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RESUMO

As linhagens modernas de frangos de corte foram selecionadas para o crescimento
rapido e melhoria da conversdo alimentar. Em consequéncia disso, as exigéncias nutricionais
aumentaram desde a fase de desenvolvimento embrionario. Entretanto, a quantidade de
nutrientes no ovo permanece estavel, o que pode limitar a expressdo do potencial genético de
desempenho. Portanto, objetivou-se com esse estudo avaliar, por meio de metanélise, o efeito
da inoculagdo com aminoacidos de ovos fertilizados nas caracteristicas de ecloséo e pos-eclosdo
de frango de corte. A busca de artigos cientificos foi realizada em janeiro de 2022 em diferentes
bases de dados utilizando as palavras-chave (amino acid OR amino acids AND “in ovo”). A
metanalise foi realizada pelo modelo de efeitos aleatdrios, considerando as diferencas entre o
grupo inoculado com aminoécidos e o controle placebo. A andlise global mostrou que a
inoculacdo de aminoacidos nao influenciou (p > 0,05) a eclodibilidade, porém aumentou (p <
0,01) o peso a eclosdo e 0 ganho e peso e melhorou (p < 0,01) a conversao alimentar. Na analise
de subgrupos, apenas a inoculacdo de alanina aumentou (p < 0,01) a eclodibilidade. Houve
aumento (p < 0,05) do peso a eclosdo com arginina, lisina, carnitina, creatina, alanina e
metionina, enquanto glicina e isoleucina reduziram (p < 0,05) essa variavel. O ganho de peso
pos-eclosdo foi aumentado com glutamina (p < 0,01), creatina (p < 0,01), metionina (p < 0,01)
e lisina (p = 0,05) e a conversdo alimentar foi melhorada (p < 0,05) com glutamina, arginina e
treonina. Todas as variaveis foram influenciadas positivamente (p < 0,05) quando as solucdes
foram diluidas em &gua deionizada, inoculadas no albumen, entre o 7° e 14° dias de incubacéo,
utilizando ovos de galinhas de idade entre 41 e 60 semanas. A nutri¢do in ovo de aminoacidos
pode melhorar parametros de eclosao e pds-eclosdo de frangos de corte. A alanina e a carnitina
sdo mais adequados para melhorar caracteristicas de eclosdo; a glutamina para melhorar o
desempenho pos-eclosdo; e a arginina, creatina e lisina por favorecer ambos. A dgua deionizada
deve ser utilizada como veiculo de diluicdo e o albdmen o local de inoculagdo recomendado.
As solugbes devem ser inoculadas entre 0 7° e 14° dias de incubacdo. Melhores resultados sdo
obtidos em ovos de matrizes com idade superior a 40 semanas.

Palavras chave: Embrido de galinha. Eclodibilidade. Inoculagéo. Performance.



ABSTRACT

Modern broiler lineages have been selected for rapid growth and improved feed
conversion. As a result, nutritional requirements have increased since the embryonic stage of
development. However, the amount of nutrients in the egg remains stable, which can limit the
expression of genetic performance potential. Therefore, the objective of this study was to
evaluate, through meta-analysis, the effect of inoculation with amino acids of fertilized eggs on
the hatching and post-hatching characteristics of broilers. The search for scientific articles was
carried out in January 2022 in different databases using the keywords (amino acid OR amino
acids AND “in ovo”). The meta-analysis was performed using the random effects model,
considering the differences between the group inoculated with amino acids and the placebo
control. The global analysis showed that the inoculation of amino acids did not influence (p >
0.05) the hatchability, however it increased (p < 0.01) the hatching weight and the weight gain
and improved (p < 0.01) the conversion feed. In the subgroup analysis, only alanine inoculation
increased (p < 0.01) hatchability. There was an increase (p < 0.05) in hatching weight with
arginine, lysine, carnitine, creatine, alanine and methionine, while glycine and isoleucine
reduced (p < 0.05) this variable. Post-hatch weight gain was increased with glutamine (p <
0.01), creatine (p < 0.01), methionine (p < 0.01) and lysine (p = 0.05) and feed conversion was
improved (p < 0.05) with glutamine, arginine and threonine. All variables were positively
influenced (p < 0.05) when the solutions were diluted in deionized water, inoculated into the
albumen, between the 7th and 14th days of incubation, using eggs from hens aged between 41
and 60 weeks. In ovo nutrition of amino acids can improve hatch and post hatch parameters of
broilers. Alanine and carnitine are best suited to improve hatching characteristics; glutamine to
improve post-hatch performance; and arginine, creatine and lysine favoring both. Deionized
water should be used as a dilution vehicle and albumen the recommended inoculation site. The
solutions must be inoculated between the 7th and 14th days of incubation. Best results are
obtained in eggs from hens aged over 40 weeks.

Keywords: Chicken embryo. Hatchability. Inoculation. Performance.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A carne de frango tornou-se a carne mais consumida do mundo nos Gltimos anos devido
ao seu alto valor nutricional, preco reduzido de mercado e maior quantidade de proteina
produzida em curto espaco de tempo quando comparado a outras espécies. O Brasil esta entre
0s trés maiores produtores mundiais e lidera como maior exportador deste produto, que
representa grande importancia para a atividade econémica do pais. No entanto, para suportar o
aumento exponencial da escala de producdo é imprescindivel fornecer condi¢bes adequadas
para que as aves possam produzir com maxima eficiéncia. Para que isso seja possivel, deve-se
considerar avangos tecnolégicos, melhoramento genético, otimizagdo de programas
nutricionais e de bem-estar, visto que estas estratégias contribuem para alavancar a cadeia
produtiva do frango de corte.

Com o avanco das tecnologias de producéo, a idade de abate do frango foi reduzida em
aproximadamente 40% e o peso de abate mais que dobrou. As linhagens modernas foram
melhoradas geneticamente para obterem rapido crescimento e desempenho méaximo, baseados
na melhoria continua da conversao alimentar. Considerando o curto espaco de tempo da cadeia
produtiva, o desenvolvimento embrionario passou a representar mais de 33% de todo o periodo
de vida do frango. Sendo assim, disturbios fisiolégicos e metabolicos nesta fase podem
influenciar negativamente no desenvolvimento pds-eclosdo da ave. Ao contrario dos
mamiferos, as aves ndo possuem um suprimento materno continuo de energia e 0s depositos de
nutrientes sdo limitados ao conteldo do ovo que, apesar de ser considerado completo
nutricionalmente, pode ser insuficiente para sustentar o desenvolvimento embrionario das
linhagens modernas de frango de corte. Dentre as estratégias nutricionais atuais, a técnica de
inoculacdo in ovo de nutrientes vem se destacando por permitir a administracdo de diferentes
compostos a fim de aumentar a energia e qualidade nutricional ainda na fase embrionéria,
promovendo melhora nos parametros de eclosdo e performance dos frangos.

No terco final da incubacdo ha um aumento expressivo da demanda de energia pelo
embrido. Neste momento, o conteldo de oxigénio no ovo € limitado e a producdo de energia
ocorre pelo metabolismo anaerébio através da via da glicélise, utilizando aminoacidos como
principal substrato para gliconeogénese hepéatica. Além disso, ap6s a eclosdo, o pinto
permanece em jejum por muitas horas até ter acesso a alimentagdo exogena. Durante esse
tempo, e a glicemia continua sendo mantida pela gliconeogénese. Dessa forma, a utilizacédo de

aminoacidos para atividade de mantenca reduz a disponibilidade desses nutrientes para a sintese
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proteica e, consequentemente, para o crescimento muscular e desenvolvimento nos primeiros
dias pds-eclosdo. Esse entrave nutricional limita a expressdo do potencial genético de
crescimento das linhagens selecionadas.

Visto o papel importante dos aminoacidos para o desenvolvimento do embrido e para o
pinto recém-eclodido, o fornecimento in ovo destes nutrientes pode aumentar a quantidade de
substrato proteico, resultando em otimizagdo do crescimento muscular e, consequentemente,
maior ganho de peso e melhor conversao alimentar. Essa técnica tem sido estudada nos ultimos
anos, entretanto os resultados apresentados sdo inconsistentes devido a variagbes na
metodologia, como o tipo de aminoacido utilizado, veiculo de diluicdo, local e idade
embrionaria de inoculacdo. Assim, a definicdo de qual aminoécido e qual metodologia
proporcionam melhores resultados sdo importantes para consolidar a nutri¢cdo in ovo como uma
técnica capaz de otimizar a producédo do frango de corte. Portanto, objetivou-se com esse estudo
verificar, por meio de metanalise, se a inoculacdo in ovo de aminoacidos pode influenciar as

caracteristicas de eclosdo e pds-eclosao de frangos de corte.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e composic¢ao do ovo

O ovo é formado pela casca, albumen e gema, que representam em média uma proporgao
de 10,5%, 58,5 % e 31% respectivamente (VIEIRA e MORAN JUNIOR, 1999). Cada estrutura
tem uma composicao particular, que pode ser afetada pela nutricdo da matriz, e € responsavel
pela mobilizacdo de nutrientes especificos para o embrido (VIEIRA, 2007).

A casca € majoritariamente constituida por carbonato de calcio e possui poros que
permitem trocas gasosas constantes com o ambiente externo (SCOTTA et al., 2014). Essa
estrutura é recoberta pela cuticula, uma camada de glicoproteinas que auxilia na prevencao da
perda excessiva de agua e protege contra infeccdes (ROMANOFF e ROMANOFF, 1949;
PEEBLES e BRAKE, 1986). Além disso, ha uma membrana externa necessaria para a
mineralizacdo, e uma membrana interna, que se altera logo ap6s a oviposicdo dando origem a
camara de ar, um importante reservatério de oxigénio utilizado pelo embrido durante o processo
de bicagem (VIEIRA, 2007). O calcio €é o principal componente da casca do ovo (98,2%), mas
outros minerais também estdo presentes e podem ser fornecidos para o embrido em
desenvolvimento, como o magnésio (0,9%) e o fosforo (0,9%) (ROMANOFF e ROMANOFF,
1949).

A gema € a estrutura central do ovo, sustentada em sua posi¢do pela chalaza, e em sua
porcdo superior esta localizado o blastodisco, local onde o embrido se fixa apés a fertilizacdo
(SCOTTA et al., 2014). Os principais compontentes s3o 4gua, lipideos e, em menor proporcéo,
proteinas (FAO, 2010). Os lipideos compreendem cerca de 72,5% de triglicerideos, 24,4% de
fosfolipidos e 3,9% de colesterol (SCHNEIDER e TATRIE, 1968).

O albumen € constituido principalmente por agua (88%) e proteinas (10,5%), e possui
fracdes minimas de lipideos, minerais e vitaminas (FAO, 2010), sendo o principal sitio de
fornecimento de &gua e proteinas para o embrido e a reducdo do seu contetido pode afetar o
desenvolvimento embrionario (VIEIRA e MORAN JUNIOR, 1999). O ovo contém
guantidades muito baixas de carboidrato livre, sendo que a gema e o albimen juntos possuem
cerca de 1% de carboidratos, principalmente glicose (ROMANOFF e ROMANOFF, 1949).

Segundo Vieira e Moran Jr. (1999), a composi¢cdo quimica e a propor¢do dos
componentes do ovo variam de acordo com a idade da galinha, sendo que matrizes mais velhas
produzem ovos com maior teor de gordura na gema, assim como teores de umidade e proteinas,
refletindo em aumento do peso do ovo. Esses autores também explicam que linhagens diferentes

também apresentam variagdes resultantes da selecdo genética.
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2.2 Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento do embrido tem inicio no momento da fecundag¢&o do 6vulo no
infundibulo da galinha, dando origem ao zigoto que evolui junto com o desenvolvimento do
0vo, processo que dura aproximadamente 26 horas (FIUZA et al., 2006). Ap6s a postura, 0
embrido segue se desenvolvendo durante a incubacéo do ovo (MORAN JUNIOR, 2007) que,
em condic¢Oes ideais de temperatura, umidade, oxigenacdo e viragem, se completa em
aproximadamente 21 dias (504 horas) (GONZALES, 2005). Este periodo pode ser dividido em
trés fases: diferenciacdo celular, onde as células tornam-se especializadas e tem inicio a
formacgdo de Orgdos vitais; crescimento, onde ha sucessivas mitoses e hipertrofia para o
desenvolvimento de tecidos e 6rgéos e, por ultimo, a maturacao dos tecidos e 6rgaos formados
para que passem a ser funcionais (DECUYPERE e MICHELS, 1992).

A partir dos anexos geminativos do embrido ocorre a formacdo dos anexos
embrionérios: amnion, saco vitelinico, corion e alantoide (BARBOSA, 2011). O &mnion
comeca a ser formado com 30 horas de incubacdo e se completa em aproximadamente 72 horas
(FREEMAN e VINCE, 1974). Ele envolve o embrido e é responsavel pela sua protecdao
(GIVISIEZ et al., 2020), além de possui uma camada interna que secreta o liquido amniotico
com a funcédo de impedir a ocorréncia de choques mecanicos e manté-lo hidratado (OLIVEIRA,
2007). Entre 0 10° e 13° dias de incubagdo o embrido comeca a absorver o liquido amniético,
completando a absorcéao até o 18° dia (BOHORQUEZ, 2010). Essa ingestdo é uma importante
fonte de agua e nutrientes, sendo crucial no preparo para a eclosdo, uma vez que auxilia no
desenvolvimento da mucosa do intestino, que, nesta fase, ainda é imaturo e tem baixa
capacidade de absorcdo de nutrientes (OLIVEIRA, 2007).

O saco vitelinico € formado com 48 horas de incubacdo como uma extensao do trato
digestorio, delimitando a gema (DEEMING, 2002), sendo o principal responsavel pela nutricdo
do embrido (GIVISIEZ et al., 2020), uma vez que possui nutrientes essenciais para o0 seu
desenvolvimento como lipideos, pequenas quantidades de proteinas e carboidratos, além de
mineirais (UNI et al., 2012). As células da membrana do saco vitelinico séo capazes de digerir
e transportar nutrientes, como proteinas e glicose, assemelhando-se aos enterdcitos, enquanto o
transporte de lipideos ocorre por endocitose (DEEMING, 2002). Segundo esse autor, por volta
do 12° dia de incubagéo o saco vitelinico se une ao intestino delgado. Proximo ao 19° dia esse
anexo € internalizado na cavidade abdominal, tornando-se a Unica fonte de nutrientes para o
pintinho recém eclodido até que a alimentagcdo exdgena seja fornecida (YADGARY et al.,
2014). Além disso, o saco vitelinico € um importante local de sintese de células sanguineas e

tem um papel na defesa contra patégenos, uma vez que é o sitio de transferéncia de anticorpos
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maternos para o embrido (YADGARY et al., 2014; GIVISIEZ et al., 2020). O saco vitelinico
ainda possui uma extensa regido vasculosa que cresce de maneira acentuada entre o 3° e 5° dias
de incubacdo, onde os vasos que partem do embrido espalham-se em forma de “leque” e
envolvem a gema, responsaveis pela troca gasosa até que a membrana corioalantoide assuma
este papel (BARBOSA, 2011).

O corion é responsavel pela respiragdo e envolve todas as estruturas embrionarias,
protegendo o embrido e as demais membranas (GIVISIEZ et al., 2020). O alantdide se forma
por volta de 65 a 69 horas de incubacdo como uma projecéo do intestino grosso (DEEMING,
2002) e atua como um estoque de metabolitos derivados do metabolismo embrionario,
circundando o saco amnidtico, o saco vitelinico e o albimen (GIVISIEZ et al., 2020). Segundo
esses autores, aos 13 dias de incubacdo seu volume maximo € atingido e posteriormente diminui
a medida que as células reabsorvem agua, sédio e cloreto. O alantdide e o cérion se fundem por
volta do 5° ao 6° dia de incubacédo para formar a membrana corioalantéica. Essa membrana atua
como 0Orgao respiratorio e faz a reabsorcao de agua e eletrélitos do liquido alantdico, mantendo
0 equilibrio &cido-base (GABRIELLI e ACCILI, 2010). Por volta do 12° dia de incubacéo a
corioalantdide ja envolve todo o contetudo do ovo, reveste a superficie da membrana interna da
casca e infiltra-se completamente nos poros (BARBOSA, 2011), permitindo a remogéo e o
transporte do célcio da casca para 0 embrido, processo que enfraquece a casca, importante para
a fase de ecloséo (CESARIO, 2013).

Entre 0 5° e 18° dias de incubacéo o embrido passa por uma fase de intenso crescimento,
onde o requerimento nutricional é critico (WILSON, 1997). Entre 0 19° e 21° dias de incubacéo,
fase perinatal, ocorrem eventos importantes que condicionam a eclosdo do pinto, como o
posicionamento da cabeca proximo a cadmara de ar, a bicagem e inicio da respiracao pulmonar
(BARBOSA, 2011). Segundo essa autora, a bicagem interna perfura a membrana
corioalantéide e membrana interna da casca, fazendo com que o pinto comece a inalar 0s gases
da camara de ar e tenha inicio a respiracdo pulmonar, enquanto a membrana corioalantéide
reduz progressivamente sua funcionalidade. A bicagem externa promove a ruptura total da
casca do ovo e 0 contato com 0 ambiente externo, onde os pulmdes assumem totalmente a
funcdo respiratoria (BARBOSA, 2011).

2.3 Metabolismo embrionario
O metabolismo embrionario varia de acordo com trés fases: implantagcdo do embrido,

conclusdo do embri&o e preparo para a eclosdo (MORAN JUNIOR, 2007).
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A primeira fase, onde ha o crescimento inicial, ocorre sob baixas condi¢fes de
oxigenacdo (CIROTTO e ARANGI, 1989). Esses autores explicam que 0 acesso ao oxigénio é
limitado a difusdo simples e a energia gasta nesta fase provém da via da gliclise, resultando
em um aumento temporario de lactato que ocorre até a membrana corioalantdide tornar-se
funcional. A medida que os niveis de oxigénio aumentam, o lactato € transportado para o figado
e reciclado para glicose pela via da gliconeogénese (CHRISTENSEN et al., 2003).

A segunda fase é caracterizada por uma membrana corioalantéica totalmente funcional,
garantindo maior oxigenacdo para a fase de intenso crescimento e demanda energética
(MORAN JUNIOR, 2007). A fonte energética primaria neste momento provém da oxidagao de
acidos graxos da gema, sendo os triglicerideos o principal componente utilizado (BARBOSA,
2011). Além dos &cidos graxos, outros substratos podem ser utilizados para manutencdo da
glicemia através da gliconeogénese, principalmente o lactato acumulado durante a primeira
semana de desenvolvimento, o glicerol, gerado pela hidrolise dos triglicerideos, e as proteinas
da gema (FOYE, 2005). A glicose é armazenada como glicogénio no figado, rim e masculos, e
essa reserva sera utilizada na ultima semana de incubacdo (UNI e FERKET, 2004).

Segundo Moran Junior (2007), na Gltima fase a expansao do embrido no interior do saco
amniotico e seus movimentos fisicos ddo inicio aos eventos do preparo para a eclosao entre o
10°e 12° dias de incubacdo. Esse autor explica que o albimen é rompido e se mistura ao &mnion,
conteido que passa a ser ingerido oralmente pelo embrido entre o 10° e 13° dias e absorvido
pelo trato gastrointestinal de forma continua até que acabe o fluido albumen-amniético e seja
iniciada a bicagem interna. Nesse momento ha principalmente absorcdo de proteinas, como a
ovomucoide, que contém carboidratos Uteis para producdo de energia (MORAN JUNIOR,
2007). No momento da bicagem, a atividade muscular demanda a utilizacdo dos estoques de
glicogénio (BARBOSA, 2011) e a glicemia é mantida pela gliconeogénese hepatica, que utiliza
principalmente aminoacidos como substrato (UNI e FERKET, 2004). O catabolismo proteico
significativo ao final da incubacdo afeta negativamente o crescimento e desenvolvimento do
embrido, podendo refletir em menor peso do pinto a eclosdo (UNI e FERKET, 2004; UNI et
al., 2005).

A partir do 19° dia de incubacdo ocorre a incorporagdo do saco vitelinico na cavidade
abdominal (BARBOSA, 2011). O saco vitelinico residual representa cerca de 10% do peso
corporal total do pintinho recém eclodido e seu conteudo composto por lipideos e proteinas
supre a demanda energética durante a adaptacdo nutricional a dieta exdgena, porém a
guantidade de nutrientes diminui rapidamente e no terceiro dia p6s eclosdo estdo quase
esgotados (VIEIRA e MORAN JUNIOR, 1999).
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2.4 Inoculagéo in ovo de nutrientes

O embrido de ave depende de um reservatorio finito de energia e nutrientes para
sustentar seu desenvolvimento (EBRAHIMI et al, 2017). Nas ultimas décadas houve intensa
selecdo genética para promover o crescimento rapido de frangos de corte, fazendo com que as
exigéncias nutricionais aumentassem nos periodos pré e pos-eclosdo. No entanto, o teor de
nutrientes do ovo permanece estavel e isso pode culminar com deficiéncias nutricionais para
embrides modernos de alta produtividade (SOZCU e AK, 2020). Além disso, nas praticas da
industria comercial, ha um intervalo que pode variar de 24 a 48 horas até o fornecimento de
racdo e &gua para os pintinhos recém eclodidos devido a variagcdo no tempo de nascimento,
manuseio e tempo de transporte até a granja de producdo (ZHAO et al., 2017). Este tempo em
jejum gera consequéncias negativas para o pinto, incluindo aumento da mortalidade pos eclosao
(GIVISIEZ et al., 2020) e déficit no desenvolvimento do trato gastrointestinal, o que influencia
negativamente no seu crescimento (TAHMASEBI e TOGHYANI, 2015).

A administragdo in ovo de nutrientes tem como objetivo fornecer uma fonte nutricional
adicional durante o desenvolvimento embrionario, suplementando nutrientes que tenham efeito
positivo sobre o desempenho do embrido e do pinto (GUERREIRO et al., 2016). O objetivo da
técnica é melhorar o estado energético e o desenvolvimento intestinal na fase de pré-eclosdo
(NAYAK et al., 2017), minimizando os efeitos negativos do jejum pds-eclosdo e da fase de
transicdo (UNI e FERKET, 2003). Essa ferramenta € uma boa alternativa para maximizar a
produtividade nas fases iniciais do ciclo, e, consequentemente, aumentar a lucratividade na
industria de frangos de corte (GIVISIEZ et al., 2020).

Embora a técnica tenha sido estudada desde o inicio dos anos de 1980, a inoculagdo in
ovo de nutrientes ganhou maior destaque entre os estudos cientificos partir do ano de 2000
(ALVES et al., 2020). Foram avaliados diferentes nutrientes como vitaminas, aminoacidos,
carboidratos, entre outros aditivos, fornecidos em distintas fases do desenvolvimento
embrionario (GONCALVES et al., 2013). Entretanto, sabe-se que os resultados dependem de
varios fatores como o local de inoculacdo, idade embrionaria, volume administrado,
osmolaridade e composicao da solucdo (FERKET et al., 2005).

O local de inoculagdo pode afetar a capacidade de ecloséo do pinto (OHTA e KIDD,
2001) e os estudos trazem resultados contraditorios associados a diferentes locais (SOZCU e
AK, 2020). Ohta e Kidd (2001) sugeriram que o melhor local para inoculagdo € o saco
vitelinico. Segundo Uni e Ferket (2003), a inoculacdo pode ser feita na cdmara de ar ou na
regido amniotica, incluindo o liquido amni6tico e o saco vitelinico. Muitos autores defendem a

administragdo no amnion, uma vez que o embrido ingere oralmente o liquido amniotico até o



19

18° dia e assim o nutriente passara diretamente pelo trato gastrointestinal (UNI e FERKET,
2003; TAHMASEBI e TOGHYANI, 2015; PALANIYANDI et al., 2018).

Outro fator que apresenta grande variacdo € a idade embrionaria no momento da
inoculacdo. Uni e Ferket (2003) recomendam que o ovo seja inoculado entre o 15° e 19° dias
de incubacéo, dando preferéncia para o 17° e 18° dias. Alguns autores fizeram a inoculagdo na
segunda semana de incubacédo (VIEIRA et al., 2006; HAN et al., 2016; SALMANZADEH et
al., 2016) enquanto outros seguiram a idade de 17 a 18 dias (AL- ASADI, 2013; ATAN e KOP-
BOZBAY, 2021; MIRI et al., 2022). Ohta e Kidd (2001) explicam que a inoculacdo em idade
embrionéria precoce pode interferir no equilibrio do embrido, reduzindo a eclodibilidade.
Segundo Guerreiro et al. (2016), a inoculagdo em idade tardia (a partir do 19° dia) pode atingir
0 embrido e causar sua morte. Além disso, Uni e Ferket (2003) apontam que o método de
administracdo ndo deve danificar os tecidos e érgdos do embrido para que o tratamento nao
diminua significativamente a taxa de eclosé&o.

Segundo Uni e Ferket (2003), a osmolaridade da solucdo é um fator limitante para a
eclodilidade. Esses autores observaram que solucdes com osmolaridade abaixo de 800
miliosmais (mOsm) inoculadas in ovo resultaram em eclodibilidade aceitavel, sendo que o
intervalo de osmolaridade entre 400 a 600 mOsm foi considerado ideal por resultar em
eclodibildiade étima. O volume ideal de inoculacdo pode variar de 0,5 a 1,0 mL, dependendo
dos nutrientes que compde a solugdo (UNI e FERKET, 2004). E provavel que haja uma relago
entre o tamanho do ovo e volume inoculado (PEDROSO et al., 2006).

Miranda et al. (2021) chamam atencdo para as divergéncias entre os resultados, e
afirmam que novos estudos devem ser direcionados a avaliar a diversidade de opgdes que

existem na execucdo da técnica de inoculacdo de nutrientes in ovo.

2.5 Inoculagdo de aminoacidos in ovo

A maior fonte de energia para o embrido é a glicose armazenada como glicogénio no
figado e nos mdasculos glicoliticos, principalmente no terco final da incubacdo devido a
disponibilidade limitada de oxigénio (MVORAN JUNIOR, 2007). Entretanto, quanto mais
proximo da eclosdo maior a demanda energética, e a manutengdo da glicemia depende da
gliconeogénese hepatica que utiliza os aminoacidos como principal substrato (ZHAO et al.,
2017), uma vez que o contetido de carboidrato no ovo é muito baixo (SOZCU e AK, 2020). O
uso dos aminoacidos para atender a demanda energética limita o contedo disponivel para a
sintese de proteina direcionada ao crescimento muscular do embrido, afetando negativamente
0 seu desenvolvimento (UNI e FERKET, 2004; UNI et al., 2005). A inoculagdo in ovo de
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aminoacidos é uma estratégia para aumentar a quantidade de substrato energético e reduzir o
catabolismo proteico, além de otimizar o desenvolvimento da mucosa intestinal
(SUBRAMANIYAN et al., 2019).

Um dos primeiros estudos feitos com a inoculagcdo de aminoacidos in ovo utilizou uma
mistura de aminoacidos semelhante a composicdo encontrada no ovo, e descobriram que o
grupo inoculado apresentou maior peso corporal a eclosdo, que continuou aumentando em
relacdo ao controle até os 56 dias de vida em frangos de corte (AL-MURRANI, 1982).
Posteriormente, Ohta et al. (1999) também inocularam uma solucéo de aminoacidos calculados
a partir do padrao encontrado no ovo, porém ndo houve ganho de peso significativo nos pintos
recém-eclodidos, e a eclodibilidade diminuiu no grupo inoculado em relagéo ao controle.

Diferentes estudos foram feitos para avaliar a inoculacao in ovo de arginina em frangos
de corte, demonstrando ampla variacdo de resultados. Al-Asadi (2013) obteve resultados
positivos ao injetar 20 mg de arginina no saco vitelinico aos 18 dias de incubagao, com aumento
de eclodibilidade, peso a eclosdo e ganho de peso até os 42 dias. Gao et al. (2017) néo
encontraram diferencas na eclodibilidade e peso a eclosdo quando injetaram doses de 3 e 6 mg
de arginina no liquido amniotico no 18° dia de incubacdo. Porém, ao injetarem 12 mg houve
uma reducdo na eclodibilidade. Subramaniyan et al. (2019) avaliaram a inoculacéo de diferentes
doses de arginina em diferentes idades de incubacéo, e descobriram aumento de eclodibilidade
e peso a eclosdo injetando 0,1 mg aos 14 dias de incubagdo e aumento de eclodibilidade
injetando 2,5 mg aos 18 dias. Além disso, nesse estudo a injecdo de 1 mg de arginina aos 8 dias
de incubacdo demonstrou reduzir a eclodibilidade, porém aumentou o peso a eclosdo, e houve
reducdo do peso a eclosdao sem diferenca sobre a eclodibilidade com a injecdo de 0,1 mg de
arginina aos 18 dias, 1 mg aos 14 dias e 2,5 mg aos 14 dias de incuba¢cdo. Mohammed e Al-
Hassani (2020) também demonstraram aumento de eclodibilidade e peso a eclosdo injetando
3,5 mg de arginina em ovos de mesma idade de incubacdo, porém no saco alantdico. Outros
estudos ndo mostraram diferencas significativas com a inoculagéo in ovo de arginina (BHANJA
etal., 2012; OMIDI et al., 2019; MIRI et al., 2022).

A inoculacdo in ovo de glutamina também foi avaliada. Salmanzadeh et al. (2016)
injetaram doses de 10, 20, 30, 40 e 50 mg de glutamina no albimen aos 7 dias de incubacéo e
encontraram aumento do peso a ecloséo e redugéo da conversdo alimentar avaliada em frangos
com 42 dias. Neste trabalho somente a dose de 40 mg apresentou melhora da eclodibilidade.
Os mesmos autores publicaram outro estudo posteriormente, utilizando as mesmas doses
inoculadas no mesmo local, porém aos 14 dias de incubacdo, e demonstraram novamente

aumento do peso a eclosdo (exceto com a dose de 20 mg) e reducdo da conversédo alimentar
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(SALMANZADEH et al., 2020). Ao injetarem doses menores que variaram de 2,5 a 12,5 mg
de glutamina no liquido amniético, Rufino et al. (2019) encontraram reducéo da eclodibilidade.
Sozcl and Ak (2020) injetaram diferentes doses de glutamina na camara de ar aos 17 dias de
incubacdo e obtiveram aumento de eclodibilidade e peso a eclosdo com doses de 20 e 40 mg,
aumento do peso a eclosdo com dose de 60 mg, porém com a dose de 80 mg o peso a eclosdo
reduziu significativamente. Outros estudos ndo mostraram diferencas significativas nos
parametros de eclodibilidade e performance com a inoculacédo in ovo de glutamina (PEDROSO
et al., 2006; SHAFEY et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2010; KARAMIK e KOP-BOZBAY,
2020).

Resultados variados também foram demonstrados em estudos que fizeram a inoculagéo
de lisina in ovo. Al-Asadi (2013) inoculou 20 mg de lisina no saco vitelinico aos 18 dias de
incubacdo e obteve resultados positivos, com aumento da eclodibilidade, peso a eclosdo e ganho
de peso até os 42 dias. Ebrahimi et al. (2017) inocularam doses variadas de lisina no @mnion
aos 14 dias de incubagdo, e demonstraram aumento da eclodibilidade com 20 mg, porém
reducdo da eclosdo com doses de 10, 30 e 50 mg. Palaniyandi et al. (2018) demonstraram
aumento da eclodibilidade ao inocularem 2,5 mg de lisina no amnion aos 18 dias de incubacéo.
Outros estudos ndo demonstraram diferengas significativas com a inoculagéo in ovo de lisina
(VIEIRA et al., 2006; BHANJA et al., 2012; COSKUN et al., 2018).

A variabilidade nos resultados esta associada as variacdes da execuc¢do da técnica, como
o tipo de aminoacido utilizado, idade e local de inoculacdo. Alguns estudos demonstram que a
inoculacdo de aminodcidos in ovo pode ser positiva para parametros de eclosdo e pos ecloséo,

porém é necessario identificar qual metodologia gera melhores resultados.



22

3 CONSIDERACOES FINAIS

Com o desenvolvimento da producdo avicola as linhagens de frango de corte foram
melhoradas geneticamente para o crescimento rapido e, em consequéncia disso, as demandas
metabolicas das aves aumentaram desde a fase embrionéria. A inoculagcdo in ovo de nutrientes
é uma tecnologia que visa atender essa necessidade nutricional precoce, fornecendo substratos
que consigam atender a demanda energética e otimizar o desenvolvimento embrionario,
refletindo em melhor desempenho p6s-eclosao.

Como o embrido mobiliza aminoacidos para producdo de glicose, a sintese proteica fica
limitada e a ave pode deixar de expressar seu potencial genético de crescimento. Sendo assim,
a administragcdo de aminodcidos in ovo ird aumentar o conteido de substrato gliconeogénico no
ovo, suportando a atividade vital de mantenca e a sintese protéica 6tima. Apesar de ser uma
técnica promissora, a variabilidade da metodologia ainda gera resultados contraditorios,
inviabilizando sua aplicacdo em escala industrial. Sendo assim, é necessario o esclarecimento
sobre qual aminoacido e metodologia geram melhores resultados para que a inoculagdo in ovo
destes nutrientes seja considerada satisfatoria para beneficiar a cadeia produtiva de frangos de

corte.
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SEGUNDA PARTE

De acordo com as normas da Animal Feed Science and Technology

ARTIGO: NUTRICAO IN OVO COM AMINOACIDOS PARA FRANGOS DE
CORTE: UMA METANALISE

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de metanalise, o efeito da inoculacdo de
aminoéacidos em ovos fertilizados sobre as caracteristicas de eclosdo e desempenho po6s-eclosédo
de frangos de corte. A busca de artigos cientificos foi realizada em janeiro de 2022 em diferentes
bases de dados utilizando as palavras-chave ((amino acid OR amino acids) AND “in ovo™)).
Apenas artigos que compararam solug¢des contendo aminoacidos isolados com grupo controle
(inoculacdo do veiculo) considerando a eclodibilidade, peso a eclosdo, ganho de peso ou
conversdo alimentar foram selecionados. A metanalise foi realizada utilizando o modelo de
efeitos aleatdrios, considerando as diferencas entre o grupo tratado e o controle. A andlise global
mostrou que a inoculacdo de amino&cidos ndo influenciou (P > 0.05) a eclodibilidade, porém
melhorou (P < 0.01) o peso a eclosdo, 0 ganho e peso e a conversdo alimentar. Na analise de
subgrupos, apenas a alanina aumentou (P < 0.01) a eclodibilidade. A arginina, lisina, carnitina,
creatina, alanina e metionina aumentaram (P < 0.05) o peso a eclosdo, enquanto a glicina e a
isoleucina reduziram (P < 0.05). Maior ganho de peso foi observado (P < 0.05) com glutamina,
creatina (P < 0.01), metionina (P < 0.01) e lisina e menor conversao alimentar (P < 0.05) com
glutamina, arginina e treonina. Melhores resultados sdo observados (P < 0.05) quando a agua
deionizada é utilizada como veiculo, a inoculacdo ocorre no albumen entre o 7° e 14° dia de
incubagdo em ovos proveniente de galinhas com idade entre 41 e 60 semanas. Conclui-se que

a inoculacéo in ovo de aminoacidos melhora os parametros de ecloséo e pds-eclosao de frangos
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de corte, com melhores resultados observados com a alanina, carnitina, glutamina, arginina,

creatina e lisina.

Keywords: embrido de galinha, eclodibilidade, inoculacéo, performance
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1. Introducéo

Nos altimos anos houve um aumento exponencial no consumo de carne de frango
devido ao seu alto valor nutricional, reduzido preco de mercado, baixo teor de gordura, alto teor
em proteina e maior produtividade em curto tempo (Garcia e Gomes, 2019; Meyer et al., 2019).
O sucesso da avicultura mundial é atribuido ao melhoramento genético das linhagens modernas
de frango de corte, cujo foco é o crescimento rapido e maximo desempenho baseado na melhor
conversdo alimentar (Givisiez et al., 2020). Como reflexo dessa mudanca, as exigéncias
nutricionais das aves aumentaram. Considerando que o teor de nutrientes do ovo pode nédo
acompanhar as necessidades de aves de elevado potencial genético, deficiéncias nutricionais
em embrides podem estar relacionadas ao baixo desempenho pds-eclosdo. Nesse sentido, a
técnica de nutri¢do in ovo pode amenizar esse problema (Tahmasebi e Toghyani, 2015).

Sabe-se que durante a eclosdo o embrido utiliza a glicose armazenada como glicogénio
no figado e nos muasculos como fonte de energia (Moran Jr., 2007), uma vez que a
disponibilidade de oxigénio é limitada nesse momento (Zhao et al., 2017; Givisiez et al., 2020).
Como a quantidade de carboidratos no ovo é muito baixo (S6zci e Ak, 2020), a producdo de
glicose durante o desenvolvimento embrionario depende majoritariamente da gliconeogénese
hepética a partir de aminoacidos (Zhao et al., 2017). Desse modo, 0 uso destes compostos para
atender a demanda energética limita o contetdo disponivel para a sintese proteica necessaria
para o crescimento muscular do embrido, refletindo em menor peso a eclosdo (Uni e Ferket,
2004; Uni et al., 2005). Nesse caso, a inoculagdo in ovo de aminoacidos pode ser uma estratégia
para aumentar a disponibilidade de aminoacidos e melhorar o peso a ecloséo e
consequentemente o desempenho pos-eclosdo das aves (Subramaniyan et al., 2019).

Embora essa técnica seja promissora, resultados inconsistentes sdo encontrados na
literatura. Al-Asadi (2013) obteve resultados positivos ao injetar 20 mg de arginina no saco

vitelinico no 18° dia de incubacéo, com aumento de eclodibilidade, peso a ecloséo e ganho de
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peso até os 42 dias de idade de frangos de corte. J4 Gao et al. (2017) observaram maior ganho
de peso, porém com reducdo na eclodibilidade ao inocularem 12 mg de arginina no liquido
amnidtico na mesma idade embrionaria. Subramaniyan et al. (2019) observaram maior
eclodibilidade ao injetarem 0,1 mg de arginina no 14° dia de incubacédo e 2,5 mg no 18° dia,
mas verificaram reducdo desse parametro ao inocularem 1 mg no 8° dia de incubacdo. Nayak
et al. (2017) observaram maior ganho de peso aos 21 dias de idade quanto inocularam 2,5 mg
de arginina no &mnion no 18° dia de incubacdo, mas houve reducdo desse parametro quando
1,5 mg de arginina foi inoculada no mesmo local, porém no 16° dia de incubacdo (Li et al.,
2016). Resultados variaveis também foram encontrados com glutamina (Pedroso et al., 2006;
Shafey et al., 2013; Salmanzadeh et al., 2016; Rufino et al.,2019b; S6zciu e Ak, 2020), lisina
(Vieira et al., 2006; Bhanja et al., 2012; Al-Asadi, 2013; Ebrahimi et al., 2017; Palaniyandi et
al., 2018; Coskun et al., 2018), e diversos outros aminoacidos. Esta variabilidade esta associada
ndo soO ao tipo e a quantidade de aminoacido inoculado, mas também a fatores como o local in
ovo de inoculagdo, idade embriondria, volume, osmolaridade e composicdo da solucdo
inoculada (Ferket et al., 2005). Sendo assim, para melhor aplicabilidade da técnica de nutricdo
in ovo com amino&cidos, é importante definir quais aminoéacidos e qual metodologia
proporcionam os melhores resultados. O objetivo do presente estudo foi verificar, por meio de
uma metanalise, se a inoculagdo in ovo de aminoacidos é capaz de melhorar a eclodibilidade,
peso a eclosdo e o desempenho pds-eclosdo e indicar qual a técnica mais adequada para 0 uso

destes nutrientes em frangos de corte.

2. Material e Métodos
2.1 Estratégia de busca
Em janeiro de 2022 foi realizada uma busca eletronica de forma independente por trés

revisores nas seguintes bases de dados: Embase (https://embase.com/), Google Académico
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(https://scholar.google.com.br/),  SciELO  (https:///  scielo.org/),  Science  Direct
(https://www.sciencedirect.com/), Scopus (https://www.scopus.com/), Periodicos Capes
(https://www.periodicos.capes.gov.br/), PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Web of
Science (http://isiknowledge.com/). A seguinte combinacdo de palavras-chave foi utilizada:
(“amino acid” OR “amino acids”) AND (“in ovo”). Nao houve restrigdes quanto a data ¢ idioma
de publicacdo. Em decorréncia do grande nimero de estudos devolvidos no Google Académico

e Periodicos Capes, a busca pelo termo “in 0v0” presente apenas no titulo foi realizada.

2.2 Selecdo dos artigos

Todos as referéncias foram importadas para 0 EndNote© - X9 (Clarivate Analytics -
Filadélfia, EUA, 2018). Apds a remocdo das duplicatas, os estudos foram selecionados com
base nos critérios de elegibilidade definidas pela questdo PICO (Santos et al., 2007):
Population: ovos de frangos de corte fertilizados; Intervention: inoculacdo com solugdes
contendo aminoécidos; Control: grupo controle contendo somente o veiculo de inoculacéo;
Outcome: eclodibilidade, peso a eclosdo ou ganho de peso ou conversdo alimentar apresentados
aos 21, 35 ou 45 dias de idade das aves. Inicialmente a selecdo foi realizada com informacdes
contidas somente no titulo e no resumo. Adcionalmente, estudos que ndo eram caracterizados
como experimentais ou que inocularam somente solugdes contendo aminoacidos combinados
entre si ou combinados com outras subtancias foram excluidos. Apdés a selecdo, um total de 34
estudos foram mantidos. Em seguida, buscas por outros estudos também foram realizadas nas
secOes Referéncias dos artigos selecionados. Nenhum estudo adicional foi encontrado. O
fluxograma da busca e selecdo dos estudos estd apresentado na Figura 1 e as principais

caracteristicas dos artigos selecionados estdo apresentadas na Tabela 1.

2.3 Critérios de qualidade
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Durante a analise da secdo material e métodos de cada estudo, a analise da qualidade da
evidéncia foi realizada. Os itens pontuados foram estabelecidos com base em critérios
adaptados da revisdo sistematica de Retes et al. (2018):

1) Tamanho da amostra: Estudos que utilizaram mais de 100 ovos por tratamento receberam 2
pontos, e quando o numero de ovos foi inferior a 100 ou quando o nimero de ovos ndo foi
claramente descrito no texto, o estudo recebeu 1 ponto.

2) Randomizacdo: Os estudos que demonstraram randomizacdo receberam 2 pontos, e aqueles
qgue nao foram randomizados ou aqueles em que a randomizacdo ndo foi claramente
mencionada no texto receberam 1 ponto.

3) Volume inoculado: Os estudos que mencionaram o volume inoculado receberam 2 pontos, e
guando o volume inoculado nédo foi relatado ou ndo foi claramente mencionado no texto, o
estudo recebeu 1 ponto.

4) Veiculo de diluicdo: os estudos que detalharam o diluente utilizado receberam 2 pontos, e
quando o diluente ndo foi relatado ou ndo foi claramente mencionado no texto, o estudo recebeu
1 ponto.

5) Local de inoculacédo: Os estudos que mencionaram o local de inoculacéo receberam 2 pontos,
e quando o local de inoculacéo ndo foi claramente relatado, o estudo recebeu 1 ponto.

6) ldade do embrido: Os estudos que mencionaram a idade do embrido no momento da
inoculacdo receberam 2 pontos, e quando a idade do embrido ndo foi claramente relatada, o
estudo recebeu 1 ponto.

7) Idade da galinha: Os estudos que indicaram a idade da galinha receberam 2 pontos, e quando
a idade da galinha néo foi claramente relatada, o estudo recebeu 1 ponto.

8) Peso do ovo: Os estudos que relataram o peso do ovo no inicio da incubacgéo receberam 2

pontos, e 0s que ndo informaram receberam 1 ponto.
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9) Linhagens: Os estudos que identificaram a linhagem receberam 2 pontos, e 0s que nédo
relataram essa informacdo receberam 1 ponto.
10) Condicdes de incubacdo: os estudos que relataram temperatura e umidade durante a
incubacdo receberam 2 pontos e 0s que ndo relataram pelo menos um parametro, 1 ponto.
11) Osmolaridade das solucdes inoculadas: estudos que apresentaram a osmolaridade das
solugdes inoculadas receberam 2 pontos e o0s que ndo relataram, apenas 1 ponto.

A pontuacdo maxima foi de 22 pontos e a minima de 11 pontos (Tabela 2). Baseado
nesta pontuacdo, os estudos foram divididos em trés categorias: alta qualidade de evidéncia (18
ou mais pontos); qualidade de evidéncia intermediaria (entre 14 e 17 pontos) e baixa qualidade

de evidéncia (entre 11 e 13 pontos).

2.4 Metanalise

A metodologia utilizada para a construcdo do banco de dados seguiu 0 modelo descrito
na literatura (Sauvant et al., 2008). As informacGes necessarias para construir o banco de dados
foram obtidas nas se¢Bes de Material e Métodos e Resultados dos estudos selecionados. Para a
analise, foram considerados o tipo de aminoécido inoculado, o escore de qualidade do estudo,
0 peso médio dos ovos, a idade das galinhas, a linhagem utilizada, o local e o veiculo de
inoculacdo in ovo e a idade embrionéaria durante a inoculagdo. Também foram registrados o n,
a média e o desvio-padrdo de cada grupo tratado e também do grupo inoculado somente com o
veiculo (controle). Para ganho de peso, as médias foram divididas pela idade das aves e
avaliadas em g/dia. Quando o ganho de peso e a conversdo alimentar foram avaliados em mais
de uma idade, considerou-se a média das idades.

Os grupos comparados foram o grupo tratado (inoculado com aminoacido) com o grupo
controle (ovos inoculados apenas com o veiculo de dilui¢do). Para estudos que avaliaram mais

de um grupo de tratamento (por exemplo, diferentes tipos ou doses de aminoacidos inoculados),
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foi registrada mais de uma comparacéo. Exceto para eclodibilidade, em cada comparacgéo foram
selecionados o tamanho da amostra (n), a média e o desvio padrdo (DP). Nos casos em que 0
valor do DP néo estava disponivel, este foi estimado com base no erro padrdo (EP) ou o
coeficiente de variacio (CV), usando as respectivas formulas: DP = EP x yn (onde n =
namero de repeti¢bes) ou DP = (CV x média) / 100. Quando EP e CV também foram omitidos,
utilizou-se a média do DP dos demais estudos (Idris e Robertson, 2009). Para eclodibilidade,
considerou-se o numero de sucessos e fracassos de cada grupo comparado.

Todas as informacdes foram registradas conforme apresentadas nos artigos originais,
exceto para 0 ganho de peso, cujos valores foram padronizados em g/dia. A qualidade da
evidéncia dos estudos (alta, intermediaria e baixa), o peso dos ovos (46 a47 g; 57 a66 ¢g; 70 a
72 g) e a idade das matrizes (26 a 40 semanas; 41 a 60 semanas; idade ndo relatada no estudo)
foram divididos em 3 categorias, enquanto a idade embrionaria de inoculacéo (inoculagéo entre
0 7°e 0 14° dia e inoculagéo entre 0 15° e 0 18° dia) foi dividida em 2 categorias.

Os dados foram analisados usando o software STATA 17 (StataCorp, 2022). A anéalise
foi realizada considerando-se a diferenca média padrdo (SMD) entre o grupo inoculado com
aminoacido e o grupo controle, com exce¢do da eclodibilidade, a qual foi analisada por Odds
Ratio. O modelo de efeitos aleatdrios foi usado, com intervalo de confianca de 95% e os
apresentados em Forest Plots. Os dados foram inicialmente analisados de maneira global e em
seguida particionados em subanalises de acordo com as variaveis explicativas: tipo de
aminoéacido inoculado; qualidade da evidéncia; peso dos ovos; idade e linhagem das matrizes;
local de inoculagédo no ovo; veiculo utilizado para dilui¢do e idade do embrido na inoculacéo.
O viés de publicacdo foi avaliado usando o grafico Funnel Plot e testes de Begger

(eclodibilidade) e Egger (demais variaveis).

3. Resultados
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3.1. Caracteristicas dos estudos selecionados

Os aminoacidos até entdo avaliados de maneira isolada na nutricdo in ovo foram a
alanina, arginina, carnitina, creatina, glutamina, leucina, lisina, treonina e triptofano (Tabela 1).
Os mais avaliados foram a glutamina (12 estudos) e a arginina (11 estudos).

Quanto as caracteristicas metodoldgicas, todos os estudos relataram o nimero de ovos
por tratamento, sendo que o menor numero foi de 10 ovos (Han et al., 2016) e 0 maior de 1600
ovos (Santos et al., 2010). Todos também relataram o volume de inoculagéo, sendo 0 menor de
0,1 mL/ovo (Dooley et al., 2011; Subramaniyan et al., 2019; Zhang et al., 2020) e 0 maior de
1,0 mL/ovo (Al-Asadi, 2013; Ebrahimi et al., 2017; Kop-Bozbay et al., 2018; Omidi et al.,
2019; Karamik et al., 2020; Atan e Kop-Bozbay, 2021). O local de inoculacéo foi relatado em
todos os estudos, exceto um (Subramaniyan et al., 2019), sendo o liquido amnidtico o principal
(21 estudos), seguido pela gema (5 estudos), saco aéreo (3 estudos), cavidade alantoide e
albumen (2 estudos cada). O veiculo de diluicdo também foi relatado em todos os estudos,
exceto um (Dooley et al., 2011), sendo a solucdo salina o principal utilizado (21 estudos),
seguido da agua destilada (5 estudos), agua esterilizada (4 estudos), agua deionizada (2 estudos
e phosphate buffered saline (PBS - 1 estudo). A idade embrionaria foi relatada em todos o0s
estudos, sendo que a maioria fez a inoculagao no terco final da incubacéo (entre 15 e 18 dias -
25 estudos). Em um estudo (Subramaniyan et al., 2019) a inoculagéo foi realizada em trés idades
embrionarias diferentes (8, 14 e 18 dias). A idade das galinhas foi apresentada em 22 estudos,
sendo que a maioria relatou o0 uso de ovos provenientes de matrizes com idade entre 26 e 49
semanas. Apenas 1 estudo (Coskun et al., 2018) utilizou ovos de matrizes com 60 semanas de
idade. Em 12 estudos a idade das matrizes ndo foi apresentada. O peso do ovo foi apresentado
em 15 estudos, variando entre 45,6 g e 71,0 g. A linhagem Ross foi a mais utilizada (15 estudos),
seguida por Cobb (6 estudos), Arbor Acres (4 estudos) e Rode Island (2 estudos). Seis estudos

ndo relataram a linhagem utilizada. A temperatura de incubacao variou entre 37,2 e 37,8 °C.
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Apenas 6 estudos ndo informaram essa condicdo. A umidade relativa durante a incubacéo
variou de 55 a 75%. Apenas 8 estudos ndo apresentaram essa informacéo. Somente 3 estudos
(Rufino et al., 2019b; Salmanzadeh et al., 2016; Salmanzadeh et al., 2020) informaram a
osmolaridade das solucdes inoculadas, que variou de 239 a 513 mOsm.

Em relacéo aos resultados avaliados, a eclodibilidade foi mensurada em 32 estudos, o
peso a eclosdo em 28 estudos e o0 desemplenho pds-ecloséo foi avaliado em 16 estudos. A
maioria dos estudos (27) foram classificados como de alta qualidade da evidéncia, sendo que

apenas 1 (Salmanzadeh et al., 2016) obtive a maxima pontuacéo (22 pontos).

3.2. Principais resultados dos experimentos avaliados

Os principais resultados dos estudos estdo resumidos na Tabela 3. A eclodibilidade
aumentou em 3 estudos que fizeram inoculacgéo de lisina (Al-Asadi, 2013; Ebrahimi et al., 2017;
Palaniyandi et al., 2018), em 3 que inocularam arginina (Al-Asadi, 2013; Subramaniyan et al.,
2019; Mohammed e Al-Hassani, 2020), em 2 que inocularam glutamina (Salmanzadeh et al.,
2016; Sozcu e Ak, 2020) e em 1 estudo que inoculou treonina (Palaniyandi et al., 2018).
Reducdo da eclodibilidade foi demonstrada em 2 estudos com arginina (Gao et al., 2017;
Subramaniyan et al., 2019), 1 estudo com lisina (Ebrahimi et al., 2017) e 1 estudo com
glutamina (Rufino et al, 2019b). Em 22 estudos, a inoculagdo in ovo de aminoécidos ndo
influenciou a eclodibilidade.

O peso a ecloséo foi aumentado em 3 estudos que utilizaram arginina (Al-Asadi, 2013;
Subramaniyan et al., 2019; Mohammed e Al-Hassani, 2020), 3 que utilizaram glutamina
(Salmanzadeh et al., 2016; Salmanzadeh et al., 2020; S6zct e Ak, 2020), 1 que inoculou lisina
(Al-Asadi, 2013), 1 que utilizou carnitina (Shafey et al., 2010) e 1 que inoculou creatina (Zhao
et al., 2017). Houve reducéo do peso a eclosdao em 1 estudo que inoculou glutamina (Sézctii e

Ak, 2020) e em 1 estudo que inoculou arginina (Subramaniyan et al., 2019). Nos demais estudos
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ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos inoculados e seus respectivos grupos
controle.

O ganho de peso pds-eclosédo foi aumentado em 5 estudos que inocularam arginina (Al-
Asadi, 2013; Tahmasebi e Toghyani, 2015; Nayak et al., 2017; Gao et al., 2017; Gao et al.,
2018), em 2 estudos que utilizaram glutamina (Salmanzadeh et al., 2016; Salmanzadeh et al.,
2020), em 1 estudo que inoculou lisina (Al-Asadi, 2013) e em 1 estudo que utilizou treonina
(Tahmasebi e Toghyani, 2015). A reducdo do ganho de peso pos ecloséo foi observada apenas
em 1 estudo que utilizou arginina (Li et al., 2016). Dois estudos relataram melhora da conversédo

alimentar utilizando glutamina (Salmanzadeh et al., 2016; Salmanzadeh et al., 2020).

3.3 Metanalise
Em todas as analises, elevada heterogeneidade (P < 0.01) entre os estudos foi observada
(Figuras 2 a 5). Na Tabela 4 estdo apresentados os principais resultados obtidos com a

metandlise, considerando o tipo de amino&cido e a metodologia in ovo utilizada.

Eclodibilidade

Dos 32 estudos que avaliaram a eclodibilidade, 92 comparacdes entre a inoculagao de
aminoacidos e o grupo controle foram analisadas (Figura 2). A andlise geral indicou que a
inoculacdo de aminodacidos ndo influenciou (P > 0.05) a eclodibilidade dos ovos (SMD = 0.14,
IC 95% = -0.07 a 0.36), fato este comprovado (P > 0.05) em estudos com alta qualidade de
evidéncia. Na anélise de subgrupos, considerando o grupo de aminoacidos, apenas a inoculagéo
de alanina aumentou (P < 0.01) a eclodibilidade, embora apenas 3 comparac6es tenham sido
realizadas. Os demais aminoacidos ndo influenciaram (P > 0.05) a eclodibilidade.

Considerando o tipo de material utilizado, a inoculagdo de aminoacidos aumentou a

eclodibilidade (P < 0,05) quando os ovos férteis estavam com peso entre 57 e 66 gramas no
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inicio da incubacdo. Nao houve influéncia da inoculacdo de aminoacidos em ovos muito leves
(46 e 47 gramas) ou mais pesados (70 a 72 gramas), embora poucos estudos (2 a 3) tenham
utilizado essa categoria de ovos. A inoculacdo de solucBes contendo aminoacidos também
aumentou (P < 0.01) a eclodibilidade de ovos provenientes de matrizes mais velhas (entre 41 e
60 semanas de idade). Aumento da eclodibilidade também foi observada quando a linhagem
Cobb (P < 0.05) foi utilizada e menor (P < 0.01) quando a linhagem Rhode Island Red foi
utilizada.

Quanto a metodologia utilizada, efeito positivo sobre a eclodibilidade foi observada (P
< 0.01) quando as solucdes foram inoculadas no albumen (10 comparacdes), utilizando agua
destilada (P = 0.01) ou deionizada (P < 0.01) como diluente. Maior eclodibilidade também foi
observada (P < 0.05) quando os aminoacidos foram inoculados entre o0 7° e 14° dias de
incubacéo.

Néo foi observada distribuicdo assimétrica (P > 0.05) no gréafico de funnel plot (Figura

6).

Peso a ecloséo

Um total de 86 comparacdes foram analisadas (Figura 3). A analise geral indicou que a
inoculacdo in ovo de aminoacidos aumentou (P < 0.01) o peso a eclosdo (SMD = 0.78, IC 95%
=0.40a1.16), resultado confirmado (P <0.01) em estudos classificados como de alta evidéncia.
Melhores resultados (P < 0.05) foram observados com a arginina (21 comparacg6es), lisina (9
comparacg0es), carnitina (7 comparagdes), creatina (4 comparagdes), alanina (3 comparacgoes),
e metionina (1 comparagédo). Menor peso a ecloséo foi observado (P < 0.05) com isoleucina (2
comparacg0es) e glicina (1 comparacao). Os demais aminoacidos néo influenciaram (P > 0.05)

0 peso a eclosao.
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Quanto ao material utilizado nos experimentos, maior peso a eclosao foi observada (P
< 0,05) com a inoculacdo in ovo de aminoacidos, independente do peso do ovo e da idade das
matrizes. Melhores resultados foram observados (P < 0.01) nas linhagens Ross (36
comparacgOes) e Arbor Acres (8 comparacdes).

Quanto a metodologia utilizada, a inoculacdo in ovo com aminoacidos aumentou (P <
0.05) o peso a eclosdo quando as solu¢bes com aminoacidos foram inoculadas no @mnion (38
comparacg0es), aloimen (10 comparagdes) e no saco alantdico (3 comparag6es). Resultados
positivos foram observados (P < 0.05) com todos os veiculos utilizados, com excec¢éo (P > 0.05)
da agua estéril (13 comparacdes). Resultados positivos também foram observados (P < 0,01)
independentemente da idade embrionaria de inoculacao.

Néo foi observada distribuicdo assimétrica (P > 0.05) no gréafico de funnel plot (Figura

6).

Ganho de peso

Um total de 37 comparacdes foram analisadas (Figura 4). A analise geral indicou que a
injecdo in ovo com aminoéacidos aumentou (P < 0.01) o ganho de peso p6s-eclosdao em frangos
de corte (SMD = 1.06, IC 95% = 0.41 a 1.70), resultado confirmado (P < 0.01) em estudos
classificados como de alta evidéncia. Melhores resultados foram observados (P < 0,05) com a
glutamina (13 comparacdes), creatina, lisina (3 comparacGes cada) e metionina (1 comparacéo).

Quando ao material utilizado, melhores resultados foram observados (P < 0.01) em ovos
mais pesados (acima de 57 gramas) provenientes de matrizes mais velhas (acima de 40
semanas) e da linhagem Cobb.

Quanto a metodologia, maior ganho de peso foi observado (P <0.01) quando as solucbes

contendo aminoacidos foram inoculadas no albumen (10 comparacdes), gema (2 comparagdes)
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ou camara de ar (2 comparac6es), utilizando dgua deionizada (10 comparacdes) ou destilada (2
comparagdes) como veiculos e aplicadas entre 0 7° e 14° dias de incubacéo (12 comparacdes).
Néo foi observada distribuicdo assimétrica (P > 0.05) no grafico de funnel plot (Figura

6).

Conversao alimentar

Um total de 30 comparacgdes foram analisadas (Figura 5). A analise geral mostrou que
a inoculacdo in ovo de aminoacidos melhorou (P < 0.01) a conversao alimentar (SMD = -0.05,
IC 95% =-0.07 a -0.03), resultado confirmado (P < 0.01) em estudos classificados como de alta
evidéncia. Melhores resultados foram obtidos (P < 0.05) com glutamina (13 comparacgdes),
arginina (5 comparacdes) e treonina (2 comparacdes).

Melhor conversao alimentar foi observada (P < 0.01) quando ovos mais pesados (acima
de 57 gramas; 20 comparacdes) provenientes de ovos de matrizes mais velhas (acima de 40
semanas; 12 comparacdes) e da linhagem Cobb (11 comparac6es) foram utilizados.

Melhores resultados foram observados (P < 0.01) quando as solugdes foram inoculadas
no albimen (10 comparacdes), amnion (15 comparagdes) ou saco aéreo (2 comparagoes),
utilizando agua deionizada (10 comparac6es) como veiculo de diluicdo, entre 0 7° e 0 14° dia
de incubagéo.

N&o foi observada distribuicdo assimétrica (P > 0.05) no gréafico de funnel plot (Figura

6).

4. Discussao
Os resultados do presente estudo demostraram que a inoculacdo in ovo de aminoacidos
néo prejudica a eclodibilidade e ainda melhora o peso a eclosdo e o desempenho apos a eclosao,

dependendo do tipo de aminoécido e da metodologia utilizada. Resultados positivos foram
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observados com o uso de alanina, carnitina, glutamina, arginina, creatina e lisina, diluidos em
agua deinonizada e inoculados no albumen entre o0 7° e 0 14° dias de incubacao.

Apesar de ndo ser recente, a técnica de inoculagéo in ovo de nutrientes ainda apresenta
resultados divergentes, o que limita seu uso na pratica comercial. Segundo Ferket et al. (2005)
fatores como o local de inoculacéo, idade embrionaria, volume administrado, osmolaridade e
composicao da solucdo séo fontes significativas de variabilidade. A significativa discrepancia
observada entre as metodologias utilizadas nos diferentes estudos explica boa parte da elevada
heterogeneidade observada na presente metanalise. Dessa forma, estudos que direcionem a
aplicacdo desta técnica na pratica sdo importantes e este é o primeiro estudo a concluir qual a
metodologia € mais indicada para inocular aminoécidos em ovos embrionados de frangos de
corte.

Estudos com diversos aminoacidos podem ser encontrados na literatura. Com excegéao
da glutamina e arginina, o numero de artigos publicados com a maioria dos aminoacidos
(alanina, carnitina, creatina, isoleucina, metionina, glicina, leucina, triptofano e valina) é muito
baixo (1 ou 2 estudos), 0 que mostra a necessidade de mais pesquisas nessa area.

A glutamina demonstrou ser o mais eficaz em melhorar o desempenho pés-eclosédo de
frangos de corte, provavelmente pela maior quantidade de estudos realizados até entdo. De
acordo com Salmandazeh et al. (2020), este é o aminoacido mais versatil do organismo, sendo
precursor de outros aminoacidos e fonte de energia para os enterdcitos. Salmandazeh et al.
(2016) e Sozcl e Ak (2020) observaram maior desenvolvimento da mucosa intestinal em
frangos de corte ao inocularem glutamina em ovos fertilizados. Segundo os autores, esse
resultado explica o maior ganho de peso observado apés a ecloséo.

A arginina, por sua vez, € um aminoacido importante ndo so para sintese proteica, mas
também para diversas fungdes biologicas (Castro et al., 2020). Possui atividade secretagoga,

estimulando a liberagdo de horménios hipofisarios, como horménio de crescimento, e
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gastrointestinais como glucagon e insulina (Nayak et al., 2017; Gao et al., 2017). Segundo esses
autores, pode ainda servir como substrato para a sintese de outras moléculas, como ornitina,
que promove o0 aumento da sintese de DNA e proliferacdo celular, e creatina, associada ao
crescimento muscular. Yu et al. (2017) demonstraram também aumento das reservas de
glicogénio no figado e no musculo peitoral e maior nivel de glicose plasmatica em pintos recém-
eclodidos de ovos injetados com arginina no amnion no 17° dia de incubacéo. Esse resultado
pode ser atribuido ao uso desse aminodcido como precursor gliconeogénico para a sintese de
glicose no terco final da incubacdo (Uni e Ferket, 2004; Lu et al., 2007).

O peso a eclosdo esta diretamente relacionado a sintese proteica no estagio final do
desenvolvimento embrionario. A quebra de proteinas que ocorre nesse periodo para atender a
demanda energética afeta negativamente o crescimento no final da incubacao, podendo refletir
em menor peso do pinto a eclosdo (Uni e Ferket, 2004; Uni et al., 2005). Sendo assim, a
suplementacdo de aminoacidos, tais como a arginina, no final do periodo embrionario pode
explicar o maior peso a eclosdo observado no presente estudo. Apesar da analise deste estudo
ndo ter demonstrado aumento do ganho de peso pds-eclosdo, foi constatado melhora da
conversdo alimentar, o que indica que a inoculacdo da arginina também resultou em otimizacgéo
da performance das aves.

A carnitina é uma substancia derivada da lisina e desempenha importante papel no
metabolismo energético (Shafey et al., 2010). Sua principal funcdo é estimular a transferéncia
de acidos graxos de cadeia longa através da membrana mitocondrial para a geragéo de energia
(Abouzed et al., 2019). No presente estudo, a carnitina demonstrou aumentar o peso dos pintos
a eclosdo sem influenciar a eclodibilidade. Resultados semelhantes foram observados por
Shafey et al. (2010) ao inocularem carnitina no saco vitelinico no 17° dia de incubagéo. Além
disso, esses autores identificaram aumento do conteudo de glicogénio e da concentracao

plasmatica do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) nos pintos recém-eclodidos.
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Sabe-se que o IGF-1 desempenha um papel importante no crescimento, metabolismo e
desenvolvimento dos tecidos (Liu etal. 2011). Além disso, o papel da carnitina sobre a oxidagéo
de &cidos graxos pode ter contribuido para aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos lipideos da
gema no terco final da incubacéo.

Com relacdo a eclodibilidade, a alanina foi o Unico aminoacido que proporcionou
aumento nesse parametro, embora os estudos que avaliaram esse aminoacido nao observaram
diferencas significativas nessa variavel (Kop-Bozbay et al., 2018; Atan and Kop-Bozbay,
2021). Por outro lado, a inoculacédo in ovo de alanina aumentou o peso a eclosdo. Kop-Bozbay
(2018) tambeém observou aumento do peso a eclosao ao inocular alanina no amnio no 18° dia
de incubacdo. Segundo o autor, além das propriedades anabdlicas da alanina, 0 aumento do
peso pode ser atribuido ao fato de que a inoculacdo desse aminoacido na fase prévia a ecloséo
atendeu a necessidade energética do embrido.

A creatina € um composto nitrogenado encontrado principalmente no muasculo
esquelético, que participa do metabolismo energético (Zhang et al., 2016). No presente estudo,
efeitos positivos no peso a eclosdo e ganho de peso p6s eclosdo foram verificados quando a
creatina foi inoculada em ovos fertilizados. Zhao et al. (2017) observaram maior peso a ecloséo
de pintos provenientes de ovos inoculados com creatina no @mnion no 17° dia de incubacé&o.
Esses autores também observaram maior concentragdo de glicose e acumulo de glicogénio
hepatico nas aves recém-eclodidas, sugerindo menor necessidade do uso desses substratos
energéticos em funcdo do maior aporte de energia proveniente das reservas de creatina fosfato
nos tecidos.

A inoculacdo de lisina também teve efeito positivo sobre o peso dos pintos a eclosdo e
ganho de peso pos-eclosdo, embora um Unico estudo tenha comprovado esse efeito (Al-Asadi,
2013). Esse aminoacido e considerado o primeiro limitante em frangos de corte, sendo utilizado

principalmente para a sintese proteica (Ebrahimi et al., 2017). Al-Asadi (2013) observaram
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aumento do peso a ecloséo e do ganho de peso até 42 dias de idade ao inocularem lisina no saco
vitelinico no 18° dia de incubacdo. Esse resultado provavelmente esta relacionado ao aumento
de massa muscular decorrente da maior sintese proteica obtida com a suplementacdo in ovo de
lisina.

Outro ponto importante a ser considerado € a quantidade de aminoacido inoculado. A
presente metandlise sugere que a inoculacdo in ovo de aminodcidos ndo influencia a
eclodibilidade. Porém, este resultado deve ser avaliado com cautela. Ebrahimi et al. (2017)
observaram resultados controversos ao injetarem diferentes quantidades de lisina (10 a 50
mg/ovo) diluida em agua destilada no @amnio no 14° dia de incubacdo. Menor eclodibilidade foi
observada ao inocularem 10, 30 e 50 mg de lisina, porém maior eclodibilidade foi observada
ao inocularem 20 mg/ovo. Segundo os autores, o provavel desequilibrio interno de aminoacidos
pode ter sido a causa dessa discrepancia, principalmente na maior dose testada, onde a pior
eclodibilidade foi observada. Esse resultado sugere a conducdo de pesquisas com diferentes
quantidades de aminoacidos, assegurando a inoculacéo de uma relagdo adequada entre eles.

Também foram observados prejuizos na eclodibilidade quando maior quantidade de
arginina (12 mg comparado com 3 e 6 mg) diluida em solucéo salina foi inoculada no amnio
no 17° dia de incubacdo (Gao et al., 2017). Esses autores atribuiram esse resultado a um possivel
efeito toxico desse aminoacido ou a um desequilibrio interno causado pela inoculagdo de uma
dose excessiva. Um ponto importante a ser destacado € a osmolaridade da solucdo inoculada.
Dentre todos os estudos selecionados na presente metanalise, apenas 3 apresentou os valores de
osmolaridade (Rufino et al., 2019b; Salmanzadeh et al., 2016; Salmanzadeh et al., 2020). A
osmolaridade da solucédo esta diretamente relacionada com o veiculo e com a quantidade de
aminoacido inoculado. Melhores resultados sdo obtidos quando agua deionizada € utilizada
como diluente. Ja a solugdo salina, veiculo mais utilizado nos estudos (62% do total),

demonstrou apenas 1 resultado positivo. Isso pode estar associado ao fato de que a solucgéo
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salina apresenta maior concentracéo de eletrolitos, podendo ser fonte de desequilibrio osmético
no embrido quando utilizada junto aos nutrientes da solucao.

De fato, Rufino et al. (2019b), ao inocularem doses de glutamina variando de 2,5a 12,5
mg/ovo diluidas em solucdo salina observaram reducdo na eclodibilidade. Ja Salmanzadeh et
al. (2016), avaliando niveis desse aminoacido variando de 10 a 50 mg/ovo diluida em agua
deionizada ndo observaram resultados significativos na eclodibilidade, exceto com a dose de
40 mg/ovo, quando houve melhora nesse parametro. Importante destacar que outros parametros
metodoldgicos podem estar envolvidos, tais como o local e a idade embrionaria de inoculacao.
Enquanto Rufino et al. (2019b) inocularam no 16° dia de inocula¢do no &mnio, Salmanzadeh et
al. (2016) inocularam no 7° dia no albumen.

Subramaniyan et al. (2019), avaliando o efeito de diferentes doses de arginina (0,1, 1,0
e 2,5 mg/ovo) diluidas em PBS e inoculadas em diferentes dias de incubacdo (8, 14 e 18),
sugeriram que a dose de 0,1 mg inoculada no estagio embrionario intermediario (14 dias) ¢é a
mais indicada, uma vez que aumentou a eclodibilidade e ndo provocou alteracGes hepaticas.
Estes autores sugerem um efeito toxico de doses mais altas de arginina e explicam que doses
menores sdo mais facilmente metabolizadas pelo embrido. Entretanto, um estudo anterior de
Al-Asadi (2013) contradiz estes achados ao observar aumento de eclodibilidade, peso a eclosdo
e ganho de peso ao inocular na gema 20 mg de arginina (20 mg), diluida em &gua destilada no
18° dia de incubacgdo. Ambos os estudos citados ndo mencionaram a osmolaridade das solugdes,
porém, ha a possibilidade de que a toxicidade citada ndo seja associada a dose, mas sim as
caracteristicas quimicas das solucgdes, formadas com veiculos diferentes, associado ao local de
inoculacéo no ovo.

O local de inoculagdo pode afetar a capacidade de eclosdo do pintinho (Ohta e Kidd,
2001). Muitos autores recomendam a administragdo no amnio, uma vez que o embrido ingere

oralmente o liquido amnidtico até o 18° dia e, assim, o nutriente pode passar diretamente pelo
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trato gastrointestinal (Uni e Ferket, 2003; Tahmasebi e Toghyani, 2015; Palaniyandi et al.,
2018). Seguindo esta recomendacdo, a maioria dos estudos (62%) realizaram a inoculacéo no
liqguido amniotico. Entretanto, a inoculacdo feita no albiumen demonstrou melhores resultados,
com aumento de eclodibilidade, peso a eclosdo, ganho de peso e reducdo da conversao
alimentar.

O albumen € o principal sitio de fornecimento de 4gua e proteinas para 0 embrido (Vieira
e Moran Jr, 1999). Por volta do 10° e 12° dia de incubacdo, os movimentos do embrido no
interior do saco amniético faz com que o albumen seja rompido e se misture ao amnio (Moran
Jr, 2007). Esse autor explica que o conteldo albumen-amniotico passa entdo a ser ingerido
oralmente pelo embrido e absorvido diretamente pelo trato gastrointestinal de forma continua,
até que esgote a reserva de fluido e seja iniciada a bicagem interna. Nesse periodo héa
principalmente absorcdo de proteinas que serdo utilizadas para producdo de energia na fase de
eclosdo. Visto que o albumen é majoritariamente composto por &gua e proteinas, 0s
aminoacidos fornecidos de maneira exdgena nao prejudicam o seu contelddo, caso seja a
osmolaridade da solucdo seja adequada. Assim como o0 &mnio, o albimen também seré ingerido
oralmente, e os aminoacidos administrados terdo contato direto com a mucosa intestinal,
estimulando o desenvolvimento deste 6rgdo desde a fase embrionaria, o que explica 0 aumento
do peso a eclosdo e melhora do desempenho observado no presente estudo. Além disso, a
eclodibilidade é melhorada uma vez que os aminoacidos absorvidos aumentardo o estado
energetico do embrido, sustentando seu metabolismo aumentado antes da ecloséo.

Paralelamente ao local de inoculacdo, a idade embrionéria mais adequada para o
fornecimento de aminoacidos in ovo também € importante. No presente estudo foram
observados melhores resultados quando as soluc¢des foram inoculadas entre o 7° e 0 14° dia de
incubacdo. Nesse momento, acredita-se que o metabolismo proteico seja mais acentuado

quando comparado ao estagio final do desenvolvimento embrionario, quando o embrido se
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prepara para a eclosdo. Mesmo assim, a maioria dos estudos inoculou as solugdes entre 0 17° e
0 18° dia de incubacdo, periodo este que ocorre a transferéncia dos ovos para os nascedouros.
Em termos praticos, essa € a melhor idade para a manipulagdo dos ovos no incubatorio.

Melhores resultados com a inoculacdo de solucGes contendo aminoacidos foram
observados em ovos de galinhas mais velhas (acima de 40 semanas de idade) e ovos mais
pesados. Esse resultado pode estar associado ao tamanho do ovo, que possui mais espaco para
0 desenvolvimento embrionario. Almeida et al. (2006) demonstraram que a idade da matriz
afeta diretamente o tamanho do ovo, uma vez que a medida que a galinha envelhece os foliculos
produzidos sdo maiores, e que hd uma correlacdo direta entre o peso do ovo e o tamanho do
pintinho recém-eclodido. Além disso, Vieira e Moran Jr. (1999) explicam que a idade da matriz
afeta a eclodibilidade, sendo que ha maior mortalidade de embrides provenientes de galinhas
mais jovens. Segundo os autores, pintinhos de matrizes mais velhas tem maiores reservas de
energia, uma vez apresentam maior mobiliza¢do de lipideos da gema quando comparados a
pintinhos de galinhas jovens.

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que a inoculagdo in ovo de
aminoacidos é benéfica tanto para os incubatérios quanto para os produtores. Embora haja
dados suficientes que comprovem esses beneficios, existem estudos que mostram que 0 uso
inadequado de solugbes contendo esses nutrientes pode prejudicar o desempenho das aves.
Muitos aminoécidos ainda carecem de estudos, o que dificulta qual a melhor dose e qual a
melhor combinagéo desses nutrientes poderia trazer maiores beneficios a cadeia produtiva de

frangos de corte.
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5. Concluséo
A injecdo in ovo de amino&cidos pode ser utilizada para melhorar parametros de ecloséo e
desempenho pds-ecloséo de frangos de corte. A alanina e a carnitina sdo mais adequados para
melhorar caracteristicas de eclosdo; a glutamina para melhorar o desempenho p6s-eclosao; e a
arginina, creatina e lisina por favorecer ambos. A agua deionizada pode ser utilizada como
veiculo de diluicdo e o albimen o local de inoculagdo recomendado. As solugdes devem ser
inoculadas entre o 7° e 14° dia de incubacdo. Melhores resultados sdo obtidos em ovos de

matrizes com idade superior a 40 semanas.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos estudos selecionados.
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Referéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Al- Asadi (2013) LIS; ARG H, WHeP 90 1.0 DW YO 18 NI NI NI 37,7 60-65 NI
Atan and Kop-Bozbay (2021) ALA H;WHeP 240 1.0 SS AF 17 NI 456 £ 3 NI 37,2-37,7 60-75 NI
Bhanja et al. (2012) LIS; MET; He WH 100 05 SW YO 14 NI NI NI NI
TRE; ARG;

GLI; I1SO NI NI
Coskun et al. (2018) LIS; MET HeP 48 0.2 SS AS 16 60 NI R 37,8 60 NI
Dooley et al. (2011) CAR HeP 160 0.1 NI AF 18 NI NI R 37,5 NI NI
Ebrahimi et al. (2017) LIS HeWH 30 1.0 DW AF 14 45 NI R 37,8 60 NI
Gao et al. (2017) ARG HWHeP 240 06 SS AF 175 34 62.2 AA 37,8 60 NI
Gao et al. (2018) ARG HWHeP 320 06 SS AF 175 34 70.2 AA 37,8 60 NI
Han et al. (2016) LEU; ISO; He WH 10 05 SW YO 7 NI NI NI 37,6

VAL 60 NI
Kadam et al. (2008) TRE He WH 60 05 SW YO 14 NI NI NI NI NI NI
Karamik and Kop-Bozbay (2020) GLU HeP 240 1.0 SS AF 18 NI 46.7x1 R 37,2-37,7 60-75 NI
Kop-Bozbay et al. (2018) ALA He WH 30 1.0 SS AF 18 32 NI R 37,2-37,7 60-75 NI
Li et al. (2016) ARG WHeP 120 05 SS AF 16 40 NI R 37,8 60 NI
Miri et al. (2022) ARG HeWH 360 0.6 SS AF 175 40 63.8+£0.18 R NI NI NI
Mohammed and Al-Hassani (2020) ARG HeWH 150 0.5 DwWw AC 18 NI NI R NI NI NI
Nayak et al. (2017) ARG; TRIP H WHeP 140 0.5 SS AF 18 34 NI C NI NI NI
Omidi et al. (2019) ARG H 100 10 SW AF 14 27 NI NI 37,4 NI NI
Palaniyandi et al. (2018) LIS; TRE H WHeP 90 0.5 SS AF 18 NI NI NI 37,5 60 NI
Pedroso et al. (2006) GLU HeWH 130 0,2 SS AS 16 35 NI C 37,5 65 NI
Rufino et al. (2019a) GLU HeWH 60 0.5 SS AF 16 42 NI RI 37,6 66 NI
Rufino et al. (2019b) GLU HeWH 45 0.5 SS AF 16 32 NI RI 37,6 66 239.37, 307.80,
376.23, 444.66,
513.10

Salmanzadeh et al. (2016) GLU H,WHeP 200 05 DzZW AL 7 42 65 + C 37,7 64 450
Salmanzadeh et al. (2020) GLU HwWHeP 300 05 DzwW AL 14 43 66 £ C 37,8 65 472
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Sozcl and Ak (2020)
Subramaniyan et al. (2019)
Tahmasebi and Toghyani (2015)
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Wang et al. (2020)
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Zhang et al. (2020)
Zhao et al. (2017)
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56.8 + 3.44

59.28 £ 0.07
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62.17 £ 1.63

)

0 0

R
AA

R
AA
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37,5
37,4
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37,6
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37,8

NI
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55
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60

60
60

60
60

59

NI
NI
NI

NI

NI

NI

NI

NI
NI

NI
NI

1) Aminoéacido (LIS — lisina; ARG — arginina; MET — metionina; TRE — treonina; GLI — glicina; ISO — isoleucina; CAR — carnitina; GLU — glutamina; LEU —
leucina; VAL — valina; ALA — alanina; TRIP — triptofano; CRE — creatina) 2) Variaveis (H- Eclodibilidade; HW- Peso a eclosdo; P-performance); 3) Total de
ovos por tratamento. 4) Volume inoculado por ovo (ml); 5) Veiculo (SS- solugdo salina; SW: agua estéril; DW- agua destilada; DZW- agua deionizada; PBS-

phosphate buffered saline); 6) Local de inoculacdo (AL- albimen; AF- fluido amnidtico; AC- cavidade alantdide; AS- saco de ar; YO- gema); 7) Idade

embrionéria de inoculagéo (dias); 8) Idade da galinha (semanas); 9) Peso do ovo (gramas); 10) Linhagem (C-Cobb; R-Ross; AA-Arbor Acres; RO-Roman, RI
- Rhode Island Red, O - Outros); 11) Temperatura de incubacdo; 12) Umidade durante a incubacao; 13) Osmolaridade da solugdo (mOsm). NI-N&o informado.
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Tabela 2. Escore de pontuacgdo dos artigos com base nos critérios de avaliacdo da qualidade de

evidéncia
Referéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Total
Al- Asadi (2013) 1 2 2 2 2 2 1 1 1 2 1 17
Atan and Kop-Bozbay (2021) 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 1 19
Bhanja et al. (2012) 2 1 2 2 2 2 1 1 1 1 1 16
Coskun et al. (2018) 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 1 18
Dooley et al. (2011) 2 2 2 1 2 2 1 1 2 1 1 17
Ebrahimi et al. (2017) 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 19
Gao et al. (2017) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21
Gao et al. (2018) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21
Han et al. (2016) 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 17
Kadam et al. (2008) 11 2 2 2 2 1 1 1 1 1 15
Karamik and Kop-Bozbay (2020) 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 20
Kop-Bozbay et al. (2018) 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 1 18
Lietal. (2016) 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 20
Miri et al. (2022) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 20
Mohammed and Al-Hassani (2020) 2 1 2 2 2 2 1 1 2 1 1 17
Nayak et al. (2017) 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 19
Omidi et al. (2019) 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 18
Palaniyandi et al. (2018) 1 2 2 2 2 2 1 1 1 2 1 17
Pedroso et al. (2006) 2 1 2 2 2 2 2 1 2 2 1 19
Rufino et al. (2019a) 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 19
Rufino et al. (2019b) 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 19
Salmanzadeh et al. (2016) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22
Salmanzadeh et al. (2020) 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 21
Santos et al. (2010) 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 19
Shafey et al. (2010) 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 19
Shafey et al. (2013) 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 19
Sozcl and Ak (2020) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21
Subramaniyan et al. (2019) 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 1 18
Tahmasebi and Toghyani (2016) 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 19
Vieira et al. (2006) 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 20
Wang et al. (2020) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21
Zhang et al. (2016) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21
Zhang et al. (2020) 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 20
Zhao et al. (2017) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 21

Tamanho da amostra: mais de 100 ovos por tratamento (2) menos de 100 ovos (1).
Randomizacéo: estudos que demonstraram randomizacdo (2) néo (1).

Volume inoculado: volume relatado (2) e se ndo relatado (1).

Veiculo de diluicdo: veiculo de diluicdo relatado (2) e caso ndo seja relatado (1).

Local de inoculagdo: local de inoculacéo relatado (2) e caso ndo seja relatado (1).

Idade do embrido: idade do embrido no momento da aplicacéo relatada (2) e se néo relatada (1)
Idade da matriz: idade da matriz informada (2) e néo informada (1).

Peso do ovo: peso do ovo no inicio da incubagdo relatado (2) e se ndo relatado (1)
Linhagem: linhagem descrita (2) se ndo descrita (1)

10 Condicbes de incubagdo: temperatura e/ou umidade durante a incubacéo (2); ndo relatada (1)
11. Osmolaridade da solucéo: osmoladidade apresentada (2); ndo apresentada (1).

CoNoO~wWNE
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Tabela 3. Principais resultados dos estudos avaliados

61

Aminoéacido BWG FC
Referéncia _(quantidade H HW
inoculada em 21 35 42 21 35 42
mg/ovo)

Al- Asadi (2013) Lisina (20,0) + + + + + NE NE NE
Arginina (20,0) + + + + + NE NE NE
Atan and Kop-Bozbay (2021) Alanina (10,0) NS NE NS NE NS NS NE NS
Bhanja et al. (2012) Lisina (25,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Metionina(250() NS NS NE NE NE NE NE NE
Treonina (25,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Arginina (25,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Glicina (25,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Isoleucina (25,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Coskun et al. (2018) Lisina (2,0) NS NE NS NE NE NS NE NE
Metionina (2,0) NS NE NS NE NE NS NE NE
Dooley et al. (2011) Carnitina (8,0) NS NE NS NE NE NS NE NE
Carnitina (16,0) NS NE NS NE NE NS NE NE
Carnitina (32,0) NS NE NS NE NE NS NE NE
Ebrahimi et al. (2017) Lisina (10,0) - NS NE NE NE NE NE NE
Lisina (20,0) + NS NE NE NE NE NE NE
Lisina (30,0) - NS NE NE NE NE NE NE
Lisina (40,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Lisina (50,0) - NS NE NE NE NE NE NE
Gao et al. (2017) Arginina (3,0) NS NS + NE NE NS NE NE
Arginina (6,0) NS NS + NE NE NS NE NE
Arginina (12,0) - NS + NE NE NS NE NE
Gao et al. (2018) Arginina (6,0) NS NS + NE + NS NE NS
Han et al. (2016) Leucina (4,6) NS NS NE NE NE NE NE NE
Isoleucina (2,8) NS NS NE NE NE NE NE NE
Valina (3,4) NS NS NE NE NE NE NE NE
Kadam et al. (2008) Treonina (10,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Treonina (20,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Treonina (30,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Treonina (40,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Karamik e Kop-Bozbay (2020) Glutamina(100) NS NE NE NE NS NE NE NS
Kop-Bozbay et al. (2018) Alanina (0,8) NS + NE NE NE NE NE NE
Alanina (1,5) NS NS NE NE NE NE NE NE
Lietal. (2016) Arginina (6,2) NE NS NS NE NE NE NE NE
Arginina (1,5) NE NS - NE NE NE NE NE
Arginine (0,4) NE NS NS NE NE NE NE NE
Miri et al. (2022) Arginina (6,0) NS NS NE NE NE NE NE NE
Mohammed e Al-Hassani (2020) Arginina (3,5) + + NE NE NE NE NE NE
Nayak et al. (2017) Arginina (2,5) NS NS + NS NE NE NE NE
Triptofano (2,5) NS NS NS NS NE NE NE NE
Omidi et al. (2019) Arginina (5,0) NS NE NE NE NE NE NE NE
Arginina (10,0) NS NE NE NE NE NE NE NE
Palaniyandi et al. (2018) Lisina (2,5) + NS NE NE NS NE NE NS



Pedroso et al. (2006)
Rufino et al. (2019a)
Rufino et al. (2019b)

Salmanzadeh et al. (2016)

Salmanzadeh et al. (2020)

Santos et al. (2010)
Shafey et al. (2010)

Shafey et al. (2013)

Sézcii and Ak (2020)

Subramaniyan et al. (2019)

Tahmasebi e Toghyani (2015)

Treonina (2,5)
Glutamina (10,0)
Glutamina (5,0)
Glutamina (2,5)
Glutamina (5,0)
Glutamina (7,5)
Glutamina (10,0)
Glutamina (12,5)
Glutamina (10,0)
Glutamina (20,0)
Glutamina (30,0)
Glutamina (40,0)
Glutamina (50,0)
Glutamina (10,0)
Glutamina (20,0)
Glutamina (30,0)
Glutamina (40,0)
Glutamina (50,0)
Glutamina (50,0)
Carnitina (0,025)
Carnitina (0,05)
Carnitina (0,1)
Carnitina (0,2)
Carnitina (0,3)
Carnitina (0,4)
Carnitina (0,5)
Glutamina (50,0)
Glutamina (100,0)
Glutamina (150,0)
Glutamina (20,0)
Glutamina (40,0)
Glutamina (60,0)
Glutamina (80,0)

Arginina (0,1 no D8

de incubacdo)
Arginina (0,1 no

D14 de incubacéo)

Arginina (0,1 no

D18 de incubacéo)
Arginina (1,0 no D8

de incubacéo)
Arginina (1,0 no

D14 de incubacéo)

Arginina (1,0 no

D18 de incubacéo)
Arginina (2,5 no D8

de incubacéo)
Arginina (2,5 no

D14 de incubacéo)

Arginina (2,5 no

D18 de incubacéo)

Arginina (35,0)

NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NS
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NS
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE
NE
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NE
NE
NS
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NS
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE
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NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NS
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE
NS
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Vieira et al. (2006)

Wang et al. (2020)
Zhang et al. (2016)
Zhang et al. (2020)
Zhao et al. (2017)

Treonina (25,0)
Glutamina (1,5)
Lisina (1,5)
Glutamina (1,5)
Creatina (6,0)
Glutamina (2,0)
Creatina (3,0)
Creatina (6,0)
Creatina (12,0)

NE
NS
NS
NS
NS
NE
NS
NS
+

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NS
+

+

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

+
NE
NE
NE
NE
NS
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NS
NS
NS

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
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NS
NE
NE
NE
NE
NS
NE
NE
NE

H- Eclodibilidade; HW- Peso a eclosdo; BWG- ganho de peso; FC — taxa de conversao alimentar. 21,
35 e 42 — idade de avaliacdo (dias). NS — ndo significativo; NE — ndo avaliado; (-): reduzido; (+):

aumentado.



Tabela 4. Sintese dos principais resultados (e nimero de estudos) da metanalise, considerando o tipo de aminodcido e a metodologia utilizada.

Eclodibilidade

Peso a ecloséo

Ganho de peso

Conversao alimentar

Aminoacido
Alanina

Arginina

Carnitina

Creatina

Glutamina

Glicina

Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina

Treonina

Triptofano

Valina

Local de inoculagdo
Cémara de ar
Alblumen

Saco alantéico
Amnion

Saco vitelinico
Veiculo de inoculagéo
Agua deionizada
Agua destilada

PBS

Solucéo salina
Agua estéril

Idade de inoculagdo
7 al4 dias

+ (3 comparaces)
NS (21 comparagdes)
NS (10 comparacgdes)
NS (4 comparacdes)
NS (30 comparagdes)

NS (1 comparacéo)
NS (2 comparacgoes)

NS (1 comparacGes)
NS (9 comparacdes)
NS (2 comparagoes)
NS (7 comparacdes)
NS (1 comparacao)
NS (1 comparacéo)

NS (6 comparacdes)
+ (10 comparacdes)
+ (1 comparag&o)
NS (41 comparagdes)
NS (22 comparagdes)

+ (10 comparacgdes)
+ (12 comparacdes)
NS (9 comparacdes)
NS (43 comparagdes)
NS (15 comparagdes)

+ (41 comparagdes)

+ (3 comparacgdes)
+ (21 comparagdes)
+ (7 comparac@es)
+ (4 comparac@es)
NS (29 comparagdes)
- (1 comparacéo)
- (2 comparacdes)
NS (1 comparacao)
+ (9 comparaces)
+ (1 comparag&o)
NS (6 comparacdes)
NS (1 comparacao)
NS (1 comparagédo)

NS (4 comparacdes)
+ (10 comparacdes)
+ (3 comparagdes)
+ (38 comparacdes)

NS (22 comparagdes)

+ (10 comparagdes)
+ (14 comparacdes)
+ (9 comparaces)
+ (40 comparacdes)
NS (13 comparagdes)

+ (39 comparacdes)

NS (1 comparacéao)
NS (10 comparagdes)
NS (3 comparacdes)
+ (3 comparacdes)
+ (13 comparacdes)
NA
NA
NA
+ (3 comparacdes)
+ (1 comparag&o)
NS (2 comparacdes)
NS (1 comparacao)
NA

+ (2 comparacdes)
+ (10 comparacdes)
NA
NS (20 comparagdes)
+ (2 comparacdes)

+ (10 comparacdes)
+ (2 comparacdes)
NA
NS (22 comparagdes)
NA

+ (12 comparacdes)

NS (1 comparacao)
- (5 comparacgdes)
NS (3 comparacdes)
NS (3 comparacdes)
- (13 comparagdes)
NA
NA
NA
NS (2 comparacdes)
NS (1 comparacéo)
- (2 comparacdes)
NA
NA

+ (2 comparacges)
- (10 comparacdes)
NA
- (15 comparagdes)
NA

- (10 comparagdes)
NA
NA
NS (17 comparagdes)
NA

- (12 comparagdes)
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15 a 18 dias
Linhagem

Arbor Acres

Cobb

Rode Island Red

Ross

Idade das matrizes
Entre 26 e 40 semanas
Entre 41 e 60 semanas
Peso dos ovos

Entre 46 e 47 gramas
Entre 57 e 66 gramas
Entre 70 e 72 gramas

NS (51 comparagdes)

NS (8 comparacdes)
+ (16 comparacdes)
- (6 comparacdes)
NS (42 comparacgdes)

NS (39 comparacgdes)
+ (18 comparag0es)

NS (2 comparagGes)
+ (33 comparag0es)
NS (3 comparagoes)

+ (47 comparag0es)

+ (8 comparag@es)
NS (18 comparagdes)
NS (6 comparacdes)
+ (36 comparacdes)

+ (40 comparag0es)
+ (18 comparag0es)

+ (1 comparacéo)
+ (34 comparag0es)
+ (1 comparag&o)

NS (25 comparagdes)

NS (7 comparacdes)
+ (13 comparacdes)
NA
NS (12 comparacdes)

NS (13 comparagdes)
+ (12 comparages)

NS (2 comparacdes)
+ (17 comparag0es)
+ (3 comparagoes)

NS (18 comparagdes)

NS (7 comparacdes)
- (11 comparagdes)
NA
NS (9 comparacdes)

- (11 comparagdes)
- (17 comparagdes)

NS (2 comparacdes)
- (17 comparagdes)
- (3 comparacdes)

NS — ndo significativo; NA — néo avaliado; (+): aumentado; (-):

diminuido
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Sem filtro Com filtro

= Embase 427
o Google Scholar 12500 12 (no titulo)
E Scielo 22
9 Science Direct 15
w
- Scopus 175
P e R S5 3
[T Periodicos Capes 3136 212 (no titulo)
g PubMed o8

Web of Science 162

Numero de estudos identificados nas bases de dados (n = 1123)

Estudos duplicados (n=716)
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Numero de estudos selecionados apds
exclusdo de duplicatas (n=407)

Numero de estudos excliidos pelas razdes: revisdo de

— literatura, inoculagdo concomitante de outras

substancias, ovos de outras espécies, ovos de galinhas
poedeiras (n=353)

ELIGIBILITY

Numero de estudos incluidos pelos critérios
de elegibilidade (n=54)

|

Numero de artigos excluidos pelas razdes:
estudos com dados repetidos, uso de misturas de
> aminoacidos, auséncia de grupo placebo,
avaliagdo pos-eclosido feita em idades diferentes

de 21, 35 e 42 dias (n=20)

;

Numero de artigos incluidos da revisdo
sistematica e metanalise (n=34)

INCLUSION

720

721  Figura 1 - Fluxograma da busca e selecdo dos artigos a partir da seguinte combinacdo de palavras:
722 (aminoacid OR aminoacids) AND (“in ovo”). Nenhum outro artigo foi adicionado durante a redacao
723 desta revisdo.
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Log Odds-Ratio
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Study K with 95% CI P-value
Amino_acid

Alanine 3 1.19[ 0.38, 2.00] 0.004
Arginine 21 > 0.10[ -0.16, 0.36] 0.450
Carnitine 10 | -0.16 [ -0.42, 0.10] 0.234
Creatine 4 | 0.02[ -0.29, 0.33] 0.900
Glutamine 30 l 0.01[ -0.70, 0.72] 0.976
Glycine 1 -0.86[ -1.89, 0.17] 0.103
Isoleucine 2 -0.30[ -1.62, 1.03] 0.662
Leucine 1 0.94[ -1.60, 3.49] 0.468
Lysine 9 0.26[ -0.13, 0.65] 0.198
Methionine 2 -0.45[ -1.16, 0.26] 0.214
Threonine 7 0.13[ -0.55, 0.81] 0.713
Tryptophan 1 0.30[ -0.78, 1.39] 0.584
Valine 1 0.94[ -1.60, 3.49] 0.468
Test of group differences: Q,(12) = 17.68, p = 0.13

Quality_score

The highest (scoring 17-20) 62 0.13[ -0.17, 0.44] 0.380
Intermediary (scoring 14-16) 30 0.04[ -0.22, 0.29] 0.768
Test of group differences: Q,(1) = 0.23, p = 0.63

Eggs_weight

Between 46 and 47 grams 2 i 0.41[ -1.17, 1.99] 0.611
Between 57 and 66 grams 33 0.10[ 0.01, 0.19] 0.037
Between 70 and 72 grams 3 l 0.01[ -0.49, 0.52] 0.965
Not reported 54 l 0.08 [ -0.34, 0.49] 0.719
Test of group differences: Q,(3) = 0.27, p = 0.97

Age_of_hens

Between 26 and 40 weeks 39 -0.04[ -0.59, 0.52] 0.890
Between 41 and 60 weeks 18 0.20[ 0.08, 0.32] 0.001
Not reported 35 0.05[ -0.18, 0.28] 0.672
Test of group differences: Qu(2) = 1.73, p = 0.42

Broiler_lineage

Arbor Acres 8 -0.03[ -0.23, 0.17] 0.766
Cobb 16 0.87[ 0.17, 1.57] 0.014
Rhode Island Red 6 -3.61[ -6.25, -0.96] 0.008
Ross 42 -0.01[ -0.18, 0.16] 0.916
Not reported 20 0.25[ -0.14, 0.64] 0.203
Test of group differences: Q,(4) = 14.64, p = 0.01

Inoculation_site

Air sac 6 0.50[ -0.02, 1.02] 0.059
Albumen 10 0.20[ 0.07, 0.33] 0.002
Allantoic sac 1 1.31[ 0.49, 2.14] 0.002
Amniotic fluid 41 0.09[ -0.41, 0.59] 0.725
Yolk sac 22 -0.16 [ -0.53, 0.20] 0.380
Not reported 12 -0.09[ -0.29, 0.11] 0.367
Test of group differences: Q,(5) = 18.16, p = 0.00

Inoculation_vehicle

Deionised water 10 0.20[ 0.07, 0.33] 0.002
Distilled water 12 0.51[ 0.12, 0.90] 0.010
PBS 9 -0.08 [ -0.47, 0.30] 0.664
Saline solution 43 -0.04 [ -0.53, 0.45] 0.881
Sterile water 15 | -0.00[ -0.45, 0.44] 0.987
Not reported 3 | -0.05[ -0.34, 0.24] 0.730
Test of group differences: Q,(5) = 8.22, p = 0.14

Embryo_age_at_inoculation

7 to 14 days 41 0.10[ 0.00, 0.21] 0.045
15 to 18 days 51 0.12[ -0.28, 0.52] 0.548
Test of group differences: Q,(1) = 0.01, p = 0.93

Overall 0.14[ -0.07, 0.36] 0.192

Heterogeneity: 7° = 0.81, I° = 86.74%, H’ = 7.54
Test of 8 = 8;: Q(91) = 435.79, p = 0.00

Random-effects REML model

(o] 5

=) Higher hatchability

Figura 2. Resumo da variagdo (A) na eclodibilidade (%) de ovos inoculados com aminoécidos em relagdo
ao respectivo tratamento controle (inoculacdo do veiculo), considerando os seguintes subgrupos:
aminoécido inoculado, escore de qualidade do estudo, peso dos ovos, idade das galinhas, linhagem, local

de inoculacdo, veiculo e idade embrionaria na inoculagdo.
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Mean Diff.
Study K with 95% CI P-value
Amino_acid
Alanine 3 1.89[ 0.97, 2.81] 0.000
Arginine 21 1.83[ 0.60, 3.06] 0.004
Carnitine 7 0.54[ 0.31, 0.77] 0.000
Creatine 0.55[ 0.14, 0.97] 0.009
Glutamine 29 0.29[ -0.04, 0.63] 0.087
Glycine 1 -1.20 [ -2.06, -0.34] 0.006
Isoleucine 2 -0.85[ -1.65, -0.04] 0.039
Leucine 1 -0.50 [ -3.23, 2.23] 0.719
Lysine 9 0.94[ 0.06, 1.82] 0.037
Methionine 1 1.40[ 0.54, 2.26] 0.001
Threonine 6 0.03[ -0.25, 0.31] 0.824
Tryptophan 1 I : -0.10[ -0.73, 0.53] 0.755
Valine 1 - 0.00[ -3.21, 3.21] 1.000
Test of group differences: Q,(12) = 565.67, p = 0.00
Quality_score
The highest (scoring 17-20) 59 0.51[ 0.31, 0.70] 0.000
Intermediary (scoring 14-16) 27 1.31[ 0.26, 2.37] 0.015
Test of group differences: Qu(1) = 2.18, p = 0.14
Eggs_weight
Between 46 and 47 grams 1 1.30[ 0.67, 1.93] 0.000
Between 57 and 66 grams 34 1.47[ 0.70, 2.25] 0.000
Between 70 and 72 grams 1 1.30[ 0.58, 2.02] 0.000
Not reported 50 0.22[ -0.06, 0.49] 0.126
Test of group differences: Qu(3) = 20.64, p = 0.00
Age_of_hens
Between 26 and 40 weeks 40 0.36[ 0.08, 0.63] 0.012
Between 40 and 60 weeks 18 0.69[ 0.55, 0.82] 0.000
Not reported 28 1.31[ 0.30, 2.33] 0.0M11
Test of group differences: Qy(2) = 6.17, p = 0.05
Broiler_lineage
Arbor acres 8 0.73[ 0.43, 1.02] 0.000
Cobb 18 0.32[ -0.04, 0.68] 0.083
Rhode Island Red 6 -0.14 [ -0.94, 0.67] 0.738
Ross 36 1.42[ 0.63, 2.21] 0.000
Not reported 18 0.27[ -0.24, 0.78] 0.303
Test of group differences: Qu(4) = 11.64, p = 0.02
Inoculation_site
Air chamber 4 1.29[ -0.41, 2.98] 0.137
Albumen 10 0.66[ 0.52, 0.79] 0.000
Allantoic sac 3 1.48[ 0.37, 2.58] 0.009
Amniotic fluid 38 0.34[ 0.04, 0.63] 0.026
Yolk sac 22 0.29[ -0.07, 0.65] 0.119
Not reported 9 3.27[ 0.79, 5.74] 0.010
Test of group differences: Qu(5) = 13.92, p = 0.02
Inoculation_vehicle
Deionised water 10 0.66[ 0.52, 0.79] 0.000
Distilled water 14 1.67[ 0.97, 2.37] 0.000
Phosphate buffered solution 9 3.27[ 0.79, 5.74] 0.010
Saline solution 40 0.36[ 0.11, 0.60] 0.004
Sterile water 13 -0.15[ -0.54, 0.23] 0.429
Test of group differences: Qu(4) = 32.36, p = 0.00
Embryo_age_at_inoculation
7 to 14 days 39 1.10[ 0.35, 1.84] 0.004
15 to 18 days 47 0.50[ 0.22, 0.77] 0.000
Test of group differences: Qu(1) = 2.19, p = 0.14
Overall ‘ 0.78[ 0.40, 1.16] 0.000

Heterogeneity: 17° = 2.94, I” = 98.22%, H” = 56.10
Test of 8, = 6;: Q(85) = 2156.50, p = 0.00

Random-effects REML model

=) Higher hatching weight
o 3
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Figura 3 - Resumo da variacdo (A) no peso a eclosdo (g) de ovos inoculados com aminoacidos em
relacdo ao respectivo tratamento controle (inoculagdo do veiculo), considerando os seguintes subgrupos:
amino&cido inoculado, escore de qualidade do estudo, peso dos ovos, idade das galinhas, linhagem,
local de inoculagdo, veiculo e idade embrionéria na inoculagéo.
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Mean Diff.
Study K with 95% CI P-value

Amino_acid

Alanine 1 -0.14[ -1.14, 0.87] 0.792
Arginine 10 -0.34[ -1.85, 1.18] 0.663
Carnitine 3 -0.98[ -2.09, 0.12] 0.080
Creatine 3 1.61[ 056, 2.65] 0.003
Glutamine 13 2.37[ 1.94, 2.81] 0.000
Lysine 3 1.67[ -0.00, 3.34] 0.050
Methionine 1 224[ 1.06, 3.42] 0.000
Threonine 2 6.31[ -2.59, 15.21] 0.164

Tryptophan 1 -0.09[ -1.38, 1.21] 0.898
Test of group differences: Q,(8) = 59.25, p = 0.00

Quality_score
The highest (scoring 17-20) 30 ¢ 111[ 0.39, 1.83] 0.003
Intermediary (scoring 14-16) 7 : 0.82[ -0.69, 2.33] 0.286
Test of group differences: Qu(1) = 0.12, p = 0.73 :

Eggs_weight

Between 46 and 47 grams 2 0.03[ -0.86, 0.93] 0.941
Between 57 and 66 grams 17 : 1.42[ 0.50, 2.34] 0.002
Between 70 and 72 grams 3 : 5.62[ 0.32, 10.92] 0.038
Not reported 15 : 0.38[ -0.62, 1.38] 0.461

Test of group differences: Qu(3) = 8.19, p = 0.04

Age_of_hens

Between 26 and 40 weeks 13 -0.21[ -1.31, 0.89] 0.708
Between 40 and 60 weeks 12 . 245[ 2.09, 2.82] 0.000
Not reported 12 0.95[ -0.16, 2.06] 0.093

Test of group differences: Q,(2) = 24.59, p = 0.00

Broiler_lineage

Arbor acres 7 0.21[ -1.43, 1.85] 0.799
Cobb 13 : 2.20[ 1.64, 2.75] 0.000
Ross 12 : 0.00[ -1.16, 1.16] 0.994
Not reported 5 : 1.63[ 0.15, 3.11] 0.030

Test of group differences: Q,(3) = 14.33, p = 0.00

Inoculation_site

Air chamber 2 201[ 1.17, 2.85] 0.000
Albumen 10 256[ 2.15, 2.97] 0.000
Amniotic fluid 20 0.17[ -0.72, 1.05] 0.709
Yolk sac 2 : 2.88[ 2.26, 3.50] 0.000
Not reported 3 : -0.98[ -2.09, 0.12] 0.080

Test of group differences: Q,(4) = 59.34, p = 0.00

Inoculation_vehicle

Deionised water 10 256[ 2.15, 2.97] 0.000
Distilled water 2 : 2.88[ 2.26, 3.50] 0.000
Saline solution 22 : 0.36[ -0.48, 1.20] 0.400
Not reported 3 : -0.98[ -2.09, 0.12] 0.080

Test of group differences: Q,(3) = 57.59, p = 0.00

Embryo_age_at_inoculation
7 to 14 days 12 259 2.18, 3.00] 0.000
15 to 18 days 25 . 0.31[ -0.44, 1.07] 0.411
Test of group differences: Qu(1) = 27.32, p = 0.00 :

Overall ‘ 1.06[ 041, 1.70] 0.001
Heterogeneity: 1° = 3.26, I° = 91.24%, H® = 11.42

ﬁ Higher posthatching weight gain
Test of 6, = 6;: Q(36) = 492.26, p = 0.00 P S e

-5 0 5 10 15

734 Random-effects REML model

735  Figura 4 - Resumo da variacdo (A) no ganho de peso p6s-eclosdo (g/dia) de frangos de corte de ovos
736  inoculados com aminoécidos em relagdo ao respectivo tratamento controle (inoculacdo do veiculo),
737  considerando os seguintes subgrupos: aminodcido inoculado, escore de qualidade do estudo, peso dos
738  ovos, idade das galinhas, linhagem, local de inoculacédo, veiculo e idade embrionéria na inoculagéo.
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Mean Diff.
Study K with 95% CI P-value
Amino_acid
Alanine 1 -0.04[ -0.15, 0.07] 0.488
Arginine 5 -0.02[ -0.03, -0.00] 0.045
Carnitine 3 -0.00[ -0.01, 0.00] 0.317
Creatine 3 -0.02[ -0.06, 0.02] 0.295
Glutamine 13 -0.09[ -0.11, -0.06] 0.000
Lysine 2 0.02[ -0.05, 0.09] 0.582
Methionine 1 0.03[ -0.00, 0.06] 0.066
Threonine 2 -0.10[ -0.17, -0.03] 0.005
Test of group differences: Q,(7) = 48.29, p = 0.00
Quality_score
The highest (scoring 17-20) 25 -0.06 [ -0.08, -0.03] 0.000
Intermediary (scoring 14-16) 5 -0.00[ -0.01, 0.00] 0.280
Test of group differences: Qu(1) = 19.37, p = 0.00
Eggs_weight
Between 46 and 47 grams 2 -0.01[ -0.03, 0.01] 0.325
Between 57 and 66 grams 17 -0.07 [ -0.10, -0.05] 0.000
Between 70 and 72 grams 3 -0.06 [ -0.09, -0.03] 0.000
Not reported 8 0.00[ -0.01, 0.01] 0.944
Test of group differences: Q,(3) = 38.66, p = 0.00
Age_of_hens
Between 26 and 40 weeks 8 -0.01[ -0.03, 0.00] 0.104
Between 40 and 60 weeks 12 -0.09[ -0.12, -0.05] 0.000
Not reported 10 -0.02[ -0.04, 0.00] 0.054
Test of group differences: Qu(2) = 16.15, p = 0.00
Broiler_lineage
Arbor acres 7 -0.01[ -0.03, 0.00] 0.097
Cobb 11 -0.10[ -0.12, -0.08] 0.000
Ross 9 -0.01[ -0.03, 0.01] 0.445
Not reported 3 -0.08 [ -0.18, 0.01] 0.092
Test of group differences: Qu(3) = 64.72, p = 0.00
Inoculation_site
Air chamber 2 0.03[ 0.01, 0.05] 0.009
Albumen 10 -0.11[ -0.13, -0.09] 0.000
Amniotic fluid 15 -0.02[ -0.03, -0.01] 0.004
Not reported 3 -0.00[ -0.01, 0.00] 0.317
Test of group differences: Q,(3) = 135.20, p = 0.00
Inoculation_vehicle
Deionised water 10 -0.11[ -0.13, -0.09] 0.000
Saline solution 17 -0.01[ -0.03, 0.00] 0.092
Not reported 3 -0.00[ -0.01, 0.00] 0.317
Test of group differences: Qy(2) = 119.58, p = 0.00
Embryo_age_at_inoculation
7 to 14 days 12 -0.10[ -0.12, -0.09] 0.000
15 to 18 days 18 -0.00[ -0.01, 0.00] 0.235
Test of group differences: Qy(1) = 130.10, p = 0.00 .
Overall ‘ -0.05[ -0.07, -0.03] 0.000

Heterogeneity: 7° = 0.00, I* = 99.60%, H® = 250.36
Test of 6, = 6 Q(29) = 754.63, p = 0.00

Random-effects REML model

Lower feed

conversion ratio

=

-2

-1
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Figura 5 - Resumo da variagdo (A) na conversdo alimentar (g/g) de frangos de corte de ovos inoculados
com aminoacidos em relacdo ao respectivo tratamento controle (inoculagéo do veiculo), considerando
0s seguintes subgrupos: aminodcido inoculado, escore de qualidade do estudo, peso dos ovos, idade das
galinhas, linhagem, local de inoculagdo, veiculo e idade embrionéria na inoculag&o.
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Figura 6. Grafico Funnel Plot com intervalo de confianca de 95% obtido com o modelo linear de efeito
aleatério para eclodibilidade, peso a eclosdo, ganho de peso e conversdo alimentar. Os valores de P

foram obtidos pelo teste de Begg (eclodibilidade) ou teste de Egger.



