andélise macroscépica das tibias

Os escores de lesdo macroscopico da pocdo proximal do osso da
tibia realizados nas idades de 14, 21, 28 e 35 dias estdo apresentados, sob a
forma de medida graduada (mm) de espessura (Tabelas 8) e seus
correspondentes escores (Tabela 9).

Os escores de lesdo macroscépico da pogdo proximal do osso da
tibia realizados nas idades de 14, 21, 28 e 35 dias ndo apresentaram efeito
(p>0,05) dos tratamentos utilizados no presente experimento (Tabela 9). Embora,
as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubagdo com 25(OH)D3
terem atingido o menor valor de escore, os resultados ndo expressaram diferenca

significativa nessas idades.
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Contudo, ao analisar as lesdes aos sete dias de idade (Tabela 8),

observou-se menor escore de lesao (2,76 mm) para as aves originadas de

embrides inoculados no 19° de incubacdo com 25(OH)D3 (p<0,05) comparado ao

escore do grupo controle (4,70 mm).

TABELA 8 Espessamento da lesdo da placa de crescimento (mm) na porgéo

proximal do osso da tibia, nas idades de 7, 14, 21, 28 e 35 dias de

frangos de corte machos originados de embrides inoculados ou néo

no 19° de incubagdo com 25(0OH)D3

Espessamento Tratamentos

*
Lesdo (mm) Controle 25(0OH)Ds P CVo%
EL7D 4,70b 2,76a 0,0159 48,06
EL14D 3,09 2,78 0,7677 84,73
EL21D 4,13 5,58 0,4407 92,88
EL28D 4,03 4,05 0,9893 93,07
EL35D 5,86 3,85 0,2733 118,42

*Diferenca significativa para o teste de analise de variancia (p<0,05).

TABELA 9 Escore de lesdo macroscépico do espessamento da placa de

crescimento na por¢ao proximal do osso da tibia, nas idades de 7, 14,

21, 28 e 35 dias de frangos de corte machos originados de embribes

inoculados ou ndo no 19° de incubacgédo com 25(0OH)D3

Escore lesdo Tratamentos P *
macroscopico Controle 25(0OH)D3
EL7D 2,09b 0,66a 0,0181
EL14D 1,08 0,75 0,4689
EL21D 1,08 1,66 0,3794
EL28D 1,58 1,33 0,7505
EL35D 1,33 0,75 0,4060

* Diferenca significativa para o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

As lesbes macroscopicas do presente experimento enquadram-se

na categoria de escore (1) para o grupo inoculado com 25(OH)D3; e escore (2)

para 0 grupo controle, ao avaliar macroscopicamente o espessamento da placa

de crescimento da porcéo proximal da tibia.



115

Andélise microscépica das tibias

Ao comparar os resultados macroscopicos dos escores de leséo
com as analises histopatolégicas, confirmou-se a presenca de discondroplasia
tibial (DT) nas idades de 14, 21, 28 e 35 dias. Verificou-se que nao houve
diferenca (p>0,05) dos tratamentos utilizados no presente experimento (Tabela
10). Embora, as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubacéo
com 25(0OH)D3; terem apresentado, na maioria das idades o menor valor de

escore, 0s resultados ndo expressaram diferenga significativa.

TABELA 10 Escore de lesdo microscoépico de discondroplasia tibial (DT) na placa
de crescimento na porcdo proximal, nas idades de 7, 14, 21, 28 e 35
dias de frangos de corte machos originados de embrides inoculados
ou nao no 19° de incubag&o com 25(0OH)D;

Escore leséo DT Tratamentos

*
microscopico Controle 25(0OH)Ds P
HL7D 0,00 0,00 -
HL14D 0,50 0,27 0,6073
HL21D 0,67 1,67 0,0941
HL28D 1,00 0,50 0,3288
HL35D 1,25 0,83 0,5272

* Diferenca significativa para o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Embora as lesGes macroscépicas aos sete dias de idade terem
apresentado diferenca (p<0,05), obtendo-se o menor escore de lesdo (2,76 mm)
para as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubagdo com
25(0OH)D3 em comparagdo com escore do grupo controle (4,70 mm), os resultados
das analises microscopicas ndo confirmaram a presenca de Discondroplasia (DT)
aos sete dias.

Provavelmente, o espessamento da placa de crescimento da porcao
proximal da tibia nessa idade esteja relacionado ao intenso crescimento da ave
jovem. Nessa idade, o osso fica deformado sob estimulos biomecéanicos visto que
0 0sso mineralizado, ainda esta em formagcédo. Uma das causas é que a atividade
dos osteoclastos ainda néo tenha sido suprida adequadamente nessa fase, sendo

a vitamina D3, responsavel por equilibrar a relacdo osteoblasto — osteoclasto e
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regular a atividade do paratorménio (PTH), que por sua vez controla 0s niveis
plasméticos de calcio modulando a biossintese de vitamina D3, a absorgcéo
intestinal de calcio e a mobilizacdo osteoclastica de calcio depositado no 0sso
(ITO et al., 2008). Se houver reducdo na conversao da vitamina D3 para a forma
ativa 1,25 diidroxicolecalciferol por hidroxilacdo, a mineralizacdo dos ossos ficara
prejudicada, fato observado em situacdes de acidose metabdlica (SAUVER &
MONGIN, 1974).

Em situacbes de estresse térmico a ave sofre desequilibrio
metabdlico e a quantidade de calcio livre ionizado diminui (SAHIN et al., 2006)
tornando-se insuficiente para deposi¢do 0ssea (BUSHINSKY & SESSLER, 1992).
Segundo BORGES et al. (2004) as alteracbes no balanco acido-base das aves
provocam diminuicdo dos niveis de carbonato e de calcio disponiveis para
deposicdo nos o0ssos. De acordo com BAINS et al. (1998) as alteracbes na
homeostase da ave, podem provocar lesdes de DT devido a resposta adaptativa
desencadeada pelo estresse por calor. Dessa forma, o0 processo de calcificacdo
fica prejudicado, resultando no aumento da massa cartilaginosa devido a néo
calcificacdo dos condrdcitos, 0s quais permanecem no estagio pré-hipertréficos, o
que caracteriza a DT e uma das causas primarias pode ser o desequilibrio
eletrolitico (JULIAN, 2005).

A frequéncia de disturbios esqueléticos em frangos de corte machos
foi relatada por MCNAMEE et al. (1998) ao comparar os escores de locomocéo
com as deformidades das pernas e a discondroplasia tibial. Aves, aparentemente
normais, com escores de locomoc¢ao baixos (entre 1 e 2), apresentaram maiores
incidéncias de discondroplasia tibial no periodo de 3% a 52 semanas. Segundo os
autores, para os escores altos de locomocao (entre 3 e 5) as deformidades das
pernas foram os distarbios do esqueleto que mais prevaleceram.

Na presente pesquisa, verificou-se que a deformidade das pernas
atingiu alta propor¢céo, mesmo nos escores baixos de locomocgédo. O fato é que a
genética proporciona elevado ganho de peso nos frangos e as ocorréncias de
problemas locomotores estdo mais precoces também. E o aumento de cargas
sobre ossos e articulagbes relativamente imaturos, decorrente da grande

deposi¢cado muscular tem provocado ma formacao 6ssea (SOUZA, 2012).
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Houve correlacéo positiva nas idades de 14, 21 e 28 dias com as

variaveis de peso vivo, peso da tibia, espessura macroscépica da placa de

crescimento na por¢ao proximal da tibia, bem como a classificagcdo do escore ao

realizar a analise microscopica da lesdo (Tabela 11). Nas idades de um, sete e 35

dias ndo se constatou correlacdo entre essas variaveis.

TABELA 11 Resultados de correlacbes de Pearson para os valores PV: peso

vivo (g); PT: peso da tibia descarnada (g); EM: espessura
macroscopica da placa de crescimento (mm); EH: escore histoldgico
lesdo de frangos de corte machos, originados de embrides

inoculados ou ndo no 19° de incubacgédo com 25(0OH)D3

Correlacbes PV PT EM EH
7 dias de idade
PV 1,0000 0,3140 -0,1008 -
PT 1,0000 0,0963 -
EM 1,0000 -
EH 1,0000
14 dias de idade
PV 1,0000 0,3922 0,0957 0,2421
PT 1,0000 0,6332* 0,5642*
EM 1,0000 0,5083*
EH 1,0000
21 dias de idade
PV 1,0000 0,6623* -0,0387 0,3936*
PT 1,0000 0,4037* 0,6548*
EM 1,0000 0,7707*
EH 1,0000
28 dias de idade
PV 1,0000 0,4192* 0,1405 0,1607
PT 1,0000 0,4889* 0,3549
EM 1,0000 0,6860*
EH 1,0000
35 dias de idade
PV 1,0000 0,2195 0,0509 0,1493
PT 1,0000 -0,1018 -0,0716
EM 1,0000 0,4318*
EH 1,0000

(*) Valores de correlagédo séo estatisticamente diferentes de zero, pelo teste t,
com nivel de significancia de 5%.
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Com a evolugéo do peso vivo das aves e principalmente, dos 0ssos
da tibia observou-se maior espessura da placa de crescimento e elevacdo dos
escores microscopicos de lesédo de discondroplasia tibial (DT).

A discondroplasia tibial (DT) pode atingir cerca de 2 a 20% das
aves, causando desconforto e claudica¢des. (RATH, 1998; PRAUL et al., 2000;
ALMEIDA PAZ et al., 2005; ALMEIDA PAZ, 2008; BERNARDI, 2011). LEACH Jr.
& LIBUM (1992) relataram prevaléncia da discondroplasia tibial em frangos
variando de 1,0 a 2,0%, com incidéncia entre 40 a 50% em populacdes
severamente afetadas e afirmam que a DT esta frequentemente associada com
perdas nos abatedouros devido as fraturas dos ossos da tibia.

Nos resultados desse presente experimento, observam-se
incidéncias maiores para DT em ambos os tratamentos (Tabela 12). Constatou-se
histologicamente incidéncia de 25 a 50% entre os tratamentos, mas sem diferenca
(p>0,05). Tanto a incidéncia, quanto a severidade aumentaram de acordo com a
evolucdo da idade dos frangos.

Segundo SOLEIMANI et al. (2011), elevadas taxas de crescimento,
resultaram em aves menos resistentes aos efeitos do estresse por calor. De
acordo com TAO et al. (2006), o estresse pelo calor pode diminuir os niveis dos
hormonios tireoidianos, prolongando a fase de remodelacdo éssea. GONZALEZ
ESQUERRA & LEESON (2006) relataram que a severidade do desequilibrio
metabdlico é influenciada pela intensidade e duracdo do estresse, podendo ou
ndo prejudicar a mobilizacdo e deposicdo de calcio nos 0ssos e interromper a
maturacdo dos condrdcitos.

MARCHINI (2012), em seus resultados, observou que o estresse
ciclico por calor na granja do 16° ao 42° dia de idade durante uma hora n&o
influenciou as caracteristicas macroscopicas (p=0,30) e microscopicas da regiao
epifisaria (p=0,06) da tibia de frangos machos CobbAvian48. Constatou-se que as
aves estressadas por calor ciclico ndo apresentaram diferenga para as avaliagcdes
de discondroplasia tibial (DT), visto que elas tiveram oportunidade de recuperar o
equilibrio metabdlico nos periodos noturnos quando a temperatura permanecia na

faixa termoneutra das aves.
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Na situagcéo de incubacéo, o embrido fica totalmente limitado, sem
ter condicdo de se recuperar do estresse pelo calor, e dessa forma as
consequéncias tornam-se maiores, onde na presente pesquisa, observaram-se
incidéncias de discondroplasia tibial (DT) a partir dos 14° dias de idade,

independente do tratamento utilizado (Tabela 12).

TABELA 12 Frequéncia e severidade de discondroplasia tibial (DT) na placa de
crescimento na porcao proximal, nas idades de um, 7, 14, 21, 28 e
35 dias de frangos de corte machos originados de embrides

inoculados ou ndo no 19° de incubacgédo com 25(0OH)D3

Idade Grau de leséo (Escore histologico)
_ Tratamentos DT (94)
(dias) 0 1 2 3 4
1 Controle 0 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
25(0OH)D3 0 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
- Controle 0 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
25(0OH)D3 0 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12
14 Controle 41,66 7112 0/12 3/12 1/12 1/12
25(0OH)D3 2500 9/12 1/12 0/12 0/12 2/12
21 Controle 25,00 9/12 0/12 1/12 1/12 1/12
25(0OH)D3 50,00 6/12 1/12 0/12 1/12 4/12
o8 Controle 50,00 6/12 1/12 0/12 2/12 3/12
25(0OH)D3 4166  7/12 1/12 0/12 1/12 3/12
35 Controle 41,66 7112 1/12 0/12 1/12 3/12

25(0H)D3 25,00 9/12 1/12 0/12 0/12 2/12

BRITO (2008) também registrou a incidéncia de 45,8 a 64,6% em seus
estudos, obtendo resultado significativo quando avaliou o metabdlito 25(OH)D3; em
diferentes niveis e associacfes com vitamina D3 nas racfes de frango de corte,

confirmando a efetividade do metabdlito em reduzir a incidéncia de DT.
Anélise de resisténcia 6ssea das tibias
Os resultados da resisténcia 0ssea da tibia obtidos nas idades de 14,

21, 28 e 35 dias nao apresentaram efeito (p>0,05) nos tratamentos utilizados no

presente experimento (Tabela 13).
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Em algumas idades, as aves originadas de embrides inoculados no
19° de incubacdo com 25(OH)D; apresentaram maior valor de carga méxima
aplicada, mas os resultados nao foram suficientes para expressar uma diferenca
(p>0,05) para resisténcia 6ssea. Ao analisar a resisténcia 0ssea da tibia com um
dia de idade (Tabela 13), observou-se maior valor de carga maxima aplicada
(p<0,05) para aves originadas de embrides inoculados com 25(OH)D3 no 19° de
incubacdo em comparacdo com escore do grupo controle. Resultado contrario foi
observado ao avaliar a resisténcia 6ssea aos sete dias de idade, obtendo-se
maiores resultados para a variavel: carga maxima aplicada para o grupo controle
em comparagéo as aves originadas de embrides inoculados no 19° de incubagao
com 25(0OH)D3,

A resisténcia e forca 6ssea nao estdo somente relacionadas com o
contetdo de calcio e fosforo retido nos ossos. O 0sso é constituido por células
vivas envolvidas numa matriz de mineralizada rica em coldgeno. A matriz mineral
€ constituida por célcio e fosforo, constituindo cerca de 60 a 70% do peso 0sseo.
Esta matriz inorganica proporciona ao 0sso rigidez e resisténcia a compressao.
Por outro lado a matriz organica de coldgeno suporta a tenséo e tor¢cédo aplicada
a0 0sso (OVIEDO-RONDON et al., 2006).

Um estudo realizado HAN et al. (2009) ao avaliarem o efeito da
transferéncia maternal de Ds; e 25(OH)D3; para sua progénie, os autores
constataram diferencas na mineralizacdo Ossea em pintos de um dia,
provenientes de matrizes alimentadas com diferentes niveis e associa¢cfes de D;
com 25(OH)Ds. A mineralizagédo 6ssea foi melhorada pelo aumento dos niveis de
D; e ao associar 25(0OH)D; a baixos niveis de Ds. Além da melhora da
mineralizacdo 6ssea, houve a reducdo da severidade de discondroplasia tibial
(DT), constatando que a suplementacdo maternal de 25(0OH)D3; € um meio eficaz
no fornecimento de vitamina D para o embrido em desenvolvimento. FRASER &
EMTRAGE (1976) estudaram a composicao de ovos provenientes de matrizes
pesadas e encontraram 5% da vitamina D depositada no ovo como 25(0OH)Ds,
sugerindo que o 25(0OH)D3 pode nao estar em quantidade suficiente para atender
o fornecimento de vitamina D no embrido em desenvolvimento. ATENCIO et al.
(2005) concluiram, em experimentos realizados com reprodutoras, que o efeito do

metabdlito 25(0OH)D; em relacdo a vitamina D3 depende dos niveis testados e
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quando comparada as fontes de vitamina D, o efeito do metabdlito 25(OH)D3 foi
maior apenas quando suplementado em baixos niveis.

Ao analisar os dados de peso e medidas de comprimento e espessura
mediana da tibia na presente pesquisa, observou-se que nao houve diferenca

entre os tratamentos nas idades de 1, 7, 14, 21, 28 dias (Tabela 13).

TABELA 13 Resisténcia 0ssea, de tibias de frangos de corte machos proveniente

de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubagédo com 25(OH)D3

Peso seco Resisténcia Medidas de comprimento e
Tratamentos Tibia (g) Ossea (N) espessura 6ssea (mm)
PT CM CT ET
1 dia de idade
Controle 0,0826 12,94b 26,40 1,72
25(0OH)D3 0,0855 14,66a 26,17 1,71
P 0,2630 0,0209 0,3784 0,7501
C.V. (%) 10,19 18,15 3,35 5,88
7 dias de idade
Controle 0,3159 78,46 a 37,15 2,73
25(0OH)D3 0,3150 64,86 b 36,79 2,78
P 0,9560 0,0128 0,6040 0,5599
C.V. (%) 12,99 16,36 4,54 8,01
14 dias de idade
Controle 1,1741 193,66 47,45 4,34
25(0OH)D3 1,2230 231,77 48,86 4,42
P 0,4362 0,1316 0,1436 0,6155
C.V. (%) 12,60 28,03 4,73 9,06
21 dias de idade
Controle 2,5118 259,11 59,9350 5,7250
25(0OH)D3 2,5597 253,79 61,0816 5,9216
P 0,6855 0,8428 0,1137 0,3941
C.V. (%) 11,27 25,29 2,82 9,52
28 dias de idade
Controle 4,2661 224,58 72,4483 6,8625
25(0OH)D3 4,3607 275,26 72,9033 7,1808
P 0,7068 0,3342 0,6893 0,2861
C.V. (%) 14,10 48,94 3,79 10,16
35 dias de idade
Controle 6,1386 173,46 84,2300 8,5541a
25(0H)D3 6,4966 176,39 84,4592 7,8183b
P 0,5056 0,8854 0,8784 0,0064
C.V. (%) 20,51 28,15 4,3 7,32

*Diferenca significativa para o teste F (p<0,05). PT: peso da tibia (g); CM: carga
maxima aplicada (N); CT: comprimento da tibia (mm) e ET: espessura mediana
da tibia (mm).



122

Somente, aos 35 dias, maiores resultados de espessura da tibia,

foram encontrados para o grupo controle em comparagédo as aves originadas de

embrides inoculados no 19° de incubacdo com 25(0OH)Ds3

TABELA 14 Resultados de correlagcdes de Pearson para os valores de PT: peso

da tibia (g); CM: carga méaxima aplicada (N); CT: comprimento da

tibia (mm) e ET: espessura mediana da tibia (mm) de frangos de

corte machos, originados de embrides inoculados ou ndo no 19° de

incubagé&o com 25(0OH)D3

Correlacoes PT CM CT ET
1 dia de idade
PT 1,0000 0,1669 0,1176 0,1750
CM 1,0000 0,0338 0,1651
CT 1,0000 0,1535
ET 1,0000
7 dias de idade
PT 1,0000 0,1508 0,5983* 0,2640
CM 1,0000 0,1462 0,1175
CT 1,0000 0,1257
ET 1,0000
14 dias de idade
PT 1,0000 0,5643* 0,4843* 0,8168*
CM 1,0000 0,2261 0,4740
CT 1,0000 0,4208
ET 1,0000
21 dias de idade
PT 1,0000 0,3391 0,6371* 0,8522*
CM 1,0000 -0,0183 0,4174
CT 1,0000 0,4684
ET 1,0000
28 dias de idade
PT 1,0000 0,4338* 0,4249* 0,7402*
CM 1,0000 0,0529 0,1201
CT 1,0000 0,1588
ET 1,0000
35 dias de idade
PT 1,0000 0,2357 0,0200 0,2227
CM 1,0000 -0,0930 0,3354
CT 1,0000 0,3258
ET 1,0000

(*) Valores de correlagédo séo estatisticamente diferentes de zero, pelo teste t,
com nivel de significancia de 5%.
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Houve correlacdo positiva aos 14, 21 e 28 dias com as variaveis da
carga maxima aplicada (CM), do comprimento (CT), da espessura mediana (ET) e
do peso (PT) da tibia. Para as tibias de maior peso, comprimento e espessura
foram necessarios aplicar maior carga maxima nas provas de resisténcia 0ssea.
Os resultados nessas idades foram semelhantes, em ambos os tratamentos e
sem apresentar diferenca (p>0,05). Nas idades de um, sete e 35 dias nédo se

constatou correlacdo entre essas variaveis (Tabela 14).

Analise de densidade mineral 6ssea das tibias

Os resultados da densidade mineral 6ssea (DMO) da tibia obtidos
nas idades de 14, 21, 28 e 35 dias ndo apresentaram efeito (p>0,05) nos

tratamentos utilizados no presente experimento (Tabela 15).

TABELA 15 Densidade mineral 6ssea (DMO) obtida em milimetros de aluminio,
de tibias de frangos de corte machos, provenientes de embrides

inoculados no 19° de incubacdo com 25(OH)D3

Densidade Mineral Tratamentos

*

Ossea (mmAl) Controle 25(0OH)Ds P CVoe
DMO 14D 1,322 1,337 0,856 15,04
DMO 21D 1,780 1,839 0,532 12,51
DMO 28D 1,860 1,817 0,727 16,30
DMO 35D 1,916 1,849 0,428 10,81

*Diferenca néo significativa para o teste de analise de variancia (p>0,05).

A densidade mineral 6ssea é considerada como um indicador de
qualidade 6ssea. Entretanto, o estado do 0sso ndo pode ser descrito apenas por
uma propriedade. Estudos recentes tém demonstrado que somente a
mineralizacdo 6ssea ndo reflete a forca de quebra e nem as propriedades
mecanicas dos 0ssos. As ligacdes e o conteudo de colageno ocupam um papel
importante na resisténcia 0ssea. Se um 0sso for muito mineralizado vai possuir
uma boa rigidez, mas ao mesmo tempo vai ser facilmente quebravel quando
sujeito a tensdo. Por outro lado ossos pouco mineralizados vao ser menos rigidos,
mas mais maleaveis ndo quebrando com tanta facilidade (OVIEDO-RONDON et
al., 2006).
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TABELA 16 Resultados de correlagbes de Pearson para os valores de PV: peso
vivo (g); PT: peso da tibia (g); CM: carga maxima aplicada (N); CT:
comprimento da tibia (mm); ET: espessura mediana da tibia (mm) e
DMO: densidade mineral 6ssea (mmAl) de frangos de corte machos,

originados de embrides inoculados ou ndo no 19° de incubacdo com

25(0OH)D3
Correlacoes PV PT CM CT ET DMO
14 dias de idade
PV 1,0000 0,4188* 0,1035 0,5666* 0,3717 0,1068
PT 1,0000 0,5643* 0,4843* 0,8168* 0,4712*
CM 1,0000 0,2261 0,4740 0,3816
CT 1,0000 0,4208 0,3045
ET 1,0000 0,1696
DMO 1,0000
21 dias de idade
PV 1,0000 0,7793* 0,3149 0,6546* 0,5214* 0,2545
PT 1,0000 0,3391 0,6371* 0,8522* 0,4298*
CM 1,0000 -0,0183 0,4174* 0,2688
CT 1,0000 0,4684* 0,2493
ET 1,0000 0,4228*
DMO 1,0000
28 dias de idade
PV 1,0000 0,4560 -0,0955 0,3863 0,4977* 0,1375
PT 1,0000 0,4338 0,4249* 0,7402* 0,5574*
CM 1,0000 0,0529 0,1201 0,1782
CT 1,0000 0,1588 0,0809
ET 1,0000 0,4810*
DMO 1,0000
35 dias de idade
PV 1,0000 0,2906 0,2239 0,1789 0,6457* 0,3019
PT 1,0000 0,2357 0,0200 0,2227 0,4842*
CM 1,0000 -0,0930 0,3354 0,1366
CT 1,0000 0,3258 -0,0714
ET 1,0000 0,3025
DMO 1,0000

(*) Valores de correlagdo sao estatisticamente diferentes de zero, pelo teste t,
com nivel de significancia de 5%.
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Na presente pesquisa, foi possivel observar que a carga maxima
aplicada nas provas de resisténcia 0ssea ndo apresentou correlagdo com a
densidade mineral 6ssea nas idades de 35, 28, 21 e 14 dias, constatando-se que
outros fatores relacionados a composicédo do osso devem ser avaliados, conforme
os relatos de OVIEDO-RONDON et al. (2006). Os resultados de correlagdo entre
carga maxima aplicada e a densidade mineral 6ssea foram diminuindo com o
avancar da idade da ave, mas ndo se observou efeito significativo (Tabela 16).

No presente experimento, a densidade mineral 0ssea apresentou
correlacdo positiva com o peso, comprimento e espessura da tibia, sendo o peso
e a espessura, varidveis com maior correlacdo nas idades de 21 e 28 dias e 0
peso e o comprimento, nas idades de 14 e 21 dias.

O que se pode verificar € que existem outros fatores a serem
avaliados para determinar uma relacédo das avaliagbes de qualidade 6ssea com a
idade da ave, ou seja, as caracteristicas do esqueleto da ave jovem apresentam
respostas diferentes nas avaliacbes de resisténcia 0Ossea. Aves jovens
apresentam 0sso0s pouco mineralizados, menos rigidos e mais maleaveis. O
comportamento biomecanico muda de acordo com composicdo do 0SSO ao
avancar a idade das aves. Entéo, o contetdo de colageno dos 0ssos nessa idade
apresenta um importante papel nas avaliagdes da qualidade do esqueleto do

pintainho. Entretanto, ndo foi objetivo essa avaliacdo no presente experimento.

4. CONCLUSAO

A inoculagdo de 25(OH)D; in ovo em embrides no 19° dia de

incubacdo ndo melhora as caracteristicas de qualidade 6ssea em frangos de corte

machos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O metabdlito 25(0OH)D3; tem sido estudado em pesquisas cientificas,
visto que a forma hidroxilada apresenta maior polaridade em relacdo a vitamina
D3;. Os beneficios do uso desse metabdlito na racdo ja foram relatados por
diferentes pesquisadores, e sua agéo na incidéncia de alteragbes locomotoras,
como a discondroplasia tibial (DT) foi constatada, entretanto, poucas pesquisas
abordaram o uso do metabdlito 25(OH)D3 in ovo, 0 que se objetivou estudar na
presente pesquisa.

A partir dos experimentos realizados, constatou-se que a inoculagéo do
metabdlito 25(OH)D3 in ovo no 19° dia de desenvolvimento embrionario associado
a vacinacdo automéatica nos incubatdrios comerciais possui potencial para
diminuir a janela de nascimento e aumentar a eclodibilidade dos ovos férteis. E
possivel inferir que a melhora dessas variaveis influencie na qualidade dos
pintainhos quando submetidos a incubacdo em maquinas de estagio Unico sob
condi¢cBes normais de temperatura durante o processo de incubacao, visto que se
constatou reducédo da mortalidade no campo.

Entretanto, ao estudar as mesmas variaveis, mas em condi¢cdes de
temperaturas elevadas na 32 semana de incubacdo em maquinas de estagio
Unico, nao foi possivel observar melhorias da inoculagdo do metabdlito 25(OH)D3
in ovo no 19° dia de desenvolvimento embrionario. Mesmo assim, constatou-se
reducdo na mortalidade aos 35 dias de idade para o grupo inoculado com
25(0OH)D3;, mas sem efeito significativo no desempenho dos frangos. De certa
forma, aves inoculadas com 25(OH)D3; apresentaram maior viabilidade no campo
ao comparar com o tratamento controle nas duas condi¢cdes de temperatura de
incubacédo (normal e stress térmico).

Ao avaliar a qualidade Ossea de frangos provenientes de embribes
inoculados com 25(OH)D3 in ovo no 19° dia de desenvolvimento embrionario
incubados em maquinas de estagio Unico sob condi¢cdes de temperaturas
elevadas durante a 32 semana de incubacao, verificou-se que a inoculacao de
25(0OH)D3 ndo melhorou a qualidade do esqueleto. O que pode ser observado foi
a incidéncia de discondroplasia tibial (DT) em ambos os tratamentos, mas sem

apresentar diferenca significativa. Entretanto, a resisténcia 6ssea foi melhorada
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nos pintainhos com um dia de idade originados dos embrides inoculados com
25(0OH)D3. Mas, essa caracteristica ndo permaneceu nas idades subsequentes, e
até piorou aos sete dias de idade. Sendo assim, serdo necessarias, outras
avaliacdes para elucidar esses resultados, ja que a densidade mineral 6ssea nao
foi avaliada nas idades de um e sete dias de idade.

Seguindo os mesmos critérios de avaliacdo, porém em periodos
distintos de experimento, a avaliacdo da inoculagao de 25(OH)D3in ovo no 18° dia
de desenvolvimento embrionario quando incubados em maquinas de estagio
multiplo sob condi¢des normais de temperatura de incubacdo nédo foi eficaz,
registrando piores resultados no periodo de incubacéo, eclodibilidade dos ovos
férteis sem diferenca significativa, pior qualidade do neonato e reducdo do peso
aos sete dias de idade para os embrides inoculados com 25(OH)D3; sendo os
machos os mais prejudicados,

Sugere-se que a mensuracao dos efeitos da inoculacdo de 25(0OH)D3in
ovo na eclodibilidade dos ovos férteis, mortalidade embrionaria, qualidade do
neonato, desempenho, mortalidade e qualidade do esqueleto sejam realizados
em outras pesquisas. Mas, partindo-se do conhecimento da suplementacdo de
vitamina D nas reprodutoras e do conhecimento da quantidade dessa vitamina
presente no ovo, para que seja possivel definir com exatiddo a dosagem ideal
desse metabdlito, com o intuito de elucidar melhor os resultados.

A viabilidade econbmica da inoculacdo de 25(OH)D3 in ovo deve ser
avaliada criteriosamente, visto que existe grande diversidade nas respostas
encontradas, relacionadas a heterogeneidade do contetdo de vitamina D nas
amostras de ovos e dos processos diferenciados de incubacdes. O fato é que, na
presente pesquisa, pode-se observar potencial de melhoria para eclodibilidade,
reducdo da janela de nascimento e reducdo da mortalidade no campo. Outras
avaliacdes como a resposta imune das aves e qualidade do esqueleto devem ser
levadas em consideracdo com o objetivo de elucidar os baixos indices de

mortalidade dos frangos.



