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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos para avaliar os efeitos da inclusdo de acido
linoleico conjugado (CLA) na dieta de matrizes e frangos de corte, e as alteracfes
causadas pelo jejum pés-eclosdo. No primeiro experimento, foram acompanhados dois
lotes de matrizes com 58 semanas de idade, sendo um suplementado 26 dias com
0,025% de CLA. Ao final da suplementacédo, adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado, composto por dois tratamentos (0 e 0,025% CLA), para avaliacdo da
qualidade fisica e da composicdo dos ovos. Posteriormente, 270 ovos por tratamento
foram distribuidos em duas incubadoras, aplicando-se o delineamento em blocos
casualizados, determinados pela incubadora utilizada. Avaliaram-se os parametros de
incubacdo e determinou-se o perfil de acidos graxos da racdo, gema e saco vitelinico.
Apos a eclosdo, dietas pés-eclosdo (0 ou 0,025% de CLA) foram fornecidas por 12
horas, e 320 pintos foram alojados em delineamento inteiramente casualizado e
esquema 2x2 (CLA materno x CLA pos-eclosao), totalizando quatro tratamentos e oito
repeticdes de 10 aves cada. Avaliou-se 0 peso relativo de 6rgdos, o desenvolvimento
intestinal e a imunidade humoral e celular em embriGes, neonatos, apds 12 horas, e aos
sete dias de idade, e 0 desempenho pré-inicial. A inclusdo de CLA na dieta foi capaz de
alterar caracteristicas fisicas e bromatoldgicas dos ovos e sacos vitelinicos da progénie
de matrizes suplementadas, causando também alteracdo do perfil de acidos graxos,
porém sem provocar a morte dos embries. O intestino também foi influenciado pelo
CLA, tanto macroscopicamente, quanto a nivel histolégico. O CLA oferecido as
matrizes influenciou o desenvolvimento intestinal dos pintos desde a fase embrionéria e
continuou a exercer efeito apds a ecloséo, aliado a suplementacdo conjunta da progénie.
A suplementacdo da matriz garantiu melhor desempenho pré-inicial da progénie. No
segundo experimento, 320 pintos machos e fémeas foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2, considerando os fatores jejum
alimentar p6s-eclosdo (acesso a dgua por 12 horas; acesso a agua e alimento por 12
horas) e a dieta pré-inicial (0; 0,025% de CLA). As aves foram vacinadas aos 15 dias de
idade contra o virus da doenca de Newcastle. Avaliou-se a metabolizabilidade das dietas
de quatro a sete dias de idade, e o desenvolvimento intestinal e dos 6rgdos, e a
imunidade celular e humoral, semanalmente até os 35 dias de idade. O jejum pds-
ecloséo afetou o desempenho, e 0 CLA ndo foi capaz de minimizar os efeitos negativos
do jejum. No entanto, as aves conseguiram se recuperar até os 35 dias de idade. O jejum
pos-eclosdo prejudicou a resposta imune das aves. Nos dois ensaios, de modo geral, o
CLA influenciou positivamente a imunidade humoral e celular. Entre os 6rgaos
avaliados, o figado foi o principal a sofrer alteracbes em seu peso relativo em
decorréncia da utilizagdo de CLA. A prética de suplementar apenas a progénie nédo
trouxe tantos beneficios quando comparada a suplementacdo da matriz ou de ambos. Os
resultados aqui obtidos demonstraram que o nivel de inclusdo de 0,025% de CLA ¢é
seguro para utilizacdo em matrizes e pode trazer beneficios a progénie.

Palavras-chave: &cido graxo poli-insaturado, desenvolvimento embrionério, nutricdo
da matriz, nutricdo pos-eclosdo, 6mega-6.
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ABSTRACT

Two experiments were carried on to evaluate the effects of the inclusion of conjugated
linoleic acid (CLA) on the diets of breeders and broilers, and the alterations caused by post-
hatch fasting. In the first experiment, two commercial flocks of breeders aged 58 weeks old
were used, and one of them was supplemented for 26 days with 0.025% CLA. At the end of
the supplementation, a completely randomized design was applied, composed by two
treatments (0 and 0.025% CLA), to evaluate the physical quality and composition of the eggs.
Subsequently, 270 eggs per treatment were distributed in two hatcheries, in a randomized
block design, determined according to the hatchery used. The incubation parameters were
evaluated and the fatty acid profile of the feed, yolk and yolk sac were determined. After
hatching, post-hatching diets (0 or 0.025% CLA) were provided for 12 hours, and 320 chicks
were housed in a completely randomized design, in a 2x2 scheme (maternal CLA X post-
hatching CLA), totalizing four treatments and eight replicates of 10 birds each. The organs
relative weight, intestinal development and humoral and cellular immunity were evaluated in
embryos, newly hatched chicks, 12 hours after hatching, and at seven days old, as the pre-
starter performance. The inclusion of CLA in the diet was able to alter the physical and
bromatological characteristics of the eggs and yolk sacs of the progeny from supplemented
breeders, also changing the fatty acid profile, but without causing embryonic mortality. The
intestine was also influenced by CLA, both macroscopically and histologically. The CLA
offered to the breeders influenced the intestinal development of the chicks from the
embryonic phase and continued to exert effect after hatching, associated with the progeny
supplementation. Breeder supplementation led to a better pre-starter performance of the
progeny. In the second experiment, 320 male and female chicks were distributed in a
completely randomized design, in a 2x2 factorial scheme, considering post-hatch fasting
(access to water for 12 hours; access to water and food for 12 hours) and post-hatch diet (0;
0.025% CLA). The birds were vaccinated at 15 days old against Newcastle disease virus. The
metabolizability of diets from four to seven days old, intestinal and organs development, and
cellular and humoral immunity were evaluated weekly up to 35 days old. Post-hatch fasting
affected performance, and CLA was not able to minimize the negative effects of fasting.
However, birds were able to recover up to 35 days old. Post-hatch fasting decreased the
immune response of birds. In both assays, CLA generally positively influenced humoral and
cellular immunity. Among the evaluated organs, the liver was the main one to have its relative
weight altered due to the use of CLA. Supplementing only progeny did not provide as much
benefit as compared to supplementation of the breeder or both. The obtained results
demonstrate the inclusion level of 0.025% of CLA is safe for use in breeders and may bring
benefits to their progeny.

Keywords: breeder nutrition, embryo development, dmega-6, poliunsaturated fatty acid, post-
hatch nutrition.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Os avancgos genéticos no setor avicola vém ocorrendo de maneira significativa e
relativamente rapida, concretizando metas que ja foram consideradas possibilidades distantes.
Com isso, 0s ganhos sdo cada vez maiores e acontecem com mais eficiéncia e em menor
tempo, fazendo com que cada fase de vida do frango de corte se torne mais importante, por
representar uma maior proporc¢éo do ciclo total de producéo.

Destaca-se 0 papel da matriz na obtencdo de uma progénie saudavel e de
qualidade. Os nutrientes destinados ao embrido e, consequentemente, aos pintos, sdo
provenientes das matrizes e 0s mecanismos que envolvem essa transmissdo precisam ser
investigados e compreendidos, bem como os fatores que a alteram, para que possam ser
corretamente manipulados, objetivando maior eficiéncia da producéo.

Quando se avalia a composicdo do ovo, esse deve fornecer os substratos
necessarios para o desenvolvimento de uma nova vida e mudancas nesse parametro ou a
ocorréncia de motivos que alterem a eficiéncia de sua utilizacdo podem, possivelmente,
prejudicar a ave.

O mesmo é valido para a transmissdo de imunoglobulinas da matriz para os
pintos. As imunoglobulinas sdo depositadas no ovo, e este processo estd diretamente
relacionado ao nivel de imunidade da matriz. O status imunoldgico do pinto afeta seu
desempenho e a imunidade conferida pela reprodutora auxilia na manutencdo da salude da
progénie quando suas defesas imunolégicas ainda ndo estdo completamente preparadas e néo
sdo efetivas na protecdo frente ao desafio de campo.

Também merecem atencdo as fases pds-eclosdo e pré-inicial, que sdo decisivas,
pois definem qual sera o potencial da ave durante toda sua vida. E nesse periodo que a ave
estabelece o primeiro contato com estimulos extrinsecos, que influenciam o desenvolvimento
do organismo, especialmente do trato gastrointestinal e da imunidade adquirida. Para que sua
méaxima capacidade seja alcancada, fornecer os nutrientes adequados e de forma correta é
fundamental. Privar a ave de alimentacdo exdgena no inicio da vida, condicdo que acontece
rotineiramente na avicultura comercial, pode inviabilizar o cuidado tido com a matriz e
impedir que caracteristicas tdo minuciosamente selecionadas ao longo do melhoramento
genético ndo se expressem da forma planejada.

O desenvolvimento dos 6rgaos e o crescimento dos pintos podem ser afetados

pelo jejum pés-eclosdo. Riccardi et al.' observaram em seus estudos que pintos alimentados
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com &gua e racao logo apds a eclosdo alcancaram maior peso corporal do que aqueles com
acesso apenas a agua ou que passaram por jejum de &gua e racdo. De fato, embora sejam
oxidados na auséncia de energia provida pela alimentacdo exogena, lipidios e proteinas
encontrados no saco vitelinico deveriam ser destinados a sintese celular e a manutencdo da
imunidade passiva®. Assim, estratégias que minimizem os prejuizos causados pelo jejum pds-
eclosdo podem beneficiar o desenvolvimento intestinal, o sistema imunolégico dos pintainhos
e, indiretamente, o desempenho produtivo, devendo, portanto ser investigadas.

Além do fornecimento de alimentacdo exdgena o quanto antes, a composicao da
dieta pode ajudar a garantir o desenvolvimento adequado e o bom desempenho do frango de
corte. Nutrientes especificos podem favorecer a microbiota, a manutencdo da integridade
intestinal e atuar como substratos necessarios para garantir a resposta imunoldgica satisfatoria
da ave®. Exemplos de nutrientes indispensaveis ao desenvolvimento adequado da ave séo 0s
acidos graxos que participam da estrutura celular e possuem potencial energético. No entanto,
as aves nao sdo capazes de sintetizar todos os &cidos graxos de que precisa e, por esse motivo,
alguns sdo considerados essenciais, tais como o &cido linoleico®. Este acido graxo esta
presente em altas concentracbes em 6leos vegetais e pode ser convertido pelo animal em
outros acidos graxos, também indispensaveis ao organismo®.

O écido linoleico conjugado (CLA), por sua vez, refere-se ao grupo de isémeros
posicionais e geométricos do acido linoleico, apresentando duplas ligagdes com um carbono
simples entre as mesmas, ndo ocorrendo separacdo por um radical organico equivalente®. O
CLA esta associado a melhora da resposta imune, reducdo da pressdo arterial e da gordura
corporal com aumento da massa magra e propriedades antioxidantes’. Visto seu efeito
imunomodulador comprovado em varias espécies animais, tem sido aplicado em pesquisas
envolvendo aves.

Obijetivou-se, portanto, com este trabalho, avaliar o efeito da inclusdo de acido
linoleico conjugado na dieta de matrizes de frangos de corte e na dieta pos-eclosdo da
progénie sobre o seu desempenho produtivo, qualidade intestinal e capacidade imunoldgica.
Também foi investigado o efeito do jejum pds-eclosdo e do uso de CLA na dieta pré-inicial

sobre as caracteristicas supracitadas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acido linoleico conjugado (CLA)

Os acidos graxos poli-insaturados podem estar inseridos em duas familias,

denominadas 6mega-6 (n-6) e 6mega-3 (n-3), e cada uma delas é representada por um acido

graxo essencial. O &cido linoleico (C18:2) representa a familia n-6 e o acido a-linolénico

(C18:3), por sua vez, representa a familia n-3. Estes acidos graxos sdo precursores de outros

4cidos graxos essenciais, denominados &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa®, que

por sua vez, séo precursores de eicosanoides®, como é demonstrado na Figura 1.
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FIGURA 1 - Conversdo de acidos graxos poli-insaturados, acido alfa-linolénico e &cido linoleico, em

acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa do tipo 6mega-3 e 6mega-6, e sintese de

eicosanoides.

Fonte: Grimaldi'°.



27

Os &cidos graxos pertencentes as familias n-3 e n-6 sdo provenientes da dieta ou
produzidos pelo proprio organismo pela acdo das enzimas alongase e dessaturase, a partir de
seus representantes, os acidos linoleico e alfa-linolénico. As enzimas alongases acrescentam
dois 4tomos de carbono ao inicio da cadeia, enquanto as enzimas dessaturases oxidam dois
carbonos da cadeia, promovendo uma instauragdo de configuragéo cis*’.

O é&cido linoleico conjugado (CLA) refere-se a um termo coletivo utilizado para
designar os isdmeros posicionais e geométricos do acido linoleico, nos quais as duplas
ligacBes sdo conjugadas*®. O CLA esta naturalmente presente em muitos tipos de carne e
derivados lacteos, e pode ser produzido para uso como suplemento dietético para fins
experimentais, a partir de varios métodos e diferentes substratos™. O CLA cis-9, trans-11 é o
principal isbmero encontrado na dieta, mas a sua concentracao e a presenca do isbmero trans-
10, cis-12 em produtos lacteos ou carnes variam de acordo com a dieta fornecida aos
ruminantes™,

Portanto, ruminantes possuem a habilidade de sintetizar o CLA em seu trato
gastrointestinal, por meio da isomerizacéo do acido linoleico oferecido na dieta, realizada por
Butyrinvibrio fibrisolvens e outras bactérias anaerdbias'®. Por esse motivo, também é
conhecido como acido ruménico, o primeiro intermediario na biohidrogenacdo do acido
linoleico a &cido estearico®. Além da sintese no rimen, o CLA também pode ser produzido
pelos tecidos'’ (Figura 2).

A biohidrogenacdo se inicia com a isomerizacdo da insaturacdo cis-12 de acidos
graxos que contenham duplas ligacGes nas posicdes cis-9, cis-12. A enzima linoleato
isomerase tem capacidade de formar duplas ligagbes conjugadas cis-9, trans-11. O isdbmero
cis-9, trans-11 é reduzido a é4cido vacénico (acido trans-11 octadicenoico)'®, segundo
intermediério da biohidrogenagéo do acido linoleico a acido estearico, que pode ser absorvido
pelas glandulas mamarias para sintese do isdmero cis-9, trans-11 durante a sintese lipidica do
leite, catalisada pela enzima A9-dessaturase’’. Com relagdo ao isémero trans-10, cis-12, sua
formacédo a partir do acido linoleico também depende da ag&o de bactérias ruminais e esta
relacionado a presenca do &cido trans-10 octadicenoico do mesmo modo que o isdmero cis-9,
trans-11 esta relacionado ao 4cido vacénico®, porém, tendo a enzima Al2-dessaturase como

catalisadora do processo’.
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RUMEN (a) TECIDO (b)
Acido linoleico  — Acido linoleico
(AL C18:2n-6) (ALC18:2n-6)
—'. .
cis-9, trans-11 C18:2 (CLA) cis-9, trans-11 C18:2 (CLA)

1 A9-Dessaturase

> P -
trans-11, C18:1 (ac. vacénico) e L, GRS omaenicn)

!

C18:0 (dc. estedrico) = | C18:0 =™ (is-9C18:1 (dc. oléico)
A9-Dessaturase

FIGURA 2 - Via metabdlica da biossintese de &cido linoleico conjugado no rimen (a) e no tecido (b).

Fonte: Adaptado de Bauman e Griinari'® por Lucatto et al."".

O CLA também pode ser produzido por meio do aquecimento do &cido linoleico

na presenca de um élcali ou por meio de sua hidrogenagéo parcial®

. Os principais isdbmeros
produzidos para propdsitos experimentais sdo cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12**. Desde os
anos 80, o CLA ¢ considerado principio anticancerigeno presente na carne e tem sido dada
atencdo a sua variedade de efeitos bioldgicos. A explicacdo para essa variedade é que o CLA
abrange grande grupo de isdbmeros, embora os principais focos em pesquisas sejam o cis-9,
trans-11 e o trans-10, cis-12°.

As estruturas quimicas do acido linoleico e dos dois principais isdmeros de CLA
sdo apresentadas na Figura 3. Entre os varios efeitos atribuidos ao CLA para seres humanos,
encontram-se a reducdo da gordura corporal, riscos de cancer e doencas cardiovasculares,
modulacdo da inflamacdo e da resposta imune e aumento da massa 6ssea’’. O CLA
desempenha importante funcdo no metabolismo lipidico, particularmente nos sistemas
celulares de oxidagéo. O CLA induz a 3-oxidagdo em varios tecidos, principalmente no tecido
adiposo, para fornecimento de energia, inibindo o armazenamento de &cidos graxos®.
Goncalves?® também relataram que um possivel efeito do CLA no metabolismo lipidico

estaria relacionado ao aumento da lipdlise, com possivel incremento na beta-oxidacao.
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c-9 9

c12 3
Conjugated linoleic acid
c-10, t-12 isomer

Linoleic acid (c-9, c-12) Conjugated linoleic acid ¥
octadecadienoic acid c-9, t-11 isomer

FIGURA 3 - Estrutura quimica do acido linoleico e dos dois principais isdmeros de acido linoleico
conjugado.

Fonte: Adaptado de Steinhart® por National Cattlemen’s Beef Association.

Park et al.? investigaram os efeitos do CLA na composicdo corporal em ratos e
também observaram a ocorréncia de menor deposi¢do gordura com aumento da lipdlise em
adipdcitos, e maior oxidacdo de acidos graxos, tanto em células musculares como adiposas.
De modo semelhante, Martin e Valeille?® sugeriram que o isdmero trans-10, cis-12 esta
associado a reducgdo de gordura corporal. Ele exerce efeito especifico sobre os adipocitos, por
reduzir a captacdo de lipidios via inibicdo da atividade das enzimas lipoproteina lipase e
estearoil-CoA desaturase, e também altera o metabolismo lipidico™.

E importante considerar que o isémero trans-10, cis-12 também pode inibir a
entrada de glicose nos adipocitos e alterar o0 metabolismo da insulina. Estes efeitos tém sido
atribuidos & modulacéo da expressdo génica realizada pelo CLA%. O mecanismo que permite
ampla atividade biolégica do CLA é seu envolvimento na sintese de eicosanoides’. O CLA
afeta a interconversdo metabolica dos acidos graxos, modulando o perfil de acidos graxos e
resultando na producéo de eicosanoides extra-hepaticos®’.

Ambos os isdbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 podem interferir no
metabolismo de outros &cidos graxos modulando a atividade das enzimas dessaturases. Sabe-
se que o isdbmero trans-10, cis-12 reduz a atividade da A-dessaturase e isto poderia trazer
consequéncias para a sintese de eicosanoides e fluidez de membrana, por exemplo?.

Hayek et al.?®

observaram que o CLA estimula a proliferacdo de células T in vitro.
Para Ha et al.?°, a acdo do CLA se deve, em parte, & competicdo com o acido linoleico na
biossintese de acido araquidénico. O acido araquidbnico é precursor de eicosanoides, como a
prostaglandina E2; por esse motivo, a ingestdo de CLA poderia reduzir sua producéo®. A
prostaglandina E2, por sua vez, pode suprimir a producéo de interleucina-2 e a proliferacdo de

células T3031,
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Além de modular a disponibilidade de acidos graxos envolvidos na sintese de
eicosanoides, o CLA inibe a sintese de prostaglandina ao inibir a enzima prostaglandina H
sintase, 0 que poderia auxiliar na compreensdo dos efeitos biologicos do CLA, ja que o0s
eicosanoides, principalmente as prostaglandinas, estdo envolvidos em processos de
carcinogénese, aterosclerose, obesidade e fungdo imune, entre outros®®. Contudo, ainda é
necessario investigar como o CLA ou seus metabdlitos modulam a producdo de
eicosanoides®.

Tanto os aspectos da imunidade inata quanto os da adaptativa sdo influenciados
pela suplementacdo dietética de CLA, que pode promover proliferacdo linfocitaria, maior
producdo de interleucina-2 (IL-2) e reducdo do fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina
6 (IL-6) em ratos>>. O consumo de CLA antes da exposicdo a desafios infecciosos pode evitar
a perda de peso em leitbes aos 42 dias de idade, evidenciando seu potencial fortalecimento
imunoldgico®.

Sugano et al.*®> demonstraram aumento dos niveis esplénicos de IgA, IgM e IgG, e
reducdo da IgE em ratos suplementados com 1,0% de CLA. Houve aumento dose-dependente
das trés primeiras imunoglobulinas em nddulos linfaticos, embora as subpopulaces de
linfocitos T ndo tenham sido alteradas. A producédo de IgA e IgM e a porcentagem de células
B podem aumentar em animais suplementados com o isdmero trans-10, cis-12%.

Com relagdo ao desempenho, é sugerido que este isdmero possa favorecer o
crescimento e provavelmente, a eficiéncia alimentar em roedores™. A capacidade do CLA em
melhorar a eficiéncia alimentar em suinos foi estudada por diversos pesquisadores®’ 8.

A capacidade do CLA de alterar o metabolismo lipidico € interessante também na
producdo de aves, e no caso de matrizes de corte pode evitar a excessiva deposicao de gordura
capaz de comprometer a reprodugéo‘“’. Entretanto, é necessario considerar que a composicao
lipidica da dieta afeta também o perfil de acidos graxos da gema do ovo*'. Para Lee et al.*?,
dietas contendo CLA podem interferir na atividade da enzima estearoil-CoA dessaturase. 1sso
aumentaria a proporc¢do de acidos graxos saturados em relacdo a de insaturados na gema, o
que pode influenciar as caracteristicas de qualidade dos ovos®, além do processo de
embriogénese e a fase neonatal®*. Por este motivo, ao incluir o CLA como suplemento na
dieta de matrizes, deve-se buscar trabalhar com niveis seguros de incluséo, e considerar que a
mortalidade embrionéria e a queda na eclodibilidade estéo relacionadas a dose e a duracéo do

fornecimento da dieta suplementada®'.
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2.2 Transferéncia de nutrientes da matriz para 0 ovo e para a progénie

O crescimento e o desenvolvimento embrionario adequados dependem, entre
outros fatores, do completo fornecimento dos nutrientes depositados no ovo e, como
consequéncia, o status fisioldgico do pinto a eclosdo € influenciado pela nutricdo das
matrizes. Dessa maneira, procura-se estimular o desempenho da ave ao produzir ovos com
maior concentracdo de nutrientes disponiveis*. O tamanho do ovo influencia diretamente o
tamanho do neonato e, consequentemente, o peso final de abate da ave. A partir de certo
ponto, cada grama presente no ovo correspondera a 0,5g no peso do pinto neonato e a 5g no
peso aos 42 dias™.

A prioridade de utilizagdo dos nutrientes fornecidos & matriz é para a manutengo
dos 6rgdos vitais, seguidos do metabolismo 6sseo e crescimento muscular e, por dltimo, a
reproducdo. Com isso, se destaca a importancia da dieta equilibrada que ird garantir as
necessidades de mantenca e producdo da ave®.

A base bioquimica da transferéncia de nutrientes dos tecidos da matriz para o
ovario e oviduto compreende a sintese e a exportacdo de proteinas com capacidade de se ligar
a nutrientes especificos. O ovo fértil é composto por trés partes: casca, gema e albimen, e 0s
nutrientes especificos sdo mobilizados para o embrido a partir de cada uma dessas estruturas,
dotadas de composicéo tipica, mas que sdo susceptiveis a alteracdes na dieta da reprodutora®.

O ovo é composto por aproximadamente 59% de albumen, 31% de gema e a casca

corresponde a 10% do seu peso total*’

. Durante o seu processo de formacdo, o figado tem o
papel de sistema sexual secundario na matriz. As aves produzem o0citos que contém gema em
grande quantidade, e a transferéncia de material, proveniente do figado, para o interior do
odcito ocorre durante os Ultimos dias da maturacdo folicular. Varias semanas antes da postura,
0 estrogénio produzido por pequenos foliculos ovarianos estimula a producdo hepética de
duas das principais classes de precursores da gema, a vitelogenina e a lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), que serdo incorporadas pelos foliculos em desenvolvimento, ao
atravessar a membrana vitelina por endocitose®.

Os lipidios presentes na gema sdo constituidos aproximadamente de 65% de
triacilglicerideos, 25% de fosfolipideos, 6% de colesterol livre e 1% de colesterol
esterificado®. Os fosfolipidios predominantes sdo a fosfatidilcollina (73%) e a
fosfatidiletanolamina (15%). Os principais acidos graxos componentes da gema sdo 0
palmitico (30%) e o estearico (38%), compondo cerca de 30% dos trigliceridios®.

A composicdo lipidica das dietas afeta a composicao de &cidos graxos da gema, o

que pode interferir no desenvolvimento embrionario e na eclodibilidade do ovo*. Deve-se
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atentar também para o fornecimento de acidos graxos essenciais, como o acido linoleico,
relacionado a integridade de membrana celular, imunocompeténcia e ao desenvolvimento
embrionario, influenciando, portanto, a qualidade do pinto neonato>. Matrizes de frango de
corte devem receber, na dieta, entre 1,25 e 1,30% de 4cido linoleico™™

1.0 estudaram o efeito dos niveis de acido linoleico na dieta de

Ribeiro et a
matrizes pesadas sobre 0 peso e a composicdo dos ovos, porcentagem de ecloséo, peso do
pinto, porcentagem de saco vitelinico em relacdo ao peso do pinto e composi¢cdo de acidos
graxos da gema. O peso dos ovos e o0 percentual de &cido linoleico na gema foram mais altos
com a maior inclusdo de &cido linoleico na dieta (1,93%) comparados a menor inclusdo
(1,48%). Contudo, as porcentagens de gema, de albumen, de casca e vitelinicodo saco
vitelinico, no momento da eclosdo e 0 peso do pinto neonato ndo foram afetados pelos
tratamentos.

A suplementacdo de matrizes em até 0,54% de &cido linoleico conjugado (CLA)
pode minimizar 0 aumento de peso dos ovos e de seus componentes, que normalmente ocorre
em funcdo do avanco da idade das aves. Além disso, o fornecimento de niveis crescentes de
CLA para as matrizes pode causar o aumento da mortalidade embrionéria, principalmente no
inicio da embriogénese®.

Diferentes fontes de dleo na dieta podem afetar diretamente o perfil de &cidos
graxos das gemas dos ovos, com mudancas nas concentracbes de acido oleico, linoleico e

I°® ao incluir 6leo de canola na dieta de matrizes de

linolénico, como observado por Rol
codornas. Por outro lado, diferentes fontes de 6leo (soja ou peixe) associadas a niveis
diferentes de vitamina E néo alteraram o peso dos pintos e a eclodibilidade dos ovos®*.

Koppenol et al.>®

mostraram que a suplementacdo com &cido eicosapentaenoico na
dieta aumenta a concentracdo deste acido graxo na gema, contetido do saco vitelinico e figado
da progénie, embora as alteracfes deste Gltimo sejam mais brandas apds a fase inicial.

Vérias proteinas fazem parte da gema®®, tais como as livetinas, as glicoproteinas e
as imunoglobulinas*®. Com relacéo aos carboidratos, a gema contém apenas de 0,7 a 1% desse
nutriente, incluindo 0,3 % de glicose livre®’.

Durante a ovulagdo, a gema do maior foliculo é capturada pelo infundibulo e sofre
deposicOes sucessivas em diferentes partes do oviduto. A proteina do albumen permanece
armazenada nas células tubulares e epiteliais do magno até que seja secretada. A camada que
circunda o albimen é secretada pela juncdo entre 0 magno e o istmo. Em seguida, o istmo
secreta as duas membranas que compdem a casca, sendo a mineralizacdo realizada no Utero.

Em oposicdo aos constituintes da gema, todas as proteinas do albumen sdo sintetizadas e
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secretadas pelo magno de forma continua e muito mais rapida, indicando que deficiéncias na
dieta da matriz afetardo o albumen primeiro. A maioria das proteinas do ovo (ovoalbumina,
ovotransferrina, ovomucoide e lisozima) € sintetizada nas glandulas tubulares e corresponde a,
pelo menos, 80% das proteinas do albumen, enquanto a avidina e a ovomucina sao
sintetizadas nas células epiteliais. No h4 lipidios no albimen®’.

O maior fornecimento de proteina na dieta da matriz pode refletir em maior
porcentagem de proteina bruta no contelido do ovo™, além de alterar o peso corporal e o
ganho de peso da progénie na terceira semana de vida®'.

A suplementacdo de amino&cidos especificos também influencia a qualidade dos
ovos e da progénie, como demonstrado por Silva®, que avaliou a suplementacéo de arginina
para matrizes de corte e encontrou ovos mais pesados em resposta a essa suplementagao. Por

sua vez, Meija et al.>®

observaram que o nivel de lisina digestivel oferecido a matriz pode
alterar a producdo diaria de ovos, o peso do ovo e 0 peso corporal do neonato. Ainda com
relacdo aos niveis de lisina na dieta matriz, quando elevados, podem reduzir o peso corporal,
0 ganho de peso, o consumo de racdo e a conversdo alimentar da progénie aos 21 dias, com
efeito mais pronunciado em matrizes mais jovens®™.

Embora a dieta materna seja a origem dos nutrientes para o embrido, esses
nutrientes sdo parcialmente modificados pelo metabolismo do préprio embrido. De qualquer
forma, limitacdes na disponibilidade de nutrientes, seja devido a quantidade insuficiente ou a
forma em que se apresentam, podem limitar o crescimento ou levar & morte do embrido®®.

Os minerais presentes no ovo refletem sua concentracdo no sangue da matriz.
Com excecéo do ferro e zinco, que se encontram somente na gema, todos 0s outros minerais
estdo presentes no albimen e na gema®. A maioria dos minerais, especialmente célcio,
fosforo, sddio, potéssio, magnésio e cloro estdo envolvidos na formacédo da casca, e melhorias
na qualidade desta estrutura geralmente conduzem a melhor qualidade do ovo e do neonato®.
Deficiéncias de minerais especificos podem ser rapidamente induzidas em embrides em
desenvolvimento quando as matrizes recebem quantidades insuficientes destes nutrientes*.

Em estudos desenvolvidos por Roll*?

ficou demonstrado que matrizes de codornas
suplementadas com selénio organico produziram maiores codorninhas ao nascimento
comparado as aves que nao foram suplementadas, e que 0s ovos produzidos pela progénie das
matrizes suplementadas também apresentaram maior peso.

As vitaminas estdo envolvidas na maioria dos processos metabélicos e possuem
papel fundamental no desenvolvimento embrionario. A vitamina E se destaca como a que

apresenta a maior influéncia no crescimento da progénie®. Tsai et al.®* observaram que a
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concentracdo de o-tocoferol na gema do ovo é diretamente proporcional ao nivel de
suplementacdo de vitamina E na dieta da matriz. Ja a fonte de suplementacdo de vitamina D
pode aumentar as porcentagens de casca e gema dos ovos®.

O embrido desenvolve mecanismos especificos de mobilizacdo de vitaminas e
minerais estocados no ovo e também envolve a sintese e transporte de proteinas com
capacidade de ligacBes especificas*®. A transferéncia de vitaminas e minerais da matriz para o
ovo compreende duas possiveis vias: provenientes do ovario para a gema e vindas do oviduto
para o albimen, as membranas da casca ou para a casca. A utilizacdo de minerais é feita
principalmente a partir da gema, que é a principal fonte de fosforo, e mais tardiamente da
casca, que é a principal fonte de calcio®.

O equilibrio desses nutrientes se deve a uma acao coordenada do saco vitelinico,
que mobiliza e libera os nutrientes derivados da reserva do ovo; pela circulagdo vitelinica, que
os transporta para 0 embrido; e pelo figado, que acumula e distribui os nutrientes para 0s
outros tecidos, por meio da circulagdo embrionaria®.

Variaveis relacionadas a idade da matriz podem influenciar diretamente sua
progénie e o desempenho no campo®. Ao avaliar a relacio entre os componentes do ovo e a
idade da matriz, Almeida® nao observou efeito da idade sobre a percentagem de albimen. No
entanto, o peso relativo da gema aumentou, acompanhado da diminui¢do do peso relativo da
casca de ovos de aves mais velhas. Houve aumento do peso do ovo a medida que aumentou a
idade da matriz. Algo semelhante foi observado por Santos®, que relatou a producéo de ovos
mais pesados e com maior porcentagem de albimen, gema e casca em matrizes mais velhas.

A progénie de matrizes mais velhas pode apresentar maior peso corporal ao longo
de todo o perfodo de criacdo®, resultado que pode estar relacionado & maior concentrago de
nutrientes presentes na gema, que refletiu em melhor adaptacdo do trato digestério na
primeira semana e melhor imunidade®’,

Outra via que vem sendo utilizada para disponibilizar nutrientes para o embrido é
a injecéo in ovo*®. Estudos mostram que, ao nascimento, o intestino de pintos nutridos in ovo
apresenta desenvolvimento semelhante ao de pintos de dois dias de idade convencionalmente
alimentados®. Leit&o et al.*® avaliaram a suplementacdo de glicose em até 0,6 mL em ovos
embrionados e ndo observaram melhora da qualidade de pintos ao nascer ou do desempenho
de pintos de corte na fase pré-inicial. Do mesmo modo, a inoculacdo de maltose combinada
ou ndo com sacarose em ovos leves ndo garantiu desempenho na fase inicial dos pintos’.

Por outro lado, pesquisas apontaram que a inoculagdo in ovo de 0,5 mL de

solugdes nutritivas aos 17,5 dias de incubagdo conduziu a menor taxa de eclodibilidade,
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enquanto pintos oriundos de ovos ndo inoculados apresentam maior consumo de racdo aos
sete dias de idade. A inoculacdo de 0,5 mL de solucdo nutritiva contendo 2,5% de glicose +
3,0% de sacarose melhorou a conversao alimentar, aumentou o ganho de peso e o rendimento
de determinados cortes de frangos de corte aos 21 dias de idade’".

Pedroso et al.”?

analisaram o efeito da inoculacdo in ovo de &cido linoleico,
glicose e glutamina aos 16 dias de incubacdo em ovos de matrizes pesadas sobre a
eclodibilidade dos ovos. Foi observado aumento da mortalidade embrionaria e diminuicdo da
eclodibilidade dos ovos em resposta a inoculacdo de acido linoleico ou glicose. Além disso,
pintos mais leves foram obtidos com a inoculagdo in ovo de diferentes niveis de acido

linoleico.

2.3 O saco vitelinico

A gema é a principal fonte de nutrientes para o embrido em desenvolvimento, uma
vez que contém lipidios, protefnas, vitaminas, minerais e outros micronutrientes essenciais’.
Seu conteudo € assimilado pelo embrido a partir do segundo dia de incubacdo, quando ha a
formacdo do saco vitelinico™, um tecido extra-embrionario que circunda a gema e tem a
capacidade de absorver, digerir e transportar nutrientes’.

A membrana do saco vitelinico forma-se como extensdo do trato alimentar, e com
0 avancar do tempo une-se ao intestino delgado. Nos estagios iniciais de incubacdo, a
membrana do saco vitelinico cresce sobre a superficie da gema, mais precisamente ao longo
da superficie interna da membrana vitelinica, que delimita a gema. No quarto dia de
incubacdo, a membrana vitelinica é rompida pelo embrido e a membrana do saco vitelinico
passa a manter a integridade da gema’®. Apds a primeira semana de vida embrionaria, o
epitélio absortivo que circunda a gema, e uma densa rede de capilares, chamada de sistema
vascular vitelinico, envolvem completamente o saco vitelinico’”.

A utilizacdo dos nutrientes pelo embrido via saco vitelinico é afetada pela
demanda da ave por nutrientes e pela capacidade da membrana do saco vitelinico em realizar
a absorcdo. Essa capacidade depende de mudangas morfoldgicas, digestivas, metabdlicas e
moleculares que ocorrem nesta estrutura durante o processo de incubacio’®.

A membrana do saco Vvitelinico contém varias enzimas digestivas e
transportadores de nutrientes, bem como a funcéo de assimilacio de nutrientes’. Além disso,
ocorre a expressdo de genes que sao geralmente expressos pelas células intestinais,
relacionados a digestdo e transporte de carboidratos, proteinas, aminoacidos, calcio, zinco e

fosfato do contetido do saco vitelinico para a corrente sanguinea do embrido®. Yadgary et



36

al.”® detectaram a presenca de lipases e acidos biliares no saco vitelinico, sugerindo que este
ultimo também possa ser produzido neste local.

Além de conter os nutrientes vindos da gema, o saco vitelinico embrionério
funciona como sitio primario de crescimento de vasos sanguineos e formacdo de células
sanguineas, proliferacdo celular linfatica, e diferenciacdo de células germinativas antes que
estas migrem para seus respectivos 6rgdos’’.

Na ultima semana de desenvolvimento embrionario, o saco vitelinico desempenha
diferentes papéis para substituir ou auxiliar a funcdo de certos 6rgdos, que ainda nao
alcancaram sua completa capacidade funcional. Ele atua de modo semelhante ao intestino, na
digestdo e transporte de nutrientes; como o figado, na producdo de proteinas carreadoras
plasmaticas e fatores de coagulacdo; e como a medula dssea, na sintese de células

sanguineas’. Guedes et al.®

apontaram que o saco vitelinico é o principal responsavel pela
expansdo e diferenciacdo no processo de granulopoiese e eritropoiese durante a fase
embrionaria da ave, mesmo ap6s a medula éssea adquirir funcionalidade.

Na incubacéo, o conteudo do ovo € utilizado pelo embrido para formacdo do seu
corpo. A energia para este processo provém principalmente dos lipidios da gema*. A proteina
é obtida diretamente da gema por absor¢do via direta do saco vitelinico ou apds a segunda
semana de incubacdo via ingestdo do albimen®®. Apés a formacdo do embrido, o alblimen
restante se une ao liquido amnidtico e é ingerido, sendo uma por¢do do albimen absorvida
pelo intestino delgado para aumentar as reservas corporais de glicogénio. A parte residual ndo
utilizada contem enzimas digestivas e entra no saco vitelinico, participando da digestdo
lipidica®.

Com relacéo as atividades do saco vitelinico, a hematopoiese atinge seu pico entre
0 11° e 0 13° dia de incubacdo. A assimilagdo de proteinas € méxima ao 13° dia, enquanto a
maior absorcéo lipidica ocorre nos estagios finais de incubac&o®. Além disso, Nechaeva e
Turpaev® constataram a ocorréncia de contragdes ritmicas do saco vitelinico, do quinto ao
12° dia de incubacéo, e propuseram sua participacdo na movimentacdo do embrido dentro do
ovo durante o processo de embriogénese.

O saco vitelinico tem como principal papel imunolégico a transferéncia de IgY®,
depositada pela matriz na gema do ovo, para a progénie por meio da circulagdo embrionaria.
Esta transferéncia tem inicio no sétimo dia de incubacéo, atingindo o pico entre trés e quatro
dias ap6s a eclosdo™®. Durante a incubacio, os acidos graxos presentes na gema também s&o
utilizados para a sintese de eicosanoides, considerados potentes anti-inflamatérios®’.
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No 192 dia de incubacdo, tem inicio a internalizacdo do saco vitelinico para a
cavidade abdominal, processo que se completa no 202 dia de incubac&o®. Horménios
tireoidianos participam do mecanismo de retracdo®, que influencia tanto a viabilidade quanto
a qualidade do pinto neonato™.

No processo de eclosdo, o embrido necessita de mais energia e, além dos acidos
graxos, a glicose passa a ser fonte energética novamente®”. Nesta fase, o saco vitelinico mais
uma vez apresenta uma importante funcdo. Yadgary e Uni®* propuseram que a sintese de
glicose ocorre no saco vitelinico, sendo armazenada na forma de glicogénio, e sera capaz de
suprir a demanda exigida pela ave durante o processo de eclosdo, ja que, nesse momento,
pode transferir ao embrido 10 vezes mais glicose se comparado ao figado.

A ecloséo, o contetdo do saco vitelinico contém de 20 a 40% de lipidios e 20 a

25% de proteinas, e corresponde a aproximadamente 20% do peso corporal®?

. Sua absorcao
no neonato, pode ocorrer pelo trato intestinal via Ilimen do pediculo vitelinico, favorecida por
movimentos antiperistalticos que conduzem a gema para o intestino delgado proximal, em que
os lipidios sdo digeridos pela lipase pancreatica e posteriormente absorvidos. No entanto, a
via mais efetiva compreende a absorcdo através do revestimento epitelial vitelinico para os
vasos sanguineos®*%,

O contetido do saco vitelinico tem a capacidade de prover proteinas e energia
imediatas ao pinto neonato e pode manter a ave viva por trés a quatro dias como fonte
exclusiva de alimento. Todavia, 0 desenvolvimento do intestino e do sistema imunoldgico e o
ganho de peso corporal sdo prejudicados®.

Os lipidios do saco vitelinico sdo rapidamente consumidos durante os Gltimos
estagios de incubagdo, assumindo grande importancia no desenvolvimento do embrido.
Contudo, n&o representam a maior reserva energética para a ave ap6s a eclosio™. Assim, é
importante considerar que as fragGes lipidicas e proteicas constituintes do saco vitelinico séo
estruturalmente mais favoraveis a sintese celular e manutencdo da imunidade passiva,
respectivamente, do que ao atendimento das demandas energéticas, embora sejam oxidadas na
auséncia do suprimento de energia via oral“.

Além de poupar as proteinas e os lipidios do saco vitelinico, Yang et al.*®
propuseram que o fornecimento de alimentacdo exdgena estimula a utilizacdo da gema
residual, uma vez que da inicio ao crescimento ou aumenta a motilidade do trato
gastrointestinal e a passagem do conteido do saco vitelinico atraves do pediculo. Ainda
supde-se que a presenca de contelldo no intestino pressiona fisicamente o saco vitelinico na

cavidade abdominal, o que também pode favorecer seu esvaziamento®.
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Assim, o fornecimento de alimentacdo exdgena estimula o crescimento da ave,
aumenta sua maturidade nutricional, estimula a utilizagcdo do contetudo do saco vitelinico e 0

desenvolvimento do intestino, promovendo efeitos a longo prazo sobre o metabolismo®’.

2.4 Sistema imune das aves e transferéncia de imunoglobulinas da matriz para a progénie

O sistema imune das aves consiste de 6rgdos linfoides priméarios e secundarios. O
timo, localizado no pescogo, e a bursa de Fabricius, adjacente a cloaca, sdo 0s 0rgaos
primérios®®. Os 6rgdos linfoides secundéarios compreendem o baco, a medula éssea e
estruturas linfoides que abrangem a glandula de Harder, as tonsilas cecais, as placas de Peyer
e o diverticulo de Meckel®’.

As ceélulas-tronco vindas do saco vitelinico migram para Orgaos linfoides
primarios, onde os linfocitos se diferenciam em células B (na bursa) e T (no timo), no décimo
dia de incubacdo. Quando maduras, estas células migram para os oOrgdos linfoides

secundarios®”%,

Portanto, o¢rgdos linfoides primérios promovem o ambiente para
diferenciacdo, independente de antigenos, de células T e B, enquanto nos érgdos linfoides
secundarios ocorre o contato destas células com os antigenos®®.

O timo consiste em duas cadeias de trés a oito massas de formato irregular,
achatadas e de coloracdo rosa péalida, que se estendem longitudinalmente pelo pescoco,
préximos a veia jugular. Histologicamente, é composto de lobos, possuindo cortex e medula
com juncdo ndo definida. Contém linfocitos T (células T), que sofrem maturacdo e
diferenciacdo neste 6rgdo, e sdo derivados de células-tronco produzidas na regido para-adrtica
e que migraram para 0 saco Vitelinico antes de adentrar o timo. As células T maturadas neste
6rgdo correspondem a aproximadamente 70% da populaco total de linfécitos no sangue®. O
timo ainda contém pequena quantidade de linfocitos B (células B), que migraram para seu
parénquima apds a eclosio®.

A bursa é um diverticulo oval em forma de saco localizada na zona dorsal do
proctodeu®’, composta por foliculos linfoides e que atinge tamanho méximo até a maturidade
sexual e depois involui. Cada foliculo possui um cértex de linfécitos, macrofagos e células
plasmaticas, enquanto a medula possui linfécitos, linfoblastos e células plasmaticas™®.

O baco, localizado no lado direito da juncdo proventriculo-ventriculo, é esférico
na maioria das aves e nao apresenta distin¢do entre polpa vermelha e polpa branca. A medula
Ossea produz granulécitos no final da fase embrionaria e, apds o nascimento, nela se

encontram células secretoras de IgM*®.
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Grande parte da mucosa intestinal é constituida por tecido linfoide e funciona
como sitio de interagdo entre a ave e 0s antigenos vacinais e 0s microrganismos do meio
ambiente. Por sua vez, a glandula de Harder esta associada a formacédo da imunidade local do
olho e da regido nasofaringeal, e apresenta tecido linfoide formado por linfoblastos
provenientes da bursa que, ap6s sua maturidade, tornaram-se plasmacitos produtores de
imunoglobulina A (IgA), protegendo as mucosas nasal, oral e ocular®’.

Funcionalmente, o sistema imune das aves pode ser dividido em duas partes: o
inato, mas ndo especifico, e o adquirido, especifico®.

A atividade do sistema inato é considerada a primeira linha de defesa do
organismo e conta com a acdo de células caliciformes, macrofagos, células dendriticas,
heterofilos, trombdcitos, linfécitos natural killer (NK), entre outras células, e depende de
mecanismos inespecificos”’. O mecanismo inato também inclui a epiderme, secrecdes dos
tratos gastrointestinal, urogenital e respiratério e inflamacdo; estd presente desde o
nascimento e ndo necessita de estimulo antigénico. Na imunidade inata, 0 organismo responde
sempre da mesma forma aos estimulos imunolégicos'®. Esta resposta é rapida e quando nio é
suficiente, dé-se inicio a resposta adaptativa que, por sua vez, demora dias®".

185, A imunidade

A imunidade especifica ou adquirida pode ser celular ou humora
humoral se desenvolve na bursa e é caracterizada por imunoglobulinas (anticorpos) secretadas
pelas celulas B. No timo, ocorre a maturacdo de linfécitos T, principal célula envolvida na
resposta imune celular. A imunidade celular, mediada por células T, inclui células citotoxicas,
auxiliares e respostas supressoras. Os linfocitos T diferem dos linfécitos B, pois possuem
menor afinidade pelo antigeno, interagem com outras células, ndo produzem anticorpos e
reconhecem peptideos estranhos ao organismo em superficies celulares'®.

Na imunidade adquirida, ha a resposta primaria e a resposta secundaria. No
primeiro caso, ha um intervalo de 10 a 15 dias até que 0s anticorpos possam ser mensurados
no soro, sendo a imunoglobulina M (IgM) a principal imunoglobulina detectada. Com a
continuidade do estimulo antigénico, ha transi¢éo para a secregéo de imunoglobulina G (IgG).
Se a ave for novamente exposta a0 mesmo antigeno, havera a resposta secundaria, com
producdo mais rapida de anticorpos gracas as células de memoria, sendo 1gG predominante.
Na resposta secundaria, os receptores dos linfocitos B também possuem alta afinidade por
antigenos, e os linfécitos T apresentam maior capacidade de aderéncia antigénica'®.

As aves podem tornar-se imunes aos agentes patogénicos de duas maneiras: pela

producdo de anticorpos ou pela obtencdo dos anticorpos de outra ave. Quando, apos a
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exposicdo a um agente patogénico, seja pela vacinagdo ou pelo desafio de campo, as aves
produzem seus préprios anticorpos, o processo é denominado imunidade ativa'®.

A imunidade passiva é a transferéncia de imunidade ativa humoral sob a forma de
anticorpos prontos, a partir um individuo para outro, e pode ocorrer naturalmente, quando os
anticorpos maternos sdo transferidos para a prole®. A eficacia da imunidade passiva é
variavel e depende de varios fatores, tais como o nivel de anticorpos maternos e o agente
envolvido. Em aves, as imunoglobulinas sdo transferidas de matrizes hiperimunizadas ou
naturalmente infectadas para suas progénies através do ovo®.

Os anticorpos transferidos da mde para a progénie protegem 0s pintos nas
primeiras semanas de vida, e séo reflexo dos desafios ou vacinacGes a que a mae foi exposta.
O nivel de anticorpos encontrados nos neonatos tem correlacdo direta com o nivel de
anticorpos maternos®’.

Esse tipo de imunidade dura geralmente de uma a duas semanas e tem por fungéo
proteger a ave jovem®, uma vez que o sistema imunolégico dos pintos recém-eclodidos ainda
é imaturo e, por isso, ndo é capaz de protegé-los completamente contra patdgenos em sua
primeira exposicdo ao ambiente externo'®. A medida que ocorre o desenvolvimento do
neonato, o nivel desses anticorpos reduz progressivamente em funcdo do metabolismo da
ave”’.

As imunoglobulinas sdo moléculas de glicoproteina produzidas por células do
plasma em resposta a um estimulo imune e funcionam como anticorpos*®. Imunoglobulinas
sdo antigeno-especificas, e sintetizadas pelos linfocitos B, que por sua vez sdo produzidos
pelo figado do embrido, saco vitelinico e medula 6ssea®.

Sao proteinas heterodiméricas compostas por duas cadeias pesadas e duas cadeias
leves, podendo ser separadas funcionalmente em dominios variaveis que se ligam a antigenos,
e em dominios constantes com fungdes efetivas, tais como a ativacdo do complemento ou a
ligacdo a receptores Fc'%.

As vérias classes de imunoglobulinas presentes nos mamiferos diferenciam-se
pelas cadeias pesadas, que possuem dominios constantes codificados separadamente®.
Existem cinco tipos de cadeias pesadas. S&o elas: a, v, 3, € ¢ p. Ha dois tipos de cadeias leves,

105

kappa (k) e lambda (A)"". A Figura 5 mostra a estrutura das imunoglobulinas.
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FIGURA 5 — Estrutura das imunoglobulinas.

Fonte: Canhas'®,

O sistema imune das aves difere em certos aspectos dos mamiferos,
principalmente pela presenca, nas aves, da bursa de Fabricius e pela auséncia de uma estrutura
organizada de nddulos linfaticos'™. Também existem diferencas na maturacdo e
funcionamento de suas células'®.

Existem trés classes de anticorpos em aves, a saber, IgA, IgM e IgY. A lgA e a
IgM aviarias sdo semelhantes as suas correspondentes em mamiferos em termos de peso
molecular e estrutura. A IgY é considerada a equivalente aviaria & IgG dos mamiferos'®,
sendo o tamanho da cadeia pesada a maior diferenca entre as duas homdlogas, ja que a IgY
consiste de cinco dominios, contra quatro da 1gG**.

Nas aves, ndo existem homdlogas da IgE. Todavia, estudos tém demonstrado que
a IgY possui semelhangas tanto com a IgG quanto com a IgE dos mamiferos, sendo
provavelmente equidistante entre elas. A IgY é produzida ap6s a IgM na resposta primaria de
anticorpos, e é o principal isotipo produzido na segunda resposta™°.

Todas as células da bursa e linfocitos B expressam a IgM em suas membranas.
IgA é a principal forma de anticorpo nas secre¢fes corporais e mucosas. Apenas 1,6% dos
linfocitos sanguineos sdo IgY™. A IgY é um anticorpo sistémico, e, embora ndo seja
secretorio, também pode ser encontrado no conteudo duodenal, nas lavagens traqueais e no

plasma seminal‘*?,
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Como mencionado anteriormente, 0s anticorpos maternos sdo transferidos das
matrizes para a progénie através do ovo™, Nas aves, a transferéncia de imunoglobulinas para
0 embrido acontece em duas etapas. Primeiro, as imunoglobulinas sdo depositadas na gema e
no alblimen do ovo, para posteriormente serem transferidas ao embri&o®®.

A via de deposicédo das imunoglobulinas no ovo difere de acordo com o isotipo. A
IgA e IgM sdo transferidas para o albumen como resultado da secrecdo mucosa do oviduto,
mais especificamente do magno®. Estdo ausentes na gema e no soro de pintos logo apés a
eclosdo, e ja foram detectadas no albumen de ovos ndo embrionados, no liquido amniotico de
ovos embrionados e no trato digestivo de embrides de 19 dias, que também continham IgY**.

Hamal et al.**®

citaram que, embora saiba-se que IgA e IgM sdo predominantes na
clara do ovo a via, a quantidade e a cinética da total transferéncia da IgA e da IgM para o ovo,
e, posteriormente, para 0s pintos, ainda ndo foram estudadas em detalhe.

A IgY corresponde a 75% do pool total de imunoglobulinas®™, e é transferida
especificamente através de uma membrana durante a maturacdo da gema, por meio de
receptor especifico para essa imunoglobulina presente na superficie da membrana'*>. A IgY é
depositada na gema em diferentes estagios, durante a formacdo dessa estrutura. A passagem
para 0 6vulo é regulada pelo epitélio folicular, o qual passa por mudancas morfolégicas a
medida que o évulo se desenvolve. Esse epitélio se torna mais liso e mais fino para os évulos
maiores, permitindo a passagem de grandes quantidades de IgY. A transferéncia de IgY via
epitélio ovariano folicular chega ao méaximo entre trés e quatro dias antes da ovulacdo e
comeca a declinar devido ao desenvolvimento da membrana vitelinica entre o 6vulo e o
epitélio folicular do ovario, em preparagéo para a ovulac&o®.

O duplo modo de transferéncia das imunoglobulinas maternas de diferentes
classes na ave compara-se & transferéncia da imunidade materna em mamiferos''*. Patterson

et al.1t®

propuseram que o epitélio folicular do ovério tem a mesma finalidade da imunizagéo
passiva de prole como faz o epitélio acinar da glandula mamaria em ungulados e as
membranas extra-embrionarias em coelhos e no homem.

IgA e IgM sdo transferidas ao embrido via fluido amnidtico ingerido™* e
absorvidas pelo intestino e tém como fungdo principal proteger o trato alimentar ou servir de
fonte adicional de proteina®®. Portanto, ndo s&o transferidas para a circulacéo fetal*’.

A IgY é transferida da gema do ovo para a progénie por meio da circulacéo
embrionaria. Tem inicio a partir do sétimo dia de desenvolvimento embrionario e alcanga o

seu maximo entre trés e quatro dias antes da eclosao®.



43

Assim, IgM e IgA estaréo presentes no trato digestivo e, em contrapartida, IgY
estard presente na circulacdo sanguinea do pintainho®*®. Hé relacdo direta dos titulos de
imunoglobulinas no soro materno e a quantidade repassada ao ovo™®. A quantidade de IgA e
IgM transferida ao embrido é menor do que 1% da concentragdo dessas imunoglobulinas no
plasma da matriz®. Os niveis de IgY encontrados no plasma da progénie ou nos ovos é
indicador direto da transferéncia de anticorpos maternos para circulagdo dos pintos, que é de
cerca de 30%*3. A concentracdo de IgY na gema chega a aproximadamente 10 a 20
mg/mL*?,

Pesquisas sobre a transferéncia de imunoglobulinas maternas contra micoplasmas,
do oviduto de galinhas para o albimen dos ovos, demonstraram correlagdo direta entre as
imunoglobulinas presentes em cada um**°.

Se a matriz possui um alto titulo de anticorpos para determinada doenca, a prole
também poderd ser imune por varias semanas. Todavia, se 0 sistema imune da ave ndo for
estimulado, anticorpos e células de meméria podem n&o ser produzidos'®™. Rho et al.'?
avaliaram o efeito da vacinagdo contra Streptococcus mutans em galinhas na concentracdo de
imunoglobulinas encontradas nos ovos, e detectaram IgY especifica duas semanas apos a
primeira vacinagdo, com tendéncia a aumentar conforme o nimero de vacinagdes.

Pintos de um dia apresentaram alto titulo de anticorpos maternos contra o virus da
doenca de Newcastle, sugerindo que a vacinacdo das matrizes atingiu o objetivo esperado®?.
Anticorpos maternos contra Newcastle fornecem boa protecdo nas duas primeiras semanas de
vida, sendo detectaveis até a terceira semana‘?.

E necesséario considerar o efeito da imunizacio passiva na resposta vacinal da

1122 analisaram o soro de aves de um e dez dias de idade e ndo

progénie. Tessari et a
observaram diferenga entre os titulos de anticorpos de pintos vacinados ou ndo contra a
Doenca de Gumboro no incubatorio, atribuindo a imunidade passiva a protecdo contra o efeito
imunossupressor do virus.

Contudo, Michell*** encontrou em seus experimentos que pintos de corte
descendentes de matrizes vacinadas no periodo de pré-postura contra a Doenga de Gumboro
apresentam maior titulo médio de imunoglobulinas aos 10 dias de idade do aqueles
provenientes de matrizes ndo vacinadas. Entretanto, aos 25 e aos 40 dias, a vacinacdo da
matriz interfere negativamente na conversdo soroldgica da progénie vacinada.

Por esse motivo, ao determinar o programa vacinal para um lote, a imunizagéo

passiva deve ser considerada. Se as aves forem vacinadas quando os titulos de anticorpos
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maternos ainda estiverem elevados, a vacina pode ndo conseguir transpd-los, resultando em
baixa eficiéncia da vacinagdo'®.

Pela dieta, é possivel elevar a quantidade absoluta de IgY no soro das aves, e
consequentemente, em seus ovos. Maior producédo de anticorpos em poedeiras leves vacinadas
contra Escherichia coli e encefalomielite aviéria foi observada quando as mesmas receberam
dietas suplementadas com vitamina E e selénio, demonstrando o efeito da nutricdo da matriz
sobre a sua imunidade, a qual ser4 transmitida & sua progénie'”®. Entretanto, dietas mais
pobres em proteina podem nédo alterar o nivel de transferéncia de imunoglobulinas 1gG (IgY
aviaria) aos ovos de codornas japonesas como observado por Grindstaff et al'?®. A
suplementacdo de arginina na dieta das matrizes também néo foi suficiente para melhorar a
resposta imune humoral e celular, sendo necessario suplementar a dieta da progénie com
arginina®.

Li et al.**” acompanharam o efeito dos pesos do ovo e da gema sobre o contetido
de 1gY em poedeiras White Leghorn e Rhode Island Red. A primeira raga apresentou maior
peso de gema, o que é considerado um importante fator para a producéo de IgY. No entanto,
guando observada a porcentagem de IgY em relacdo ao peso da gema, as duas linhagens
foram semelhantes, demonstrando que a quantidade de anticorpos especificos produzidos
independe da linhagem.

2.5 Jejum pds-eclosdo e suas implicacdes

Em situacBes comerciais, a remocdo das aves da incubadora so € feita quando a
maioria dos ovos ja eclodiu, processo que pode chegar a durar dois dias. Nesse periodo, o
neonato ndo tem acesso ao alimento. Em seguida, os procedimentos de sexagem, vacinacao,
acondicionamento e transporte do incubatério a granja, entre outros, prolongam o jejum.
Assim, as aves podem ficar 48 horas ou mais sem se alimentar, até que ocorra o
alojamento™®,

Sabe-se que a gema provém grande quantidade de nutrientes nos primeiros dias de
vida. Por isso, seria esperado que a utilizacdo destes nutrientes acontecesse de forma mais
rapida em aves em jejum. No entanto, a ingestdo de alimento ap6s a eclosdo € fundamental
para o crescimento da ave e o desenvolvimento dos 6rgéos*®.

Aproximadamente 20% das proteinas presentes no saco vitelinico correspondem
as imunoglobulinas, enquanto as gorduras correspondem aos fosfolipidios, colesterol e

triglicérides, que mesmo se forem eficientemente metabolizados, ndo serdo capazes de suprir
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0 requerimento energético de mantenca do neonato®. Animais em jejum acabam degradando
tecidos para producdo de energia metabdlica, e utilizam fluidos intersticiais e intracelulares'?*.

O répido acesso ao alimento apos a eclosdo pode favorecer o desempenho, pois 0s
nutrientes contidos no saco vitelinico ndo suprem adequadamente as necessidades do neonato
e sdo mais bem aproveitados na forma de macromoléculas como imunoglobulinas, no
atendimento da imunidade passiva, e fosfolipidios e colesterol, na composi¢édo de membranas
celulares, do que na forma de aminoécidos e provimento de energia™®.

E necessario considerar que a transicdo para a obtencdo de nutrientes via intestino
envolve o desenvolvimento de mecanismos para a assimilacdo de proteinas e carboidratos
ex6genos™! e pode durar de dois a trés dias. Neste perfodo, ocorre a adaptacdo com reducéo
da gliconeogénese a medida que os niveis de glicose sdo aumentados*®. Noy e Sklan'*!
verificaram que até os quatro dias de idade, quanto menor o tempo de jejum, maior a absorcéo
de glicose e metionina. Uni et al.*** demonstraram que pintos de corte deutectomizados (cujos
sacos vitelinicos foram extraidos) apresentam baixa taxa inicial de crescimento intestinal, o
que evidencia a importancia da provisdo de nutrientes vindos da gema nesta fase. E
interessante ressaltar que a perda de peso corporal observada em pintos logo ap6s o jejum
pos-eclosdo deve-se & auséncia da ingestdo de nutrientes, e ndo & desidrataco™.

O jejum pos-eclosdo pode afetar o ganho de peso, o peso corporal, a eficiéncia
alimentar, a uniformidade e os ganhos econdmicos™*. O jejum por 24 a 48 horas ocasiona

perda de peso corporal, expressa tanto em valores absolutos quanto na forma percentual™*°.

Hakim et al.*®

reportaram que o peso corporal de pintos submetidos a jejuns de 48 e 60 horas
foi reduzido em 8,6% e 12,5% quando comparados ao peso corporal inicial, respectivamente.
Além disso, o fornecimento de ragdo a vontade apos estes periodos de jejum ndo foi suficiente
para compensar o retardo no ganho de peso.

O jejum prolongado, acima de 40 horas, reduz o ganho de peso e 0 consumo de
racdo aos sete dias de idade, e pode afetar o ganho de peso até 5 semanas de idade’****". Pires
et al.'® acrescentaram que, além de impedir 0 ganho de peso, periodos de jejum de 48 e 72
horas prejudicam o desenvolvimento do figado e do bago.

Pintos neonatos com acesso imediato ao alimento apresentaram maior quantidade
de gema residual no intestino 24 e 48 horas ap6s a ecloséo. J& os pintos que passaram por
jejum apresentaram maior quantidade de metabdlitos da gema no plasma sanguineo, 48 horas
apos a eclosao. Isto indica que, na presenca de alimento, a principal rota de utilizacdo da gema
residual é via pediculo vitelinico para o intestino delgado e, na sua auséncia, a via circulatoria

adquire maior importancia'®!. De modo semelhante, Bhanja et al.**" demonstraram que o
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acesso imediato ao alimento pds-eclosdo acelerou o processo de absor¢do da gema residual, e
que este foi inversamente proporcional ao tempo de jejum a que a ave foi exposta, sugerindo
que a transferéncia da gema é facilitada pela motilidade intestinal das aves que sao
alimentadas.

Ap6s a eclosdo, as principais mudancas morfolégicas associadas ao
desenvolvimento do trato gastrointestinal sdo dependentes do primeiro acesso ao alimento e
incluem a diferenciacdo de enterdcitos, definicdo das criptas e aumento da superficie absortiva
do intestino. Assim, 0 jejum pds-eclosdo reduz a proliferacdo de enterdcitos e o tamanho de
vilo, prejudicando a funcdo intestinal por vérios dias e o crescimento da ave™®.

O jejum pos-eclosdo de 48 horas pode prejudicar morfometria intestinal,
reduzindo a altura de vilo e aumentando a profundidade de cripta no duodeno aos 7 dias de
idade®®. Estudos desenvolvidos por Ganjali et al.™** demonstraram que o jejum pés-eclosdo
reduziu a area de vilo duodenal nos primeiros dias, mas no quarto dia se igualou aos valores
obtidos em aves com acesso imediato ao alimento, enquanto a area de vilo do jejuno se
manteve menor na primeira semana de vida. Shinde et al.**® descreveram que o jejum de 24 e
de 36 horas reduziram a altura de vilo de forma geral.

Sadrzadeh et al.**

concluiram que a suplementacdo pds-eclosdo de treonina
promoveu efeitos benéficos sobre o crescimento intestinal, porém, sem alterar o desempenho
dos pintos. Por outro lado, a suplementacédo de lisina nesta fase prejudicou o desempenho e o
desenvolvimento intestinal.

Para serem aproveitados, os carboidratos, lipidios e proteinas que chegam ao
intestino devem ser hidrolisados. Durante os Ultimos estagios do desenvolvimento
embrionério e & eclosdo, existe certa atividade das enzimas pancreaticas no intestino delgado.
O consumo de racdo estimula consideravelmente sua secrecdo, especialmente na primeira
semana de vida™®. Bhanja et al.’*" apontaram que a habilidade que ave desenvolve para
digerir os nutrientes dos alimentos faz parte do processo de transi¢do da vida embrionaria para
a vida independente.

Apbs a eclosdo, figado, pancreas e intestino delgado se desenvolvem rapidamente,
enfatizando a importancia destes 6rgdos para a ave jovem. Maiorka et al.'*? relataram maior
peso de figado, duodeno e ileo e maior comprimento de jejuno e ileo em aves com acesso
imediato ao alimento. O peso do ileo também foi positivamente influenciado pelo acesso a
4gua. Bhanja et al.’*" observaram que aos sete dias de idade, o peso relativo da moela e do
proventriculo ndo foram influenciados pelo jejum de 48 horas; entretanto, o peso de figado,

pancreas, jejuno e fleo foram maiores em pintos ndo submetidos ao jejum. Maiorka et al.**?
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comprovaram que o peso do figado foi afetado pelo jejum, demonstrando que o metabolismo
e desenvolvimento deste 6rgdo apo6s a eclosdo estd provavelmente associado a substratos
derivados da absorcao intestinal.

O jejum poés-eclosdo afeta ndo somente o desenvolvimento do intestino, mas
também do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), pois retarda o contato dos
antigenos presentes no alimento com o organismo da ave, e a presenca do antigeno no trato
gastrointestinal é necessaria para a diferenciacdo das células imunes primarias, especialmente
linfécitos B. O sistema imune comeca a se desenvolver durante a vida embrionaria e continua
nas primeiras semanas pos-eclosdo. O alimento exdgeno fornece nutrientes para crescimento e
desenvolvimento de 6rgdos linfoides priméarios e secundarios, possibilita a proliferacdo e
diferenciacéo celular e a consequente producdo de hormdnios e imunomoduladores™®.

Pires et al.'?®

ressaltaram que, apds o alojamento, a mucosa intestinal da ave é
exposta a uma microbiota diversificada, estimulando o sistema imune. Portanto, a privacao de
agua e alimento por longos periodos ap6s a eclosdo afeta o crescimento dos 6rgaos,
parametros sanguineos e o sistema imune dos pintos.

O desenvolvimento muscular inicial também pode ser seriamente comprometido
quando o alimento é restrito nos primeiros dias de vida, e pode afetar indiretamente o

rendimento de carcaca'*

. O consumo de proteinas ap0s a eclosdo estimula as células-satélites,
precursoras de células miogénicas, e o desenvolvimento muscular ao longo da vida. O jejum
pos-eclosao afeta a atividade mitotica destas células e crescimento dos musculos esqueléticos

e do peito*®. Corroborando estas informacdes, Moore et al.***

concluiram que perus privados
de alimentacdo exdgena apds a eclosdo apresentaram menor proliferacdo de células-satélite
relacionadas ao crescimento muscular.

A literatura releva que a expressdo génica também é influenciada pelo jejum pds-

eclosdo. Higgins et al.**°

relataram alteracdo na expressao de varios genes no hipotalamo de
pintos submetidos ao jejum, com retorno as condi¢cBes normais apos a disponibilizacdo de
alimento. Shinde et al.**° observaram que a falta de alimento por até 36 horas ap6s a ecloséo
reduziu a expressdo de genes relacionados a funcdo intestinal, metabolismo e imunidade.
Assim, diante dos relatos a respeito da atuagdo do CLA sobre o metabolismo
lipidico, qualidade de membranas celulares, desempenho, reproducéo e principalmente pelo
efeito imunomodulador, e visando agregar conhecimento as informacdes cientificamente ja
conhecidas, de forma a colaborar para a compreensdo dos mecanismos e efeitos deste acido
graxo sobre o organismo da ave, e possivel amenizagdo dos efeitos do jejum pos-ecloséo,

buscou-se desenvolver o presente estudo, com foco na nutricdo de matrizes e durante as fases
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iniciais de vida dos pintos, tdo significativas para o sucesso de toda a cadeia produtiva

avicola.
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CAPITULO 2- QUALIDADE DE OVOS E COMPOSICAO DO SACO
VITELINICO DE EMBRIOES E PINTOS NEONATOS
ORIUNDOS DE MATRIZES DE CORTE SUPLEMENTADAS
COM ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

RESUMO

Objetivou-se avaliar a qualidade e a composi¢do de ovos e sacos vitelinicos (SV) da
progénie de matrizes de corte suplementadas com CLA. Adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado, composto por dois tratamentos (0 ou 0,025% de CLA,
fornecidos por 26 dias). Ao final da suplementacdo, avaliou-se a qualidade fisica e a
composi¢do dos ovos, sendo posteriormente 270 ovos por tratamento distribuidos em
duas incubadoras. Verificou-se o peso do SV dos embrifes aos 18 dias e dos neonatos,
aplicando-se 0 delineamento em blocos casualizados, determinados pela incubadora
utilizada. Determinou-se o perfil de acidos graxos (AG) da racdo, gema e SV. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e teste F ou de Mann Whitney, pelo software R
(P<0,05). O CLA aumentou o peso da gema e a unidade Haugh, e diminuiu a espessura
de casca. Nos albumens, matéria seca (MS) e proteina na matéria natural (MN) foram
maiores sem suplementacdo. A matéria mineral, na MN e na MS, foi maior com
suplementacdo. No SV de embrides, o0 CLA elevou a MS e o extrato etéreo na MN e na
MS, e reduziu a proteina na MS. O CLA reduziu proteina na MS e na MN do SV de
neonatos. A suplementacdo modificou o perfil de AG das racbes, gemas e SV, com
destaque para aumento da relacdo AG saturados: insaturados no SV de embrides e
neonatos. Conclui-se que o CLA altera a qualidade dos ovos, a composi¢cdo dos ovos e
SV, e o perfil de AG daragéo, gemae SV.

Palavras-Chave: Albumen, gema residual, 6mega-6, perfil de &cidos graxos.
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CHAPTER 2 - EGG QUALITY AND COMPOSITION OF YOLK SAC FROM
EMBRYOS AND NEWLY HATCHED CHICKS FROM
BROILER BREEDERS SUPPLEMENTED WITH
CONJUGATED LINOLEIC ACID

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the quality and composition of eggs and yolk sacs (YS) of the
progeny from broiler breeders fed CLA. A completely randomized design was adopted,
with two treatments (0 or 0,025% of CLA, supplied for 26 days). At the end of
supplementation, the physical quality and composition of the eggs were evaluated, and
270 eggs per treatment were distributed in two hatchers. The YS weight of 18 days-
embryos and newly hatched chicks were evaluated, applying the randomized block
design, determined by the chosen hatcher. The fatty acid (FA) profile of the diets, yolks
and YS were evaluated. Data were submitted to analysis of variance and F or Mann
Whitney test, by software R (P<0.05%). CLA increased the weight of the yolk and the
Haugh unit, and reduced shell thickness. In the albumen, the percentages of dry matter
(DM) and protein in natural matter (NM) were higher without supplementation. Mineral
matter in NM and in DM was higher with supplementation. In embryos YS, CLA
increased DM and ether extract in NM and DM, and reduced protein in DM.
Supplementation reduced protein in the newly hatched chicks YS, in DM and NM. The
CLA modified the FA profile of the diets, yolks and YS, with emphasis on increase in
saturated: unsaturated FA ratio in the YS of embryos and newly hatched. In conclusion,
the CLA changes the quality of the eggs, the composition of the eggs and YS, and the
FA profile of the diets, yolks and YS.

Keywords: Albumen, fatty acids profile, dmega-6, residual yolk.
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INTRODUCAO

O 4&cido linoleico conjugado (CLA) abrange o grupo de isdbmeros posicionais e
geométricos do acido linoleico, sendo, portanto, utilizado como um termo coletivo, pois
designa todos os isémeros conhecidos, que apresentam duplas ligagdes com um carbono
simples entre as mesmas, ao invés da separacéo por um radical organico equivalente®.

O CLA ¢ capaz de proporcionar inimeros beneficios a salde, tanto em seres
humanos quanto em animais. Além disso, em aves, também podem ser observados efeitos no
desempenho, na qualidade da carne e dos ovos e no perfil lipidico das gemas.

Sabe-se que o CLA possui a habilidade de reduzir a lipogénese em tecidos
adiposos, confirmada por testes in vitro e in vivo®. Dietas contendo CLA podem resultar em
reducdo da atividade da enzima estearoil-CoA dessaturase®, aumentando a proporcio de
acidos graxos saturados em relacdo a de insaturados na gema, o que pode influenciar as
caracteristicas de qualidade dos ovos®.

Outra possivel e importante consequéncia da alteracdo da relacdo entre &cidos
graxos saturados e insaturados é morte embrionaria®. Durante essa fase, 0 saco vitelinico
fornece vitaminas lipossolUveis, acidos graxos essenciais e fosfolipidios que sdo utilizados
para a formacdo de tecidos, além de ser a Unica fonte energética disponivel para o embri&o®.
Portanto, mudangas no seu contetdo prejudicar o embrido em desenvolvimento.

A importancia do saco vitelinico, internalizado para a cavidade abdominal entre o
192 e 0 202 dia de incubacio’, ndo reside apenas no valor nutricional, mas também no papel
imunolégico que representa, uma vez que as suas reservas possuem imunoglobulinas. As
imunoglobulinas sdo proteinas de alto valor biolégico e protegem a ave jovem nos primeiros
dias de vida ; entretanto, sdo utilizadas para o atendimento da demanda nutricional do neonato
caso haja atraso no fornecimento de ragdo apés a eclosdo®. O CLA pode estimular a sintese de
imunoglobulinas que seréo transferidas da matriz para o ovo® e, por esse motivo, influenciar o
teor proteico dos ovos e sacos vitelinicos.

O fornecimento de CLA as matrizes também pode modificar a composi¢do de
outros nutrientes presentes no ovo. Os minerais encontrados na gema podem sofrer variacdo
percentual devido a mudancas estruturais nas membranas do ovo que permitem a troca de
nutrientes entre albimen e gema. Pelo mesmo motivo, pode haver alteragdo no teor de agua
encontrado nessas estruturas™®*.

Considerando-se o possivel efeito do CLA sobre a composi¢do dos ovos e de
sacos vitelinicos, objetivou-se avaliar a qualidade fisica dos ovos, o peso do saco vitelinico e a

composicdo bromatoldgica da gema, do albumen, e dos sacos vitelinicos de embrides aos 18



60

dias de incubacdo e de pintos neonatos, produzidos por matrizes suplementadas com acido

linoleico conjugado.

MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa que abrange o presente estudo foi aprovado pela CEUA —
Comissdo de Etica no Uso de Animais — da Universidade Federal de Goias, sob o nimero de
protocolo 011/2015.

Foram acompanhados dois lotes comerciais de matrizes de frango de corte (Gallus
gallus), ambos com 58 semanas de idade e pertencentes a linhagem Cobb 500®. Os lotes
receberam dieta comercial, porém, um deles foi suplementado com 0,042% de um produto
comercial (Lutalin® - BASF), de acordo com as recomendacdes do fabricante, garantindo a
suplementacédo de 0,025% de CLA (trans-10, cis-12) na dieta das matrizes, por um periodo de
26 dias. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, composto por dois tratamentos
(dieta controle e dieta contendo 0,025% de CLA). A composicao das dietas experimentais esta
apresentada na Tabela 1.

Considerando que a formacdo da gema leva aproximadamente 21 dias, as aves
foram suplementadas por 26 dias, periodo suficiente para a inducdo de modificacGes na gema
por meio da dieta. Ap6s esse periodo, os ovos foram coletados no dia da postura e passaram
por sanitizacdo seca, sendo fumigados com paraformol. Foram selecionados aleatoriamente
30 ovos por lote para avaliagdo da qualidade fisica e determinacdo da composicdo
bromatoldgica das gemas e albumens.

Avaliaram-se as seguintes variaveis indicativas da qualidade fisica dos ovos:
gravidade especifica, peso do ovo, albimen, gema e casca, porcentagens de albimen, gema e
casca, espessura de casca, cor de gema e unidade Haugh. Cada ovo avaliado foi considerado
uma repeticdo, totalizando, portanto, 30 repeticoes.

Os ovos foram pesados em balanca digital e, posteriormente, mergulhados em
uma série de solugcbes salinas contendo diferentes concentracdes, para determinacdo da
gravidade especifica, variando entre 1,050 e 1,100.

Em seguida, os ovos foram quebrados sobre placas de vidro. Com um paquimetro
digital, verificou-se a altura do albimen em dois diferentes pontos, para obtencdo de uma
média e utilizacdo no célculo da unidade Haugh.

As cascas foram secas em estufa para posterior pesagem e avaliagcdo da espessura,
verificada em trés diferentes pontos, equidistantes, para obtencdo da média. Apds serem

cuidadosamente separadas, as gemas foram pesadas individualmente, em balanca digital, e
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sua cor foi avaliada com o leque colorimétrico (DSM). O peso do albimen foi obtido pela
diferenca entre 0 peso do ovo e 0s pesos da gema e da casca. A partir dos dados obtidos,

foram calculadas as porcentagens de gema, aloimen e casca.

TABELA 1 — Composicéo das dietas experimentais (%), com base na matéria natural

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 68,17 68,12
Farelo de soja 17,41 17,42
Calcario 7,87 7,87
Caulim 4,00 4,00
Farinha de carne e 0ss0s 1,50 1,50
Sal comum 0,22 0,22
Fosfato bicélcico 0,20 0,20
Bicarbonato de sédio 0,15 0,15
Suplemento mineral® 0,15 0,15
Suplemento vitaminico? 0,10 0,10
Colina 0,08 0,08
DL-metionina 0,08 0,08
L-treonina 0,03 0,03
Antioxidantes® 0,01 0,01
CLA? - 0,04
Enzima’ 0,003 0,003
COMPOSICAO CALCULADA

Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2736 2734
Proteina bruta (%) 13,90 13,90
Acido linoleico (%) 2,50 2,57
Lisina digestivel (%) 0,60 0,60
Metionina + cistina (%) 0,47 0,46
Treonina digestivel (%) 0,50 0,50
Calcio (%) 3,29 3,29
Faésforo disponivel (%) 0,20 0,20
Saédio (%) 0,34 0,34

ISuplemento mineral - niveis de garantia por quilograma de produto: Manganés 80.000 mg, Zinco 70.000 mg,
Ferro 40.000 mg, Cobre 8.000 mg, lodo 1.000 mg; .%Suplemento vitaminico - niveis de garantia por quilograma
do produto: vitamina E 110.000 mg, vitamina A 14.000 UI, vitamina D3 3.000 Ul, vitamina K3 6.000 mg,
vitamina B1 3.000 mg, vitamina B2 12.000 mg, vitamina B6 6.000 mg, vitamina B12 30 mg, niacina 60.000 mg,
4cido pantoténico 20.000 mg, 4cido félico 4.000 mg, biotina 300 mg.. *Etoxiquim 66,6%, BHA 99% e Acido
citrico 99,5%. “CLA (Lutalin®). °Enzima fitase (Natuphos® 10.000).

Para a determinacdo da composi¢do bromatoldgica da gema e do albumen, cada
componente foi agrupado em seis pools de cinco unidades, sendo cada pool considerado uma
repeticdo. Avaliaram-se as seguintes variaveis indicativas da composi¢do bromatoldgica dos
0vos: porcentagem de matéria seca (MS) de gema e albumen, porcentagem de materia mineral
(MM), extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB) tanto na MS quanto na matéria natural (MN)
de gema e albimen, conforme a metodologia descrita por Silva e Queiroz*.

Para a avaliacdo dos sacos vitelinicos, apds o periodo de suplementagdo das

matrizes foram escolhidos aleatoriamente 410 ovos por lote, dentre os quais foram
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selecionados 270 ovos por lote para incubacdo, totalizando 540 ovos, considerando-se a
integridade da casca, a apresentacdo de forma eliptica, e 0 peso médio de 70,309 + 4,83g.

Os ovos foram armazenados a 20°C por 66 horas, e em seguida, pré-aquecidos a
26°C por 6 horas, completando 72 horas de armazenamento antes de serem incubados.

Ap6s serem identificados de acordo com os tratamentos, os ovos foram
distribuidos em duas incubadoras (modelo MAOLDA - Gaiolas Almeida, Aparecida de
Goiania - GO) com capacidade para 270 ovos, com trés bandejas cada e capacidade de
acomodar 90 ovos por bandeja, sendo a metade (45 ovos) preenchida por cada tratamento. As
incubadoras possuiam sistema para viragem automatica dos ovos a cada duas horas e painel
para controle da temperatura e monitoramento da umidade relativa. Os ovos foram mantidos a
temperatura constante de 37,7°C e umidade por volta de 60%, verificadas constantemente
com o auxilio de termohigrémetros.

No 182 dia de incubacdo, durante a transferéncia para as bandejas de eclosao, 0s
ovos foram pesados, acondicionados em sacos de filo (12 x 20 cm), possibilitando identificar
apos a eclosdo a ave correspondente a cada ovo. Nesta ocasido, foram selecionados ao acaso
cinco ovos de cada tratamento, para realizacdo de necropsia do embrido e avaliacdo do saco
vitelinico.

Tanto os embriBes quanto os pintos neonatos foram pesados e 0s sacos Vvitelinicos
foram extraidos e pesados, para determinacdo de seus pesos absolutos e relativos. O peso
relativo foi calculado de acordo com a equacéo: peso relativo = (peso absoluto x 100)/peso do
individuo. Para a avaliagdo do peso do saco vitelinico de embriGes e neonatos, adotou-se o
delineamento em blocos casualizados, considerando cada incubadora um bloco, e foram
consideradas cinco repeticdes para os embrides e 40 para 0s pintos neonatos.

Os conteudos dos sacos vitelinicos foram utilizados para compor cinco pools por
tratamento, de acordo com a idade, para avaliacdo das seguintes varidveis: porcentagem de
matéria seca (MS), porcentagem de matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina
bruta (PB) tanto na MS quanto na matéria natural (MN), conforme a metodologia descrita por
Silva e Queiroz*. Cada pool foi considerado uma repeticéo.

Para a avaliacdo do perfil de acidos graxos, foram consideradas trés repeticdes. As
gemas dos ovos e 0s sacos vitelinicos foram armazenados a -20°C, posteriormente liofilizados
e encaminhados a um laboratério comercial juntamente com amostras de racdo. O perfil de
acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa, com extracdo de lipidios totais por

meio de hidrélise, segundo os métodos descritos pela AOAC™.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo que, para a variavel cor
de gema, aplicou-se o teste de Mann Whitney. Foi utilizado o software R, a 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito da suplementacdo de CLA na dieta de matrizes de corte
(P>0,05) sobre o peso de ovo, casca e albumen, porcentagem de albumen, gema e casca, cor
da gema e gravidade especifica dos ovos (Tabela 2). Contudo, os valores de peso da gema
(P=0,009) e unidade Haugh (P=0,001) foram maiores para o tratamento em que as aves foram
suplementadas com CLA.

No presente estudo, das variaveis relacionadas a qualidade da gema, apenas seu
peso foi alterado em decorréncia dos tratamentos (P=0,009), embora essa alteracdo também
fosse esperada. Em decorréncia da postura, € normal que o peso total e o contedo de lipidios
do figado da ave aumentem, acompanhados pelo aumento plasmatico de triacilglicerol — rico
em VLDL, um dos principais componentes da gema®™. Portanto, a estocagem hepética de
lipidios favorece a formacdo da gema do ovo. Cherian e Goeger® reportaram que poedeiras
alimentadas com CLA apresentaram aumento no nimero de vacutolos lipidicos e lipidios
totais no figado, e maior infiltracdo lipidica em hepatdcitos, permitindo-nos inferir que haja
possivel efeito sobre a formacdo das gemas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Yin et al.'’

que reportaram maior peso
de gema em ovos de galinhas suplementadas com 5% de CLA em substituicdo ao éleo de
soja, quando comparado & dieta controle. Para Choi'®, o CLA parece alterar a proporcao de

gema no ovo, assim como confirmado nas pesquisas conduzidas por Ahn et al.™

que
apontaram maior porcentagem de gema em ovos de galinhas suplementadas com diferentes
niveis de CLA.

Ao contréario do que foi observado, Chamruspollert e Sell'® verificaram reducéo
no peso de gema de ovos produzidos por matrizes suplementadas com 5% de CLA em

substituicdo ao 6leo de soja, durante 26 dias, enquanto Shang et al.2?

reportaram menor peso
de ovo, gema, albimen e casca, com aumento da porcentagem de albumen, em decorréncia da
suplementacdo com niveis crescentes de CLA.

Por se tratar de ovos de matrizes, destinados a incubacdo, suas caracteristicas
sensoriais, com exce¢do da cor da gema, ndo foram avaliadas, todavia, relatos encontrados na

literatura supdem a capacidade do CLA em alterar atributos como aroma e sabor, uma vez que



64

ha modificacdo da textura e constituintes da gema, e também a aceitabilidade dos ovos®, que
poderia ser prejudicada.

A espessura de casca (P<0,001) foi maior para o tratamento controle, diferente do
observado por Kim et al.** e Suksombat et al.??, que ndo encontraram efeito do CLA na dieta

de poedeiras sobre a qualidade da casca.

TABELA 2 - Qualidade fisica dos ovos de matrizes suplementadas com CLA

Tratamentos

Variaveis Controle CLA ValordeP CV (%)
Peso da casca (Q) 5,97 6,07 0,505 9,82
Peso do ovo () 70,68 72,93 0,082 6,87
Peso da gema (g) 21,26 b 22,49 a 0,009 7,73
Peso do albimen (g) 43,22 44,06 0,415 8,70
Espessura de casca (mm) 0,382 a 0,353 b <0,001 8,11
Porcentagem de gema (%) 30,24 31,00 0,151 6,33
Porcentagem de albimen (%) 61,27 60,64 0,265 3,37
Porcentagem de casca (%) 8,46 8,37 0,649 8,40
Cor de gema* 7,3 7,2 0,679 14,61
Gravidade especifica 1,084 1,083 0,807 0,49
Unidade Haugh 7157 Db 79,78 a 0,001 12,51

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).
*Teste de Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

Ahn et al.'* propuseram que alteracdes na composicdo lipidica da membrana
vitelina, em decorréncia do uso do CLA, poderiam aumentar a troca de ions entre gema e
albimen, com aumento do conte(ido de a4gua na gema, que seria proveniente do albimen. E
possivel que, por esse motivo, tenham ocorrido alteragdes estruturais no albimen, capazes de
influenciar os valores de unidade Haugh.

As porcentagens de matéria seca e de proteina na matéria natural foram maiores
(P=0,051 e <0,001, respectivamente) quando as aves ndo foram suplementadas com o CLA
(Tabela 3). A migracdo de agua do albumen para a gema, resultante das modificacdes
lipidicas na membrana vitelinica causadas pelo CLA poderia explicar os menores valores de
matéria seca e maior diluicdo da proteina no albimen para aves suplementadas com CLA.

Por outro lado, a matéria mineral, tanto na matéria natural (P<0,001) quanto na
matéria seca (P=0,001), foi maior nas amostras dos albumens dos ovos produzidos pelas

matrizes suplementadas. Aydin et al.?

sugeriram que a alteragdo na composi¢do de acidos
graxos da membrana vitelina, promovida pelo CLA, aumenta sua permeabilidade de tal forma

que os minerais se movem entre albimen e gema contra seus gradientes de concentragao.
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Contudo, ndo foi observada alteracdo da matéria mineral ou de qualquer outra variavel

relacionada a composi¢do bromatoldgica das gemas (P>0,05) no presente estudo (Tabela 4).

TABELA 3 - Composigdo bromatologica do albimen de ovos provenientes de matrizes
suplementadas com CLA

Variaveis (%) Con:[l'rgall;amentos CLA ValordeP CV (%)
Matéria seca 11,62 a 11,29 b 0,051 2,23
Matéria mineral (MN) 0,450 b 0,593 a <0,001 9,69
Matéria mineral (MS) 3,87b 523a 0,001 11,14
Extrato etéreo (MN) 0,162 0,156 0,603 12,04
Extrato etéreo (MS) 1,36 1,38 0,809 11,84
Proteina (MN) 9,46 a 8,98 b <0,001 0,80
Proteina (MS) 79,51 79,54 0,923 0,81

MS — Matéria seca; MN — Matéria natural.
*Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

TABELA 4 -Composicdo bromatologica da gema de ovos provenientes de matrizes
suplementadas com CLA

Variaveis (%) Con;gz?;amentos CLA ValordeP CV (%)
Matéria seca 55,29 55,28 0,950 0,52
Matéria mineral (MN) 1,97 1,96 0,721 2,40
Matéria mineral (MS) 3,53 3,54 0,784 2,03
Extrato etéreo (MN) 30,12 30,34 0,373 1,36
Extrato etéreo (MS) 54,53 54,84 0,521 1,51
Proteina (MN) 16,20 16,14 0,589 1,31
Proteina (MS) 29,40 29,06 0,154 1,31

MS — Matéria seca; MN — Matéria natural.
*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Shang et al.*

ndo observaram alteracdo na concentracdo de minerais no albdmen
de ovos de poedeiras suplementadas com CLA, embora, nas gemas, essa suplementagéo tenha
levado a reducdo da concentragdo de célcio, e aumento do potassio e magnésio. Os autores
também associaram essas mudancas a possivel alteracdo da permeabilidade da membrana
vitelina quando da suplementacdo com CLA, que se faz mais evidente quando 0s ovos sdo
armazenados sob refrigeracao.

No momento da eclosdo, a gema residual corresponde a aproximadamente 20% do
peso corporal, contendo de 20 a 40% de lipidios e 20 a 25% de proteinas®. Conforme
expressos nas Tabelas 5 e 6, os pesos absoluto e relativo de saco vitelinico do embrido e do

pinto neonato ndo foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05). Em oposi¢do ao presente
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estudo, Leone et al.?®

observaram maior peso de saco vitelinico em embrides provenientes de
matrizes suplementadas com CLA.

Os sacos vitelinicos dos embrides oriundos de matrizes suplementadas com o
CLA apresentaram maiores teores de matéria seca (P<0,001) e de extrato etéreo na materia
natural (P<0,001) e na matéria seca (P=0,007) (Tabela 5). A gema, fonte majoritaria de
nutrientes para o desenvolvimento embrionario, contém macromoléculas complexas,
incluindo lipidios, protefnas, vitaminas, minerais e outros micronutrientes essenciais?®, que
compdem a matéria seca de seu conteudo. O maior teor de matéria seca implica em maior
concentracdo de nutrientes no contetdo da gema residual e pode significar que a ave
apresenta maior eficiéncia em termos de exigéncia de nutrientes para 0 crescimento
embrionario. De fato, a capacidade do CLA em melhorar a eficiéncia alimentar em diferentes

espécies animais é reportada na literatura®’ 2.

TABELA 5 - Peso e composi¢do bromatologica do saco vitelinico de embrides aos 18 dias
de incubacdo, provenientes de matrizes suplementadas com CLA

Variaveis Con tro;l(;ratamentosCL A ValordeP CV (%)
Peso (g) 19,56 18,18 0,209 8,19
Peso relativo (%) 37,24 38,43 0,649 10,30
Matéria seca (%) 47,29 b 48,79 a <0,001 0,54
Matéria mineral (MN) (%) 1,51 1,62 0,177 7,98
Matéria mineral (MS) (%) 3,21 3,32 0,465 7,68
Extrato etéreo (MN) (%) 22,82 b 24,39 a <0,001 2,02
Extrato etéreo (MS) (%) 48,06 b 49,95 a 0,007 2,02
Proteina (MN) (%) 17,40 17,32 0,497 1,11
Proteina (MS) (%) 36,78 a 35,47 b <0,001 1,10

MS — Matéria seca; MN — Matéria natural.
*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Os lipidios da gema representam a fonte primaria de nutrientes para o embrido,
sendo responsaveis por aproximadamente 90% da energia necessaria para o desenvolvimento
e por fornecer componentes estruturais para a sintese de membranas biolégicas®. A absorcéo
destes lipidios é feita mediante endocitose de lipoproteinas®. Assim como observado no

presente estudo, Leone et al.?®

também perceberam que sacos vitelinicos de embrides
provenientes de matrizes suplementadas com CLA apresentaram maior porcentagem de
lipidios em sua composicéo. Para estes autores, os resultados sugerem que a suplementacéo de
CLA interfere na transferéncia normal de lipidios do saco vitelinico para 0 embrido em
desenvolvimento, possivelmente, segundo Latour et al.** por alterar a transformacéo destes

lipidios.
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Noble e Shand™® relataram que a atividade da enzima A-9-desaturase aumenta nos
primeiros estagios da utilizacdo da gema, o que pode estar diretamente relacionado a
estabilizacdo das lipoproteinas para que estas possam deixar a gema. Entretanto, os autores
propuseram que alteracfes nessa enzima decorrentes do uso do CLA podem alterar a
composi¢do e a concentracdo de lipoproteinas circulantes em embriGes e pintos neonatos, e
como ¢é possivel inferir, alterar também o contetdo do saco vitelinico.

Com relacdo ao pinto neonato, ndo houve efeito dos tratamentos (P>0,05) sobre as
porcentagens de extrato etéreo presentes no conteddo do saco vitelinico, diferente do obtido
por Cherian®® que encontraram maior contetdo total de lipidios em sacos vitelinicos de pintos
neonatos obtidos de matrizes que receberam CLA.

A suplementacdo das matrizes com CLA levou a reducéo do teor de proteina do
saco vitelinico dos embrides (P<0,001), considerando-se os valores na matéria seca (Tabela
5), e também dos pintos neonatos, tanto na matéria seca (P=0,001) quanto na matéria natural
(P=0,023) (Tabela 6). Isso indica que houve maior utilizacdo da proteina em pintos oriundos

de matrizes suplementadas.

TABELA 6 - Peso e composicdo bromatolégica do saco vitelinico de pintos neonatos
provenientes de matrizes suplementadas com CLA

Variaveis ——_ratamentos___ ValordeP CV (%)
Peso (9) 8,88 8,82 0,888 18,76
PR (%) 17,13 17,50 0,601 16,94
MS (%) 56,43 56,21 0,398 0,72
Matéria mineral (MN) (%) 1,91 1,94 0,773 7,60
Matéria mineral (MS) (%) 3,32 3,46 0,297 6,42
Extrato etéreo (MN) (%) 23,78 23,90 0,795 3,19
Extrato etéreo (MS) (%) 42,10 42,59 0,553 3,30
Proteina (MN) (%) 23,95a 23,61Db 0,023 0,92
Proteina (MS) (%) 42,79 a 41,82 b 0,001 0,92

PR — Peso relativo; MS — Matéria seca; MN — Matéria natural.
*Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Ao comparar as Tabelas 5 e 6, também ¢ possivel notar a utilizagdo do extrato
etéreo presente no saco vitelinico na fase final de incubacéo, enquanto poupa-se a proteina no
mesmo estagio, confirmando as informacdes relatadas por Ding e Lilburn®* de que os lipidios
do saco vitelinico s@o rapidamente consumidos durante os Ultimos estagios de incubacéo,
assumindo grande importancia no desenvolvimento do embriéo.

Pesquisas mostram que o CLA tem a capacidade de estimular a sintese de

imunoglobulinas®, as quais sdo transferidas da matriz para progénie via ovo e Ss&o
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encontradas principalmente no conteudo do saco vitelinico. Assim, grande parte das proteinas
do saco vitelinico sdo bioméculas de alto valor, pois sdo imunoglobulinas de origem materna,
e ndo devem ser utilizadas pelo organismo do neonato como fonte de aminoacidos. Esperava-
se, portanto, que as porcentagens de proteina encontrada no saco vitelinico aumentassem em
resposta a0 uso do CLA. Contudo, mais estudos sdo necessarios para verificar se o
decréscimo proteico no saco vitelinico estd ou ndo relacionado as imunoglobulinas
encontradas em seu contetdo.

Com relacdo ao perfil de acidos graxos, as racdes das matrizes suplementadas com
CLA apresentaram maiores porcentagens de acido palmitico (P=0,034) e oleico (P=0,033), e
maior contetdo de gordura monoinsaturada (P=0,040) e 6mega-9 (P=0,039) (Tabela 7).

TABELA 7 — Perfil de &cidos graxos das races de matrizes suplementadas com CLA, com
base na matéria seca

Acidos graxos (%) Con trc‘)ll'eratamentgsl_ A ValordeP CV (%)
Acido Miristico (C14:0) 0,02 0,02 0,373 18,84
Acido Miristoleico (C14:1) 0,003 0,003 1,000 173,21
Acido Pentadecanoico (C15:0) 0,006 0,003 0,518 115,47
Acido Palmitico (C16:0) 0,83 b 0,93 a 0,034 4,27
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,02 0,02 1,000 0
Acido Margarico (C17:0) 0,01 0,01 0,373 34,99
Acido Estearico (C18:0) 0,28 0,30 0,260 6,93
Acido Oleico (C18:1n9c) 1,86 b 2,08 a 0,033 4,24
Acido Linoleico (C18:2n6c) 2,72 2,80 0,348 3,34
Acido Alfa Linolénico (C18:3n3) 0,10 0,09 0,116 4,22
Acido Araquidico (C20:0) 0,02 0,03 0,373 14,41
Acido cis-11-Eicosenoico

(C20:1n9) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Behénico (C22:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Lignocérico (C24:0) 0,01 0,01 1,000 0
Composicao (%)

Gordura Monoinsaturada 1,90b 2,12 a 0,040 4,40
Gordura Poli-insaturada 2,83 2,91 0,366 3,19
Gorduras Insaturadas 4,73 5,03 0,111 3,62
Gorduras Saturadas 1,23 1,35 0,077 5,10
Relacdo Gorduras Saturadas: 0,28 0,28 0,373 3,10
Insaturadas

Gorduras trans 0,003 0,003 1,000 173,21
Omega-3 0,10 0,09 0,116 4,22
Omega-6 2,72 2,81 0,331 3,34
Omega-9 1,88 b 2,10 a 0,039 4,43
Gordura Total 5,96 6,40 0,089 3,74

*Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).
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Houve maiores porcentagens de acido margarico (P=0,007), esteéarico (P=0,021),
linoleico (P=0,009), gama-linolénico (P=0,007) e araquidonico (P=0,001), com maior
composicdo em dmega-6 (P= 0,005) em gemas de ovos de matrizes suplementadas, enquanto
matrizes do lote controle produziram ovos cujas gemas apresentaram maiores porcentagens de
acido palmitoleico (P<0,001) e oleico (P=0,005), e maior composicdo em gordura
monoinsaturada (P=0,002), insaturada (P=0,001) e gordura total (P=0,011) (Tabela 8).

TABELA 8 — Perfil de &cidos graxos da gema de ovos de matrizes suplementadas com CLA,
com base na matéria seca

Tratamentos Valor de

Acidos graxos (%) Controle  CLA P CV (%)
Acido Laurico (C12:0) 0,006 0,01 0,373 48,99
Acido Miristico (C14:0) 0,26 0,27 0,373 4,62
Acido Miristoleico (C14:1) 0,06 0,05 0,116 7,20
Acido Pentadecanoico (C15:0) 0,04 0,04 1,000 0
Acido Palmitico (C16:0) 16,02 15,94 0,414 0,70
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,94a 1,72b  <0,001 1,07
Acido Margarico (C17:0) 0,13b 0,15a 0,007 2,88
Acido Estedrico (C18:0) 5,24 5,39 0,021 0,94
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,06 0,06 0,373 7,00
Acido Oleico (C18:1n9c) 25,32a 24,74b 0,005 0,52
Acido Linoleico (C18:2n6c) 7,92b 8,07 a 0,009 0,50
Acido Gama-Linolénico (C18:3n6) 0,10b 011a 0,007 3,77
Acido Alfa-Linolénico (C18:3n3) 0,16 0,16 1,000 7,65
Acido Araquidico (C20:0) 0,02 0,02 1,000 0
Acido cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) 0,14 0,14 0,116 2,85
Acido cis-11,14- Eicosadienoico (C20:2) 0,09 0,08 0,116 4,71
Acido cis-8,11,14-Eicosatrienoico (C20:3n6) 0,16 0,15 0,116 2,61
Acido Araquidénico (C20:4n6) 1,48 b 152 a 0,001 0,38
Acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico 0,00 0,003 0,373 244,95
Acido Behénico (C22:0) 0,006 0,00 0,116 122,47
Acido 5,8,11,14,17- Eicosapentaenoico(C20:5n3) 0,003 0,00 0,373 244,95
Acido Lignocérico (C24:0) 0,003 0,00 0,373 244,95
Acido Docosahexaenoico (C22:6n3) 0,42 0,30 0,477 51,23
Composicao (%)

Gordura Monoinsaturada 27,53a 26,72b 0,002 0,52
Gordura Poli-insaturada 10,35 10,42 0,605 1,47
Gorduras Insaturadas 3787a 37,14b 0,001 0,29
Gorduras Saturadas 21,73 21,81 0,511 0,68
Relacdo Gorduras Saturadas: Insaturadas 0,57 0,58 0,101 1,00
Gorduras trans 0,06 0,06 0,373 7,00
Omega-3 0,59 0,47 0,480 36,78
Omega-6 967b 9,86a 0,005 0,45
Omega-9 2553 2527 0,509 1,74
Gordura Total 59,60a 5895b 0,011 0,30

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).
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A inclusdo de 0,025% de CLA foi capaz de alterar a composicao lipidica das
gemas, modificando o percentual de acidos graxos que ndo sofreram alteracdo na propria
dieta, além de levar a deteccdo de acidos graxos ndo encontrados primariamente na ragéo,
confirmando a informacédo de que o figado da matriz modifica a gordura ingerida antes da
inclusdo na gema dos ovos, porém, a modificagdo ndo ocorre completamente, e por isso, a
composicao lipidica da gema ainda se assemelha & da dieta®.

|'37

Hur et al.>® também descreveram reducdo da porcentagem de &cidos graxos

insaturados na gema de ovos de poedeiras suplementadas com CLA; contudo, também
encontraram aumento da porcentagem de &cidos graxos saturados. Varios autores?*%3°
obtiveram resultados semelhantes, observando aumento na quantidade de &cidos graxos
saturados e reducdo dos monoinsaturados. A queda nas taxas de 4&cidos graxos
monoinsaturados foi atribuida a capacidade do CLA em inibir a atividade da enzima A9 —
desaturase™®.

Entre os &cidos graxos alterados pela utilizacdo do CLA, destaca-se o linoleico,
gue aumentou em resposta a suplementacdo. Esse possui grande importancia, por influenciar
o tamanho dos ovos e aumentar os casos de mortalidade embrionaria quando nao suprido na
dieta’. Kim et al.** relataram que o contetido de 4cido esteérico na gema foi, como também
observado no presente estudo, inversamente correlacionado ao de &cidos graxos
monoinsaturados em gemas de ovos de poedeiras suplementadas com CLA.

Diferente do que pode ser verificado no presente estudo, Yin et al.*’

relataram que
gemas de ovos de poedeiras apresentaram reducdo das concentraces dos acidos linolénico,
araquidénico e docosahexaenoico, provavelmente pela inibicdo da enzima estearoil-CoA
desaturase no figado®. A enzima desaturase participa, entre outros, da formacdo do &cido
araquidénico a partir do acido linoleico. Assim, esperava-se que 0 aumento do contedo de
acido linoleico se devesse ao seu acumulo em funcdo da menor conversdo em acido
araquidonico®.

Estudos mostraram que a inclusdo de 2,5% de CLA na dieta de poedeiras
comerciais elevou, nas gemas, o conteudo dos &cidos miristico, palmitico e estearico, e
diminuiu o contetdo dos acidos palmitoleico, oleico, linoleico, linolénico, araquiddnico,
docosahexaenoico e nervonico'’. Apenas algumas dessas observacdes também foram
constatadas no presente estudo, e as diferencas podem estar relacionadas ao nivel de CLA
utilizado em cada caso.

O nivel utilizado de CLA reduziu o percentual de gorduras insaturadas na gema,

mas ndo ao ponto de alterar a relacdo acidos graxos saturados: insaturados, sendo, com base
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nesta informacao, considerado seguro para a dieta de matrizes, uma vez que o aumento dessa
relacdo poderia resultar em mortalidade embrionéria*’.

Sacos vitelinicos de embrides oriundos de matrizes suplementadas apresentaram
maiores porcentagens de acido miristico (P=0,008), palmitico (P<0,001), palmitoleico
(P<0,001) e esteédrico (P<0,001), e maior composicdo em gorduras saturadas (P<0,001),
gordura total (P=0,014) e maior relacdo gorduras saturadas: insaturadas (P<0,001). Embrides
do tratamento controle apresentaram maiores valores para acido oleico (P=0,003), cis-11-
Eicosenoico (P=0,013), cis-11,14- Eicosadienoico (P=0,013), araquidénico (P=0,002) e
docosahexaenoico (P<0,001), gorduras monoinsaturadas (P=0,009), poli-insaturadas
(P=0,016), dmega-3 e 6mega-9 (Tabela 9).

Ja os dados expressos na Tabela 10 apontaram que o conteido do saco vitelinico
de neonatos de matrizes suplementadas com CLA apresentou maiores porcentagens de acido
palmitoleico (P=0,004), estearico (P=0,002), com maior composi¢cdo em gorduras saturadas
(P=0,075) e maior relacdo gorduras saturadas: insaturadas (P=0,025).

Ao comparar as Tabelas 8, 9 e 10, comprova-se que durante o processo de
incubacdo, o préprio organismo do embrido modifica os acidos graxos disponiveis, resultando
em um perfil lipidico de saco vitelinico diferente do encontrado primariamente na gema.

A partir do momento de acesso corioalantoide ao oxigénio, nos primeiros dias de
incubacdo, os lipidios presentes na gema do ovo sdo utilizados como fonte de energia para o
embrido. Contudo, além de desempenhar funcao energética, os lipidios da gema também seréo
utilizados para a formagdo de membranas embrionarias*.

Aproximadamente 50% dos lipidios da gema sdo incorporados as bicamadas
lipidicas estruturais do embrio em desenvolvimento®, sendo os acidos graxos de cadeia
longa e os poli-insaturados direcionados ao desenvolvimento do organismo durante a
embriogénese™. Embrides de matrizes suplementadas absorveram maiores quantidades de
acidos graxos poli-insaturados, indicada pela menor porcentagem destes no saco vitelinico de
embrides e neonatos, sugerindo maior incorporacdo destes ao organismo. Por outro lado, a
suplementacdo da matriz resultou em maiores porcentagens de gorduras saturadas nos sacos
vitelinicos, sugerindo menor demanda por fontes energética e provavelmente, maior eficiéncia
de utilizacdo das mesmas durante a vida embrionaria.

O éacido miristico, por sua vez, esteve presente em menor quantidade no saco
vitelinico de embrides controle, sendo o inverso detectado no saco vitelinico de neonatos. E
provavel que o CLA tenha proporcionado maior incorporacdo de &cido miristico ao embrido

no estagio final de incubacéo.
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TABELA 9 — Perfil de &cidos graxos do contetdo do saco vitelinico de embrides de matrizes
suplementadas com CLA, com base na matéria seca

< . Tratamentos Valor CcVv
Acidos graxos (%) Controle CLA deP (%)
Acido Caprico (C10:0) 0,00 0,003 0,373 244,95
Acido Laurico (C12:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Miristico (C14:0) 0,20 b 0,24 a 0,008 4,55
Acido Miristoleico (C14:1) 0,04 0,04 0,373 9,80
Acido Pentadecanoico (C15:0) 0,03 0,04 0,116 11,13
Acido Palmitico (C16:0) 1258b 14,06a <0,001 0,73
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,28b 1,43a <0,001 0,74
Acido Margarico (C17:0) 0,13 0,13 1,000 0
Acido Esteérico (C18:0) 4,36 b 489a  <0,001 0,69
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,05 0,04 0,373 8,45
Acido Oleico (C18:1n9c) 22,73a  21,93b 0,003 0,71
Acido Linoleico (C18:2n6c) 6,83 6,77 0,217 0,78
Acido Gama-Linolénico (C18:3n6) 0,08 0,09 0,287 11,76
Acido Alfa-Linolenico (C18:3n3) 0,13 0,11 0,070 8,33
Acido Araquidico (C20:0) 0,02 0,02 1,000 0
Acido cis-11-Eicosendico (C20:1n9) 0,14a 0,12b 0,013 4,22
Acido cis-11,14- Eicosadienoico (C20:2) 0,09 a 0,07b 0,013 6,66
Acido cis-8,11,14-Eicosatriendico (C20:3n6) 0,12 0,13 0,230 4,44
Acido Araquidénico (C20:4n6) 1,12 a 1,07 b 0,002 0,83
Acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico 0,01 0,01 1,000 0
Acido Behénico (C22:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido 5,8,11,14,17- Eicosapentaenoico

(C20:5n3) 0,00 0,003 0,373 244,95
Acido Tricosanoico (C23:0) 0,00 0,003 0,373 244,95
Acido Lignocérico (C24:0) 0,003 0,01 0,116 61,24
Acido Nervénico (C24:1n9) 0,006 0,01 0,373 48,99
Acido Docosahexaenoico (C22:6n3) 0,24 a 0,17b  <0,001 2,75
Composicao (%)

Gordura Monoinsaturada 2425a  2358b 0,009 0,73
Gordura Poli-insaturada 8,64 a 8,45Db 0,016 0,71
Gorduras Insaturadas 32,90 32,12 0,032 0,69
Gorduras Saturadas 17,35b  19,46a <0,001 0,68
Relacdo Gorduras Saturadas: Insaturadas 0,53 b 0,6la  <0,001 1,75
Gorduras trans 0,05 0,05 1,000 0
Omega-3 0,38 a 030b <0001 1,76
Omega-6 8,16 8,07 0,142 0,74
Omega-9 2294a 22,11b 0,003 0,72
Gordura Total 50,25b 5143a 0,014 0,69

*Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Yalcin et al.*® propuseram que a menor quantidade de acido docosahexaenoico

encontrado no saco vitelinico de neonatos, em comparagdo a quantidade encontrada na gema

do ovo indica a utilizacdo preferencial deste &cido graxos durante o processo de incubag&o.

De fato, as porcentagens encontradas na gema (Tabela 8) e saco vitelinico de embrides
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(Tabela 9) e neonato (Tabela 10) demonstraram a mesma tendéncia. Contudo, sacos

vitelinicos de embrides de matrizes suplementadas apresentaram menores porcentagens de

|46

acido docosahexaenoico, indispensavel para a funcdo cerebral™, indicando maior captacéo

pelo embrido antes e apds 18 dias de incubacao.

TABELA 10 — Perfil de acidos graxos do conteido do saco vitelinico de pintos neonatos de
matrizes suplementadas com CLA, com base na matéria seca

Tratamentos Valorde P CV (%)

Acidos graxos (%) Controle  CLA

Acido Caproico (C6:0) 0,00 0,003 0,373 244,95
Acido Caprico (C10:0) 0,003 0,00 0,373 244,95
Acido Laurico (C12:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Miristico (C14:0) 0,18 a 0,0047b 0,066 4,26
Acido Miristoleico (C14:1) 0,04 0,04 1,000 0
Acido Pentadecanoico (C15:0) 0,03 0,03 1,000 0
Acido Palmitico (C16:0) 10,92 11,34 0,144 2,60
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,07 b 1,23 a 0,004 2,88
Acido Margarico (C17:0) 0,11 0,10 0,116 3,83
Acido Esteérico (C18:0) 3,76 b 4,04 a 0,002 1,30
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,03 0,03 0,518 16,50
Acido Oleico (C18:1n9c) 18,89 18,95 0,872 2,52
Acido Linoleico (C18:2n6c) 5,95a 5,28 b 0,001 1,82
Acido Gama-Linolénico (C18:3n6) 0,08 0,08 1,000 0
Acido Alfa-Linolenico (C18:3n3) 0,11a 0,09b 0,001 3,95
Acido Araquidico (C20:0) 0,02 0,02 1,000 0
Acido cis-11-Eicosenoico (C20:1n9) 0,11 0,11 1,000 0
Acido cis-11,14- Eicosadienoico (C20:2) 0,07 a 0,06 b 0,007 5,97
Acido cis-8,11,14-Eicosatrienoico

(C20:3n6) 0,11 0,11 1,000 0
Acido Araquidénico (C20:4n6) 0,84 a 0,79 b 0,010 1,65
Acido cis-11,14,17-Eicosatrienoico 0,006 0,00 0,116 122,47
Acido Behénico (C22:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Tricosanoico (C23:0) 0,006 0,003 0,518 115,47
Acido Lignocérico (C24:0) 0,01 0,01 1,000 0
Acido Nervénico (C24:1n9) 0,006 0,006 1,000 86,60
Acido Docosahexaendico (C22:6n3) 0,13 a 0,10 b 0,002 3,45
Composicéo (%)

Gordura Monoinsaturada 20,14 20,48 0,599 2,51
Gordura Poli-insaturada 7,31a 6,52 b 0,001 1,62
Gorduras Insaturadas 27,45 26,90 0,329 2,25
Gorduras Saturadas 15,06 b 15,76 a 0,075 2,35
Relacdo Gorduras Saturadas: Insaturadas 0,55 b 0,58 a 0,025 2,27
Gorduras trans 0,03 0,03 0,518 16,50
Omega-3 0,25a 0,19 b <0,001 2,57
Omega-6 6,98 a 6,26 b 0,001 1,72
Omega-9 19,03 19,11 0,853 2,49
Gordura Total 42,51 42,67 0,834 1,98

*Meédias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).
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O embrido em desenvolvimento absorve preferencialmente os acidos
docosahexaenoico e araquidonico presentes na gema*’. O é4cido araquiddnico apresentou-se
em maior porcentagem em gemas de ovos de matrizes suplementadas com CLA, mas em
menores quantidades no saco vitelinico de embrifes e neonatos das matrizes suplementadas,
demonstrando que houve maior incorporagdo deste &cido graxo ao organismo quando da
utilizagédo de CLA.

E importante considerar que o acido araquiddnico esta relacionado a producéo de
eicosanoides. Em pesquisas desenvolvidas por Bautista-Ortega et al.*, foi demonstrado que a
suplementacdo materna com acidos graxos 6mega-3 e 6 pode alterar o perfil lipidico das
gemas e dos tecidos dos neonatos, e que o conteldo destes &cidos graxos no ovo influenciam
a producdo de eicosanoides pela progénie, e consequentemente, a resposta imune e
inflamatdria. Assim, é possivel inferir que a alteracdo da composicdo lipidica das gemas pode
favorecer a imunidade da progénie, entretanto, tal manipulacdo deve ser cuidadosa, pois

mudancas na relacdo &cidos graxos saturados: insaturados pode ocasionar morte embrionaria.

CONCLUSAO

O fornecimento de 0,025% de CLA as matrizes altera a qualidade fisica dos ovos,
principalmente pelo aumento do peso da gema. Ha reducdo no teor proteico do albdmen e do
contetdo do saco vitelinico da progénie, tanto de embriGes quanto de pintos neonatos. O
perfil de acidos graxos das gemas e sacos vitelinicos também € modificado pela utilizacdo de
CLA; sendo a porcentagem de acido araquidénico alterada em todas estas estruturas. O CLA

aumenta a relacdo gorduras saturadas: insaturadas apenas no contetido dos sacos vitelinicos.
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CAPITULO 3 - PARAMTEROS DE INCUBACAO, QUALIDADE E
DESENVOLVIMENTO  GASTROINTESTINAL DE PINTOS
PROVENIENTES DE OVOS DE MATRIZES SUPLEMENTADAS
COM ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

RESUMO

O CLA tem sido associado a beneficios a imunidade e desempenho de aves. Objetivou-se
avaliar os parametros de incubacdo, o desenvolvimento intestinal e a qualidade de pintos de
matrizes suplementadas com CLA. Foram acompanhados dois lotes de matrizes com 58
semanas de idade, sendo um suplementado 26 dias com 0,025% de CLA. Adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado, composto por dois tratamentos (0 e 0,025% CLA).
Foram pesados e incubados 270 ovos por tratamento, distribuidos em duas incubadoras,
adotando-se, entdo, o delineamento em blocos casualizados, considerando a incubadora
utilizada. Avaliou-se fertilidade e eclodibilidade, duragcdo da janela de nascimento, peso do
ovo incubado e ap6s 18 dias, peso do neonato e da casca e relacao entre esses pesos, peso do
embrido aos 18 dias, comprimento e qualidade do neonato. Os pesos relativos dos 6rgaos, dos
intestinos e a histomorfometria intestinal foram avaliados aos 18 dias de incubacdo e a
eclosdo. Ovos ndo eclodidos foram diagnosticados. Aplicou-se andlise de variancia para as
varidveis quantitativas, teste exato de Fisher para o embriodiagnéstico e teste de Mann-
Whitney para as demais variaveis (P<0,05). A suplementacdo reduziu o peso do embrido e
aumentou o peso relativo de figado aos 18 dias de incubacéo, e alterou a histomorfometria
intestinal de embrides e neonatos. Em conclusdo, 0,025% de CLA para matrizes nédo
influencia os parametros de incubacdo, o peso e a qualidade dos neonatos, mas altera 0 peso
de figado dos embrides e a histomorfometria do intestino delgado de embries e neonatos.

Palavras-chave: Fertilidade, mortalidade embrionéria, pinto neonato.
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CHAPTER 3- INCUBATION PARAMETERS, QUALITY AND
GASTROINTESTINAL DEVELOPMENT OF CHICKS FROM EGGS
LAID BY BROILER BREEDERS SUPPLEMENTED WITH
CONJUGATED LINOLEIC ACID

ABSTRACT

CLA has been associated with improvement of immunity and performance of broilers. It was
aimed to evaluate the incubation parameters, the gut development and the quality of newly
hatched broiler chicks form breeder supplemented with CLA. Two breeder flocks, aged 58
weeks old, were accompanied, and one of them was supplemented with 0.025% CLA for 26
days. A completely randomized design was adopted, consisting of two treatments (0 and
0.025% CLA). A total of 270 eggs per treatment were weighed and incubated in two hatchers,
then a randomized block design was applied, considering which hatcher were used. The
following variables were evaluated: fertility and hatchability, hatch window duration, egg
weight at hatch and after 18 days, newly hatched chick body weight, egg shell weight and and
relation between these weights, 18d embryo body weight, length and quality of the newly
hatched chick. The relative weights of the organs and intestines, and the intestine
hystomorphometry were evaluated at 18 days of incubation and at hatch. Non-hatched eggs
were embryodiagnosed. Analysis of variance was applied for quantitative variables, Fisher
exact test was applied for embryodiagnosis and Mann-Whitney test was applied for the other
variables (P<0.05). Supplementation reduced embryo body weight and increased liver relative
weight at 18 days of incubation, and affected the histomorphometry of the small intestine of
embryos and chicks. In conclusion, 0.025% CLA for breeders does not affect hatchability, the
weight and quality of chicks, but alters embryo liver weight and histomorphometry of small
intestine of embryos and chicks.

Keywords: Embryonic mortality, fertility, newly hatched chick.
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INTRODUCAO

O crescimento e o desenvolvimento embrionédrio adequado dependem, entre
outros fatores, do fornecimento dos nutrientes depositados no ovo e, por esse motivo, o status
fisioldgico do pinto a ecloséo pode ser influenciado pela nutricdo das matrizes.

A literatura tem descrito que os nutrientes disponibilizados a matriz afetam o
peso, a qualidade e a imunidade do neonato, e influenciam seu desempenho produtivo®%*,
Qiao® apontou que a composicdo lipidica da dieta da matriz merece atencéo, especialmente a
exigéncia de acidos graxos poli-insaturados como o acido linoleico, necessario para a
manutencdo da integridade de membrana celular, imunocompeténcia e desenvolvimento
embrionério, e que afeta diretamente a qualidade do neonato.

O é&cido linoleico conjugado (CLA) compreende o conjunto de isémeros
posicionais e geométricos do &cido linoleico®, encontrado principalmente na gordura do leite e
na carne de ruminantes’. Em humanos, seu uso tem sido associado & reducdo da gordura
corporal, riscos de cancer e doencas cardiovasculares, aumento da massa 6ssea e modulacao
da inflamacdo e da resposta imune®. O CLA pode estimular a sintese de imunoglobulinas e
reduzir a producéo de citocinas proinflamatérias®.

A capacidade do CLA de alterar o metabolismo lipidico'® também poderia ser
interessante na producdo de matrizes de corte, uma vez que a reproducdo pode ser
comprometida pelo maior acimulo de gordura corporal™. Contudo, é necessario considerar
gue o CLA altera também o perfil de acidos graxos da gema do ovo, e, portanto, pode
influenciar o processo de embriogénese e a fase neonatal*?.

Aydin et al."® demonstraram que a incluséo de 0,5% de CLA na dieta de matrizes
causou 100% de mortalidade embrionaria em ovos férteis. Por outro lado, a suplementacdo de
codornas com 0,25% de CLA ndo alterou a eclodibilidade dos ovos quando comparada a dieta
controle™.

O nivel de incluséo ainda mais baixo (0,03%) administrado diretamente in ovo por
Azadegan et al.”®> permitiu aumentar a eclodibilidade (90,5%), o ganho de peso, melhorar a
conversao alimentar e a imunidade e reduzir o colesterol.

O CLA oferecido na dieta pode ser incorporado aos acidos graxos de membranas
celulares™. Por este motivo, infere-se que possa influenciar a qualidade das membranas,
inclusive no intestino, alterando sua composicéo e capacidade de absorcéo.

Esse acido graxo também interfere na atividade da enzima estearoil-CoA
dessaturase'’, e aumenta a proporcéo de 4cidos graxos saturados em relacéo & de insaturados



82

na gema™®, o que pode alterar os nutrientes do contetido do saco vitelinico, tio importante para
0 desenvolvimento intestinal inicial.

Portanto, o principal motivo para a utilizacdo de CLA na dieta de aves é melhorar
a imunidade, e obter possivel melhora no desempenho e desenvolvimento gastrointestinal.
Contudo, deve-se trabalhar com niveis seguros de inclusdo do CLA na dieta de matrizes, uma
vez que a ocorréncia de mortalidade embrionéria, com consequente queda na eclodibilidade,
depende da dose e da duracéo do fornecimento da dieta suplementada*2.

Assim, diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo verificar o efeito da
inclusdo de CLA na dieta de matrizes pesadas sobre os parametros de incubacéo,
desenvolvimento intestinal e dos 6rgdos de embrides e pintos neonatos, bem como a

qualidade fisica destas aves a eclosao.

MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa que abrange o presente estudo foi aprovado pela CEUA —
Comissdo de Etica no Uso de Animais — da Universidade Federal de Goiés, sob 0 nimero de
protocolo 011/2015.

Foram acompanhados dois lotes comerciais de matrizes de frango de corte (Gallus
gallus), ambos com 58 semanas de idade e pertencentes a linhagem Cobb 500®. Os dois lotes
receberam dieta comercial, contudo, em um deles houve suplementagdo de 0,042% de um
produto comercial (Lutalin® - BASF), de acordo com as recomendagdes do fabricante,
garantindo a suplementacdo de 0,025% de CLA (trans-10, cis-12) na dieta das matrizes, por
um periodo de 26 dias. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, composto por
dois tratamentos (dieta controle e dieta contendo 0,025% de CLA). A composic¢édo das dietas
experimentais é apresentada na Tabela 1.

Considerando que a formacgdo da gema leva aproximadamente 21 dias, as aves
foram suplementadas por 26 dias, periodo suficiente para a indu¢do de modifica¢cdes na gema
por meio da dieta. Apds esse periodo, 820 ovos, 410 por tratamento, foram coletados
aleatoriamente no dia da postura e passaram por sanitizacdo seca, sendo fumigados com
paraformol.

Dentre o total de 820 unidades, foram selecionados 540 ovos, ou seja, 240 por
tratamento, sendo escolhidos apenas os que apresentaram casca limpa e integra e forma
eliptica. Em seguida, todos os que atenderam satisfatoriamente as condi¢fes de sele¢do foram
pesados para obtencdo da média de peso e escolha dos que seriam incubados. Ao final da

selecdo, os ovos apresentaram peso médio de 70,30g + 4,83g.
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Os ovos permaneceram armazenados sob a temperatura de 202C por um periodo
de 66 horas, sendo posteriormente pré-aquecidos por 6 horas a 26°C, antes de serem
transferidos para as incubadoras, completando assim 72 horas de armazenamento.

Os ovos, numerados conforme os tratamentos, foram distribuidos em duas
incubadoras (modelo MAOLDA - Gaiolas Almeida, Aparecida de Goiania, GO) com
capacidade para 270 ovos, com trés bandejas cada e capacidade de acomodar 90 ovos por
bandeja, sendo a metade (45 ovos) preenchida por cada tratamento. A partir do momento da
incubacdo, adotou-se o delineamento em blocos casualizados, considerando a incubadora

utilizada como critério de determinacdo dos blocos.

TABELA 1 — Composicdo das dietas experimentais (%) com base na matéria natural

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 68,179 68,128
Farelo de soja 17,416 17,425
Calcario 7,876 7,876
Caulim 4,000 4,000
Farinha de carne e 0ss0s 1,500 1,5000
Sal comum 0,223 0,223
Fosfato bicéalcico 0,200 0,200
Bicarbonato de sédio 0,150 0,150
Suplemento mineral® 0,150 0,150
Suplemento vitaminico® 0,100 0,100
Colina 0,082 0,082
DL-metionina 0,080 0,080
L-treonina 0,030 0,030
Antioxidantes® 0,016 0,016
CLA* - 0,042
Enzima’ 0,003 0,003
COMPOSICAO CALCULADA

Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2736 2734
Proteina bruta (%) 13,90 13,90
Acido linoleico (%) 2,50 2,57
Lisina digestivel (%) 0,60 0,60
Metionina + cistina (%) 0,47 0,46
Treonina digestivel (%) 0,50 0,50
Calcio (%) 3,29 3,29
Fdsforo disponivel (%) 0,20 0,20
Sadio (%) 0,34 0,34

Suplemento mineral - niveis de garantia por quilograma de produto: Manganés 80.000 mg, Zinco 70.000 mg,
Ferro 40.000 mg, Cobre 8.000 mg, lodo 1.000 mg; .’Suplemento vitaminico - niveis de garantia por quilograma
do produto: vitamina E 110.000 mg, vitamina A 14.000 Ul, vitamina D3 3.000 Ul, vitamina K3 6.000 mg,
vitamina B1 3.000 mg, vitamina B2 12.000 mg, vitamina B6 6.000 mg, vitamina B12 30 mg, niacina 60.000 mg,
4cido pantoténico 20.000 mg, 4cido félico 4.000 mg, biotina 300 mg.. *Etoxiquim 66,6%, BHA 99% e Acido
citrico 99,5%. “CLA (Lutalin®). °Enzima fitase (Natuphos® 10.000).

As incubadoras possuiam sistema para viragem automatica dos ovos a cada duas

horas e painel para controle da temperatura e monitoramento da umidade relativa. Os ovos
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foram mantidos sob temperatura constante de 37,7°C e umidade por volta de 60%, verificadas
constantemente com o auxilio de termohigrémetros.

No 182 dia de incubacdo, durante a transferéncia para as bandejas de eclosao, 0s
ovos foram pesados e acondicionados em sacos de fil6 (12 x 20 cm), possibilitando identificar
apos a eclosdo a ave correspondente a cada ovo numerado. Na ocasido, foram selecionados ao
acaso cinco ovos de cada tratamento, para realizacdo de necropsia do embrido e pesagem das
aves - com e sem o saco Vitelinico, e dos 6rgdos, com auxilio de balanca digital. Calculou-se o
peso relativo da moela + proventriculo, figado, coracdo e pancreas, considerando a seguinte
férmula: peso relativo = (100 x peso do 6rgao) / peso da ave. O peso relativo e o comprimento
de intestino total e delgado também foram avaliados. Além disso, fragmentos do duodeno,
jejuno e ileo foram coletados e fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada, para
posterior confeccdo de 1dminas histoldgicas.

A partir do momento da eclosdo dos cinco primeiros pintos, realizou-se o
acompanhamento dos nascimentos, com retirada das aves completamente secas das
incubadoras a cada cinco horas, até que as eclosdes cessassem por completo, 0 que ocorreu as
523 horas de incubag&o.

Os ovos ndo eclodidos foram recolhidos para posterior realizagdo do
embriodiagnostico, sendo para tal classificados em: inférteis, com morte embrionaria de 0 a 4
(Fase 1), 5 a 17 (Fase Il) ou 18 a 21 dias de incubacdo (Fase Ill), bicados ndo-eclodidos,
contaminados, malformados, trincados e em ma posicdo, de acordo com 0s critérios
estabelecidos por Plano e Di Matteo™.

Foram avaliadas as seguintes variaveis relacionadas a incubacdo: peso do ovo na
incubacdo, peso do ovo na transferéncia, porcentagem de perda de peso do ovo na
transferéncia em relagdo ao ovo incubado, peso do pinto neonato e relacdo peso do pinto
neonato/peso do ovo incubado (%). As porcentagens de fertilidade, determinada pela
quantidade de ovos férteis em relacdo aos ovos incubados, e eclodibilidade, determinada pela
quantidade de ovos eclodidos em relagdo aos ovos férteis, bem como a janela média de
nascimento, a porcentagem de nascimentos em cada intervalo de 5 horas e os resultados
obtidos no embriodiagndstico também foram calculados.

O comprimento e qualidade do pinto neonato também foram avaliados. A
qualidade dos pintos neonatos foi determinada segundo o procedimento recomendado por

20
l.

Tona et al.”", no qual se avalia a atividade, penugem e aparéncia, olhos, pernas, canela, area

do umbigo, membrana remanescente e residuo vitelinico, para obtencdo de um escore com
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escala total de 100. O comprimento foi avaliado com fita métrica, considerando-se a medida
da extremidade do bico até a extremidade do dedo mais longo, excluindo-se a unha.

Cada ovo/pinto foi considerado como uma repeticdo, exceto para a analise das
variaveis fertilidade, eclodibilidade e resultados do embriodiagnostico, em que cada repeticdo
foi composta por uma bandeja da incubadora.

Apos a verificacdo do comprimento e da qualidade, quatro aves por tratamento
foram amostradas aleatoreamente entre o total de neonatos a cada cinco horas e eutanasiadas
por deslocamento cervical. Procedeu-se a necropsia para respectiva pesagem das aves com e
sem o saco vitelinico, avaliacdo do peso relativo dos 6rgéos previamente citados, avaliacdo do
peso relativo e comprimento de intestino total e delgado e coleta de fragmentos de duodeno,
jejuno e ileo para posterior processamento histologico.

Os fragmentos foram fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada,
processados conforme a metodologia descrita por Luna** e coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE). Para cada fragmento coletado, uma lamina histologica foi confeccionada. Apés este
processo, as imagens foram obtidas em microscopio Leica DM550, e digitalizadas para o
computador com o auxilio da camera de video Leica ICC50. Utilizou-se a objetiva de 4x para
a captura das imagens das vilosidades intestinais, objetiva de 10x para as criptas, e o software
Image J para verificacdo dos indices histomorfométricos (altura de vilosidade e profundidade
de cripta). Foram avaliadas 20 vilosidades e 20 criptas intestinais por lamina. Foram
confeccionadas, por tratamento, para cada segmento, 5 ldminas de embriGes e 4 lamimnas de
neonatos.

Os dados das variaveis quantitativas foram submetidos a analise de variancia, a
5% de probabilidade. Para a qualidade do pinto neonato, por tratar-se de avaliacdo néo-
paramétrica, e para a janela média de nascimento, comprimento da ave ao nascer e relacdo
peso do pinto neonato/peso do ovo incubado, cujos residuos ndo apresentaram distribuicdo
normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste de Mann-Whitney a 5%.
Para a analise do embriodiagndstico, aplicou-se o teste exato de Fisher (P<0,05). Todas as

analises foram realizadas com o uso do software R,

RESULTADOS E DISCUSSAO
N&o houve efeito da suplementacdo de CLA (Tabela 2) para as matrizes na
porcentagem de ovos férteis (P=0,8576) ou eclodidos (P=0,9325). Estes resultados diferem

23
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dos observados por Cherian et al.“* que notaram reducdo de 50% na eclodibilidade dos ovos

de matrizes que receberam 1% de CLA em substituicdo ao 6leo de soja. Muma et al.?* e
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Aydin e Cook®, por sua vez, encontraram morte embrionaria em 100% dos ovos férteis
quando as matrizes foram suplementadas com 0,5% de CLA em substitui¢cdo ao dleo de soja.

|.26

Estudos desenvolvidos em codornas japonesas, Aydin et al.”> também mostraram que o nivel

de 0,5% de CLA em substituicdo ao 6leo de soja reduziu a eclodibilidade, mas sem alterar a

porcentagem de ovos férteis. Latour et al.?’

concluiram que o fornecimento da mesma
quantidade as matrizes ndo alterou a fertilidade e a eclodibilidade dos ovos, embora tenha sido
capaz de promover mudangas na composi¢cdo de acidos graxos no figado e no contetdo do
saco vitelinico dos pintos neonatos.

Sabe-se que o CLA tem a capacidade de alterar o metabolismo lipidico™.
Mudancas no metabolismo do colesterol no figado da matriz podem afetar a habilidade
materna para formacdo de VLDL?®, uma dos principais precursores da gema, incorporado
pelos foliculos em desenvolvimento®.

A gema contém lipidios, proteinas, vitaminas, minerais e outros micronutrientes
essenciais, e é a principal fonte de nutrientes para o embrido em desenvolvimento®. A
inclusdo de CLA na dieta pode reduzir a atividade da enzima estearoil-CoA dessaturase®! e
alterar a relacdo entre o contetdo de &cidos graxos saturados e insaturados da gema, causando
morte embrionaria'.

No presente estudo, entretanto, é provavel que o nivel de inclusdo estabelecido, de
0,025%, ndo tenha alterado essa relacdo ao ponto de prejudicar o desenvolvimento
embrionario, garantindo a assimilacdo dos acidos graxos presentes na gema pelo embrido.

Uma das razbes para a baixa eclodibilidade e baixa fertilidade pode estar
relacionado a idade das galinhas reprodutoras utilizadas. Aves mais velhas tendem a
apresentar menor fertilidade®’. Mudancas nas glandulas armazenadoras de espermatozoides,
presentes no oviduto da galinha, podem ocorrer a medida que a ave envelhece, alterando o
namero de espermatozoides que podem ser estocados e resultando em menor quantidade de
esperma no local de fertilizacéo™.

De qualquer modo, as porcentagens de eclodibilidade encontradas para ambos 0s
tratamentos ndo sdo consideradas ideais. Uma possivel causa para o ocorrido seria a situacao a
que os ovos foram expostos na fase final, ja que para a avaliacdo da janela de nascimento era
necessario abrir as incubadoras a cada intervalo de cinco horas e retirar as bandejas para
averiguacdo dos ovos eclodidos, submetendo os ovos a condi¢Bes de temperatura e umidade
diferentes das proporcionadas pelas incubadoras, além de sua manipulagdo, que por mais
cuidadosa que seja, pode interferir no resultado final.
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TABELA 2 — Fertilidade e eclodibilidade de ovos oriundos de matrizes suplementadas com
CLA

Tratamentos

., ie (O 0,
Variaveis (%0) Controle CLA Valor de P CV (%)

Fertilidade 85,0 85,7 0,857 6,90

Eclodibilidade 72,50 72,08 0,932 11,46

Na Tabela 3 ¢é apresentada a porcentagem de nascimentos dos pintos em intervalos de
cinco horas e a janela de nascimento, expressa em horas. Nao houve diferenca estatistica entre
os tratamentos (P>0,05).

S&80 escassos 0s precedentes na literatura que relatem a influéncia do CLA na
duracdo do periodo de incubacdo. Contudo, com base na constatacéo de Shanawany®*, de que
0 periodo total de incubacdo necessario para a formacdo completa do embrido é dependente
das diferencas de contetido dos ovos, o CLA poderia de alguma maneira influenciar o inicio e
duracéo da janela de nascimento. Segundo Watkins®®, é necessaria a conversdo metabélica
dos acidos graxos presentes na gema para as atividades dos tecidos embrionarios, formacdo de
membranas e células cerebrais e da retina. Esse autor descreveu que a sintese de eicosanoides
que, por sua vez, sdo provenientes dos acidos graxos, é importante na estimulacdo da
diferenciacdo de mioblastos e condrocitos, e sabendo que a bicagem depende do
desenvolvimento muscular do embrido, o tipo de acido graxo pode afetar a hipoxia pré-natal

(um estimulo para a bicagem).

TABELA 3 - Porcentagem de nascimentos de pintos oriundos de ovos de matrizes
suplementadas com CLA, em intervalos de cinco horas e janela de nascimento

em horas
i (o)

Horas de incubacéo ConI;Iracl)slzlmentos (/O)CL A Valor de P CV (%)
478 h (45 h) 1,02 1,72 0,694 215,49
483 h (40 h) 4,40 2,99 0,588 117,58
488 h (35 h) 4,54 4,76 0,922 84,34
493 h (30 h) 10,28 8,77 0,668 62,22
498 h (25 h) 27,41 29,35 0,772 39,76
503 h (20 h) 23,58 28,82 0,326 27,52
508 h (15 h) 14,14 11,38 0,480 50,86
513 h (10 h) 7,15 7,12 0,992 80,48
518 h (5 h) 5,21 4,44 0,816 115,20
523 h (0 h) 2,23 1,61 0,662 122,98
Janela média (horas)* 21,50 21,73 0,863 40,54

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney a 5%.

No presente estudo, a janela de nascimento teve inicio as 478 horas e término as
523 horas de incubagéo, totalizando 45 horas. Na avicultura comercial, geralmente as aves séo
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removidas dos nascedouros ap0s 504 horas de incubacdo, o que € considerado ideal.
Entretanto, o intervalo normal de nascimento do primeiro e do Gltimo pinto é maior que 48
horas®.

Os resultados da janela de nascimento sdo ilustrados na Figura 1, na qual é

possivel observar a curva que expressa a distribuicdo dos nascimentos ao longo do tempo.
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478h 483h 488h 493h 498h 503h 508h 513h 518h 523h

Distribuicdo de eclosdao em janelas, a partir de 45 horas antes do final da
incubagdo (523 h)

FIGURA 1 — Distribuicdo de nascimento dos pintainhos oriundos de ovos de matrizes
suplementadas com CLA
Desvio-padrédo da curva Controle: o = 9,79; desvio-padrdo da curva CLA: o = 11,58.

Calil*” afirmou que a melhor janela de nascimento é aquela cuja base é mais
estreita, indicando menor intervalo de primeiros e ultimos nascidos, e 0 pico € mais alto,
representando maior concentracdo de nascimentos e maior simetria. Com base nesta
informacgdo, é possivel afirmar que mesmo ndo havendo diferenca nos intervalos de
nascimento, a curva CLA apresentou melhor comportamento por ter maior pico de
nascimentos.

Além disso, o teste de normalidade dos dados que geraram cada curva do grafico
exposto na Figura 1 resultou em W=0,851 (P=0,060) para o tratamento controle e W=0,760
(P=0,004) para o tratamento CLA, indicando que apenas a curva CLA apresentou distribui¢do
normal dos dados. O desvio-padréo, por sua vez, foi de SD=9,593 para o tratamento controle,
e SD=11,787, para o tratamento CLA.
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E desejavel que a curva de nascimentos seja mais estreita, pois assim as primeiras
aves nascidas permanecerdo menos tempo no nascedouro e serdo mais rapidamente alojadas.
Batal et al.*® relataram que as aves permanecem em jejum entre o nascimento e alojamento, e
quando este periodo é prolongado ha comprometimento e retardo no uso da gema residual,
podendo prejudicar o desempenho®, e o desenvolvimento gastrointestinal®® e do sistema
imunolégico.

Ao avaliar os resultados referentes ao embriodiagndstico dos ovos néo eclodidos,
de matrizes suplementadas ou ndo com CLA, ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre os

dois tratamentos (Tabela 4).

TABELA 4 — Embriodiagnostico (%) dos ovos ndo eclodidos, em relacdo ao total de ovos
incubados, oriundos de matrizes suplementadas com CLA

. . L. Tratamentos
Diagnostico (%0) Controle CLA Valor de P
Ovos inférteis 17,39 16,95 1
Mortalidade fase | (0-4d) 10,04 9,00 0,868
Mortalidade fase Il (5-17d) 11,65 11,65 1
Mortalidade fase 111 (18-21d) 0,43 0,87 1
Bicados nao eclodidos 2,67 3,13 1
Contaminados 0,00 0,87 0,498
Malformagoes 0,00 0,00 1
Trincados 1,32 1,32 1
Ma posicao 0,00 0,00 1

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Exato de Fisher.

Para ambos os tratamentos, ndo foram constatados embrides com malformacoes
ou mau posicionamento dentro do ovo. A idade avancada das matrizes pode ter contribuido
para 0 nimero de ovos inférteis e para a mortalidade embrionaria. McDaniel et al.**
encontraram maior taxa de mortalidade embrionaria e redugdo no desempenho de incubagéo,
atribuido a pior qualidade de casca em decorréncia com a idade da matriz.

A estearoil-CoA dessaturase € uma enzima que catalisa a introducdo de duplas
ligagdes na formagao dos 4cidos graxos insaturados*’. Uma vez que o CLA tem a capacidade
de reduzir a atividade desta enzima®:, esperava-se que pudesse ocorrer aumento significativo
da mortalidade embrionaria. Todavia, o nivel de inclusdo utilizado ndo foi suficiente para
provocar alteracdes que pudessem interferir no desenvolvimento do embrido, mostrando-se
seguro para a suplementacdo de matrizes.

Observaram-se maiores taxas de mortalidade nas fases Il e I, respectivamente
(Tabela 4). As principais causas de mortalidade embrionaria inicial sdo atribuidas a problemas

no tempo de armazenamento dos ovos, condi¢cfes da sala de armazenagem, idade da matriz,
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baixa frequéncia de coleta de ovos, frio intenso, mudangas bruscas de temperatura e/ou
umidade, falhas no processo de desinfeccdo, qualidade da casca, deficiéncia nutricional e
doencas no lote. Do 52 ao 172 dia, a mortalidade se deve a nutricdo da matriz, contaminagéo
dos ovos, casca muito fina, temperatura e umidade inadequadas, falta de oxigénio ou excesso
de di6xido de carbono na sala de incubagéo e viragem inadequada dos ovos™.

O peso dos ovos, registrado desde a incubacdo, e também do pinto neonato
(Tabela 5) nao diferiram entre si (P>0,05). Os ovos incubados foram homogeneizados de

acordo com o peso para evitar a influéncia do peso inicial nos valores registrados.

TABELA 5 - Parametros de incubacdo de ovos oriundos de matrizes suplementadas com

CLA

Variaveis = trTOrlgtame”toé‘L ~—— ValordeP  CV (%)
Peso do ovo na incubacéo (g) 70,39 70,02 0,226 3,92
Peso do ovo na transferéncia (Q) 64,47 64,15 0,293 4,27
Perda de peso do ovo na transferéncia (%) 8,43 8,26 0,154 12,69
Peso do pinto neonato (g) 51,28 51,22 0,825 5,15
Relacéo peso PN / PO incubado (%)* 73,15 72,88 0,078 3,16

PN = Pinto neonato; PO = Peso do ovo.

Toda a perda de peso do ovo pode ser atribuida a perda de dgua. A quantidade de
perda de 4gua no momento da transferéncia ndo é necessariamente fixa*®. Em oposicio aos
resultados observados, Leone et al.** encontraram menor contetido de 4gua em embrides com
13 a 19 dias de incubacdo, quando as matrizes receberam CLA em substituicdo ao dleo de
canola.

Pesquisas tém mostrado que a nutricdo da matriz € uma das responsaveis pela
qualidade do pinto ao nascer®* *°. J4 o tamanho do pinto neonato também é afetado por
diversos fatores, entre eles os niveis nutricionais do ovo, condi¢des de incubagdo e tamanho
do ovo*’. Contudo, no presente estudo, o comprimento e o escore de qualidade do pinto
neonato ndo foram afetados (P>0,05) pela suplementacdo da matriz com CLA (Tabela 6),

48,44

embora esse acido graxo tenha a capacidade de alterar a composicdo da gema e,

consequentemente, os nutrientes disponibilizados ao embrido em desenvolvimento.

TABELA 6 — Comprimento e qualidade fisica de pintainhos oriundos de ovos de matrizes
suplementadas com CLA

o Tratamentos o
Variaveis Controle CLA Valor de P CV (%)
Comprimento (cm) 18,01 18,06 0,328 3,28

Escore de qualidade 87,15 88,36 0,543 17,53
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Ao analisar os resultados referentes ao peso relativo de 6rgdos de embribes
provenientes de matrizes suplementadas com CLA (Tabela 7), verificou-se que embrides
oriundos de matrizes ndo suplementadas apresentaram maior peso corporal (P=0,050) e
menor peso relativo de figado (P=0,028). Ao nascimento, ndo houve efeito da
suplementacdo da matriz no peso relativo de orgdos, mostrando que a diferenca
estabelecida na embriogénese ndo se manteve nos neonatos (Tabela 8).

TABELA 7 - Peso relativo (%) de oOrgdos de embrides com 18 dias de incubacdo
provenientes de matrizes suplementadas com CLA

Dieta da matriz

Variaveis Controle CLA Valor de P CV (%)
Peso do embrido (Q) 52,66 a 47,51 b 0,050 6,75
Peso liquidot (g) 33,10 29,33 0,149 11,55
PR moela + proventriculo 2,29 2,71 0,211 18,73
PR figado 0,873b 1,070 a 0,028 13,72
PR coracdo 0,440 0,501 0,236 15,44
PR péancreas 0,03 0,03 1,000 22,22

IPeso corporal do embrido sem o saco vitelinico; PR = Peso relativo.
*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

|.49

Nos resultados obtidos por Latour et al.™, a suplementacdo de matrizes com CLA

.23 também

ndo causou alteracdo no peso dos embrides e dos pintos neonatos. Cherian et a
ndo observaram diferenca da suplementacdo materna de CLA no peso da carcaca de pintos
neonatos, embora tenha ocorrido diminuicdo do contetdo de gordura da mesma e do
figado. De acordo com Aydin e Cook™, o CLA altera a composicdo da gema do ovo ao
inibir a atividade da enzima estearoil-CoA desaturase, responsavel pela insercdo de duplas
ligacdes em cadeias de &cidos graxos. Isso poderia comprometer a utilizacdo da gema e o

desenvolvimento e viabilidade do embrido.

TABELA 8 - Peso relativo (%) de 6rgdos de pintos neonatos provenientes de matrizes
suplementadas com CLA

Dieta da matriz

Variaveis Controle CLA Valor de P CV (%)
Peso corporal (g) 51,26 50,34 0,146 5,30
Peso liquido! (g) 42,43 41,39 0,064 5,60
PR moela + proventriculo 4,78 4,78 0,990 14,49
PR figado 1,99 1,94 0,182 8,45
PR coragdo 0,548 0,551 0,881 12,29
PR péncreas 0,066 0,069 0,387 25,53

TPeso corporal da ave sem o saco vitelinico; PR = Peso relativo.

Ha& vérias evidéncias de que o CLA pode afetar o metabolismo hepatico. Além

disso, a menor deposicdo de gordura em tecidos adiposos, causada pelo CLA, pode aumentar 0s
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niveis de lipidios no sangue, seguida pela deposi¢do de gordura em outros tecidos, como no

51
l.

figado™. De fato, Kim et al.>! conclufram que a suplementacdo de CLA induziu &

lipogénese no figado de frangos de corte. DeLany et al.>

relataram maior peso de figado e
coracdo em ratos suplementados, devido a maior deposicao lipidica, e atribuiram esta
ocorréncia & maior entrega de &cidos graxos ao figado causada pelo CLA dietético. E
possivel que o acimulo de lipidios no figado, aliado ao aumento do trabalho deste 6rgéo para
metabolizar os &cidos graxos redirecionados do tecido adiposo, em resposta ao CLA, sejam
responsaveis pelo seu maior peso.

Ao avaliar os valores referentes a biometria intestinal dos embrides aos 18 dias de
incubacéo, ao nascimento (Tabela 9), ndo se observou, em nenhuma das idades, efeito dos
tratamentos sobre as variaveis avaliadas (P>0,05). Portanto, a suplementacdo da matriz ndo

foi, inicialmente, capaz de influenciar a biometria intestinal da progénie.

TABELA 9 - Biometria intestinal de embriGes aos 18 dias de incubacdo e pintos neonatos,
provenientes de matrizes suplementadas com CLA

Tratamentos Peso relativo Peso relativo Comprimento Comprimento
intestino total intestino delgado Intestino total  intestino delgado (cm)
(mg) (mg) (cm)
Embrido aos 18 dias de incubacgao
Controle 841 572 21,19 19,82
CLA 924 254 20,60 18,57
Valor de P 0,137 0,446 0,640 0,355
CV (%) 8,72 14,73 8,86 10,20
Neonato
Controle 2,56 2,38 34,48 31,74
CLA 2,57 2,31 34,71 31,88
Valor de P 0,934 0,516 0,755 0,837
CV (%) 21,60 18,69 9,23 9,41

Embrides de matrizes suplementadas apresentaram menor profundidade de cripta
duodenal (P<0,001) e maior altura de vilo de jejuno (P<0,001). O fornecimento de CLA a
matriz resultou em menor profundidade de cripta do duodeno (P=0,003) e jejuno (P<0,001), e
em menor altura de vilo de ileo (P=0,003) da progénie, apds a eclosédo (Tabela 10).

Em diferentes trabalhos de pesquisa, inclusive no presente estudo, foram
apresentados resultados diversificados quanto ao real efeito do CLA sobre o desenvolvimento
histoldgico intestinal. A exposi¢do precoce a &cidos graxos das familias 6mega-3 e 6 pode
modular a composi¢do em &cidos graxos poli-insaturados de tecidos e membranas celulares de

pintos, inclusive no intestino delgado®. Além de ajudar a manter a integridade estrutural de
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membranas celulares™, h4 evidéncias de que o CLA possa modular a expressio de proteinas

no estdmago de ratos, causando efeito prebidtico em espécies bacterianas do intestino®.

TABELA 10 - Altura de vilo e profundidade de cripta (um) do intestino de embrides aos 18
dias de incubacédo e pintos neonatos, provenientes de matrizes suplementadas

com CLA
Tratamento _ Duodeno_ _Jejuno _ ileo .
Vilo Cripta Vilo Cripta Vilo Cripta
Embrido aos 18 dias de incubacéo
Controle 52 33a 49 b 27 44 b 21
CLA 48 27 b 52 a 26 68 a 21
Valor de P 0,100 <0,001 <0,001 0,156 0,919 0,802
CV (%) 21,88 25,00 14,18 18,03 17,76 12,88
Neonato

Controle 208 a 66 a 120 42 a 8la 49
CLA 206 b 61b 113 47 b 72 b 52
Valor de P 0,712 0,003 0,091 <0,001 0,003 0,068
CV (%) 10,96 14,45 16,40 15,26 20,62 14,64

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

CONCLUSAO

A suplementacdo de matrizes na ragdo com 0,025% de CLA né&o influencia os
parametros de incubacdo, o peso e a qualidade fisica dos pintos a eclosdo, mas aumenta o
peso relativo de figado dos embrides e altera a histomorfometria dos segmentos do intestino

delgado de embriBes e neonatos.
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CAPITULO 4 - DESEMPENHO, DESENVOLVIMENTO GASTROINTESINAL E
PESO RELATIVO DE ORGAOS DE PINTOS DE CORTE
ORIUNDOS DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO E SUPLEMENTADOS NA FASE POS-
ECLOSAO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho, o desenvolvimento gastrointestinal e dos 6rgdos da
progénie de matrizes suplementadas com CLA e suplementada apds a eclosdo. Foram
incubados 540 ovos de dois lotes de matrizes suplementadas na ragdo com CLA (0 ou
0,025%), em duas incubadoras. Dietas pos-eclosdo (0 ou 0,025% de CLA) foram fornecidas
por 12 horas, e 320 pintos foram alojados em delineamento inteiramente casualizado e
esquema 2x2 (CLA materno x CLA pos-eclosdo), totalizando quatro tratamentos e oito
repeticGes de 10 aves cada. Apos o periodo de 12 horas pds-eclosdo e aos sete dias de idade,
avaliaram-se o desenvolvimento intestinal, o peso relativo (PR) de 6rgdos e o desempenho
pré-inicial. Aplicou-se analise de variancia (P<0,05). A suplementacdo da matriz e da
progénie aumentou o peso corporal (PC) ap6s 12 horas, e reduziu 0 PR de pancreas aos sete
dias. Os PR de moela+proventriculo e figado foram maiores quando houve apenas uma fonte
de suplementacdo, aos sete dias. A suplementacdo pds-eclosdo aumentou os comprimentos de
intestino total e delgado (ID), e a suplementagcdo materna aumentou o comprimento de ID. Os
PR de intestino total e ID foram menores quando ndo houve suplementacdo. O CLA,
oferecido as matrizes ou a progénie, influenciou a histomorfometria intestinal em todas as
idades avaliadas. A suplementacdo da matriz garantiu maior PC e ganho de peso aos sete dias.
Conclui-se que o CLA oferecido a matriz e a progénie altera o desenvolvimento
gastrointestinal e dos érgdos. Considerando o desempenho, recomenda-se a suplementacao da
matriz com CLA.

Palavras-chave: Acido graxo poli-insaturado; histomorfometria intestinal, nutricdo pos-
eclosdo.
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CHAPTER 4 — PERFORMANCE, GASTROINTESTINAL DEVELOPMENT AND
ORGANS RELATIVE WEIGHT OF BROILER CHICKS FROM
BREEDERS SUPPLEMENTED WITH CONJUGATED LINOLEIC
ACID, SUPPLEMENTED IN THE POST-HATCHING PHASE

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the performance, gastrointestinal and organs development of the
progeny from broiler breeders supplemented with CLA and supplemented in the post-
hatching phase. A total of 540 eggs from two breeder flocks supplemented with CLA (0 or
0.025%) were incubated in two hatchers. Post-hatch diets (0 or 0.025% of CLA) were
provided for 12 hours, and 320 chicks were housed in a completely randomized design and
2x2 scheme (maternal CLA x post-hatch CLA), totalizing four treatments and eight replicates
of 10 birds each. After the period of 12 hours after hatching and at 7 days old, intestinal
development, organs relative weight (RW) and pre-starter performance were evaluated.
Analysis of variance (P<0.05) was applied. The supplementation of the breeder and progeny
increased body weight (BW) after 12 hours, and reduced pancreas RW at 7 days. The
gizzard+proventriculus and liver RW increased when only one source of supplementation was
provided, at seven days. Post-hatch supplementation increased total and small intestine (SI)
lengths, and maternal supplementation increased Sl length. Total intestine and SI RW were
lower when there was no supplementation. The CLA, offered to the breeders or the progeny,
influenced intestinal histomorphometry at all evaluated ages. Breeder supplementation led to
higher BW and weight gain at seven days. In conclusion, CLA offered to the breeder and the
progeny alters the gastrointestinal and organs development. Considering the performance, it is
recommended to supplement the breeder with CLA.

Keywords: Intestinal histomorphometry, polyunsaturated fatty acid, post-hatch nutrition.
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INTRODUCAO

Na fase embrionéria, a ave depende dos nutrientes contidos no ovo para seu
desenvolvimento. Diferente do acontece em mamiferos, ndo ha contato materno, e por isso
deve-se buscar a producdo de ovos com o maximo de nutrientes disponiveis ao embrido.
Assim, a nutricdo da matriz apresenta importancia fundamental nas caracteristicas expressas
pela progénie. N&o somente nutrientes, mas também imunoglobulinas, responsaveis pela
imunidade passiva, sdo transferidas pela matriz.

Para garantir a qualidade da progénie, também ¢é necessario atentar para o
provimento de alimentacdo exdgena tdo logo seja possivel. O contetdo do saco vitelinico €
capaz de fornecer proteinas e energia imediatas ao pinto neonato, mas nao € suficiente para
que intestino e o sistema imunoldgico se desenvolvam adequadamente. Além disso, té-lo
como Unica fonte de nutrientes pode prejudicar o ganho de peso corporal®.

Apos a eclosdo, ocorre uma mudanca abrupta da fonte de nutrientes para a ave e a
colonizagdo do trato gastrointestinal. A ingestdo de alimento determina a desenvolvimento da
mucosa do intestino e estruturas associadas?, a secrecdo de enzimas digestivas e a microbiota
local.

Para evitar os prejuizos do jejum pds-eclosdao ao desenvolvimento do sistema
imune e do trato gastrointestinal e ao desempenho produtivo dos pintos, dietas pds-eclosdo
vém sendo formuladas. Durante esse periodo determinante para o sucesso de toda a producéo,
o fornecimento de suplementos com propriedades benéficas as aves também constitui
estratégia a ser considerada. Boersma et al.> encontraram maior peso corporal em aves que
receberam suplemento nutricional hidratado na fase pos-eclosdo. Pintos alimentados com
suplemento nutricional pés-eclos&o obtiveram melhor peso e ganho de peso na fase inicial®.

Para Makkar et al.°, a suplementacdo pos-eclosdo com membranas de casca de
ovo resultou em melhor desempenho, imunidade e aumentou a resisténcia das aves a
endotoxinas produzidas por Salmonella. Cengiz et al.° observaram maior desenvolvimento
intestinal, com maior altura de vilo e maior profundidade de cripta em pintos aos dez dias de
idade, quando ndo houve jejum pds-ecloséo e eles foram suplementados com blends de acidos
organicos. Melhor qualidade intestinal também foi observada em frangos em idade de abate, quando
estes receberam simbidticos ap6s a ecloséo’.

O CLA é uma acido graxo poli-insaturado natural, que pode ser encontrado
principalmente na gordura do leite e na carne de ruminantes®, e compreende o grupo de
isdmeros posicionais e geométricos do &cido linoleico®. Uma sugestdo é que ele possa

favorecer o crescimento e provavelmente, a eficiéncia alimentar em roedores'®. O CLA
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111213 & tem sido relacionado a

também pode melhorar a eficiéncia alimentar em suinos
propriedades imunomoduladoras.

Quando desafiado, o animal mobiliza nutrientes para a defesa do organismo. E
possivel que animais suplementados com CLA possam reponder aos desafios com maior
eficiéncia, evitando que nutrientes que seriam direcionados ao desenvolvimento e producao
sejam utilizados para defesa do organismo.

O CLA oferecido na dieta pode ser incorporado aos acidos graxos de membranas
celulares™. Esse é4cido graxo também interfere na atividade da enzima estearoil-CoA
dessaturase'®, e aumenta a proporcéo de 4cidos graxos saturados em relacdo a de insaturados
na gema'’, o que pode alterar os nutrientes do contetido do saco vitelinico, tio importante para

o desenvolvimento intestinal inicial. Martins et al.®

demonstraram que a utilizacdo de 0,025%
de CLA altera o perfil de acidos graxos na gema, contudo, sem modificar a relacdo acidos
graxos saturados: insaturados.

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacéo
com CLA na dieta de matrizes de frango de corte e na racdo pds-eclosao da progénie sobre o
peso relativo de 6rgdos, a biometria intestinal e a histomorfometria de segmentos do intestino

delgado dos pintos até os sete dias de idade, bem como o desempenho pré-inicial dessas aves.

MATERIAL E METODOS

O estudo compde o projeto de pesquisa protocolado na Comisséo de Etica no Uso
de Animais — CEUA — da UFG, sob o nimero 011/2015, e aprovado no dia 03/04/2015.
Foram distribuidos, em duas incubadoras, ovos provenientes de dois lotes comerciais de
matrizes de frangos de corte (Gallus gallus), pertencentes & linhagem Cobb 500®, com 58
semanas de idade. Durante 26 dias, um dos lotes foi suplementado com 0,042% do produto
comercial (Lutalin® - BASF), para garantir, conforme as recomendagOes do fabricante,
0,025% de inclusdo de acido linoleico conjugado (CLA; trans-10, cis-12) na dieta das
matrizes.

A composicao das dietas experimentais para matrizes é apresentada na Tabela 1.

Considerando que a formacgdo da gema leva aproximadamente 21 dias, as aves
foram suplementadas por 26 dias, periodo suficiente para a inducdo de modifica¢cbes na gema
por meio da dieta. Apds esse periodo, 820 ovos, 410 por tratamento, foram coletados
aleatoriamente no dia da postura e passaram por sanitizacdo seca, sendo fumigados com
paraformol. Os ovos foram encaminhados a Escola de Veterindria e Zootecnia da

Universidade Federal de Goias, onde foram selecionados 270 ovos por tratamento para
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incubacdo, considerando-se a integridade da casca, a apresentacdo de forma eliptica, e 0 peso
médio de 70,30g + 4,83g. Os ovos foram armazenados a 20°C por 66 horas, e em seguida,
pré-aquecidos a 26°C por 6 horas, completando 72 horas de armazenamento antes de serem

incubados.

TABELA 1 — Composicao das dietas experimentais para matrizes (%) com base na matéria

natural

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 68,179 68,128
Farelo de soja 17,416 17,425
Calcario 7,876 7,876
Caulim 4,000 4,000
Farinha de carne e 0ss0s 1,500 1,5000
Sal comum 0,223 0,223
Fosfato bicélcico 0,200 0,200
Bicarbonato de sédio 0,150 0,150
Suplemento mineral® 0,150 0,150
Suplemento vitaminico? 0,100 0,100
Colina 0,082 0,082
DL-metionina 0,080 0,080
L-treonina 0,030 0,030
Antioxidantes® 0,016 0,016
CLA* - 0,042
Enzima’ 0,003 0,003
COMPOSICAO CALCULADA

Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2736 2734
Proteina bruta (%) 13,90 13,90
Acido linoleico (%) 2,50 2,57
Lisina digestivel (%) 0,60 0,60
Metionina + cistina (%) 0,47 0,46
Treonina digestivel (%) 0,50 0,50
Calcio (%) 3,29 3,29
Fdsforo disponivel (%) 0,20 0,20
Saédio (%) 0,34 0,34

Suplemento mineral - niveis de garantia por quilograma de produto: Manganés 80.000 mg, Zinco 70.000 mg,
Ferro 40.000 mg, Cobre 8.000 mg, lodo 1.000 mg; .’Suplemento vitaminico - niveis de garantia por quilograma
do produto: vitamina E 110.000 mg, vitamina A 14.000 Ul, vitamina D3 3.000 Ul, vitamina K3 6.000 mg,
vitamina B1 3.000 mg, vitamina B2 12.000 mg, vitamina B6 6.000 mg, vitamina B12 30 mg, niacina 60.000 mg,
4cido pantoténico 20.000 mg, 4cido félico 4.000 mg, biotina 300 mg.. *Etoxiquim 66,6%, BHA 99% e Acido
citrico 99,5%. “CLA (Lutalin®). °Enzima fitase (Natuphos® 10.000).

ApoOs serem enumerados, de acordo com o0s tratamentos, os ovos foram
distribuidos em duas incubadoras (modelo MAOLDA — Gaiolas Almeida, Aparecida de
Goiania - GO) com capacidade para 270 ovos, com trés bandejas cada e capacidade de
acomodar 90 ovos por bandeja, sendo a metade (45 ovos) preenchida por cada tratamento. As
incubadoras possuiam sistema para viragem automatica dos ovos a cada duas horas e painel

para controle da temperatura e monitoramento da umidade relativa. Os ovos foram mantidos a
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temperatura constante de 37,7°C e umidade por volta de 60%, verificadas constantemente
com o auxilio de termohigrémetros.

A partir do momento da eclosdo dos cinco primeiros pintos, realizou-se o
acompanhamento dos nascimentos, com retirada das aves completamente secas das
incubadoras a cada cinco horas, até que as eclosfes cessassem por completo, 0 que ocorreu as
523 horas de incubag&o.

Apdbs o nascimento, todas as aves receberam dietas pos-eclosdo trituradas (3g por
ave), acrescidas ou nao de 0,025% de CLA, para consumo por 12 horas, antes do alojamento.
Assim como para as matrizes, a suplementacdo pos-eclosdo também foi realizada utilizando
0,042% de um produto comercial (Lutalin® - BASF), para garantir, conforme as
recomendacdes do fabricante, 0,025% de inclusdo de &cido linoleico conjugado (CLA; trans-
10, cis-12). As racbes foram formuladas a base de milho e farelo de soja, de acordo com as
recomendacBes estabelecidas por Rostagno et al.'’. Além da ragdo, os pintos também
receberam agua a vontade, para evitar desidratagdo e comprometimento de sua qualidade.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2,
com adicdo de CLA a dieta das matrizes e/ou a dieta pés-eclosdo (dieta da matriz — controle
ou 0,025% de CLA,; dieta pos-eclosdo — controle ou 0,025% de CLA), totalizando 4
tratamentos.

As variaveis avaliadas incluiram o peso relativo dos 6rgdos, peso relativo e
comprimento do intestino total e delgado, e determinacdo da altura de vilo e profundidade de
cripta dos segmentos do intestino delgado ap6s o periodo de suplementacdo pds-eclosdo e aos
sete dias de idade. Aléem disso, determinou-se o0 desempenho pré-inicial dos pintos.

Antes do alojamento, cinco aves por tratamento foram eutanasiadas e pesadas com
e sem o saco vitelinico. Figado, coracdo, moela+proventriculo e pancreas foram pesados para
determinacdo do peso relativo, calculado por meio da seguinte formula: peso relativo = (100 x
peso do 0rgao) / peso da ave.

Também verificou-se 0 peso e o comprimento de intestino total e delgado, com
coleta de fragmentos do duodeno, jejuno e ileo.

As aves foram entdo alojadas em baterias de aco galvanizado, contendo
comedouros e bebedouros do tipo linear, aquecidas por lampada incandescente de 100 volts.
Foram utilizadas 240 aves, distribuidas em 4 tratamentos e 6 repeti¢cdes de 10 aves cada.

Apbs o alojamento, todas as aves passaram a receber a dieta pré-inicial comum,

sem suplementacdo de CLA. A racdo pos-ecloséo controle e a ragdo pré-inicial apresentavam



104

a mesma formulacdo, diferindo apenas quanto a forma fisica, sendo a ragdo poés-eclosdo

triturada e a pré-inicial farelada. A composicdo das racdes é expressa na Tabela 2.

TABELA 2 — Composicao das dietas experimentais fornecidas a progénie (%), com base na
matéria natural

TRATAMENTO

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 52,00

Farelo de soja 38,90

Oleo de soja 2,50

Fosfato bicalcico 2,00

Amido 1,54 1,50
Calcério 1,08

Sal comum 0,57

L-Lisina 0,40

DL-Metionina 0,40

L-Treonina 0,20

Premix mineral e vitaminico® 0,40

CLA’ 0,00 0,04
COMPOSICAO CALCULADA

Proteina bruta (%) 22,46

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2950

Calcio (%) 1,00

Fadsforo disponivel (%) 0,48

Acido linoleico (%) 2,60

Lisina digestivel (%) 1,41

Metionina digestivel (%) 0,69

Metionina + cistina digestivel (%) 0,98

Treonina digestivel (%) 0,94

Cloro (%) 0,39

Potassio (%) 0,86

Sédio (%) 0,24

CLA trans-10, cis-12 (%) 0,00 0,02

'Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg): Vitamina A, 2.000.000 Ul; Vitamina D3, 600.000 UI;
Vitamina E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg; Vitamina
B6, 700 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg; Acido
folico, 250 mg; Biotina, 15 mg; Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g; lodo,
250 mg; Zinco, 18 g; Selénio, 75 mg; Nicarbazina, 10 g; Maduramicina, 937,50 mg; Virginiamicina,
4.125 mg.

? Lutalin (BASF®)

Aos sete dias de idade, novamente duas aves por repeticdo foram eutanasiadas por
deslocamento cervical para verificagdo do peso corporal, pesagem de 6rgdos e intestino,
verificacdo do comprimento de intestino e coleta de fragmentos do duodeno, jejuno e ileo.

Os fragmentos foram fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada,
processados conforme a metodologia descrita por Luna® e coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE). Para cada fragmento coletado, uma lamina histologica foi confeccionada. Apds este

processo, as imagens foram obtidas em microscopio Leica DM550, e digitalizadas para o
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computador com o auxilio da cdmera de video Leica ICC50. Utilizou-se a objetiva de 4x para
a captura das imagens das vilosidades intestinais, objetiva de 10x para as criptas, e o software
Image J para verificacdo dos indices histomorfométricos (altura de vilosidade e profundidade
de cripta). Foram avaliadas 20 vilosidades e 20 criptas intestinais por lamina. Foram
confeccionadas, por tratamento, para cada segmento, 5 laminas apds o periodo pés-eclosao e
12 laminas aos sete dias de idade.

Para avaliacdo do desempenho, as aves foram pesadas antes do periodo de 12
horas, e as aves e as dietas foram pesadas antes do alojamento e aos sete dias, para célculo do
peso corporal médio, ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar e viabilidade
criatoria.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (P<0,05), utilizando o

software R?.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 3, observa-se que, ap6s 12 horas de suplementacdo pds-eclosdo, houve
interacdo dos fatores para peso corporal (P<0,001) e peso relativo do pancreas (P=0,026). O

desdobramento é apresentado na Tabela 4.

TABELA 3 - Peso relativo (%) em relacdo ao peso corporal de 6rgdos de pintos provenientes
de matrizes suplementadas com CLA, apds 12 horas de suplementacdo pos-

eclosédo

Tratamentos Peso PesO  pRZmoela+  PR? PR? PR?

; corporal liquido . . ~ A
(Dietas) ) @) proventriculo figado coracdo  péancreas
MATRIZ
Controle 47,02 b 44,72 10,48 3,43 0,82 0,28
CLA 51,51a 45,69 11,07 3,55 0,89 0,29
POS-ECLOSAO
Controle 4711b 45,74 10,46 3,40 0,88 0,27
CLA 51,42 a 44,68 11,09 3,58 0,83 0,29
Valor de P
Dieta Matriz <0,001 0,647 0,417 0,499 0,335 0,503
Dieta P6s-eclosao <0,001 0,616 0,387 0,338 0,469 0,360
Dieta Matriz x <0,001 0,376 0,351 0,974 0,433 0,026
Dieta p6s-eclosdo
CV (%) 1,00 9,99 14,35 11,67 16,56 14,44

Peso corporal da ave sem o saco vitelinico; °PR = Peso relativo.
*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Pintos provenientes de matrizes suplementadas, também suplementados na fase

pos-eclosdo, apresentaram maior peso corporal e o menor peso foi obtido em pintos néo
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suplementados oriundos de matrizes também ndo suplementadas (Tabela 4). Demonstra-
se, com isso, que a combinagdo da suplementacdo da matriz e da progénie conduziu ao
melhor resultado. O CLA tem a habilidade de estimular o desenvolvimento do trato

12, 0 que é importante nos estagios iniciais de vida dos pintos, pois

gastrointestina
refletem a capacidade de aproveitamento dos nutrientes e o desempenho ao longo da

criagao.

TABELA 4 - Desdobramento das interacdes significativas em pintos provenientes de
matrizes suplementadas com CLA, apds 12 horas de suplementacdo pos-

eclosdo
Variavel Dieta p6s-eclosio Dieta da matriz
Controle CLA
Peso corporal Controle 43,47 Bb 50,58 Ba
CLA 50,76 Ab 52,27 Aa
PR! pancreas Controle 0,294 Aa 0,262 Ba
CLA 0,256 Ab 0,327 Aa

PR = Peso relativo (%).
*Médias seguidas de letras distintas, maiusculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

O mesmo comportamento foi observado para a variavel peso relativo de
pancreas, que foi maior em aves provenientes de matrizes suplementadas e que também
receberam 0 CLA na dieta (Tabela 4). O presente trabalho corrobora os resultados de Noto

1.2, que provaram, em ratos, a capacidade do CLA em preservar a funcdo pancreética.

eta

Aos sete dias de idade (Tabela 5), houve interacdo da dieta da matriz e da dieta
pos-eclosdo para os pesos relativos de moela + proventriculo (P<0,001), de figado (P=0,002)
e de pancreas (P=0,002). O desdobramento é apresentado na Tabela 6.

O fornecimento de CLA as matrizes e aos pintos resultou em menor peso
relativo de moela + proventriculo. O peso relativo deste 6rgdo também foi reduzido em
pintos ndo suplementados oriundos de matrizes também néo suplementadas, se
comparados a progénie de matrizes que receberam o acido graxo. Aos sete dias de idade, a
progénie de matrizes que receberam o produto, porém ndo suplementada diretamente de
CLA, apresentou maiores pesos relativos de figado e de pancreas (Tabelas 6). A literatura
mostra que o CLA tem a capacidade de aumentar o peso de figado, devido ao maior depdsito
de gordura neste 6rgao®*%>2

Os resultados expressos na Tabela 6 indicam possivel limita¢do na capacidade
de sua utilizacdo pelos pintos aos sete dias de idade, capacidade essa, modulada pela

disposicéo lipidica ainda presente do saco da gema e pela metabolizacédo hepatica.
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TABELA S5 - Peso relativo (%) de 6rgdos de pintos de corte aos sete dias de idade,
provenientes de matrizes suplementadas com CLA e também suplementados na
fase pos-eclosao

. PR! moela + PR! 1 . 1o
Tratamentos (Dietas) proventriculo figado PR coracdo  PR" pancreas
MATRIZ
Controle 8,00 a 3,77 a 1,000 0,453
CLA 742D 3,57b 0,966 0,465
POS-ECLOSAO
Controle 7,55 3,60 0,969 0,450
CLA 7,88 3,74 1,004 0,468
Valor de P
Dieta Matriz 0,037 0,023 0,336 0,525
Dieta P6s-eclosdo 0,229 0,104 0,419 0,327
Dieta Matriz x Dieta pds-eclosdo <0,001 0,002 0,652 0,002
CV (%) 11,67 7,67 14,83 13,42

PR = Peso relativo.
*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

E possivel que a suplementagdo conjunta — tanto na matriz quanto no neonato
— tenha causado o acumulo de CLA no organismo, ultrapassando a recomendacdo
designada pelos fabricantes do suplemento, e conduzido ao menor peso dos 6rgaos
avaliados, embora o peso de figado ndo tenha aumentado, ndo indicando sobrecarga do

mesmo.

TABELA 6 - Desdobramento das interacdes significativas para peso relativo (%) de 6rgaos
de pintos de corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes
suplementadas com CLA e também suplementados na fase p6s-eclosdo

Dieta da matriz

Variavel Dieta pos-ecloséo Controle CLA
1 . Controle 7,22 Ab 8,78 Aa
PR™ moela + proventriculo CLA 788 Aa 6.97 Bb
1 g Controle 3,57 Ab 3,98 Aa
PR figado CLA 3,64 Aa 351 Ba
PR! pancreas Controle 0,425 Ab 0,505 Aa
CLA 0,475 Aa 0,432 Ba

PR = Peso relativo.
*Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

Apbs o periodo de 12 horas, ndo houve efeito da dieta da matriz e da progénie
sobre as variaveis avaliadas (Tabela 7). Aos sete dias de idade, a suplementacdo pos-eclosédo
aumentou o0s comprimentos de intestino total e delgado (P=0,005 e P=0,004,
respectivamente), e o CLA aumentou o comprimento de intestino delgado (P=0,014). Houve

interacdo dos fatores para os pesos relativos de intestino total (P<0,001) e delgado (P=0,008)
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(Tabela 8). Em ambos 0s casos, 0 peso relativo foi menor quando ndo houve nenhuma fonte
de suplementacdo; entretanto, o duplo fornecimento de CLA também ndo proporcionou 0s
melhores valores, sendo, de acordo com tais resultados, mais indicada a suplementacédo

apenas da matriz ou do neonato (Tabela 9).

TABELA 7 - Biometria intestinal de pintos provenientes de matrizes suplementadas com
CLA, ap0s 12 horas de suplementacdo pds-eclosao

Peso relativo Peso relativo Comprimento Comprimento

Tratamentos intestino total intestino Intestino total intestino delgado

9) delgado (g) (cm) (cm)
MATRIZ
Controle 6,39 4,34 53,05 49,51
CLA 6,68 4,99 50,70 47,65
POS-ECLOSAO
Controle 6,32 4,34 51,55 48,01
CLA 6,75 4,98 52,20 49,15
Valor de P
Dieta Matriz 0,625 0,186 0,314 0,388
Dieta P6s-eclosdo 0,464 0,192 0,777 0,594
Dieta Matriz x 0,291 0,787 0,476 0,445
dieta pds-eclosdo
CV (%) 19,80 22,54 9,75 9,65

TABELA 8 - Biometria intestinal de pintos de corte aos sete dias de idade, provenientes de
matrizes suplementadas com CLA e também suplementados na fase pos-

eclosdo
Peso relativo Peso relativo Comprimento Comprimento

Tratamentos intestino total intestino intestino total (cm) intestino delgado

(9) delgado (g) (cm)
MATRIZ
Controle 8,19 6,20 88,91 83,05b
CLA 8,44 6,27 92,70 87,75a
POS-ECLOSAO
Controle 8,01b 6,01 b 87,68 b 82,61b
CLA 8,62 a 6,46 a 93,93 a 88,18 a
Valor de P
Dieta Matriz 0,279 0,715 0,084 0,014
Dieta Pos- 0,010 0,017 0,005 0,004
eclosédo
Dieta Matriz x <0,001 0,008 0,699 0,751
dieta pds-eclosdo
CV (%) 9,04 9,55 8,19 7,32

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Ao final da fase pré-inicial, sdo claras as evidéncias do efeito benéfico do CLA
sobre a biometria intestinal. No sétimo dia, ainda houve influéncia da suplementacdo isolada
da matriz sobre o comprimento de intestino delgado (P=0,01). Contudo, nessa fase, a

suplementacdo pos-eclosdo apresentou resultados mais positivos do que o proporcionado pela
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dieta materna, pois houve melhora para todas as variaveis avaliadas, com a utilizacdo do
CLA.

TABELA 9 - Desdobramento das interagdes significativas da biometria intestinal de pintos
de corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes suplementadas com
CLA e também suplementados na fase pos-eclosdo

Dieta da matriz

Variavel Dieta pos-ecloséo Controle CLA
. Controle 7,38Bb 9,00Aa

PR intestino total CLA 8,64Aa 8,24Ba
L Controle 5,72Bb 6,69Aa

PR" intestino delgado CLA 6,30Aa 6,24 Aa

PR = Peso relativo.
*Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minasculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

Vaérios relatos na literatura sugerem, de diferentes formas, a capacidade do CLA

em promover o desenvolvimento do intestino. Chanuwat et al.?’

provaram que o CLA foi
capaz de manter a contagem total de bactérias produtoras de acido latico no intestino, havendo
reducdo em pintos ndo suplementados. Além disso, demonstraram que o ileo apresentou a

1.%® relataram a

contagem mais elevada durante o periodo de suplementacdo. Bergamo et a
capacidade do CLA em proteger a mucosa intestinal. Murphy et al.? ainda apontaram que a
exposicdo ao CLA promoveu alteracdo da expressao de genes relacionados ao transporte de
calcio intestinal. A supressao da colite e a atividade anticarcinogénica em func¢éo da producdo
de CLA por bactérias probiéticas intestinais também foram descritas na literatura'* .

Apo6s 12 horas de suplementacdo pés-eclosdo, pintos oriundos de matrizes
suplementadas apresentaram maior altura de vilo de jejuno (P=0,054). Pintos alimentados
com ragdo pds-eclosdo contendo CLA apresentaram maior profundidade de cripta de duodeno
(P<0,001) e menor altura de vilo de ileo (P<0,001) (Tabela 10).

Houve interagdo para profundidade de cripta do jejuno e do ileo, ambas
significativas a P<0,001 (Tabela 10). Maior profundidade de cripta do jejuno foi observada
quando houve suplementacdo apenas da matriz ou apenas na dieta pds-eclosdo, e maior
profundidade de cripta ileal foi observada quando ndo houve nenhuma suplementacdo ou
guando matrizes e neonatos foram suplementados (Tabela 11).

Quando ofertado a matriz, o CLA pode alterar o perfil de acidos graxos da gema
dos ovos e do saco vitelinico da progénie, modificando também a relacdo de &cidos graxos
saturados: insaturados. Essa alteracdo pode levar a morte embriondria, uma vez que o

organismo do embrido pode ndo ser capaz de assimilar os acidos graxos disponiveis para seu
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desenvolvimento®!. Mesmo néo sendo suficiente para causar mortalidade embrionaria, o nivel
de CLA utilizado pode ter alterado o perfil de &cidos graxos e, consequentemente,
influenciado o desenvolvimento intestinal, pois 0 mesmo depende dos nutrientes presentes na
gema residual, sendo a assimilacdo de acidos graxos prioridade quando comparada a outros
nutrientes, como glicose e metionina®. A exposicdo precoce a acidos graxos das familias
O0mega-3 e 6 pode modular a composi¢do em acidos graxos poli-insaturados de tecidos e

membranas celulares de pintos, inclusive no intestino delgado®.

TABELA 10 - Altura de vilo e profundidade de cripta (um) do intestino de pintos
provenientes de matrizes suplementadas com CLA, apés 12 horas de
suplementacao po6s-eclosdo

Duodeno Jejuno ileo

Tratamento Vilo Cripta Vilo Cripta Vilo Cripta
MATRIZ

Controle 420 84 177 b 62 141 75
CLA 431 83 186 a 61 146 75
POS-ECLOSAO

Controle 428 78D 182 66 a 151 a 73D
CLA 424 89 a 181 58 b 136 b 77 a
Valor de P

Dieta Matriz 0,224 0,221 0,054 0,290 0,178 0,869
Dieta P6s-eclosdo 0,647  <0,001 0,805 <0,001 <0,001 0,006
Dieta Matriz x dieta p6s-eclosao 0,540 0,243 0,334 <0,001 0,623 <0,001
CV (%) 8,68 14,21 10,29 12,85 13,72 10,26

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

TABELA 11 - Desdobramento das interacdes significativas da histomorfometria intestinal
de pintos de corte provenientes de matrizes suplementadas com CLA, ap6s
12 horas de suplementacdo pds-eclosdo

Dieta da matriz
Controle CLA
Dieta p6s-eclosdo

Profundidade de cripta do jejuno

Controle 62 Ba 63 Aa

CLA 70 Aa 53 Bb
Profundidade de cripta do ileo

Controle 80 Aa 71Bb

CLA 74 Ba 76 Aa

*Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

Aos sete dias de idade, pintos de matrizes suplementadas apresentaram menor
profundidade de cripta do ileo (P=0,001). A progénie suplementada apresentou menor
profundidade de cripta do duodeno (P=0,004). Houve interacdo dos fatores para profundidade
de cripta do jejuno (P=0,008) e altura de vilo ielal (P=0,006) (Tabela 12).
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TABELA 12 - Altura de vilo e profundidade de cripta (um) do intestino de pintos de corte aos
sete dias de idade, provenientes de matrizes suplementadas com CLA e
também suplementados na fase pos-eclosédo

Duodeno Jejuno ileo

Tratamento Vilo Cripta  Vilo  Cripta Vilo Cripta
MATRIZ
Controle 648 213 417 209 297 a 170 b
CLA 658 220 418 195 286 b 183 a
POS-ECLOSAO
Controle 656 223 a 415 212 286 b 175
CLA 650 210b 420 192 297 a 178
Valor de P
Dieta Matriz 0,393 0,112 0,834 <0,001 <0,001 0,001
Dieta P6s-eclosdo 0,579 0,004 0,429 <0,001 <0,001 0,483
Dieta Matriz x dieta p6s-eclosao 0,325 0,549 0,343 0,008 0,006 0,716
CV (%) 8,69 14,01 8,93 12,19 6,31 17,37

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Foram encontradas criptas de jejuno mais profundas em quando n&o houve
nenhuma fonte de suplementacdo. Pintos suplementados oriundos de matrizes nao

suplementadas apresentaram menor altura de vilo ileal (Tabela 13).

4
|3

Dierick et al.”” descreveram a capacidade dos acidos graxos da dieta em aumentar

a altura de vilos em leitdes recém-desmamados. No presente estudo, todos os segmentos do
intestino delgado foram histologicamente influenciados pelo uso de CLA. Nosrati et al.* e

Wang et al.*

investigaram os efeitos do CLA na histomorfometria intestinal e observaram sua
capacidade em aumentar a altura de vilos no intestino delgado e a profundidade de criptas no

duodeno e jejuno.

TABELA 13 — Desdobramento das interacdes significativas da histomorfometria intestinal
de pintos de corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes
suplementadas com CLA, suplementados durante a fase pds-eclosao

Dieta da matriz
Controle CLA
Dieta p6s-eclosédo

Profundidade de cripta do jejuno

Controle 223 Aa 195 Ab

CLA 201 Ba 189 Ab
Altura de vilo do ileo

Controle 294 Aa 300 Aa

CLA 277 Bb 295 Aa

*Médias seguidas de letras distintas, maidsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

No presente estudo e também em outros trabalhos de pesquisa, foram observados
resultados diversificados quanto ao real efeito do CLA sobre o desenvolvimento histoldgico

intestinal. Como apontado por Adabi et al.*’, caso os resultados fossem mais claros quanto a
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capacidade dos &cidos graxos poli-insaturados em estimular significativamente as adaptaces
morfolégicas das vilosidades, haveria importantes contribuicbes para a inddstria de nutricdo
avicola e eficiéncia de producéo.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram as conclusdes estabelecidas
por Fernandes et al.*® que afirmaram que a suplementacéo da dieta da matriz com nutrientes
especificos pode resultar em alteracbes positivas na progénie, entretanto, a suplementacao
conjunta da progénie pode ser necessaria para melhorar o desempenho e caracteristicas e
carcaca, entre outros.

Na Tabela 14, encontram-se o0s resultados referentes ao desempenho dos
pintainhos aos sete dias de idade, havendo efeito significativo da dieta da matriz sobre o peso
corporal (P=0,016) e o ganho de peso (P=0,013). Tratamentos cuja dieta da matriz continha
CLA apresentaram melhores resultados.

De forma semelhante, a suplementacdo materna de CLA aumentou o crescimento
da progénie aos 21 dias de idade, conforme pesquisa realizada por Leone et al.*. An et al.?
ndo observaram alteracdo do ganho de peso em pintos em funcdo da inclusdo de CLA na
dieta, enquanto Nosrati et al.** concluiram que a suplementagdo de pintos com CLA néo

alterou o consumo de ragao.

TABELA 14 - Desempenho de pintos de corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes
suplementadas com CLA e também suplementados na fase p6s-eclosdo

Tratamentos Peso corporal Consumode Ganhode Converséo Viabilidade
(Dietas) aos 7 dias (g) racédo (9) peso (g) alimentar criatéria (%o)
MATRIZ

Controle 164,6 b 120,3 118,1b 1,013 100,0
CLA 172,6 a 126,1 126,3 a 0,979 100,0
POS-ECLOSAO

Controle 168,6 123,4 122,3 1,000 100,0
CLA 168,2 123,1 122,2 0,990 100,0
Valor de P

Dieta Matriz 0,016 0,203 0,013 0,222 1,000
Dieta Pésclosio 0,892 0,941 0,975 0,662 1,000
Dieta Matriz x 0,817 0,624 0,743 0,984 1,000
Dieta P6s-eclosdo

CV (%) 4,66 8,02 6,03 6,71 0,00

*Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).

Tendo em vista o incremento observado para desempenho dos pintos neonatos
provenientes de matrizes suplementadas, a utilizacdo do CLA em dietas de reprodutoras pode

ser recomendado.
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CONCLUSAO
O fornecimento de CLA as matrizes garante melhor desempenho pré-inicial da
progénie. A suplementacdo conjunta de matrizes e progénie aumenta o peso relativo dos
Orgdos apos as 12 horas de suplementacdo pos-eclosdo, porém os reduz aos sete dias de idade,
e também favorece o desenvolvimento intestinal macroscopicamente.
Com base nos resultados referentes ao desempenho, recomenda-se a

suplementacdo da matriz com CLA.
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CAPITULO5- CONTAGEM LINFOCITARIA E BIOMETRIA EM ORGAOS
LINFOIDES, IMUNIDADE CELULAR E HUMORAL DA
PROGENIE DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO E SUPLEMENTADA NA FASE POS-
ECLOSAO

RESUMO

Objetivou-se avaliar a resposta imune de pintos suplementados com CLA, oriundos de
matrizes também suplementadas. Adotou-se o delineamento em blocos casualizados,
contendo dois tratamentos (0; 0,025% CLA para matrizes). Foram incubados 270 ovos por
tratamento, considerando as duas incubadoras utilizadas como blocos. Os neonatos receberam
dietas pds-eclosdo suplementadas. Alojaram-se 320 pintos em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema 2x2 (CLA materno, CLA pds-eclosdo), totalizando quatro
tratamentos e oito repeticGes de 10 aves. Aos 18 dias de incubagdo, a eclosdo, antes do
alojamento e aos sete dias, avaliaram-se: peso relativo (PR) e contagem linfocitaria (CL) de
baco (Ba) e bursa (Bu), titulos de anticorpos e hipersensibilidade a fitohemaglutinina. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia. Antes do alojamento, pintos néo
suplementados apresentaram maior PRBa. Houve maior PRBuU para a progénie suplementada,
de matrizes ndo suplementadas. Aos sete dias, pintos suplementados de matrizes néo
suplementadas, apresentaram maior PRBa. Pintos ndo suplementados de matrizes
suplementadas apresentaram maior PRBu. Neonatos de matrizes suplementadas apresentaram
maior CLBu. A dupla suplementacéo elevou a CLBu antes do alojamento. Aos sete dias,
pintos suplementados apresentaram maior reacdo a fitohemaglutinina 12 horas pos-
inoculacdo. A suplementacdo da matriz promoveu maior reagdo, independente da dieta pos-
eclosdo, 24 horas pos-inoculacdo. O CLA pdés-eclosdo diminuiu a reacdo em pintos de
matrizes nao suplementadas. A suplementacdo da matriz elevou os titulos no saco vitelinico
ao nascimento e antes do alojamento. A suplementacdo pds-eclosdo aumentou os titulos no
soro aos sete dias. Conclui-se que o CLA estimula a imunidade de pintos quando fornecido a
matriz ou & progeénie.

Palavras-chave: Acido graxo poli-insaturado, imunidade passiva, imunonutri¢do
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CHAPTERS5- LYMPHOCYTES COUNTING AND BIOMETRY IN LYMPHOID
ORGANS, AND CELLULAR AND HUMORAL IMMUNITY OF THE
PROGENY OF BROILER BREEDERS SUPPLEMENTED WITH
CONJUGATED LINOLEIC ACID AND SUPPLEMENTED IN THE
POST-HATCHING PHASE

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the immune response of broiler chicks supplemented with CLA,
originated from supplemented breeders. The completely randomized block design was
adopted, containing two treatments (0; 0,025% CLA for breeders). There were incubated 270
eggs per treatment, considering the two utilized hatchers as blocks. Newly hatched chicks
received supplemented post-hatching diets. A total of 320 chicks were housed in a completely
randomized design, in a 2x2 arrangement (maternal CLA, post-hatch CLA), totalizing four
treatments and eight replications of ten birds. At 18 days of incubation, at hacth, before
housing and at seven days old, relative weights (RW) and lymphocyte count (LC) of spleen
(Sp) and bursa (Bu), antibody titers and hypersensitivity to phytohemagglutinin were
evaluated. Data were submitted to analysis of variance. Before housing, non-supplemented
chicks presented higher SpRW. The BuRW was higher for the supplemented progeny,
originated from non-supplemented breeders. At seven days, supplemented chicks from non-
supplemented breeders presented higher SpRW. Non-supplemented chicks from
supplemented breeders showed higher BURW. Newly hatched chicks from supplemented
breeders showed higher BuLC. Double supplementation increased BuLC before housing. At
seven days, supplemented chicks showed higher reaction to phytohemagglutinin 12 hours
post-inoculation. Breeder supplementation increased the reacao, independent of post-hatching
diet, 24 hours post-inoculation. Post-hatch CLA decreased the reaction in chicks from non-
supplemented breeders. Breeder supplementation increased the titers in the yolk sac at hatch
and before housing. Post-hatch supplementation increased serum titers at seven days old. In
conclusion, CLA stimulates chick immunity when supplied to the breeder or to the progeny.

Keywords: Immunonutrition, passive immunity, polyunsaturated fatty acid.
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INTRODUCAO

A imunidade passiva € caracterizada pela transferéncia de anticorpos de um
individuo para outro®. A imunizacao passiva natural ocorre por meio da transferéncia materna
de imunoglobulinas & sua progénie?, dependendo dos desafios ou das vacinagdes a que a
matriz foi exposta. Por esse motivo, ha correlagdo direta entre os niveis de imunoglobulinas
encontrados na matriz e no neonato.

Em aves, as imunoglobulinas podem ser classificadas em trés isotipos distintos:
IgA, IgM e IgY, esta ultima considerada equivalente a 1gG dos mamiferos, embora sua
semelhanca também com a IgE de mamiferos leve alguns estudiosos a classifica-la como
intermediéria de 19G e IgE®.

Apds a eclosdo, as reservas presentes no saco vitelinico contém imunoglobulinas,
principalmente IgY*, principal isotipo transferido pela matriz & progénie. Sabendo que a
quantidade destas biomoléculas adquiridas passivamente reflete a condicdo materna,
desenvolver estratégias que melhorem a imunidade da matriz pode ser um meio de melhorar
esta condicao na progénie.

A composicdo da dieta € um dos fatores que podem influenciar as fungdes
imunolégicas; embora, com o0 avancar das pesquisas, esteja tornando-se claro que as
necessidades nutricionais para a boa resposta imune nem sempre sdo as mesmas designadas
para o crescimento da ave”.

Impactos positivos da dieta da matriz na imunidade da progénie foram
primeiramente relatados em pesquisas com minerais traco e vitaminas®. Leandro et al.®
demonstraram que o tipo de programa alimentar ao qual a matriz pode ser submetida também
pode influenciar a transferéncia de anticorpos para a progénie, assim como a meia-vida
desses, além de alterar o desenvolvimento inicial dos tecidos linfoides.

A sobrevivéncia e a qualidade do neonato dependem de sua habilidade em
responder efetivamente, apropriadamente, e no tempo adequado, a diferentes agentes
estressores aos quais é submetido®. O embrido em desenvolvimento e o pinto neonato s&o
completamente dependentes dos nutrientes depositados no ovo. Por esse motivo, o status
fisiologico a eclosdo é diretamente influenciado pela nutricdo da matriz.

A reducdo da idade para comercializagdo do frango para abate reforca a
importancia da nutricdo nas fases iniciais de vida. Atualmente, o papel da composicdo do
contetdo lipidico da dieta das matrizes ndo tem sido suficientemente considerado sobre a
imunidade e resposta inflamatdria da progénie. A exposi¢do precoce a acidos graxos das
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classes 6mega-3 e 6 pode influenciar a composicdo lipidica das membranas celulares e a
producdo de mediadores inflamatérios, além de influenciar seu metabolismo’.

O acido linoleico conjugado (CLA) refere-se ao termo coletivo utilizado para
designar os isdmeros posicionais e geométricos do acido linoleico, nos quais as duplas
ligagdes sdo conjugadas®. E naturalmente encontrado na carne e em derivados l4cteos, e pode
ser artificialmente produzido para fins experimentais, como suplemento dietético®.

O CLA pode influenciar o metabolismo lipidico, pois induz a [B-oxidacéo,
sobretudo no tecido adiposo, para obtencdo de energia. Assim, o armazenamento de &cidos
graxos é inibido™.

O CLA tem sido associado a melhora da imunidade inata e adaptativa,
promovendo proliferacdo linfocitaria, maior producdo de interleucina-2 (IL-2), reducdo do
fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 6 (IL-6)', e influenciando a sintese de
eicosanoides™.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo de matrizes
pesadas com CLA e da suplementacdo na dieta pds-eclosdo dos pintos sobre a imunidade da
progénie, por meio de biometria e contagem de linfocitos em 6rgédos linfoides, resposta de
hipersensibilidade cuténea a fitohemaglutinina e titulacdo de imunoglobulina G em amostras
de soro e contetdo do saco vitelinico.

MATERIAL E METODOS

O estudo compde o projeto de pesquisa protocolado na Comisséo de Etica no Uso
de Animais — CEUA — da UFG, sob o nimero 011/2015, e aprovado no dia 03/04/2015.
Foram incubados, em duas incubadoras, ovos provenientes de dois lotes comerciais de
matrizes de frangos de corte (Gallus gallus), pertencentes & linhagem Cobb 500®, com 58
semanas de idade.

Um dos lotes foi suplementado com 0,042% de um produto comercial (Lutalin® —
BASF), para garantir, conforme as recomendagdes do fabricante, 0,025% de incluséo de acido
linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis-12 na dieta das matrizes. Considerando que a
formagéo da gema leva aproximadamente 21 dias, as aves foram suplementadas por 26 dias,
periodo suficiente para a indugdo de modificacdes na gema por meio da dieta. Inicialmente,
foi adotado o delineamento em blocos casualizados, considerando a incubadora utilizada
como critério de determinacdo do bloco, composto por dois tratamentos (0 e 0,025% de CLA
na dieta da matriz). A composi¢do das dietas experimentais para matrizes é apresentada na
Tabela 1.
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TABELA 1 — Composicdo das dietas experimentais para matrizes (%), com base na matéria

natural

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 68,179 68,128
Farelo de soja 17,416 17,425
Calcério 7,876 7,876
Caulim 4,000 4,000
Farinha de carne e 0ssos 1,500 1,5000
Sal comum 0,223 0,223
Fosfato bicélcico 0,200 0,200
Bicarbonato de sodio 0,150 0,150
Suplemento mineral® 0,150 0,150
Suplemento vitaminico? 0,100 0,100
Colina 0,082 0,082
DL-metionina 0,080 0,080
L-treonina 0,030 0,030
Antioxidantes® 0,016 0,016
CLA* - 0,042
Enzima’ 0,003 0,003
COMPOSICAO CALCULADA

Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2736 2734
Proteina bruta (%) 13,90 13,90
Acido linoleico (%) 2,50 2,57
Lisina digestivel (%) 0,60 0,60
Metionina + cistina (%) 0,47 0,46
Treonina digestivel (%) 0,50 0,50
Calcio (%) 3,29 3,29
Fdsforo disponivel (%) 0,20 0,20
Saédio (%) 0,34 0,34

ISuplemento mineral - niveis de garantia por quilograma de produto: Manganés 80.000 mg, Zinco 70.000 mg,
Ferro 40.000 mg, Cobre 8.000 mg, lodo 1.000 mg; .’Suplemento vitaminico - niveis de garantia por quilograma
do produto: vitamina E 110.000 mg, vitamina A 14.000 Ul, vitamina D3 3.000 Ul, vitamina K3 6.000 mg,
vitamina B1 3.000 mg, vitamina B2 12.000 mg, vitamina B6 6.000 mg, vitamina B12 30 mg, niacina 60.000 mg,
4cido pantoténico 20.000 mg, 4cido félico 4.000 mg, biotina 300 mg.. *Etoxiquim 66,6%, BHA 99% e Acido
citrico 99,5%. “CLA (Lutalin®). °Enzima fitase (Natuphos® 10.000).

As variaveis avaliadas na progénie incluiram o peso de baco e bursa, a contagem
linfocitaria nesses orgéos e os titulos de anticorpos no soro e no conteudo do saco vitelinico,
determinados em embrides aos 18 dias de incubagdo e em neonatos.

As matrizes foram vacinadas com 1, 8, 13 e 22 semanas de idade, contra Doenca
de Newcastle, bronquite infecciosa, doenca de Gumboro e reovirose (Poulvac i Maternavac® -
FORT DODGE).

Apos o periodo de suplementagdo das matrizes, 820 ovos, 410 por lote, foram
aleatoriamente coletados, higienizados e encaminhados a Escola de Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias, e destes foram selecionados 270 ovos por tratamento para
incubacdo, considerando-se a integridade da casca, a apresentacao de forma eliptica, e 0 peso

médio de 70,30g + 4,83g. Os ovos foram armazenados a 20°C por 66 horas e, em seguida,
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pré-aquecidos a 26°C por 6 horas, completando 72 horas de armazenamento antes de serem
incubados.

ApoOs serem enumerados, de acordo com o0s tratamentos, os ovos foram
distribuidos em duas incubadoras (modelo MAOLDA — Gaiolas Almeida, Aparecida de
Goiania - GO) com capacidade para 270 ovos, com trés bandejas cada e capacidade de
acomodar 90 ovos por bandeja, sendo a metade (45 ovos) preenchida por cada tratamento. As
incubadoras possuiam sistema para viragem automatica dos ovos a cada duas horas e painel
para controle da temperatura e monitoramento da umidade relativa. Os ovos foram mantidos a
temperatura constante de 37,7°C e umidade por volta de 60%, verificadas constantemente
com o auxilio de termohigrémetros.

No 182 dia de incubacdo, durante a transferéncia para as bandejas de ecloséo,
foram selecionados aleatoriamente cinco ovos de cada tratamento, para realizacdo de
necropsia do embrido e coleta do conteddo do saco vitelinico, que foi armazenado a
temperatura de -20°C. Também foram coletados os 6rgdos linfoides (baco e bursa) para
obtencdo do peso relativo e para confeccdo de laminas histoldgicas, com o objetivo de realizar
a contagem de linfdcitos.

Apos a eclosdo, foi realizada a colheita de sangue de 20 pintos por tratamento, por
meio de punc¢do cardiaca, e posterior centrifugacdo para obtencdo das amostras de soro, que
foram armazenadas a temperatura de -20°C. ApOs eutandsia destas aves, realizada por
deslocamento cervical, procedeu-se a coleta do conteddo do saco Vvitelinico e
acondicionamento apropriado das amostras, coleta de bago e bursa para pesagem, e separagédo
de baco e bursa para a confec¢do das laminas histologicas.

Apbs o nascimento, todas as aves receberam dietas pds-eclosao trituradas (3g por
ave), acrescidas ou nao de 0,025% de CLA, para consumo por 12 horas, antes do alojamento.
Assim como para as matrizes, a suplementacdo pos-eclosdo também foi realizada utilizando
0,042% de um produto comercial (Lutalin® - BASF), para garantir, conforme as
recomendacdes do fabricante, 0,025% de incluséo de &cido linoleico conjugado (CLA; trans-
10, cis-12). As ragdes foram formuladas a base de milho e farelo de soja, de acordo com as
recomendacdes estabelecidas por Rostagno et al.’’. Além da racdo, os pintos também
receberam agua ad libitum, para evitar desidratacdo e comprometimento de sua qualidade.

A partir de entdo, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2, com adicdo de CLA a dieta das matrizes e/ou a dieta pos-eclosao (dieta
da matriz — controle ou 0,025% de CLA; dieta pds-eclosédo — controle ou 0,025% de CLA),

totalizando 4 tratamentos. As variaveis avaliadas foram as mesmas descritas para embrides e
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neonatos, e foram realizadas apds o periodo de suplementacdo pds-eclosdo e aos sete dias de
idade. Além, disso, determinou-se a reacdo de hipersensibilidade cutanea a fitohemaglutinina
(PHA) aos sete dias de idade.

Antes do alojamento, cinco aves por tratamento foram submetidas a puncéo
cardiaca para coleta de sangue e posterior obtencdo do soro, e & eutanasia para coleta do
contetido do saco vitelinico, com acondicionamento das amostras a -20°C, e coleta de baco e
bursa para pesagem, e separacdo de baco e bursa para a confec¢do das laminas histoldgicas.

As aves foram entdo alojadas em baterias de aco galvanizado, contendo
comedouros e bebedouros do tipo linear, aquecidas por lampada incandescente de 100 volts.
Foram utilizadas 240 aves, distribuidas em 4 tratamentos e 6 repeticdes de 10 aves cada.

Apds o alojamento, todas as aves passaram a receber a mesma dieta controle, sem
suplementacdo de CLA. As dietas pos-eclosdo controle e pré-inicial apresentavam a mesma
formulacdo, diferindo apenas quanto a forma fisica, sendo a ragdo po6s-eclosdo triturada e a
pré-inicial farelada. A composicao das racdes é expressa na Tabela 2.

Aos sete dias, novamente duas aves por repeticdo foram submetidas a eutanésia
para coleta de baco e bursa para pesagem, e separacdo de baco e bursa para a confec¢do das
laminas histoldgicas, sendo 10 aves por tratamento previamente submetidas a puncéo cardiaca
para coleta de sangue e posterior obtencdo do soro, com acondicionamento das amostras a -
20°C.

Aos sete dias, também foram selecionadas duas aves por repeticdo para avaliacao
da reacdo de hipersensibilidade cutdnea a fitohemaglutinina (PHA). Inoculou-se
intradermicamente na prega interdigital 0,1mL de PHA (Vitrocell®) entre o 3¢ e 42 digitos do
pé direito. Como controle negativo, inoculou-se 0,1mL de solucéo fisiologica estéril entre o
39 e 42 digitos do pé esquerdo. Com paquimetro digital, aferiu-se o espessamento da pele, em
milimetros, em ambos os pes, antes da inoculacdo (HO) e 3, 6, 12 e 24 horas apos. As
respostas foram medidas pela espessura da pele nos tempos de inoculagdo menos a espessura
verificada em HO, em ambos os pés. Em seguida, realizou-se o calculo: Reacdo = resposta a
PHA (pé direito) — resposta controle (pé esquerdo).

Os fragmentos de baco e bursa foram fixados em solugdo de formalina a 10%
tamponada, processados conforme a metodologia descrita por Luna** e as laminas foram
cordas com Hematoxilina-Eosina (HE). Ap0s este processo, as imagens foram obtidas em
microscopio Leica DM550, e digitalizadas para o computador com o auxilio da camera de
video Leica ICC50.
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TABELA 2—- Composicao das dietas experimentais fornecidas a progénie (%), com base na
matéria natural

TRATAMENTO

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 52,00

Farelo de soja 38,90

Oleo de soja 2,50

Fosfato bicalcico 2,00

Amido 1,54 1,50
Calcério 1,08

Sal comum 0,57

L-Lisina 0,40

DL-Metionina 0,40

L-Treonina 0,20

Premix mineral e vitaminico® 0,40

CLA? 0,00 0,04
COMPOSICAO CALCULADA

Proteina bruta (%) 22,46

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950

Calcio (%) 1,00

Fadsforo disponivel (%) 0,48

Acido linoleico (%) 2,60

Lisina digestivel (%) 1,41

Metionina digestivel (%) 0,69

Metionina + cistina digestivel (%) 0,98

Treonina digestivel (%) 0,94

Cloro (%) 0,39

Potassio (%) 0,86

Saédio (%) 0,24

CLA trans-10, cis-12 (%) 0,00 0,02

Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg): Vitamina A, 2.000.000 Ul; Vitamina D3, 600.000 Ul; Vitamina
E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg; Vitamina B6, 700 mg; Vitamina
B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg; Acido fdlico, 250 mg; Biotina, 15 mg;
Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g; lodo, 250 mg; Zinco, 18 g; Selénio, 75 mg;
Nicarbazina, 10 g; Maduramicina, 937,50 mg; Virginiamicina, 4.125 mg.

?Lutalin (BASF®)

Utilizou-se a objetiva de 100x para a captura de quatro imagens por lamina, € o
software Image J para auxilio na contagem linfocitaria. Uma estrutura de linhas
quadriculadas, formando uma grade com 35 intersec¢des foi sobreposta a cada imagem e 0s
nacleos de linfécitos presentes nas interse¢des das linhas foram contabilizados. Foram
avaliadas, por tratamento, para cada 6rgdo, 5 laminas de embribes, 4 de neonatos, 5 apds o
periodo pos-ecloséo e 12 aos sete dias de idade.

As amostras de soro e contetdo do saco vitelinico foram submetidas a analise
pelo Kit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para deteccdo de anticorpos (IgG de
galinha) contra o virus da Doenca de Newcastle - NDV (Biochek®), sendo processadas de

acordo com as recomendac0es do fabricante.
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A leitura da microplaca contendo o material amostrado foi feita imediatamente
ap6s o término do processo em leitora de microplacas de ELISA Polaris (Celer®), com
absorbancia medida com comprimento de onda de 405 nm, e os resultados foram obtidos por
meio do Biochek Il Software (2015 version), que correlaciona a leitura das amostras a leitura
dos controles e estabelece, a partir dessa correlacdo, a concentracdo de imunoglobulinas.

Os dados referentes a contagem celular, biometria de Orgdos, reacdo de
hipersensibilidade cutanea a PHA e titulos de imunoglobulinas foram submetidos a analise de

variancia a 5% de probabilidade, utilizando o software R,

RESULTADOS E DISCUSSAO
Observa-se, na Tabela 3, que a suplementacdo da matriz ndo resultou em alteracéo
dos pesos relativos de baco (P=0,71) e bursa (P=0,09) no embrido e também na ave neonata

(P=0,13 e P=0,62 para baco e bursa, respectivamente).

TABELA 3 — Peso relativo (%) de baco e bursa de embrides aos 18 dias de incubagdo e
pintos neonatos oriundos de matrizes suplementadas com CLA

Tratamentos Embriéo Neonato

Baco (%) Bursa (%) Baco (%) Bursa (%)
Controle 0,047 0,038 0,030 0,074
CLA 0,049 0,050 0,033 0,076
Valor de P 0,71 0,09 0,13 0,62
CV (%) 17,98 20,48 25,39 26,91

Entretanto, decorridas 12 horas entre o final do processo de eclosdo e o
alojamento, ocasido em que 0s pintos receberam a ragdo pds-eclosdo, notou-se que a progénie
diretamente suplementada de CLA apresentou menor peso relativo de baco (P=0,001), se
comparada a progénie alimentada com racdo controle (Tabela 4). Por se tratar de um 6rgdo
linfoide secundario, sua funcdo imunologica depende do estimulo antigénico, que ainda néo
havia ocorrido. Assim, apenas o CLA né&o foi capaz de garantir aumento do seu peso relativo.

Observou-se interagdo (P=0,02) dos fatores dieta da matriz e dieta p6s-eclosdo no
peso relativo de bursa (Tabela 4). A progénie diretamente suplementada, porém oriunda de
matrizes do tratamento controle, apresentou maior peso relativo de bursa (Tabela 5).

Aos sete dias de idade, houve interacdo dos fatores para os pesos relativos de bago
e bursa (P=0,009 e P=0,01, respectivamente) (Tabela 4). A progénie diretamente

suplementada, porém oriunda de matrizes do lote controle, apresentou maior peso relativo de
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baco (Tabela 5), enquanto pintos sem acesso ao CLA e oriundos de matrizes suplementadas
apresentaram maior peso relativo de bursa (Tabela 5).

TABELA 4 - Peso relativo (%) de baco e bursa de pintos ap6s 12 horas de suplementagéo
pos-eclosdo de CLA, e aos sete dias de idade, oriundos de matrizes
suplementadas com CLA

Tratamentos Apo6s 12 horas Sete dias de idade
Baco (%) Bursa (%) Baco (%) Bursa (%)
DIETA MATRIZ
Controle 0,056 0,135 0,079 0,186
CLA 0,051 0,132 0,080 0,184
DIETA POS-ECLOSAO
Controle 0,060 a 0,140 0,080 0,184
CLA 0,048 b 0,127 0,078 0,187
Valor de P
Dieta Matriz 0,14 0,78 0,95 0,80
Dieta Pos-eclosédo 0,001 0,29 0,65 0,76
Dieta Matriz x Dieta pds-eclosdo 0,86 0,02 0,009 0,01
CV (%) 11,23 14,97 16,85 16,61

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 5 - Desdobramento das interagdes significativas para 6rgdos linfoides de pintos
oriundos de matrizes suplementadas com CLA, submetidos a 12 horas de
suplementacao pds-eclosao

Dieta da matriz

Variavel Dieta pos-ecloséo Controle CLA
1 , Controle 0,126 Aa 0,145 Aa
PR" bursa apds 12 horas CLA 0.155 Aa 0,110 Ab
1 . . Controle 0,075 Aa 0,084 Aa
PR™ baco aos sete dias de idade CLA 0.086 Aa 0,073 Ab
PR! bursa aos sete dias de idade Controle 0,1720 Ab 0,2018 Aa
CLA 0,1964 Aa 0,1725 Aa

PR = Peso relativo.
*Meédias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

Baseando-se nos resultados descritos, € possivel inferir que, aos sete dias de
idade, o CLA foi capaz de estimular o sistema imunologico dos pintainhos, refletindo em
maior peso dos 6rgdos avaliados; e ap0os as 12 horas de intervalo pos-ecloséo, pelo maior peso
de bursa. O peso dos o6rgaos linfoides pode ser facilmente obtido e indica a capacidade do
organismo na producéo de células linfoides em uma resposta imune®®.

A atividade imunolégica no embrido é primariamente efetuada pelo timo e pela
bursa, sendo a imunidade mediada por células desenvolvida na segunda semana de incubacao.

Os linfocitos do bago sdo mais numerosos imediatamente antes e logo apos a eclosdo, mas
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ndo chegam a superar a populagdo linfocitaria do timo e da bursa'’. Visto a importancia das
fases embrionaria e poés-eclosdo no desenvolvimento da imunidade da ave, promover
condicdes adequadas e que estimulem sistema imunologico pode favorecer a capacidade do
organismo em responder aos desafios por toda a vida.

As evidéncias de que o CLA apresenta atividade imunomoduladora séo
amplamente descritas na literatura, abrangendo varias espécies animais. Acidos graxos poli-
insaturados dmega-3 melhoram a resposta imune das aves'®, refletindo em maior peso do
baco'®, e o CLA especificamente pode estimular o crescimento de tecidos linfoides como timo
e bursa, a proliferacdo linfocitaria e consequente producio elevada de anticorpos®. DeLany et
al.?! descreveram o aumento do bago em ratos suplementados de CLA.

A suplementacdo apenas da matriz ndo foi suficiente para alterar o peso dos
orgdos linfoides da progénie, mas ao interagir com a suplementacao pos-ecloséo, trés entre as
quatro variaveis avaliadas foram alteradas. O contato precoce da progénie com o CLA,
proporcionado pela injecdo in ovo, também aumentou o peso relativo da bursa de Fabricius,
importante para a imunidade humoral das aves, aos 21 e 42 dias de idade?. Patterson et al.?*,
por outro lado, ndo observaram diferencas no peso do bago de leitdes oriundos de matrizes
suplementadas de CLA.

Ao analisar as interagOes, nota-se que o maior peso de baco ou bursa foi obtido
com apenas uma fonte de suplementacdo de CLA — na dieta da matriz ou na dieta do neonato.
A dupla suplementacdo ndo conduziu aos melhores resultados. Deve-se compreender que 0S
tratamentos envolvem vias com um equilibrio delicado e, por esse motivo, o resultado
esperado pode, algumas vezes, ser acompanhado de efeitos colaterais indesejados®*.

Ao se realizar a contagem linfocitaria, verificou-se aumento desse tipo celular na
bursa de neonatos oriundos de matrizes suplementadas (P=0,01), ndo sendo encontrada

diferenga no baco e nos érgéos linfoides de embrides (P>0,05) (Tabela 6).

TABELA 6 — Contagem de linfocitos presentes no baco e na bursa de embrides e pintos
neonatos oriundos de matrizes suplementadas com CLA

Tratamentos Embrido Neonato

Baco Bursa Baco Bursa
Controle 4,20 5,45 6,25 7,37b
CLA 3,93 6,65 6,50 11,12 a
Valor de P 0,68 0,09 0,82 0,01
CV (%) 38,81 30,02 29,71 29,00

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).
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Apos 12 horas, a suplementacdo pos-eclosdo levou a diminuicdo da contagem
linfocitaria do baco (P=0,03) (Tabela 7). A interacdo para a contagem na bursa foi
significativa (P=0,01), sendo maior quando houve duplo fornecimento de CLA (Tabela 8).

Aos sete dias, os tratamentos ndo mais influenciaram a populacgéo linfocitaria dos
6rgdos avaliados (P>0,05) (Tabela 7).

TABELA 7 — Contagem de linfécitos presentes no bacgo e na bursa de pintos ap6s 12 horas de
suplementacdo pds-eclosdo de CLA, e aos sete dias de idade, oriundos de
matrizes suplementadas com CLA

Apos 12 horas Sete dias de idade
Tratamentos
Baco Bursa Baco Bursa
DIETA MATRIZ
Controle 7,90 9,23 b 10,75 13,23
CLA 7,61 1141 a 11,15 12,90
DIETA POS-ECLOSAO
Controle 8,45a 9,99 10,48 13,30
CLA 7,06b 10,65 11,41 12,83
Valor de P
Dieta Matriz 0,64 <0,001 0,60 0,58
Dieta Pds-eclosao 0,03 0,20 0,23 0,45
Dieta Matriz x Dieta pds-eclosédo 0,36 0,01 0,73 0,28
CV (%) 27,49 19,41 23,48 18,49

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 8 — Desdobramento da interacdo para contagem linfocitaria na bursa de pintos apds
12 horas de suplementacdo pds-eclosdo de CLA, oriundos de matrizes
suplementadas com CLA

Dieta da matriz

Variavel Dieta pos-ecloséo Controle CLA
1 ) Controle 9,55 Aa 8,91 Ba
CL" bursa apos 12 horas CLA 10,43 Ab 1240 Aa

ICL = contagem linfocitria.
*Médias seguidas de letras distintas, maiusculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

Considerando os resultados da contagem linfocitaria, a bursa, um 6rgéo linfoide
primario, foi mais responsiva a utilizacdo do CLA, sendo influenciada positivamente. O bago,
por sua vez, foi negativamente afetado pelo acido graxo, possivelmente por ser um 6rgao
linfoide secundéario e que, portanto, necessita de estimulo antigénico para elaboracdo da

resposta imune. He et al.?°

também relataram a capacidade do CLA em estimular a produgéo
linfocitaria.
Na Tabela 9, observam-se os dados referentes a resposta a PHA. Dietas pds-

eclosdo contendo CLA induziram uma maior reacdo cutanea (P=0,003) 12 horas ap0s a



128

inoculagdo. Apos 24 horas, houve interacdo dos fatores dieta da matriz e dieta pds-ecloséo
(P<0,001). Considerando a dieta da matriz, a adicdo de CLA promoveu maior reacao,
independente do tipo de dieta pds-eclosdo. Contudo, considerando a dieta da progénie, o CLA
reduziu os valores observados em pintos provenientes de matrizes ndo suplementadas (Tabela
10).

TABELA 9 - Reacdo de hipersensibilidade cutanea a fitohemaglutinina (PHA) em pintos de
corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes suplementadas com CLA
e também suplementados na fase pds-eclosdo

Reacéo Reacao Reacéo Reacéo

Tratamentos apos 3h  apds 6h apos 12h apos 24h
DIETA MATRIZ
Controle 0,285 0,470 0,257 0,289 a
CLA 0,280 0,468 0,277 0,231b
DIETA POS-ECLOSAO
Controle 0,277 0,457 0,242 b 0,202 b
CLA 0,288 0,481 0,291 a 0,318 a
Valor de P
Dieta Matriz 0,76 0,94 0,21 <0,001
Dieta Pos-eclosdo 0,57 0,16 0,003 <0,001
Dieta Matriz x Dieta p6s-eclosdo 0,69 0,67 0,59 <0,001
CV (%) 20,29 12,07 18,97 17,12

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 10 - Interacdo da reacdo de hipersensibilidade cutanea a fitohemaglutinina (PHA)
em pintos de corte aos sete dias de idade, provenientes de matrizes
suplementadas com CLA e também suplementados na fase pés-eclosdo, 24
horas ap0s a inoculacdo

Dieta da matriz

Variavel Dieta pos-ecloséo Controle CLA
) ) Controle 0,260 Ab 0,319 Aa
CL" bursa ap0s 12 horas CLA 0,144 Bb 0,318 Aa

ICL = contagem linfocitéria.
*Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si pelo teste F a
5%.

A eficacia do sistema imune ndo depende apenas da possibilidade de
reconhecimento de antigenos, mas também da amplificacdo dessa resposta por meio da
indugdo da proliferacio linfocitaria®, e a PHA, por sua vez, é um mitégeno de células T,
induzindo, portanto, a proliferacdo de linfocitos T. Assim, a injecdo de PHA induz a resposta
T-linfoproliferativa in vivo localizada®.

No presente estudo nota-se, de forma geral, que o CLA foi capaz de aumentar 0s

valores referentes a reacdo de hipersensibilidade cutanea a PHA, sugerindo sua capacidade de
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estimular o sistema imunoldgico da ave. Os resultados foram mais consistentes decorridas 24
horas do momento da inoclugéo, e a suplementacdo da matriz foi mais eficaz em produzir a
reacao do que a suplementacdo pos-ecloséo.

Varios estudos em diversas espécies tém demonstrado o efeito imunomodulador
do CLA. No entanto, deve-se compreender que os tratamentos envolvem vias com um
equilibrio delicado e, por esse motivo, o resultado esperado pode, algumas vezes, ser
acompanhado de efeitos colaterais®*.

Hayek et al.?’

2
.28

sugeriram que o CLA estimula a proliferacdo de células T in vitro.
Cook et al.“” observaram que frangos suplementados com CLA, e desafiados com endotoxinas
de Escherichia coli, apresentaram maior proliferacdo linfocitaria horas apds a aplicacdo de
PHA, o que indica sua habilidade como estimulador da resposta imune. Azadegan Mehr et
al.?? reportaram que a exposicdo ao CLA antes mesmo da eclosdo, como ocorre nos casos de
suplementacéo in ovo, melhorou a resposta imune mediada por células, avaliada pela resposta

a inoculacdo de PHA. Long et al.?®

relataram que o CLA tem a capacidade de estimular a
resposta de linfocitos T, e que houve estabilizacdo da resposta avaliada 12h apds a inoculagéo.

Estudos desenvolvidos por Khatibjoo et al.*°, envolvendo matrizes de corte,
demonstraram que o aumento da relacdo de acidos graxos poli-insaturados 6mega-6: 6mega 3,
de 4 para 8, aumentou a espessura da prega digital nestas aves quatro horas apds a inoculagéo
de PHA, e propuseram que respostas apdés 24 horas de inoculacdo representam
hipersensibilidade tardia tipo IV, cuja supressdo por acidos graxos poli-insaturados da familia
0mega-3 tem sido relatada e atribuida, em parte, a reducéo nos niveis de acido araquiddnico e
eicosanoides derivados.

A a¢do imunomoduladora do CLA pode ser, em parte, atribuida a competi¢do com
o 4cido linoleico na biossintese de 4cido araquiddnico®’. O acido araquidonico é precursor de
eicosanoides, como a prostaglandina E2; por esse motivo, a ingestdo de CLA poderia reduzir
sua producdo®, ja que a prostaglandina E2, por sua vez, pode suprimir a producdo de
interleucina-2 e a proliferacdo de células T3,

No entanto, a suplementacdo de CLA pode néo resultar em efeitos significativos,
como foi observado apds 3 e 6 horas (Tabela 9), e como descrito por Takahashi et al.®, que
ndo verificaram diferenca na subpopulacdo de células T e proliferagdo de esplendcitos
induzida pela PHA em frangos suplementados de CLA.

Ao avaliar a imunidade humoral da progénie, observa-se que aos 18 dias de
incubacdo, os titulos de anticorpos presentes no conteldo do saco vitelinico dos embrifes ndo

apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (P=0,76) (Tabela 11). A eclosio
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(Tabela 12), entretanto, neonatos oriundos de matrizes suplementadas apresentaram maiores
titulos de anticorpos no saco vitelinico (P=0,001), embora tal alteragdo ndo tenha sido
verificada no soro (P=0,09).

A maioria da IgG obtida passivamente esta presente no saco vitelinico. 1sso ocorre
porque essa imunoglobulina é depositada diretamente na gema, sendo que a taxa de
transferéncia da matriz para o ovo pode chegar a 30%>. Portanto, elevar os titulos séricos de
IgG na matriz representa maior chance de incorporacdo dos mesmos a gema, e consequente

melhora da imunidade passiva da progénie.

TABELA 11 — Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no
contetido do saco vitelinico de embrides de pintos de corte (18d) oriundos de
matrizes suplementadas com CLA

Tratamentos Titulos no saco vitelinico
Embrido Controle 8091,25
Embrido CLA 8563,75

Valor de P 0,76

CV (%) 25,75

TABELA 12 — Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no soro
e no conteido do saco vitelinico de pintos neonatos oriundos de matrizes
suplementadas com CLA

Tratamentos Titulos - -
Soro Saco vitelinico

Neonato Controle 1525,200 6027,071 b

Neonato CLA 2251,324 11364,417 a

Valor de P 0,09 0,001

CV (%) 58,35 43,01

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

ApoOs as 12 horas de alimentacdo pods-eclosdo, a progénie de matrizes
suplementadas com CLA continuou a apresentar maior titulo de anticorpos (P=0,02) no saco
vitelinico em relacdo a progénie de matrizes do lote controle (Tabela 13), mostrando a
persisténcia da imunidade passiva e caracterizando sua importancia nas primeiras fases de
vida apo6s a ecloséo.

Aos sete dias de idade, ndo houve mais efeito da nutricdo da matriz no titulo de
anticorpos da progénie (Tabela 14). Sabe-se que o0s a imunidade passiva nos pintos permanece
até que o nivel de imunoglobulinas transferidas pela matriz reduza em virtude de seu
metabolismo. Assim, mesmo que diferencas ndo tenham sido observadas aos sete dias, a

suplementacdo das matrizes demonstrou ser uma pratica util, pois proporcionou maior titulo
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de anticorpos nas fases anteriores e provavelmente ofereceu melhores condigdes que
garantiram melhor preparo das aves antes de alcancarem o final do periodo pré-inicial.
Considerando os resultados obtidos, a suplementacao via dieta da matriz foi mais eficiente em
aumentar os titulos de anticorpos na progénie, se comparada a suplementacdo na dieta pos-

eclosdo.

TABELA 13 — Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no soro
e no conteudo do saco vitelinico de pintos de corte oriundos de matrizes
suplementadas com CLA, apds 12 horas de suplementacdo pds-eclosao

Tratamentos Titulos ——
Soro Saco vitelinico
DIETA MATRIZ
Controle 4266,8 9601,2 b
CLA 4702,4 13176,9 a
DIETA POS-ECLOSAO
Controle 4036,6 10917,6
CLA 4932,6 11860,5
Valor de P
Dieta Matriz 0,73 0,02
Dieta Pos-eclosdo 0,48 0,51
Dieta Matriz x Dieta p6s-eclosdo 0,58 0,19
CV (%) 62,90 26,73

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 14 — Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no soro
de pintos de corte aos sete dias de idade, oriundos de matrizes suplementadas
com CLA e suplementados na fase p6s-eclosao

Tratamentos Titulos no soro
DIETA MATRIZ
Controle 1534,978
CLA 1645,350
DIETA POS-ECLOSAO
Controle 1956,300 a
CLA 1224,028 b
Valor de P
Dieta Matriz 0,71
Dieta P0s-eclosdo 0,02
Dieta Matriz x Dieta pds-eclosdo 0,81
CV (%) 59,46

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

O fornecimento de CLA na fase pos-eclosdo, por sua vez, resultou em menores

titulos de anticorpos (P=0,02) (Tabela 14), demonstrando 0 mesmo comportamento observado
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para o peso relativo de bago (Tabela 4), embora ndo haja explicagdo aparente para que o CLA
apresente efeito imunossupressor.
Pesquisadores se propuseram a investigar os efeitos da nutricdo da matriz sobre a

progénie®°

, € observaram real capacidade de influenciar a resposta imunoldgica.
Corroborando tais pesquisas, foi demonstrada, por meio dos resultados aqui apresentados, a
possibilidade de melhora da imunidade por meio da manipulacéo da dieta materna.

Moraes et al.*” propuseram que o CLA tem a capacidade de aumentar a sintese de
interleucina-2 (IL-2), e que possivelmente este seja o motivo da producdo de
imunoglobulinas. He et al.?’ relataram que o CLA promove o crescimento de tecidos
linfoides, estimula a producdo de linfocitos e a producdo de anticorpos, como previamente

citado nesta pesquisa.

CONCLUSAO
Conclui-se que o CLA é capaz de estimular o sistema imunolégico celular,
humoral, e a imunidade passiva e adaptativa de pintos de corte quando fornecido na racéo da

matriz ou na racdo pds-eclosao.
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CAPITULO 6 - BIOMETRIA INTESTINAL, PESO RELATIVO DE ORGAOS,
DESEMPENHO E METABOLIZABILIDADE DOS NUTRIENTES
DE DIETAS CONTENDO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
PARA FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A JEJUM
ALIMENTAR POS-ECLOSAO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desenvolvimento intestinal e dos 6rgdos, o desempenho e
metabolizabilidade de dietas para pintos submetidos a jejum alimentar pds-eclosdo,
suplementados com CLA. Foram alojados 320 pintos, em delineamento inteiramente
casualizado e esquema 2x2, com jejum (0; 12h) e CLA pré-inicial (0; 0,025%), totalizando 4
tratamentos e 8 repeticbes de 10 aves. Dos 4 aos 7 dias, determinou-se a retencdo e 0s
balangos de nitrogénio (BN) e extrato etéreo (BEE), e os coeficientes de metabolizabilidade
da matéria seca (CMMS), nitrogénio (CMN) e extrato etéreo (CMEE). Avaliaram-se o
desempenho, os pesos relativos (PR) de 6rgéos e a biometria de intestino total e delgado (ID),
até 35 dias. Os dados foram submetidos a analise de variancia (P<0,05). O jejum reduziu 0s
comprimentos intestinais até 14 dias, os PR de intestino, figado e pancreas apdés 12h, de
moela+proventriculo apos 12h, aos sete e aos 21 dias, e a absor¢do do saco vitelinico. O CLA
reduziu o PR ID apds 12h. O jejum reduziu o BEE. O CLA reduziu o CMMS e o BEE. O
jejum em aves nao suplementadas aumentou 0 CMN. O jejum reduziu o peso corporal ap6s
12h; e o peso corporal, o consumo de ragdo (CR) e 0 ganho de peso aos sete e 14 dias. De 1-
35 e de 22-35 dias, 0 jejum reduziu o CR. Concluindo, o jejum prejudicou o desenvolvimento
intestinal, o PR de 6rgdos, o desempenho e reduziu o BEE, ndo havendo melhora devido a
suplementacdo com CLA. O CLA reduziu o PR ID na primeira semana.

Palavras-chave: Acido graxo poli-insaturado, balanco de nitrogénio, desenvolvimento
intestinal, dieta pré-inicial, nutricdo p6s-ecloséo.
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CHAPTER 6 - INTESTINAL BIOMETRY, ORGANS RELATIVE WEIGHT,
PERFORMANCE AND METABOLIZABILITY OF NUTRIENTS OF
DIETS CONTAINING CONJUGATED LINOLEIC ACID FOR
BROILERS SUBMITTED TO POST-HATCH FASTING

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the intestine and organs development, performance and
metabolizability of diets for chicks submitted to post-hatching fasting, supplemented with
CLA. A total of 320 chicks were housed in a completely randomized design, in a 2x2
arrangement, with fasting (0; 12h) and pre-starter CLA (0; 0.025%), totalizing 4 treatments
and 8 replicates of 10 birds. From 4 to 7 days, retention and balance of nitrogen (NB) and
ether extract (EEB), and metabolizability coefficients of dry matter (MCDM), nitrogen
(MCN) and Ether extract (MCEE) were determined. Performance, organs relative weights
(RW), and total and small intestine (SI) biometry were evaluated up to 35 days. Data were
submitted to analysis of variance (P<0.05). Fasting reduced intestinal lengths up to 14 days,
and RW of intestine, liver and pancreas after 12h, RW of gizzard+proventriculus after 12h, at
7 and 21 days, and absorption of the yolk sac. The CLA reduced the SI RW after 12h. Fasting
reduced the EEB. CLA reduced MCDM and EEB. Fasting in non-supplemented birds
increased MCN. Fasting reduced body weight after 12 h; and reduced body weight, feed
intake (FI) and weight gain at 7 and 14 days. From 1 to 35 and from 22 to 35 days, fasting
reduced FI. In conclusion, fasting decreased intestine development, organs RW, performance
and EEB, and there was no improvement in fasted birds due to CLA supplementation. CLA
reduced SI RW in the first week old.

Keywords: Gut development, nitrogen balance, polyunsaturated fatty acid, post-hatching
nutrition, pre-starter diet.
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INTRODUCAO

Para que a producéo de frangos de corte seja lucrativa e o produto apresente boa
qualidade, a ave deve alcancar desempenho satisfatdrio, condicdo essa que depende de
diferentes fatores. Entre eles, destaca-se o fornecimento dos nutrientes que permitam a ave
suprir suas necessidades para mantenga, crescimento e desenvolvimento.

Ao abordar o conceito de nutricdo aplicado a producdo avicola, este ndo deve
restringir-se somente a alimentacdo exdgena que € oferecida, mas deve também considerar 0s
nutrientes disponibilizados para a formacdo do embrido e as reservas do saco vitelinico, tao
importantes para o pinto neonato. O contetdo presente no ovo deve ser suficiente para
garantir a formacdo e desenvolvimento adequados durante a vida embrionaria e, ap6s a
eclosdo, dar suporte a maturacdo morfoldgica e funcional da célula e dos 6rgdos do sistema
imunitario.

Embora os lipidios e as proteinas presentes no saco vitelinico sejam utilizados na
auséncia do suprimento de energia via oral ao neonato, esses devem ser preferencialmente
direcionados & sintese celular e & manutencdo da imunidade passival?. Por ser reserva
imediata de proteinas e de energia, o contetdo do saco vitelinico pode manter a ave viva por
trés a quatro dias como Unica fonte de alimento, porém, com prejuizos ao desenvolvimento do
intestino e do sistema imunolégico e ao desempenho®. No primeiro dia de vida, a ave
necessita de 11 kcal para atender as suas necessidades, entretanto, a metabolizacdo completa
de todos os triglicerideos do saco vitelinico ndo produz mais que 9 kcal, insuficiente para
satisfazer a demanda da ave'. Isto faz com que outros nutrientes sejam utilizados para
producdo de energia, inclusive dos diferentes tecidos, com utilizagdo de fluidos intersticiais e
intracelulares®.

Na avicultura comercial, os pintos sdo retirados da incubadora somente apds ter
ocorrido a eclosdo da maioria dos ovos, processo que pode se estender por até dois dias.
Nesse intervalo, a ave ndo tem acesso ao alimento. Em seguida, os procedimentos de
sexagem, vacinagdo, acondicionamento e transporte do incubatorio a granja, entre outros,
prolongam o jejum; o que significa que as aves podem ficar 48 horas ou mais sem se
alimentarem, até que ocorra o alojamento®.

O ganho de peso, 0 peso corporal, a eficiéncia alimentar, a uniformidade do lote e
0s ganhos econdmicos podem ser afetados pelo jejum pés-eclosdo®. A literatura tem

7,8,9,10

demonstrado que o jejum pode prejudicar o desempenho , a qualidade intestinal'**?, o

14
|

sistema imune®®, o desenvolvimento muscular inicial* e até mesmo interferir na expresséo de

certos genes™.
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O trato gastrointestinal pode ter seu desenvolvimento prejudicado caso haja atraso
no primeiro fornecimento de alimento, afetando a digestdo e absorcdo de nutrientes, a
imunidade e o desempenho da ave. O pinto neonato apresenta rapido desenvolvimento
intestinal apos a eclosdo, fato este desencadeado fortemente pela presenca de alimento.
Submeté-lo ao jejum no periodo pés-eclosdo pode afetar a maturagdo intestinal, podendo
haver redugdo da proliferacéo de enterocitos, e prejuizo ao desenvolvimento de vilos e criptas
no duodeno e jejuno™.

Por esse motivo, estratégias que minimizem as consequéncias do jejum pos-
eclosdo devem ser pesquisadas. Entre as medidas adotadas para atenuar tais prejuizos, pode-se
salientar a suplementacdo da ave com nutrientes especificos, que possuam alguma
funcionalidade. Como exemplos, é possivel citar a utilizacdo de suplemento nutricional na
fase pés-eclosdo para aumentar o peso corporal’’ e 0 ganho de peso na fase inicial®®, assim
como o uso de 4cidos organicos™® e simbidticos® para garantir o adequado desenvolvimento
intestinal e a manutencdo de sua integridade.

O écido linoleico conjugado (CLA) designa o grupo de isbmeros posicionais e
geométricos do acido linoleico, nas quais as duplas ligagdes sdo conjugadas®. Seu uso é
associado a reducdo da gordura corporal, a modulagdo da inflamagdo, melhora da resposta
imune e redugéo dos riscos de cancer e doengas cardiovasculares, entre outros”’. O CLA tem
capacidade de interferir no metabolismo lipidico, particularmente nos sistemas celulares de
oxidacdo®. O isomero trans-10, cis-12 pode reduzir a atividade da enzima A-dessaturase e
trazer consequéncias para a sintese de eicosanoides e fluidez de membrana®*.

O CLA pode ser incorporado aos 4cidos graxos de membranas celulares®. Por
este motivo, infere-se que possa influenciar a qualidade das membranas, inclusive no
intestino, alterando sua composicdo e capacidade de absorcdo. Além disso, o0 CLA também

possui efeito imunomodulador, estimulando a imunidade celular e humoral®?#

, que pode
indiretamente melhorar o desempenho e a qualidade dos produtos de origem animal.

Com relacdo ao desempenho, estudos sugerem que o CLA possa favorecer o
crescimento em roedores®® e melhorar a eficiéncia alimentar em diferentes espécies
animais®>%.

Como sua inclusdo na dieta pode melhorar a resposta imune e manter a
integridade celular intestinal, além de reduzir os prejuizos do atraso no fornecimento de racéo,
espera-se que, por esse motivo, haja melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. No
entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do CLA sobre a metabolizabilidade de dietas, abrindo

espaco para novas pesquisas.
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de corte, dos quatro aos sete dias de idade, submetidos a jejum alimentar pés-eclosdo e
suplementados com CLA na fase pré-inicial, bem como o desempenho, a biometria intestinal

e 0 peso dos orgaos dessas aves até os 35 dias de idade.

MATERIAL E METODOS

O estudo compde o projeto de projeto de pesquisa protocolado na Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA — da UFG, sob o nimero 011/2015. Foram recebidos de
um incubatdrio comercial 320 pintos de corte machos e fémeas, linhagem Cobb 500®, com
um dia de vida. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x
2, sendo considerados os seguintes fatores: ado¢do de jejum alimentar pos-eclosdo (com ou
sem jejum alimentar pos-eclosdo de 12 horas) e inclusdo de CLA (trans-10, cis-12) na dieta
pré-inicial (0 ou 0,025% de CLA), totalizando quatro tratamentos e oito repeticGes de dez
aves cada.

Apbs o transporte, do incubatério ao Aviario Experimental da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da UFG, processo que durou aproximadamente 04 horas, as aves
foram pesadas e apresentaram peso médio inicial de 50,18 + 1,25g. Em seguida, as aves foram
distribuidas em baterias de a¢o galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros do tipo
linear. As aves que ndo foram submetidas ao jejum, foi administrada a quantidade de 3g de
racdo experimental, por ave, para consumo, durante 12h, considerado o periodo médio
necessario para transporte e alojamento de aves em condi¢fes comerciais. As aves de todos 0s
tratamentos receberam agua a vontade, para evitar desidratacdo e comprometimento de sua
qualidade.

As ragdes experimentais foram fornecidas as aves até os sete dias de idade e, apés
esse periodo, foi fornecida dieta controle a todos os tratamentos até 35 dias de idade, quando
as aves receberam agua e racdo a vontade. As racdes foram formuladas a base de milho e
farelo de soja, para atender as exigéncias nutricionais das aves, segundo as recomendacdes de

Rostagno et al.**

. Aos tratamentos designados para receber o CLA, foi adicionado, conforme
as recomendacdes do fabricante, 0,042% do produto Lutalin® (BASF), para garantir a
inclusdo de 0,025% de CLA. As ragdes pos-eclosao e as ragdes pré-iniciais apresentavam a
mesma formulacdo dentro do mesmo tratamento, diferindo apenas quanto a forma fisica,
sendo a racdo pos-eclosdo triturada e a pré-inicial farelada. A composicdo das dietas

experimentais é apresentada nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1 - Composicao das dietas experimentais (%), com base na matéria natural,
fornecidas até o final da fase pré-inicial (7 dias de idade)

TRATAMENTO

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 52,00

Farelo de soja 38,90

Oleo de soja 2,50

Fosfato bicalcico 2,00

Amido 1,54 1,50
Calcério 1,08

Sal comum 0,57

L-Lisina 0,40

DL-Metionina 0,40

L-Treonina 0,20

Premix mineral e vitaminico® 0,40

CLA? 0,00 0,04
COMPOSICAO CALCULADA (%)

Proteina bruta 22,46

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,95

Calcio 1,00

Fdsforo disponivel 0,48

Acido linoleico 2,60

Lisina digestivel 1,41

Metionina digestivel 0,69

Metionina + cistina digestivel 0,98

Treonina digestivel 0,94

Cloro 0,39

Potassio 0,86

Saodio 0,24

CLA trans-10, cis-12 0,00 0,02

Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg): Vitamina A, 2.000.000 Ul; Vitamina D3, 600.000 Ul;
Vitamina E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg; Vitamina
B6, 700 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg; Acido
félico, 250 mg; Biotina, 15 mg; Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g; lodo,
250 mg; Zinco, 18 g; Selénio, 75 mg; Nicarbazina, 10 g; Maduramicina, 937,50 mg; Virginiamicina,
4.125 mg.

? Lutalin (BASF®)

Avaliaram-se as seguintes varidveis no presente estudo: para 0 ensaio de
metabolizabilidade, os balancos de extrato etéreo (BEE) e nitrogénio (BN), os coeficientes de
matéria seca (CMMS), extrato etereo (CMEE) e nitrogénio (CMN) e a retencdo de extrato
etéreo (RetEE) e nitrogénio (RetN); para a biometria intestinal, os pesos relativos de intestino
total (delgado + grosso) e intestino delgado, e verificagdo do comprimento intestinal, apds as
12 horas de fornecimento da racdo pos-ecloséo e antes do alojamento, e aos sete, 14, 21, 28 e
35 dias. Nas mesmas datas, avaliaram-se 0s pesos relativos de moela + proventriculo, figado,

coracao e pancreas.



142

As varidveis de desempenho avaliadas nas fasesde 1a7,1al14,1a21,1a35¢€
22 a 35 dias de idade incluiram o peso das aves, 0 consumo de racdo e a conversdo alimentar

com correcao de mortalidade e o indice de viabilidade criatoria.

TABELA 2 — Composicao das dietas experimentais (%), com base na matéria natural,
fornecidas nas fases inicial (8 a 21 dias), de crescimento (22 a 33 dias) e de
terminacdo (34 a 35 dias)

INGREDIENTES Fases de criacao

Inicial Crescimento Terminagao

Milho 58,92 60,34 64,05
Farelo de soja 35,09 32,00 29,00
Oleo de soja 2,04 3,61 3,53
Fosfato bicélcico 1,76 1,64 1,50
Calcério 0,91 0,86 0,81
Sal comum 0,48 0,46 0,44
L-Lisina 0,13 0,18 0,19
DL-Metionina 0,22 0,24 0,22
L-Treonina 0,01 0,03 0,03
Premix mineral e vitaminico® 0,40 0,60 0,20
COMPOSICAO CALCULADA (%)

Proteina bruta 20,78 19,56 18,50
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,98 3,10 3,15
Caélcio 0,87 0,82 0,76
Fdsforo disponivel 0,43 0,41 0,38
Acido linoleico 2,47 3,30 3,30
Lisina digestivel 1,11 1,07 1,02
Metionina digestivel 0,50 0,50 0,47
Metionina + cistina digestivel 0,79 0,77 0,73
Treonina digestivel 0,72 0,70 0,66
Cloro 0,34 0,33 0,31
Potassio 0,81 0,76 0,71
Saodio 0,21 0,20 0,19

'Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg) — Fase inicial: Vitamina A, 2.000.000 Ul; Vitamina D3,
600.000 Ul; Vitamina E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg;
Vitamina B6, 700 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg;
Acido félico, 250 mg; Biotina, 15 mg; Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g;
lodo, 250 mg; Zinco, 18 ¢; Selénio, 75 mg; Nicarbazina, 10 g¢g; Maduramicina, 937,50 mg;
Virginiamicina, 4.125 mg. Fase de crescimento: Vitamina A, 1.750.000 Ul; Vitamina D3, 500.000 Ul;
Vitamina E, 3.000 Ul; Vitamina K3, 375 mg; Vitamina B2, 1.250 mg; Acido pantoténico, 3.250 mg;
Vitamina B6, 750 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Acido nicotinico, 8.000 mg; Acido félico, 250 mg;
Biotina, 2,5 mg; Colina, 80 g; Ferro, 10 g; Cobre, 2.500 mg; Manganés, 20 g; Zinco, 18 g; lodo, 250
mg, Selénio, 75 mg; Virginiamicina, 4.125 mg; Salinomicina sédica, 16,5 g. Fase de terminagdo:
Vitamina A, 1.500.000 Ul; Vitamina D3, 350.000 Ul; Vitamina E, 3.500 Ul; Vitamina K3, 350 mg;
Vitamina B1, 250 mg; Vitamina B2, 1.250 mg; Vitamina B6, 250 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg;
Acido pantoténico (min) 4.000 mg; Niacina, 11 g; Acido félico, 400 mg; Colina, 150 g; Cobre, 3.500
mg; Ferro, 20g; Manganés, 30 g; lodo, 400 mg; Zinco, 25 g; Selénio, 100 mg.

Para o ensaio de metabolizabilidade, as bandejas metalicas foram forradas com
lona plastica e posicionadas abaixo das gaiolas para facilitar a remoc¢do das excretas. Os

ensaios metabdlicos foram realizados de quatro a sete dias de idade, pelo método da coleta



143

total das excretas, feito duas vezes ao dia. As excretas foram acondicionadas em sacos
plasticos, identificadas e congeladas para analises bromatoldgicas no Laboratorio de Nutri¢do
Animal do Departamento de Zootecnia da EVZ/UFG.

As analises de matéria seca, proteina bruta e extrato etéreo das racbes e das
excretas foram realizadas em duplicata de acordo com a metodologia descrita por Silva e
Queiroz (2002)*. Ap6s a moagem das amostras e determinacdo da matéria seca, o nitrogénio
total foi determinado pelo método micro Kjeldahl, tendo seu resultado multiplicado pelo fator
6,25 para obtencdo do percentual de proteina bruta. O extrato etéreo foi determinado pelo
método a quente (método de Soxhlet), no qual a extracdo foi feita com éter de petroleo e o
resultado é calculado pela diferenca de peso da amostra ao inicio e ao final da extracéo.

O BN foi calculado pela diferenca entre o nitrogénio consumido e o nitrogénio
excretado. O BEE também foi calculado subtraindo-se o extrato etéreo (EE) excretado do EE
consumido. O CMN foi calculado por meio da seguinte formula: CMN= (BN/N ingerido) x
100. O CMEE e 0 CMMS foram obtidos da mesma maneira. A RetN foi calculada por meio
da férmula: RetN= (BN/ Ganho de peso no periodo) x 1000. A RetEE foi calculada da mesma
maneira.

Apos as 12 horas de fornecimento da racdo pos-eclosdo e antes do alojamento, e
semanalmente até os 35 dias de idade, uma ave por repeticdo foi pesada e eutanasiada por
deslocamento cervical para realizacdo de necropsia. Procedeu-se a pesagem dos 6rgdos e
intestinos, e a verificacdo do comprimento intestinal. Calculou-se o peso relativo dos mesmos,
considerando a seguinte formula: peso relativo = (100 x peso do 6rgédo) / peso da ave.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, a 5% de probabilidade,

com o auxilio do software R*3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 12 horas de jejum pos-eclosdo, os pesos relativos de intestino e intestino
delgado apresentaram menores valores (P<0,001) quando comparados aos de pintos que
receberam racdo pos-eclosdo. As medidas de comprimento apresentaram 0 mesmo
comportamento para intestino total (P=0,001) e intestino delgado (P<0,001). Aves submetidas
ao jejum apresentaram menor absorcéo do conteido do saco vitelinico (P=0,028) (Tabela 3).

Aos sete dias de idade, ndo houve influéncia do jejum para biometria intestinal
(Tabela 4). Aos 14 dias, os comprimentos de intestino total e intestino delgado foram afetados
pelo jejum (P<0,001 e P=0,001, respectivamente), conforme Tabela 5.
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TABELA 3 — Peso relativo (%) de saco vitelinico e biometria intestinal de pintos de corte
submetidos a jejum alimentar pds-eclosdo de 12 horas e dieta contendo CLA

PR saco PR PRID Comprimento Comprimento

Tratamento vitelinico  intestino (%) intestino (cm) ID (cm)
(%) (%)

JEJUM POS-ECLOSAO
Com jejum 10,33 a 515b 3,56 b 46,84 b 43,00 b
Sem jejum 8,51b 6,51 a 4,76 a 51,71 a 48,64 a
DIETA PRE-INICIAL
Controle 9,20 5,92 4,34 a 50,06 46,77
CLA 9,63 5,74 3,98 Db 48,50 44,88
Valor de P
Jejum pds-ecloséo 0,028 <0,001 <0,001 0,001 <0,001
Dieta Pré-inicial 0,586 0,531 0,041 0,252 0,140
Jejum pos-eclosdo x Dieta 0,832 0,133 0,133 0,923 0,630
Pré-inicial
CV (%) 23,65 12,98 11,12 7,53 7,58

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.
*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 4 — Biometria intestinal de pintos de corte aos 7 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo de 12 horas e dieta pré-inicial contendo CLA

PR intestino PR ID Comprimento  Comprimento

Tratamento (%) (%) intestino (cm) ID (cm)
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 10,70 8,55 108,00 101,74
Sem jejum 10,51 8,23 103,29 98,07

DIETA PRE-INICIAL

Controle 11,02 8,85 104,63 98,82

CLA 10,20 7,92 106,65 101,00
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,729 0,519 0,092 0,155

Dieta Pré-inicial 0,152 0,066 0,461 0,393

Jejum pos-eclosdo x Dieta Pré- 0,720 0,735 0,254 0,543

inicial

CV (%) 14,81 16,04 7,09 6,86

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.

No entanto, aos 21, 28 e 35 dias de idade, ndo houve efeito do jejum (P>0,05)
sobre os pesos relativos ou comprimentos intestinais (Tabelas 6, 7 e 8).

Corduk et al.** também notaram maior peso relativo de saco vitelinico em pintos
que sofreram atraso no fornecimento de racdo e agua. Sem alimento, o saco vitelinico é a
principal fonte de energia para o neonato, 0 que deveria acelerar sua utilizacdo pelo
organismo da ave. Todavia, 0 baixo crescimento corporal e desenvolvimento intestinal e o
metabolismo reduzido podem diminuir as exigéncias de energia ao ponto de retardar a

absorcéo do contelido do saco vitelinico®.
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TABELA 5 — Biometria intestinal de pintos de corte aos 14 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo de 12 horas e dieta pré-inicial contendo CLA
PR intestino PRID Comprimento  Comprimento

Tratamento (%) (%) intestino (cm) ID (cm)
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 6,57 5,30 125,00 b 118,75 b
Sem jejum 7,16 5,67 136,71 a 129,78 a
DIETA PRE-INICIAL

Controle 7,04 5,61 131,87 124,71
CLA 6,69 5,36 129,84 123,81
Valor de P

Jejum pos-eclosédo 0,181 0,308 <0,001 0,001
Dieta Pré-inicial 0,409 0,487 0,506 0,771
Jejum pos-eclosdo x Dieta Pré- 0,261 0,593 0,068 0,171
inicial

CV (%) 17,49 18,37 6,52 7,04

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.
*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 6 — Biometria intestinal de pintos de corte aos 21 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo de 12 horas e dieta pré-inicial contendo CLA
PR intestino PRID Comprimento  Comprimento

Tratamento (%) (%) intestino (cm) ID (cm)
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 4,20 3,32 130,96 124,20
Sem jejum 3,99 3,32 135,43 129,75
DIETA PRE-INICIAL

Controle 3,90 3,23 131,21 126,87
CLA 4,29 3,42 135,18 127,08
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,340 0,992 0,274 0,121
Dieta Pré-inicial 0,083 0,342 0,330 0,952
Jejum pos-eclosdo x Dieta Pré- 0,727 0,549 0,484 0,184
inicial

CV (%) 14,90 15,89 8,51 7,13

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.

TABELA 7 — Biometria intestinal de pintos de corte aos 28 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-ecloséo de 12 horas e dieta pré-inicial contendo CLA

PR intestino PRID Comprimento Comprimento

Tratamento (%) (%) intestino (cm) ID (cm)
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 3,80 2,90 158,96 151,53
Sem jejum 3,83 2,91 166,95 157,47
DIETA PRE-INICIAL

Controle 3,80 2,95 163,08 154,41
CLA 3,82 2,86 162,83 154,59
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,812 0,981 0,091 0,203
Dieta Pré-inicial 0,861 0,450 0,957 0,968
Jejum pos-eclosdo x Dieta Pré-inicial 0,549 0,821 0,266 0,400
CV (%) 8,69 10,70 7,19 7,57

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.
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TABELA 8 — Biometria intestinal de pintos de corte aos 35 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo de 12 horas e dieta pré-inicial contendo CLA

PR intestino PRID Comprimento  Comprimento

Tratamento (%) (%)  intestino (cm) ID (cm)
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 3,32 2,67 175,31 169,70
Sem jejum 3,13 2,46 185,15 175,06
DIETA PRE-INICIAL

Controle 3,18 2,50 177,65 168,75
CLA 3,27 2,63 182,81 176,01
Valor de P

Jejum pos-eclosédo 0,089 0,078 0,207 0,396

Dieta Pré-inicial 0,393 0,283 0,504 0,252

Jejum pos-eclosdo x Dieta Pré- 0,395 0,611 0,925 0,351

inicial

CV (%) 9,53 12,09 11,96 10,02

PR — peso relativo; ID — intestino delgado.

As aves do presente estudo foram afetadas pelo jejum pds-eclosdo, no entanto,
conseguiram reestabelecer a condicdo de desenvolvimento intestinal a partir de 21 dias de
idade, como demonstrado pela analise morfométrica, e os efeitos negativos da privacdo de
alimento foram mais evidentes ap6s as primeiras 12 horas pés-eclosdo (Tabela 3). Com isso,
demonstrou-se que o fornecimento de nutrientes ao neonato pode estimular o
desenvolvimento intestinal. O intestino delgado dos pintos apresenta condicBes para rapido
desenvolvimento imediatamente ap6s a eclosdo, no momento em que ocorre a transi¢do da
dependéncia de nutrientes vindos do saco vitelinico para a dependéncia de alimentacdo
exogena. Contudo, comercialmente, essa transicdo geralmente tem inicio 48 horas ou mais
ap6s o nascimento, em virtude de fatores logisticos de producao®.

Resultados similares aos do presente estudo foram obtidos por Gonzales et al.**,
que submeteram pintos de corte a jejum de 18 e 36 horas, obtendo menores pesos absoluto e
relativo de intestino e intestino delgado e efeito mais pronunciado com o maior tempo de

1.% também relataram que a reducdo do peso relativo de intestino delgado

jejum. Zavarize et a
e grosso foi diretamente proporcional ao periodo de jejum.

Quanto mais rapido o alimento é fornecido ao neonato, mais rapido é o aumento
do peso e do comprimento do intestino delgado®’. Bhanja et al.® concluiram que a
alimentacdo das aves nas primeiras 24 horas de vida resultou em segmentos de jejuno e ileo
maiores do que em pintos submetidos a 48 horas de jejum.

Outros estudos tém descrito a ocorréncia de alteracdes histomorfométricas com o
jejum pos-eclosao, reforcando seu efeito negativo na capacidade digestiva e absortiva do

16
l.

intestino delgado. Como exemplificado na pesquisa publicada por Geyra et al.™, verificou-se
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reducdo no numero de celulas por cripta e por vilo em todos os segmentos do intestino
delgado.

Com relacdo ao CLA, houve efeito apenas apds o periodo pos-eclosdo de 12 horas
(Tabela 3), com reducdo do peso relativo de intestino delgado (P=0,041).

O trato gastrointestinal é o primeiro local de acdo dos isdbmeros bioativos de
CLA*, porém, h& poucas investigacdes sobre a influéncia do CLA da dieta. Sabe-se que o
4cido graxo pode alterar a expressdo de genes envolvidos na regulagdo da funcéo intestinal®,
modular a expressdo de proteinas estomacais e apresentar efeito probiético®.

O jejum resultou em menor peso relativo de moela + proventriculo logo ap6s o
periodo de 12 horas (P<0,001) e aos sete dias de idade (P=0,024). Contudo, aos 21 dias de
idade, o atraso no fornecimento de racdo aumentou o peso relativo destes 6rgaos (P=0,028).

N&o houve alteracGes em funcdo da suplementacdo com CLA (Tabela 9).

TABELA 9 — Peso relativo (%) de moela + proventriculo de pintos de corte submetidos a
jejum alimentar p6s-eclosdo de 12 horas e dieta contendo CLA

Idade

Tratamento Aﬁgfaiz Setedias  14dias 21dias  28dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 6,80 b 7,69 a 4,94 3,35b 2,78 2,44
Sem jejum 9,19 a 6,97 b 5,15 3,80 a 2,85 2,35
DIETA PRE-INICIAL

Controle 8,23 7,58 4,99 3,68 2,78 2,42
CLA 7,76 7,08 5,10 3,47 2,84 2,36
Valor de P

Jejum pos-eclosdo <0,001 0,024 0,307 0,028 0,725 0,480
Dieta Pré-inicial 0,151 0,111 0,587 0,289 0,756 0,636
Jejum pos-eclosdo x Dieta 0,736 0,962 0,503 0,563 0,489 0,070
Pré-inicial

CV (%) 11,10 11,64 11,15 15,16 17,71 14,33

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

Codurk et al.>* obtiveram resultados semelhantes ao aplicarem jejum de 24 horas,

1.° também notaram

com reducéo do peso relativo de moela aos 21 dias de idade. Cengiz et a
resultado similar com pintos submetidos a jejum pds-eclosdo por 36 horas e encontraram
menor peso relativo de moela e pancreas aos dez dias de idade.

Bhanja et al.’%, por sua vez, ndo observaram, aos sete dias de idade, alteragéo do
peso relativo de moela e proventriculo quando aplicado jejum de 48 horas, embora figado e

pancreas tenham apresentado menor peso. Por outro lado, Maiorka et al.** relataram, ao
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contrério do que esperava, menor peso de moela + proventriculo em pintos com acesso
imediato ao alimento logo nas primeiras horas de vida.

Apbs 12 horas, o peso relativo de figado foi reduzido em aves submetidas ao
jejum (P=0,019), ndo sendo observado do CLA sobre esse 6rgdo (P>0,05) (Tabela 10).

TABELA 10 -  Peso relativo (%) de figado de pintos de corte submetidos a jejum alimentar
pos-eclosdo de 12 horas e dieta contendo CLA

Idade

Tratamento Aﬁgfaiz Sete dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 2,76 b 4,41 2,79 2,49 1,91 1,63
Sem jejum 2,96 a 4,58 2,82 2,23 1,84 1,70
DIETA PRE-INICIAL

Controle 2,88 4,61 2,80 2,30 1,87 1,66
CLA 2,84 4,38 2,80 2,41 1,88 1,67
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,019 0,477 0,807 0,060 0,510 0,319
Dieta Pré-inicial 0,615 0,320 0,978 0,429 0,889 0,929
Jejum pos-eclosdo x Dieta 0,183 0,947 0,066 0,234 0,439 0,561
Pré-inicial

CV (%) 7,86 14,59 10,99 15,23 13,21 12,29

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

A reducdo do peso de figado em aves submetidas ao jejum pode ser observada por

Codurk et al.** nas primeiras horas de vida. Pires et al.*®

constataram que o peso deste 6rgao
em pintos privados de alimento continuou o mesmo entre 48 e 72 horas de vida, sendo mais
leve do que o figado de pintos que receberam racao logo nas primeiras horas de vida.

Zavarize et al.*® observaram, aos sete dias idade, reducdo linear do peso relativo
de figado em funcdo do tempo de jejum pés-eclosdo, que variou de 0 a 12 horas. Outros
autores, entretanto, argumentaram que o figado se apresenta mais leve em pintos de trés dias
de idade apenas quando submetidos a periodos de jejum superiores a 36 horas®’. As alteracdes
neste 6rgao, em decorréncia do jejum, evidenciam que o metabolismo e seu desenvolvimento
ap6s a eclosdo provavelmente dependem de nutrientes absorvidos pelo intestino®.

Em oposicdo aos resultados obtidos, outras pesquisas demonstraram que o CLA

pode aumentar o peso de figado*"*?

, porém alertaram que este aumento pode estar relacionado
ao actimulo hepatico de lipidios®.

Os tratamentos ndo influenciaram o peso relativo de coracdo em nenhuma das
idades avaliadas (P>0,05) (Tabela 11). Relatos sobre alteracGes ocorridas nesse 6rgdo em

decorréncia do jejum no indicam efeito®”, corroborando os dados obtidos no presente estudo.
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TABELA 11- Peso relativo (%) de coracdo de pintos de corte submetidos a jejum alimentar
pos-eclosao de 12 horas e dieta contendo CLA

Idade

Tratamento Aﬁgfaiz Sete dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 0,76 0,84 0,67 0,65 0,52 0,50
Sem jejum 0,78 0,78 0,73 0,62 0,47 0,49
DIETA PRE-INICIAL

Controle 0,77 0,82 0,69 0,66 0,50 0,50
CLA 0,78 0,80 0,71 0,61 0,49 0,49
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,664 0,096 0,087 0,342 0,097 0,727
Dieta Pré-inicial 0,821 0,487 0,647 0,139 0,884 0,769
Jejum pos-eclosdo x Dieta 0,876 0,329 0,843 0,589 0,836 0,313
Pré-inicial

CV (%) 13,57 11,27 14,68 14,53 14,06 12,70

O peso relativo do pancreas foi alterado apenas pelo jejum, apresentando reducéo
apos o periodo de 12 horas em pintos que receberam racdo poés-eclosdo (P<0,001) (Tabela
12). Elharidy et al.** também ndo observaram efeito do CLA sobre os pesos relativos de
pancreas, coracao e moela em pintos, embora o figado tenha aumentado de peso em resposta a

suplementag&o; assim como descrito por Schafer et al.*.

TABELA 12— Peso relativo (%) de pancreas de pintos de corte submetidos a jejum alimentar
pos-eclosdo de 12 horas e dieta contendo CLA

Idade

Tratamento Aﬁgfaiz Sete dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 0,19 b 0,50 0,39 0,31 0,23 0,19
Sem jejum 0,34 a 0,48 0,38 0,30 0,22 0,19
DIETA PRE-INICIAL

Controle 0,27 0,4952 0,38 0,31 0,23 0,18
CLA 0,26 0,4931 0,40 0,30 0,23 0,19
Valor de P

Jejum pés-eclosdo <0,001 0,519 0,468 0,546 0,461 0,561
Dieta Pré-inicial 0,589 0,922 0,333 0,686 0,885 0,542
Jejum pos-eclosdo x Dieta 0,652 0,568 0,234 0,439 0,497 0,841
Pré-inicial

CV (%) 24,14 12,39 15,22 19,36 16,95 18,92

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

Os resultados aqui obtidos demonstraram que, a partir de 28 dias de idade, o0 jejum
pos-eclosdo ndo mais influenciou os pesos dos 6rgdos analisados. Embora avaliagdes

imediatamente apos o periodo de jejum demonstrem que este pode afetar 0 peso das aves,
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avaliacbes em idades posteriores podem nao apresentar variacdo alguma*®. O efeito do jejum

no peso de 6rgdos também néo foi observado por Lamot et al.*’

|.35

, a partir de 18 dias de idade, e
por Gonzales et al.”, aos 42 e 35 dias. Todavia, os Gltimos autores ressaltaram que ha casos
em que o ganho compensatério pode ser limitado, uma vez que 0O jejum ocorre em um
momento crucial para o desenvolvimento da ave.

O CLA ndo influenciou, isoladamente, o peso relativo dos 6rgdos, em nenhuma
das idades avaliadas (P>0,05). O confronto de informacdes entre os resultados obtidos e a
literatura disponivel sugere a necessidade de mais estudos para confirmar o modo de acédo
deste acido graxo sobre 0 peso de 6rgaos e sobre o trato gastrointestinal.

Ao avaliar o desempenho pré-inicial (Tabela 13), verificou-se que aves
submetidas ao jejum alimentar pds-eclosdo apresentaram menor peso corporal apds 12 horas
(P<0,001), menor peso aos sete dias (P<0,001), menor consumo de racdo (P<0,001) e menor

ganho de peso (P=0,003).

TABELA 13 — Desempenho de pintos de corte de 1 a 7 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo e dieta contendo CLA

Tratamentos Peso Pesoaos Consumo  Ganho Conversao  Viabilidade
ap6s 12 setedias de ragdo de peso alimentar criatoria
htzrc’):ls 9) 9) 9) (%)
g

JEJUM POS-ECLOSAO
Com jejum 50,6 b 184,8 b 139,8 b 134,4Db 1,052 97,9
Sem jejum 55,7 a 1973 a 150,4 a 1423 a 1,070 97,9
DIETA PRE-INICIAL
Controle 53,4 191,6 145,8 138,6 1,055 99,3
CLA 52,9 190,6 1444 138,1 1,066 96,5
Valor de P
Jejum pos-eclosdo  <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,092 1,000
Dieta Pré-inicial 0,135 0,697 0,591 0,853 0,265 0,145
Jejum x Dieta 0,080 0,951 0,475 0,944 0,481 0,460
CV (%) 1,45 3,85 5,07 5,03 2,76 5,36

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

No periodo compreendido entre 1 e 14 dias de idade (Tabela 14), o jejum pos-
ecloséo reduziu o peso corporal (P=0,001), o consumo de ragdo (P<0,001) e o ganho de peso
(P=0,006). Observou-se, portanto, 0 mesmo comportamento, com alteracdo das mesmas
variaveis, nas fases de 1 a 7 e 1 a 14 dias de idade.

De 1 a 21 dias de idade, o jejum alimentar p6s-eclosdo e a suplementacdo pré-
inicial de CLA ndo influenciaram (P>0,05) o desempenho das aves (Tabela 15). Entretanto,

houve interacdo destes fatores para conversdo alimentar (P<0,030), sendo que no
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desdobramento da interagcdo (Tabela 16), constatou-se que aves ndo submetidas ao jejum e
suplementadas com CLA na fase pos-eclosdo apresentaram melhor conversdo alimentar,
guando comparadas as ndo suplementadas. Em aves que passaram por jejum, ndo houve efeito

da suplementacdo com CLA.

TABELA 14 - Desempenho de pintos de corte de 1 a 14 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pds-eclosdo e dieta contendo CLA

Tratamentos Pesoaos 14 Consumode Ganhode  Conversao Viabilidade
dias (g) racdo (g) peso (g) alimentar criatoria (%)

JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 482,8b 526,1b 4324 b 1,216 98,9

Sem jejum 506,9 a 5529 a 4519 a 1,225 97,7

DIETA PRE-INICIAL

Controle 4943 540,7 4413 1,226 98,8

CLA 495,4 538,3 443,0 1,215 97,8

Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,001 <0,001 0,006 0,442 0,286

Dieta Pré-inicial 0,865 0,737 0,799 0,316 0,361

Jejum x Dieta 0,733 0,302 0,770 0,264 0,780

CV (%) 3,81 3,69 4,25 2,41 3,10

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 15 - Desempenho de pintos de corte de 1 a 21 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo e dieta contendo CLA

Tratamentos Pesoaos21 Consumode Ganhode Conversao Viabilidade
dias (q) racdo (g) peso (g) alimentar criatéria (%o)

JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 885,3 1172,6 834,9 1,404 99,3
Sem jejum 898,2 1194,3 843,2 1,416 98,5
DIETA PRE-INICIAL

Controle 886,5 1174,6 833,5 1,409 99,2
CLA 897,1 1192,2 844.,6 1,411 98,5
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,332 0,179 0,533 0,287 0,284
Dieta Pré-inicial 0,423 0,275 0,402 0,829 0,362
Jejum x Dieta 0,392 0,627 0,381 0,030 0,779
CV (%) 4,13 3,78 4,42 2,31 2,05

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 16 - Desdobramento da interacdo jejum alimentar pos-eclosdo x dieta pré-inicial
para a variavel conversao alimentar aos 21 dias de idade

vVariavel Jejum alimentar Dieta pré-inicial
pos-ecloséo Controle CLA

Conversdo alimentar aos 21 dias Com jejum 1405 Aa 1418 Aa
Sem jejum 1,428 Aa 1,390 Ab

*Meédias seguidas de letras distintas, maidsculas na coluna e minusculas na linha, diferem entre si (P<0,05).
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De 1 a 35 dias e de 22 a 35 dias de idade, o jejum influenciou o consumo de
racdo, que foi maior para aves ndo submetidas a privacdo de alimento nas 12 horas
subsequentes a eclosdo, apresentando, respectivamente, significancia de P=0,025 e P=0,043
(Tabelas 17 e 18).

TABELA 17 - Desempenho de pintos de corte de 1 a 35 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar pos-eclosdo e dieta contendo CLA

Tratamentos Peso aos 35 Consumode Ganhode Conversao Viabilidade
dias (g) racdo (g) peso (g) alimentar criatoria (%)

JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 2107,7 3062,0 b 2057,3 1,490 99,5

Sem jejum 2185,0 3210,5a 2130,0 1,511 99,1

DIETA PRE-INICIAL

Controle 2137,6 3116,1 2084,6 1,498 99,1

CLA 2155,0 3156,4 2102,6 1,503 99,5

Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,186 0,025 0,212 0,401 0,285

Dieta Pré-inicial 0,762 0,527 0,754 0,857 0,362

Jejum x Dieta 0,873 0,589 0,869 0,664 0,780

CV (%) 7,51 5,68 7,70 4,56 1,23

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 18 - Desempenho de pintos de corte de 22 a 35 dias de idade, submetidos a jejum
alimentar p6s-eclosdo e dieta contendo CLA

Tratamentos Peso Peso aos Consumo Ganho Conversao Viabilidade

inicial 35 dias de racéo de peso alimentar  criatoria (%)
] )] 9) 9) 9)

JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 907,6 2107,7 1889,4 b 1200,1 1,580 100

Sem jejum 936,0 2185,0 2016,1 a 1248,9 1,619 100

DIETA PRE-INICIAL

Controle 923,0 2137,6 1941,4 1214,6 1,605 100

CLA 920,6 2155,0 1964,1 1234,4 1,594 100

Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,126 0,186 0,043 0,310 0,284 1,000

Dieta Pré-inicial 0,898 0,762 0,706 0,679 0,770 1,000

Jejum x Dieta 0,862 0,873 0,486 0,796 0,643 1,000

CV (%) 5,54 7,51 8,66 10,91 6,38 0

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

Em todas as fases avaliadas, pelo menos uma das variaveis de desempenho foi
afetada pelo jejum pos-eclosdo. Os prejuizos concentraram-se principalmente até os 14 dias
de idade, havendo, no final do periodo de estudo, alteragdes apenas no consumo de ragdo. Isto
mostra a importancia da provisao de alimento nas primeiras horas de vida, ja que 0s prejuizos

podem se estender por todo o periodo de criacao.



153

S&o encontrados na literatura relatos que explicam os efeitos negativos do jejum
pos-eclosdo sobre o desempenho das aves. Os procedimentos realizados no incubatorio,
incluindo sexagem, vacinacdo e selecdo, e o transporte até a granja retardam o alojamento e
prolongam o periodo de jejum por até 48 horas®. A gema residual fornece grande aporte de
nutrientes nos primeiros dias apo6s a eclosdo, embora a ingestdo de alimento seja necessaria
para o crescimento da ave e desenvolvimento dos 6rgéos™, além da utilizagdo adequada da
prépria gema residual®’.

Como apontado por Almeida et al.’, os nutrientes encontrados no saco vitelinico
sdo mais bem aproveitados na forma de imunoglobulinas, fosfolipidios e colesterol, para
atendimento da imunidade passiva e composi¢cdo de membranas celulares, respectivamente,
do que na forma de aminoéacidos e provimento energeético.

O acesso ao alimento exdgeno estimula o desenvolvimento do trato
gastrointestinal®®. Portanto, o jejum alimentar pés-eclosdo prejudica seu desenvolvimento e,
consequentemente, o crescimento das aves.

O jejum pés-eclosdo pode conduzir & perda de peso corporal ao final do periodo”®
e a menores ganhos nas fases subsequentes>®'®**. O menor consumo de alimento também foi
relatado por Almeida et al.” que observaram menor consumo de racio aos 7, 21 e 42 dias de
idade, menor ganho de peso aos 7 dias e no periodo total de criacio; e por Teixeira et al.®, que
verificaram que quanto maior o tempo de jejum, menor 0 consumo e 0 ganho de peso aos sete
dias de idade. Ainda pode haver prejuizo ao desenvolvimento de o6rgaos, como figado e

baco'®. Tabeidian et al.*

propuseram que o jejum pdés-eclosdo ainda pode prejudicar o
desenvolvimento muscular inicial, refletindo em pior rendimento de carcaca. Assim, pode
haver comprometimento do desenvolvimento e do desempenho das aves, com reducdo dos
ganhos econémicos®.

A perda de peso corporal em pintos com restricdo total ao acesso de ragéo
equipara-se a perda apresentada por pintos com restricdo total ao acesso de racdo e agua,
sugerindo que tal perda ndo é devido & desidratacdo, mas & ndo ingestdo de nutrientes®.

Atualmente, o jejum pds-eclosdo é uma realidade vivenciada na criacdo comercial
de frangos de corte, devido a quantidade de procedimentos realizados, logistica e eventuais
imprevistos que podem ocorrer desde a retirada dos pintainhos da incubadora até o alojamento
a campo. Embora se busque a maxima eficiéncia e rapidez na realizacdo de todo o processo,
as aves ainda estdo sujeitas aos prejuizos trazidos pelo jejum, justificando a aplicagdo de
estratégias, como o fornecimento precoce de dietas, aliado a utilizagdo de nutrientes que

possam minimizar as consequéncias do jejum.
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Ao se avaliar os dados expressos na Tabela 16, é possivel constatar o efeito
benéfico da utilizagdo do CLA na conversdo alimentar em aves de 1 a 21 dias de idade,
qguando ndo submetidas ao jejum alimentar pdés-eclosdo. Estudos desenvolvidos por Chaplin et
al.*® ja apontaram a capacidade probidtica do CLA e estimulo ao desenvolvimento do trato
gastrointestinal, o que deve ser proporcionado nos estagios iniciais de vida por determinar a
qualidade intestinal e favorecer o aproveitamento de nutrientes e o desempenho da ave.
Entretanto, esperava-se que o CLA pudesse amenizar os efeitos deletérios do jejum sobre o
desempenho das aves de forma geral, devido as suas propriedades imunomoduladoras e
probidticas e ao possivel efeito sobre a integridade celular do intestino, tdo prejudicado pela
aplicacdo do jejum.

Ao analisar os resultados referentes a metabolizabilidade das dietas pré-iniciais
(Tabela 19), verificou-se que o valor de balanco de extrato etéreo foi maior (P=0,014) quando
as aves ndo foram submetidas ao jejum alimentar p6s-eclosdo. Isto reforca a importancia do
fornecimento de alimento as aves o mais rapido possivel, para favorecer o desenvolvimento

intestinal e estimular suas secrecdes.

TABELA 19 - Metabolizabilidade de dietas pré-inicias contendo &cido linoléico conjugado
(CLA) para frangos de corte submetidos a jejum alimentar p6s-ecloséo

Tratamentos CMMS CMN CMEE

(%) (%) (%) Ret. N Ret. EE BN BEE
JEJUM POS-ECLOSAO
Com jejum 72,1 66,5 80,8 49,8 52 43,1 455D
Sem jejum 715 65,4 81,1 49,2 53 45,0 489 a
DIETA PRE-INICIAL
Controle 73,1a 66,5 81,5 49,9 56a 455a 51,7a
CLA 705b 65,4 80,5 49,2 49b 426b 427b
Valor de P
Jejum pos-eclosdo 0,238 0,204 0,798 0,493 0,324 0,149 0,014
Dieta Pré-inicial <0,001 0,190 0,353 0,371 <0,001 0,037 <0,001
Jejum x Dieta 0,345 0,055 0,103 0,512 0,597 0,806 0,839
CV (%) 1,84 3,52 3,82 4,52 6,51 8,57 7,65

CMMS: Coeficiente de Metabolizabilidade da Matéria Seca, CMN: Coeficiente de Metabolizabilidade do
Nitrogénio, CMEE: Coeficiente de Metabolizabilidade do Extrato Etéreo, RET N: Nitrogénio retido (mg de
nutrientes/grama de ganho de peso), RET EE: Extrato etéreo retido (mg de nutrientes/grama de ganho de peso),
BN: Balanco de Nitrogénio, BN: Balanco de Extrato Etéreo.

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

Apos a eclosdo, as principais mudancas morfologicas associadas ao
desenvolvimento do trato gastrointestinal incluem a diferenciacdo de enterdcitos, definicéo
das criptas e aumento da superficie absortiva do intestino®. No entanto, estas alteracdes

dependem do primeiro acesso ao alimento, permitindo afirmar que o jejum pds-ecloséo pode
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prejudicar a funcdo intestinal e o crescimento da ave, como observado por Tabedian et al.'?,

Ganjali et al.® e Shinde et al.'?

, que relataram reducdo na altura de vilo decorrente do jejum
poGs-eclosao.

O atraso no desenvolvimento dos vilos intestinais, dos 6rgdos relacionados ao
trato gastrointestinal e, consequentemente, 0 prejuizo a sintese de enzimas e outras secre¢es
pode interferir na absorcdo dos nutrientes, e assim reduzir a digestibilidade da dieta. De

acordo com Bhanja et al.*°

, a habilidade que ave desenvolve para digerir os nutrientes dos
alimentos faz parte do processo de transicdo da vida embriondria para a vida independente.
Apo6s a eclosdo, figado, pancreas e intestino delgado se desenvolvem rapidamente,
enfatizando a importancia destes 6rgdos para a ave jovem.

Conforme apontado por Sklan e Noy*!, aves alimentadas logo apds a ecloséo
apresentam maior atividade das enzimas tripsina, amilase e lipase na mucosa intestinal,
qguando comparadas a aves submetidas ao jejum. Do mesmo modo, a privacdo de alimento
apos a eclosdo afeta o peso do figado, comprovando que o metabolismo e desenvolvimento
deste 6rgdo nos primeiros estagios de vidada ave estdo provavelmente associados a substratos
derivados da absorcao intestinal.

Diferente dos resultados encontrados no presente estudo, Leandro et al.*?
observaram que a aplicacdo de jejum pos-eclosdo conduziu a um maior valor do balanco de
nitrogénio, e relacionaram o ocorrido a um possivel ganho compensatério na utilizacdo do
nitrogénio da dieta, ndo acompanhado por aumento na excrecao de nitrogénio endogeno.

Em virtude da suplementacdo de CLA, houve reducdo do coeficiente de
metabolizabilidade da matéria seca (P<0,001). Corl et al.>® também verificaram, em suinos,
menor digestibilidade ileal aparente da matéria seca em decorréncia da suplementagdo com
CLA.

A adigdo de CLA as dietas promoveu 0 mesmo comportamento para as variaveis
relacionadas a retengédo (P<0,001) e ao balango de extrato etéreo (P<0,001), causando reducéo
de tais valores. As pesquisas conduzidas por Du e Ahn®* demonstraram a mesma tendéncia ao
relatar maior presenca de acido linoleico e linolénico em frangos de corte suplementados de
CLA. Sabe-se que o CLA exerce influéncia sobre o metabolismo lipidico, especialmente nos
sistemas celulares de oxidagdo, induzindo a B-oxidacdo principalmente no tecido adiposo,
para o fornecimento de energia. Assim, ocorre a inibicdo do armazenamento de &cidos
graxos®*. Raposo et al.>® e Moura et al.>® propuseram que os 4cidos graxos poli-insaturados
das classes dmega-3 e dmega-6 ocasionam a captacdo seletiva do contetdo de colesterol
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esterificado da HDL para reutilizacdo pelo figado ou conversdo em &cidos biliares, que é
parcialmente eliminado nas fezes, elevando a excregdo de lipidios totais.

O CLA tem sido associado a alteracdo da composicdo corporal, reduzindo a
deposicdo de gordura e aumentando a massa magra®’. A menor deposicdo de gordura é
atribuida ao incremento na lipolise. J& 0 aumento da massa magra pode ndo ser devido apenas
as mudangas na relacdo gordura: proteina corporal, mas também ao maior aproveitamento da

1.%® relataram em suinos suplementados de CLA maior balango

proteina da dieta. Miller et a
de nitrogénio e aumento evidente na deposicdo de proteina corporal. Entretanto, no presente
estudo, o balanco de nitrogénio foi menor quando as aves foram suplementadas de CLA
(P<0,037). Também contrastando os resultados observados, Previero® verificou que a adigdo
de até 1% de CLA na dieta de frangos de corte ndo alterou o balango de nitrogénio.

Houve interacdo do jejum alimentar pos-eclosdo e da suplementacdo com CLA
para o coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio (P=0,055). Quando fornecida a dieta
ndo suplementada, os valores foram maiores para animais que passaram por jejum; e quando
aplicado o jejum, os valores de metabolizabilidade do nitrogénio foram maiores para animais
submetidos a dieta controle (Tabela 20). Em resumo, o valor do coeficiente de
metabolizabilidade do nitrogénio foi maior quando as aves passaram por jejum pos-eclosao e

nédo foram suplementadas com CLA.

TABELA 20 — Interacéo do coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio para a utilizagdo
da dieta pré-inicial e jejum alimentar p6s-eclosao

Dieta pré-inicial

Variavel Jejum pos-eclosdo

Controle CLA
Coeficiente de metabolizabilidade do Com jejum 67,90 Aa 65,16 Ab
nitrogénio Sem jejum 65,20 Ba 65,74 Aa

*Médias seguidas de letras distintas, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, diferem entre si (P<0,05).

CONCLUSAO

O jejum alimentar pds-ecloséo de 12 horas retarda a absor¢do do saco vitelinico,
afeta o desempenho até os 14 dias de idade e o desenvolvimento do trato digestivo até os 21
dias de idade. O jejum ndo afeta a metabolizabilidade das dietas pré-iniciais para pintos de
corte, porém reduz o BEE.

A suplementacdo pré-inicial de CLA ndo melhora o desenvolvimento intestinal,
ndo promove maior metabolizabilidade das dietas ou melhora no desempenho de pintos

submetidos ao jejum alimentar pds-eclosdo de 12 horas.
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CAPITULO 7 - BIOMETRIA DE ORGAOS LINFOIDES, IMUNIDADE CELULAR
HUMORAL DE FRANGOS SUBMETIDOS A JEJUM ALIMENTAR
POS-ECLOSAO E A DIETA PRE-INICIAL CONTENDO ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO

RESUMO

Objetivou-se avaliar a imunidade de frangos submetidos a jejum pds-eclosdo, suplementados
com CLA. Foram alojados 320 pintos, em delineamento inteiramente casualizado e esquema
2x2 (0; 12 horas de jejum alimentar x 0; 0,025% de CLA pré-inicial), totalizando quatro
tratamentos e oito repeticdes de 10 aves. ApoOs 12 horas, e semanalmente até 35 dias,
determinou-se o peso relativo de bago (PRBa), bursa (PRBuU), e os titulos de 1gG. Aos 13 e 34
dias, avaliou-se a hipersensibilidade a fitohemaglutinina. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (P<0,05). Apds 12 horas, 0 jejum reduziu o PRBa, e o CLA reduziu o
PRBU nessa fase e aos 28 dias. Aos 13 dias, 0 jejum reduziu a reacdo a fitohemalutinina 3
horas pés-inoculacdo, e 0 CLA aumentou a reacdo 12 horas pds-inoculacdo. Aos 34 dias, 0
CLA reduziu a reacdo a fitohemaglutinina ap6s 3 horas. Apds 24 horas, houve maior reacao
em pintos suplementados, ndo submetidos ao jejum. Apos 12 horas, o jejum reduziu e o CLA
aumentou os titulos de 1gG no saco vitelinico. Pintos ndo suplementados e ndo submetidos ao
jejum apresentaram menores titulos no soro. Aos 21 dias, pintos suplementados e nao
submetidos ao jejum apresentaram maiores titulos no soro. Dentro da dieta controle, os titulos
foram maiores em pintos submetidos ao jejum. Aos 28 dias, 0 jejum reduziu os titulos.
Conclui-se que o jejum pos-eclosdo e o CLA aceleram a transferéncia de imunoglobulinas do
saco vitelinico para o soro. O jejum prejudica a imunidade celular, e o CLA a favorece.

Palavras-chave: Fitohemaglutinina, imunoglobulinas, saco vitelinico.
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CHAPTER 7 — BIOMETRY IN LYMPHOID ORGANS AND CELLULAR AND
HUMORAL IMMUNITY OF BROILERS SUBMITTED TO POST-
HATCH FASTING AND PRE-STARTER DIET CONTAINING
CONJUGATED LINOLEIC ACID

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the immunity of broilers submitted to post-hatching fasting,
supplemented with CLA. A total of 320 chicks were housed in a completely randomized
design, and 2x2 arrangement (0; 12 hours fasting x 0; 0,025% pre-starter CLA), totalizing 4
treatments and 8 replicates of 10 birds. After 12 hours of fasting, and weekly up to 35 days,
the relative weight of spleen (RWSp), bursa (RWBuU), and IgG titers were determined. At 13
and 34 days, reaction to phytohemagglutinin was verified. Data were submitted to analysis of
variance (P<0.05). After 12 hours, fasting reduced RWSp, and CLA reduced RWBuU at this
phase and at 28 days. At 13 days, fasting reduced the phytohemagglutinin response 3 hours
post-inoculation, and CLA improved reaction 12 hours post-inoculation. At 34 days, CLA
reduced the reaction after 3 hours. At 24 hours post-innoculation, non-fasted chicks,
supplemented with CLA, showed higher reaction. After 12 hours, fasting reduced IgG titers in
the yolk sac. Non-fasted and non-supplemented chicks showed lower titers in the serum. At
21 days, supplemented chicks, not submitted to fasting, showed higher titers in the serum.
Inside the control diet, titers were higher when chicks were submitted to fast. At 28 days,
fasting reduced the titers. In conclusion, the post-hacth fasting and CLA accelerate the
transfer of immunoglobulins from the yolk sac to the serum. Fasting decreases cellular
immunity, and CLA may improve it.

Keywords: Immunoglobulins, phytohemagglutinin, yolk sac.
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INTRODUCAO

Para que o frango alcance maior peso vivo a idade de abate, com boa conversdo
alimentar, os nutrientes ingeridos devem ser direcionados & mantenca e ao crescimento. O
manejo inadequado e a presenca de agentes infecciosos no plantel sdo situacdes que podem
exigir maior gasto energético, reduzindo a eficiéncia de producéo.

E importante que a ave apresente bom status imunoldgico, entre outros fatores,
estando preparada para responder prontamente aos desafios sanitarios. Nos estagios iniciais de
vida, antes que o sistema imunologico torne-se suficientemente maduro, 0s pintos dependem
das imunoglobulinas transferidas pela matriz via ovo para sua prote¢cdo. A principal
imunoglobulina nas aves, a IgY é considerada equivalente a IgG dos mamiferos, € transferida
do saco vitelinico para o embri&o e consequentemente para o neonato®.

Na producdo comercial de frangos, em virtude dos procedimentos de rotina, é
comum ocorrer atraso no fornecimento da primeira alimentacdo, caracterizando o jejum pés-
ecloséo, o qual pode ultrapassar 48 horas. Essa situacdo pode afetar a forma de utilizacdo do
conteddo do saco vitelinico pelo organismo da ave, resultando na utilizacdo das
imunoglobulinas como fonte de aminoacidos?, prejudicando a capacidade de defesa
imunologica da ave.

Trés diferentes mecanismos explicam os efeitos da nutricdo oral sobre o sistema
imunoldgico do neonato. O primeiro é a disponibilizacdo de substratos limitantes ao
desenvolvimento da imunidade. O segundo é a presenca de antigenos no trato gastrointestinal,
ocasionada pela presenca do alimento, que pode ser necessaria para iniciar a diferenciacao
completa das células imunes primarias. Por Ultimo, a alimentacdo também pode influenciar a
secrecdo de hormoénios e outros imunomoduladores. Outro fator a ser considerado é a
secrecdo de corticosteroides que ocorre em pintos em jejum, capaz de inibir a proliferacdo
imune celular, resultando em piora da resposta imune®.

O fornecimento da dieta pds-eclosdo nem sempre é pratica acessivel e por isso
devem-se buscar alternativas que minimizem suas consequéncias, tais como a
disponibilizacdo de nutrientes imunomoduladores.

O 4cido linoleico conjugado (CLA) é um termo genérico utilizado para descrever
isbmeros posicionais e geométricos do acido linoleico que contenham dupla ligagédo
conjugada®. Pode ser encontrado em produtos lacteos e em muitos tipos de carne, e também
pode ser produzido para fins experimentais, a partir de varios métodos e diferentes
substratos®.
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Desde os anos 80, o CLA é considerado principio anticancerigeno presente na
carne e tem sido dada atencdo a sua variedade de efeitos bioldgicos. A explicagdo para essa
variedade € que o CLA abrange grande grupo de isdmeros, embora os principais focos em
pesquisas sejam o cis-9, trans-11 e o trans-10, cis-12°.

Entre os efeitos atribuidos ao CLA, destaca-se sua agdo sobre o sistema
imunolégico, aumentando o interesse em pesquisas que incluam o &cido graxo em dietas
fornecidas a animais. O CLA apresenta estimulo potencial & imunidade inata e adquirida®,
influenciando tanto a resposta humoral® quanto a celular®.

Objetivou-se avaliar os efeitos do jejum alimentar pds-eclosdo e da utilizacdo de
CLA pré-inical sobre o desenvolvimento dos 6rgdos linfoides e a imunidade humoral de
frangos de corte aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias, bem como a imunidade celular aos 13 e aos 34
dias de idade.

MATERIAL E METODOS

O estudo compde o projeto de projeto de pesquisa protocolado na Comissdo de
Etica no Uso de Animais — CEUA — da UFG, sob o nimero 011/2015. Foram recebidos de
um incubatdrio comercial 320 pintos de corte machos e fémeas, linhagem Cobb 500®, com
um dia de vida. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 X
2, sendo considerados os seguintes fatores: ado¢do de jejum alimentar pos-eclosdo (com ou
sem jejum alimentar pés-eclosdo de 12 horas) e inclusdo de CLA (trans-10, cis-12) na dieta
pré-inicial (0 ou 0,025% de CLA), totalizando quatro tratamentos e oito repeticdes de dez
aves cada, para avaliacdo do peso relativo de bago e bursa, reacdo de hipersensibilidade
cuténea a fitohemaglutinina e titulacdo de imunoglobulinas 1gG no soro e no contetdo do
saco vitelinico.

Apbs o transporte, do incubatério ao Aviario Experimental da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da UFG, processo que durou aproximadamente 04 horas, as aves
foram pesadas e apresentaram peso médio inicial de 50,18 + 1,25g. Em seguida, as aves foram
distribuidas em baterias de a¢o galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros do tipo
linear. As aves que ndo foram submetidas ao jejum alimentar, administrou-se a quantidade de
3g de ragdo experimental para consumo, durante 12h, considerado o periodo médio necessario
para transporte e alojamento de aves em condigfes comerciais. As aves de todos 0s
tratamentos receberam agua a vontade, para evitar desidratacdo e comprometimento de sua

qualidade.
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As ragOes experimentais foram fornecidas as aves até sete dias de idade e, apds
este periodo, foi fornecida dieta controle a todas as aves até 35 dias de idade, quando as aves
receberam agua e racdo a vontade. As racdes foram formuladas a base de milho e farelo de
soja, para atender as exigéncias nutricionais das aves, segundo as recomendacfes de Rostagno
et al.®. Aos tratamentos designados para receber o CLA, foi adicionado, de acordo com as
recomendacdes do fabricante, 0,042% do produto Lutalin® (BASF), para garantir a inclusio
de 0,025% de CLA. As racOes pos-eclosdo e as racdes pré-iniciais apresentavam a mesma
formulacdo dentro do mesmo tratamento, diferindo apenas quanto a forma fisica, sendo a
racao pos-eclosao triturada e a pré-inicial farelada. A composicao das dietas experimentais é
apresentada nas Tabelas 1 e 2.

Aos 13 dias de idade, duas aves por repeticdo foram submetidas a avaliacdo da
reacdo de hipersensibilidade cutdnea a fitohemaglutinina (PHA). Inoculou-se
intradermicamente na prega interdigital 0,2mL de PHA (Vitrocell®) entre o 3° e 4° digitos do
pé direito. Como controle negativo, inoculou-se 0,1mL de solucdo fisioldgica estéril entre o 3°
e 4° digitos do pé esquerdo. Com paquimetro digital, mediu-se o espessamento da pele, em
milimetros, em ambos 0s pés, antes da inoculacdo (HO) e 3, 6, 12 e 24 horas ap6s. As
respostas foram medidas pela espessura da pele nos tempos de inoculagdo menos a espessura
verificada em HO, em ambos os pés. Em seguida, realizou-se o calculo: Reacdo = resposta a
PHA (pé direito) — resposta controle (pé esquerdo).

Aos 15 dias de idade, as aves foram vacinadas por via ocular contra o virus da
Doenca de Newcastle vivo atenuado - cepa La Sota (Hipraviar - HIPRA®). Aos 34 dias de
idade, duas aves por repeticdo foram novamente submetidas a avaliacdo da reacdo de
hipersensibilidade cutanea a PHA.

Apos as 12 horas de fornecimento da racdo pos-eclosdo e antes do alojamento, e
aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias, realizou-se a colheita de sangue de uma ave por repeti¢cdo, com
posterior centrifugacdo para obtencdo das amostras de soro, que foram armazenadas a
temperatura de -20°C. Ap0s pesagem e eutanasia dessas aves, realizada por deslocamento
cervical, procedeu-se a coleta de baco e bursa para pesagem e calculo do peso relativo,
considerando a seguinte formula: peso relativo = (100 x peso do 6rgédo) / peso da ave, além de
coleta do contetdo do saco vitelinico na fase pds-ecloséo, que também foi armazenado a
temperatura de -20°C.

As amostras de soro e contetdo do saco vitelinico foram avaliadas por meio do
Kit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de analise para detec¢do de anticorpos
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(1gG de galinha) contra o virus da Doenca de Newcastle - NDV (Biochek®), sendo

processadas de acordo com as recomendacdes do fabricante.

TABELA 1 - Composicdo das dietas experimentais (%), com base na matéria natural,

fornecidas até o final da fase pré-inicial (7 dias de idade)

TRATAMENTO

INGREDIENTES Controle CLA
Milho 52,00

Farelo de soja 38,90

Oleo de soja 2,50

Fosfato bicalcico 2,00

Amido 1,54 1,50
Calcario 1,08

Sal comum 0,57

L-Lisina 0,40

DL-Metionina 0,40

L-Treonina 0,20

Premix mineral e vitaminico® 0,40

CLA? 0,00 0,04
COMPOSICAO CALCULADA

Proteina bruta 22,46

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,95

Calcio 1,00

Faésforo disponivel 0,48

Acido linoleico 2,60

Lisina digestivel 1,41

Metionina digestivel 0,69

Metionina + cistina digestivel 0,98

Treonina digestivel 0,94

Cloro 0,39

Potassio 0,86

Saodio 0,24

CLA trans-10, cis-12 0,00 0,02

Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg): Vitamina A, 2.000.000 UlI; Vitamina D3, 600.000 Ul
Vitamina E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg; Vitamina
B6, 700 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg; Acido
folico, 250 mg; Biotina, 15 mg; Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g; lodo,
250 mg; Zinco, 18 g; Selénio, 75 mg; Nicarbazina, 10 g; Maduramicina, 937,50 mg; Virginiamicina,

4.125 mg.
2 Lutalin (BASF®)

A leitura da microplaca contendo o material amostrado foi feita imediatamente

ap6s o término do processo em leitora de microplacas de ELISA Polaris (Celer®), com

absorbancia medida com comprimento de onda de 405 nm, e os resultados foram obtidos por

meio do Biochek Il Software (2015 version), que correlaciona a leitura das amostras a leitura

dos controles e estabelece, a partir dessa correlagdo, a concentragdo de imunoglobulinas.
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia, com o auxilio do software
RlO

TABELA 2 — Composigdo das dietas experimentais (%), com base na matéria natural,
fornecidas nas fases inicial (8 a 21 dias), de crescimento (22 a 33 dias) e de
terminacéo (34 a 35 dias)

Fases de criagédo

INGREDIENTES

Inicial Crescimento Terminacao

Milho 58,92 60,34 64,05
Farelo de soja 35,09 32,00 29,00
Oleo de soja 2,04 3,61 3,53
Fosfato bicélcico 1,76 1,64 1,50
Calcario 0,91 0,86 0,81
Sal comum 0,48 0,46 0,44
L-Lisina 0,13 0,18 0,19
DL-Metionina 0,22 0,24 0,22
L-Treonina 0,01 0,03 0,03
Premix mineral e vitaminico® 0,40 0,60 0,20
COMPOSICAO CALCULADA

Proteina bruta 20,78 19,56 18,50
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,98 3,10 3,15
Calcio 0,87 0,82 0,76
Fdsforo disponivel 0,43 0,41 0,38
Acido linoleico 2,47 3,30 3,30
Lisina digestivel 1,11 1,07 1,02
Metionina digestivel 0,50 0,50 0,47
Metionina + cistina digestivel 0,79 0,77 0,73
Treonina digestivel 0,72 0,70 0,66
Cloro 0,34 0,33 0,31
Potassio 0,81 0,76 0,71
Saodio 0,21 0,20 0,19

'Premix mineral e vitaminico (quantidade/kg) — Fase inicial: Vitamina A, 2.000.000 Ul; Vitamina D3,
600.000 Ul; Vitamina E, 5.000; Vitamina K3, 450 mg; Vitamina B1, 500 mg; Vitamina B2, 1.500 mg;
Vitamina B6, 700 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Niacina, 9.000 mg; Acido pantoténico, 3.500 mg;
Acido félico, 250 mg; Biotina, 15 mg; Colina, 80 g; Cobre, 2.500 mg; Ferro, 10 g; Manganés, 20 g;
lodo, 250 mg; Zinco, 18 ¢; Selénio, 75 mg; Nicarbazina, 10 g; Maduramicina, 937,50 mg;
Virginiamicina, 4.125 mg. Fase de crescimento: Vitamina A, 1.750.000 Ul; Vitamina D3, 500.000 Ul;
Vitamina E, 3.000 Ul; Vitamina K3, 375 mg; Vitamina B2, 1.250 mg; Acido pantoténico, 3.250 mg;
Vitamina B6, 750 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg; Acido nicotinico, 8.000 mg; Acido félico, 250 mg;
Biotina, 2,5 mg; Colina, 80 g; Ferro, 10 g; Cobre, 2.500 mg; Manganés, 20 g; Zinco, 18 g; lodo, 250
mg, Selénio, 75 mg; Virginiamicina, 4.125 mg; Salinomicina sodica, 16,5 g. Fase de terminag&o:
Vitamina A, 1.500.000 Ul; Vitamina D3, 350.000 Ul; Vitamina E, 3.500 Ul; Vitamina K3, 350 mg;
Vitamina B1, 250 mg; Vitamina B2, 1.250 mg; Vitamina B6, 250 mg; Vitamina B12, 2.500 mcg;
Acido pantoténico (min) 4.000 mg; Niacina, 11 g; Acido félico, 400 mg; Colina, 150 g; Cobre, 3.500
mg; Ferro, 20g; Manganés, 30 g; lodo, 400 mg; Zinco, 25 g; Selénio, 100 mg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pintos submetidos a restricdo alimentar apresentaram menor peso relativo de bago
(P =0,009) apds 12 horas, enquanto a suplementacdo com CLA promoveu reducdo do peso
desse o6rgao somente aos 28 dias de idade (P=0,001) (Tabela 3).
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TABELA 3 — Peso relativo (%) de baco de pintos de corte submetidos a jejum alimentar pos-
eclosdo e suplementados de CLA na fase-preé-inicial

Tratamento Apbs 12 horas Setedias 14 dias 2ldias 28dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 0,04 b 0,09 0,07 0,08 0,08 0,09
Sem jejum 0,05a 0,10 0,08 0,08 0,07 0,10
DIETA PRE-INICIAL

Controle 0,04 0,09 0,07 0,08 0,09a 0,10
CLA 0,04 0,09 0,07 0,08 0,07 b 0,09
Valor de P

Jejum pds-ecloséo 0,009 0,679 0,201 0,670 0,100 0,259
Dieta Pré-inicial 0,522 0,878 0,977 0,327 0,001 0,087
Jejum x Dieta Pré-inicial 0,366 0,614 0,815 0,636 0,826 0,330
CV (%) 24,74 34,50 23,68 20,73 12,48 20,93

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

Estudos apontaram que o jejum pds-eclosdo de 24 a 72 horas pode reduzir o peso

relativo de bago'**?

, engquanto em outros, o atraso de até 24 horas no fornecimento de racéo
ndo causou alteracBes esplénicas significativas™**. O acompanhamento do peso do baco,
realizado nesta pesquisa, demonstrou que o jejum afetou essa variavel logo apds o periodo de
12 horas, mas a ave foi capaz de se recuperar a partir de sete dias de idade. De modo

semelhante, Nnadi et al.*®

verificaram que o jejum pos-eclosdo nao afetou o desenvolvimento
de 6rgdos relacionados ao sistema imune em avaliacBes realizadas aos 21 dias de idade.
Entretanto, na fase pos-eclosdo ocorrem mudancas decisivas para o desenvolvimento da ave, e
nem sempre 0 organismo dos animais privados de alimento, nessa fase, é capaz de se
recuperar por completo™.

A alimentacdo aumenta a disponibilidade de substratos para o desenvolvimento
dos 6rgdos linfoides'’. Portanto, privar o neonato de nutrientes exégenos logo nos primeiros
estagios de vida pode comprometer o crescimento e desenvolvimento adequado da ave,
inclusive do sistema imune.

Além do estimulo proporcionado pelo fornecimento de nutrientes via oral, é
importante considerar a importancia do estimulo antigénico, especialmente no
desenvolvimento dos 6rgéos linfoides secundarios™. Nesse sentido, o fornecimento de racéo
pode promover os dois tipos de estimulo, pois também possibilita o contato da ave com
microrganismos encontrados no ambiente que o circunda®.

O peso relativo da bursa foi afetado apenas no periodo de 12 horas, apresentando
reducdo em pintos suplementados com CLA (P=0,005) (Tabela 4).
|'11

Embora o peso relativo de bursa tenha sido alterado pelo CLA, Pires et a

afirmaram que o desenvolvimento pds-eclosdo da bursa inicia-se apds 72 horas de vida,
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explicando o fato de ndo terem encontrado efeito do jejum para esse Orgdo, assim como

observado no presente estudo. Por outro lado, Bhanja et al.*®

privaram neonatos de alimento
por 24 horas, implicando em menor peso de bursa imediatamente apos esse periodo. Outros
autores avaliaram os efeitos de periodo de jejum de 36 horas e observaram resultados
diversos, sem alteragdo no peso de bursa apds esse periodo™, ou com alteracio no peso desse

6rgao aos 10 dias de idade™.

TABELA 4 — Peso relativo (%) de bursa de pintos de corte submetidos a jejum alimentar
pos-eclosao e suplementados de CLA na fase-pré-inicial

Tratamento Apo6s 12 horas Setedias 14 dias 21dias 28dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 0,14 0,20 0,21 0,24 0,23 0,20
Sem jejum 0,13 0,20 0,20 0,22 0,21 0,18
DIETA PRE-INICIAL

Controle 0,15a 0,19 0,22 0,23 0,21 0,18
CLA 0,11b 0,20 0,20 0,22 0,23 0,19
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,602 0,902 0,721 0,472 0,142 0,363
Dieta Pré-inicial 0,005 0,801 0,292 0,716 0,155 0,470
Jejum x Dieta Pré-inicial 0,742 0,708 0,701 0,520 0,144 0,073
CV (%) 25,28 21,72 23,94 27,26 19,86 19,61

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

O CLA reduziu os pesos relativos do baco aos 28 dias, e da bursa ap6s 12 horas
(Tabelas 3 e 4). O crescimento de 6rgdos linfoides tem sido relatado como um dos efeitos da
utilizagdo do acido graxo®, embora outros autores ndo tenham observado efeito de sua
utilizac&o sobre o peso relativo de bago®.

Observa-se na Tabela 5 que, aos 13 dias de idade, trés horas ap6s a inoculacdo de
PHA, aves submetidas ao jejum pos-eclosdo apresentaram menor espessamento da prega
digital (P=0,011), indicando menor proliferacédo linfocitaria. Seis horas apds a inoculagéo de
PHA, a suplementagdo com CLA resultou em maior recrutamento de células para a regido
mensurada (P=0,042). Contudo, aves suplementadas com CLA apresentaram menor reacao
aos 34 dias de idade, trés horas apds a inoculacao (P=0,055) (Tabela 6).

Houve interacdo para a reacdo aos 34 dias (Tabela 6), 24 horas apds a inoculacao
de PHA (P=0,043). O fornecimento de racdo pos-eclosdo e a suplementacdo com CLA
garantiram maior reacdo a PHA (Tabela 7), indicando que o fornecimento precoce de CLA

estimula a imunidade celular da ave, aumentando a proliferacéo de linfocitos T.
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TABELA 5 — Resposta de hipersensibilidade cutanea a PHA (mm) de pintos de corte aos 13
dias de idade, submetidos a jejum alimentar pés-eclosdo e dieta pré-inicial

contendo CLA

Tratamento Reacao apos Reacao apos Reacéo apos Reacao apos
3h 6h 12h 24h

JEJUM POS-
ECLOSAO
Com jejum 0,15b 0,30 0,34 0,34
Sem jejum 0,19a 0,29 0,33 0,37
DIETA PRE-INICIAL
Controle 0,16 0,27 b 0,33 0,33
CLA 0,18 0,33 a 0,34 0,38
Valor de P
Jejum pos-eclosdo 0,011 0,667 0,749 0,375
Dieta Pré-inicial 0,136 0,042 0,778 0,198
Jejum x Dieta Pré-inicial 0,809 0,392 0,443 0,560
CV (%) 26,65 26,83 27,19 28,29

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 6 — Resposta de hipersensibilidade cutanea a PHA (mm) de frangos de corte aos 34
dias de idade, submetidos a jejum alimentar pds-eclosdo e dieta pré-inicial
contendo CLA

Tratamento Reacdo ap6s  Reacdo apés  Reacgdo apos Reac&o apos
3h 6h 12h 24h

JEJUM POS-ECLOSAO

Com jejum 0,23 0,24 0,23 0,11b

Sem jejum 0,27 0,27 0,29 0,17 a

DIETA PRE-INICIAL

Controle 0,28 a 0,28 0,26 0,11 b

CLA 0,21b 0,24 0,26 0,17 a

Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,203 0,472 0,102 0,007

Dieta Pré-inicial 0,055 0,289 0,774 0,004

Jejum x Dieta Pré-inicial 0,424 0,815 0,311 0,043

CV (%) 34,17 36,32 31,00 36,45

*Meédias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 7 — Desdobramento da interacdo jejum poés-eclosdo x dieta pré-inicial para a
resposta de hipersensibilidade cutanea a PHA (mm) apds 24 horas, em pintos
de corte aos 34 dias de idade, submetidos a jejum alimentar pos-eclosao e dieta
pré-inicial contendo CLA

Variavel Jejum alimentar Dieta pré-inicial
pds-eclosao Controle CLA
x s . Com jejum 0,10 Aa 0,12 Ba
Reacdo a PHA ap6s 24 horas (mm) Sem jejum 0,12 Ab 0.22 Aa

*Médias seguidas de letras distintas, maiusculas na coluna e minasculas na linha, diferem
estatisticamente a 5%.
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Os resultados sugerem que o atraso no fornecimento de alimento pode reduzir a

13 14
l. l.

imunocompeténcia mediada por células T. Bhanja et al.™ e Shinde et al.™ obtiveram

resultados semelhantes e concluiram que o jejum pos-eclosao reduz a resposta a inoculacdo de
fitohemaglutinina, o que sugere reducdo da resposta imune celular. Para Shira et al.?, o jejum
atrasa a proliferacdo de linfocitos T e B na bursa, e o organismo é capaz de recuperar-se a
partir da segunda semana de idade. Nos resultados obtidos, aos 34 dias de idade, o jejum
ainda causou prejuizos a resposta imune.

A suplementacdo com CLA na fase pré-inicial resultou em maior espessura de
prega digital 6 (13 dias de idade) e 24 horas (34 dias de idade) apos a inoculacdo de PHA,
sugerindo maior recrutamento de células para as regides mensuradas, o que indica melhor

|.23

preparo do sistema imune celular . Cook et al.“> observaram que frangos suplementados com

CLA e desafiados com endotoxinas de Escherichia coli, apresentaram maior proliferacao

24
l.

linfocitaria 24 horas apds a aplicacdo de PHA. Nesse sentido, Takahashi et al.”* concluiram

12> concluiram

que o CLA pode estimular a diferenciacdo das células T, enquanto Long et a
gue o CLA tem a capacidade de estimular a proliferacdo in vitro de linfocitos T. Este efeito
pode estar relacionado & reducdo dos niveis de acido araquiddnico e eicosanoides®, capazes
de suprimir a proliferacdo de células T.

Observa-se, na Tabela 8, que apds passar pelo jejum pés-eclosdo de 12 horas, 0s
titulos de IgG encontrados no saco vitelinico foram maiores em pintos ndo submetidos ao
jejum alimentar (P=0,008) e ndo suplementados com CLA (P=0,007), apresentando, portanto,
comportamento inverso ao observado para os titulos do soro, considerando a avaliacdo isolada

dos fatores (Tabela 8).

TABELA 8 - Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no soro e
no contetdo do saco vitelinico de pintos de corte, ap6s 12 horas de jejum
alimentar pos-eclosdo e suplementacdo de CLA

Tratamento — Titulos
Saco vitelinico Soro

JEJUM POS-ECLOSAO

Com 9.151b 12.981 a

Sem 11.121 a 9.433b
DIETA PRE-INICIAL

Controle 11.148 a 9.836 b

CLA 9.124 b 12.578 a
Valor de P

Jejum pos-eclosdo 0,008 0,004

Dieta Pré-inicial 0,007 0,018

Jejum x Dieta pré-inicial 0,118 0,028
CV (%) 10,31 16,54

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).
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Houve interacdo jejum x dieta (P=0,028) para os titulos de IgG no soro (Tabela 8).
O desdobramento revelou que pintos ndo suplementados com CLA e ndo submetidos ao jejum
alimentar apresentaram menores titulos de imunoglobulinas contra a doenca de Newcastle
(Tabela 9).

E provavel que pintos que receberam ragdo pos-eclosdo ndo suplementada com
CLA tenham apresentado reduzida velocidade de absor¢do de imunoglobulinas provenientes
do saco vitelinico, expressa pelos menores titulos séricos de 1gG apos a fase pos-eclosdo
(Tabela 9).

TABELA 9 — Desdobramento da interacdo jejum pos-eclosdo x dieta pré-inicial para a
variavel titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no
soro de pintos de corte, ap6s 12 horas de jejum alimentar pds-eclosdo e
suplementacdo de CLA

Variavel Jejum alimentar Dieta pré-inicial
pds-eclosao Controle CLA
. Com jejum 12.053 Aa 13.102 Aa
Titulos de 19G no soro Sem jejum 6.813 Bb 12.859 Aa

*Médias seguidas de letras distintas, mailsculas na coluna e minudsculas na linha, diferem
estatisticamente a 5%.

A absor¢do dos nutrientes presentes no saco vitelinico pode ocorrer por meio do
pediculo vitelinico para o intestino delgado, embora a principal via seja através do
revestimento epitelial vitelinico para os vasos sanguineos?’. Quando o neonato é privado de
alimentacdo logo nas primeiras horas de vida, a absor¢do do saco vitelinico torna-se mais
lenta®®, e o seu contelido ndo é utilizado da forma devida. As proteinas e os lipidios que
deveriam ser aproveitados, respectivamente, como fonte de imunoglobulinas e na composi¢éo
de membranas celulares passam a ser degradados para provimento de energia e aminoacidos.
Os resultados exibidos na Tabela 8 sugerem que pintos em jejum absorvem mais rapidamente
as imunoglobulinas maternas encontradas no saco vitelinico, enquanto o fornecimento de
racao parece poupar as imunoglobulinas, mantendo-as no saco vitelinico por mais tempo, para

posterior absorcdo para a corrente sanguinea. Bhanja et al.?

relataram que aves em jejum por
mais de 24 horas apresentam maior quantidade de lipidios e menor de proteina no conteddo
do saco vitelinico, o que pode indicar maior velocidade de absorcao das proteinas em relagédo
aos lipidios nos casos de jejum.

Aos 21 dias de idade, houve interacdo dos fatores jejum x dieta para os titulos de
imunoglobulinas no soro (P=0,010) (Tabela 10). O desdobramento revelou que, quando

fornecida a racdo pds-eclosao, os titulos de IgG foram maiores para aves suplementadas com
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CLA,; contudo, considerando a dieta controle, 0 jejum promoveu maiores titulos do que em
aves com acesso imediato ao alimento (Tabela 11). Aos 28 dias, 0 jejum promoveu menores
titulos de IgG no soro (P=0,002) (Tabela 10). A partir de sete dias de idade, o CLA néo

alterou a resposta imune dos pintos (P>0,05) (Tabela 10).

TABELA 10 — Titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV) no soro
de frangos de corte, submetidos a jejum alimentar pos-eclosdo e
suplementacdo pré-inicial de CLA

Titulos no soro

Tratamento 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
JEJUM POS-ECLOSAO
Com 1.069 228 616 2.361b 2.389
Sem 763 234 603 6.164 a 3.167
DIETA PRE-INICIAL
Controle 1.002 167 528 5.026 2.244
CLA 830 296 691 3.500 3.312
Valor de P
Jejum pos-eclosao 0,135 0,943 0,926 0,002 0,181
Dieta Pré-inicial 0,392 0,206 0,258 0,187 0,070
Jejum x Dieta pré inicial 0,098 0,363 0,010 0,631 0,912
CV (%) 59,49 90,93 54,36 75,00 56,09

*Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si (P<0,05).

TABELA 11 — Desdobramento da interacdo jejum pdés-eclosdo x dieta pré-inicial para a
variavel titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle (NDV)
no soro pintos de corte aos 21 dias de idade, submetidos a jejum alimentar
pos-eclosdao e suplementacdo pré-inicial de CLA, vacinados aos 15 dias de

idade
Variavel Jejum alimentar Dieta pré-inicial
pos-eclosdo Controle CLA
. Com jejum 880 Aa 501Aa
Titulos de 1gG no soro Sem jejum 325 Bb 730 Aa

*Médias seguidas de letras distintas, maiusculas na coluna e minlsculas na linha, diferem
estatisticamente a 5%.

Aos 28 dias de idade, as aves que passaram pelo jejum pds-eclosdo apresentaram
menor titulo de anticorpos no soro, reforcando a importancia do fornecimento de nutrientes
exogenos logo nas primeiras horas de vida, sob condi¢do de terem sua funcdo imunoldgica
prejudicada em idades posteriores. Como o0s pintos foram vacinados aos 15 dias de idade, os
titulos de anticorpos a partir de 21 dias representam a imunidade ativa, ou seja, a producao de
imunoglobulinas pelo préprio organismo, e ndo a presenca de imunoglobulinas de origem
materna, explicando o aumento dos titulos apos a vacinagdo. Embora apenas o peso do bago
tenha sido afetado pelo jejum (Tabela 3), é possivel que a capacidade imunoldgica dos 6rgaos

linfoides tenha sido, de alguma forma, prejudicada.
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Os primeiros dias de vida do neonato compreendem um estdgio sensivel e
complexo para maturacdo do sistema imunoldgico, e a restricdo alimentar pode significar
prejuizos a este sistema’’. Pintos alimentados logo apés a eclosdo apresentam melhor preparo
imunolodgico ao longo da vida, devido a imediata disponibilidade de substratos para sintese de
moléculas participantes da defesa imunoldgica™. Assim, mudancas como o aumento de
células B na bursa, podem demorar mais a ocorrer caso haja atraso na oferta de alimento ao
neonato?.

O tempo de jejum a que os pintos foram submetidos no presente estudo pode nédo
ter sido suficiente para causar mais alteracoes significativas sobre a resposta humoral durante

seu crescimento. Lamot et al.*?

relataram que periodos de jejum entre 24 e 72 horas podem
prejudicar a imunidade das aves, enquanto atrasos menores na oferta de racdo podem néo
apresentar efeito sobre a resposta imune.

Apos 12 horas, o CLA, assim como o jejum, aumentou a velocidade de absor¢do
das imunoglobulinas maternas do saco vitelinico para o soro. Porém, quando considerada a
interacdo dos fatores no soro apos 12 horas e aos 28 dias de idade, 0 CLA aumentou os titulos
de imunoglobulinas em relagédo ao controle.

O’Shea et al.° relataram a capacidade do CLA em estimular a sintese de IgA, IgM
e IgG, assim como Takahashi et al.*® que suplementaram pintos de corte com 10g/kg de racéo
de CLA e observaram maior producéo de IgG.

Uma explicacdo para a o efeito estimulante do CLA sobre a imunidade humoral
seria sua capacidade de aumentar a producdo de interleucina-2 (IL-2), que, por sua vez,

estimula a sintese de imunoglobulinas®.

CONCLUSAO
Conclui-se que o jejum alimentar p6s-eclosdo e o CLA aceleram a transferéncia
de imunoglobulinas do saco vitelinico para o soro. O jejum prejudica a imunidade celular, e o

CLA pode favorecé-la, aumentando sua resposta, quando fornecido até os sete dias de idade.
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CAPITULO 8 — CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de &cidos graxos das familias dmega-3 e 6 nas dietas animais vem
sendo avaliada ha alguns anos, porém, ultimamente, a realizacdo de novas pesquisas tem
reforcado constatacOes anteriormente propostas e permitido explorar novos conceitos, tais
como a relagdo entre nutricdo e imunidade.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que o nivel de inclusdo de 0,025% de
CLA na dieta foi capaz de alterar caracteristicas fisicas e bromatoldgicas dos ovos e sacos
vitelinicos da progénie de matrizes suplementadas, causando também alteracdo do perfil de
acidos graxos. Essas alteracdes ndao foram suficientes para provocar a morte embrionaria, uma
vez que ndo houve alteracdo da relacdo no indice de gorduras saturadas:insaturadas das
gemas, mas isto foi observado na perfil obtido para os sacos vitelinicos de embribes e
neonatos. O nivel de CLA utilizado foi, portanto, considerado seguro e trouxe o beneficio de
melhorar, de forma geral, a imunidade da progénie de matrizes suplementadas e das aves
suplementadas diretamente com este acido graxo.

O intestino também foi influenciado pelo CLA, tanto macroscopicamente, quanto
a nivel histoldgico. O CLA oferecido as matrizes influenciou o desenvolvimento intestinal
dos pintos desde a fase embrionaria e continuou a exercer efeito apds a eclosdo, aliado a
suplementacéo conjunta da progénie.

Entre os érgdos avaliados, o figado foi o principal a sofrer alteracdo do peso
relativo em virtude da utilizacdo do CLA; o que pode ter ocorrido devido a relatada
capacidade do CLA em alterar o metabolismo lipidico, interferindo na fung&o deste 6rgéo.

O processo da producédo do frango de corte é resultado de uma série de uma série
de atividades prévias que antecedem o seu nascimento. Verificou-se claramente neste trabalho
gue a dieta oferecida a matriz pode influenciar a progénie em varios aspectos, somados as
atividades cumpridas na fase pos-eclosao, visto que as mudancgas anatémicas e fisioldgicas
que ocorrem nas primeiras horas de vida sdo decisivas para o desempenho e saide da ave.

Assim, priva-la de alimento nessa fase pode causar prejuizos dificeis de serem
recuperados futuramente. O desempenho foi influenciado principalmente pela ocorréncia de
jejum alimentar pos-eclosdo. No entanto, as aves conseguiram se recuperar até os 35 dias de
idade, provavelmente pelas condi¢cdes favoraveis em que foram criadas e pelo periodo de
jejum alimentar, que ndo foi muito extenso e sem restricdo de &gua; ndo sendo o CLA capaz

de minimizar efeitos decorrentes do jejum.
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Ainda com relacdo ao CLA, a prética de suplementar apenas a progénie nédo
trouxe tantos beneficios quando comparada a suplementacdo da matriz ou de ambos,
provavelmente pela disponibilizacéo precoce do acido graxo as aves em desenvolvimento.

Considerando os dados de literatura disponiveis a respeito do uso de CLA em
dietas para aves, e os resultados aqui divulgados, novas propostas podem ser tracadas para dar
continuidade ao estudo e investigar outros beneficios advindos da suplementagdo deste acido
graxo.

No presente trabalho de pesquisa, a suplementacdo restringiu-se a curtos periodos,
uma vez que se objetivou avaliar a influéncia do CLA quando disponibilizado nas fases
iniciais de vida dos pintos. Periodos maiores de suplementacdo poderiam gerar resultados
mais pronunciados ou confirmar outros efeitos. A avaliacdo de frangos em idade de abate para
determinacdo da composicao de carcaca e qualidade da carne, e a suplementacdo de poedeiras
comerciais com 0 objetivo de enriquecer os ovos destinados ao consumo séo ideias cuja
investigacdo cientifica é relativamente nova, necessitando ainda de maior atengao.

Além disso, pouco se sabe sobre a capacidade do CLA em alterar a expressao de
certos genes, e a exploracdo da biologia molecular poderia revelar informagdes importantes a
respeito de sua agdo no organismo, constituindo um novo direcionamento para pesquisas a

respeito deste acido graxo.



