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RESUMO

O éacido folico (AF) e aminoacidos sulfurados (AAS) como a metionina e a cisteina sao
substancias que participam de diversos processos metabdlicos do animal, favorecendo o
desenvolvimento de tecidos e 0 desempenho zootécnico. Dessa forma, objetivou-se determinar
o efeito da injecdo in ovo de AF e AAS na expressao de genes miogénicos, desempenho,
caracteristicas de carcaca, peso de 6rgdos, parametros hematologicos e histologia do intestino
delgado e musculo peitoral de frangos de corte. Um total de 1200 ovos férteis com peso de 65
+ 0,74 g foram divididos em cinco grupos experimentais (240 ovos cada): G1 - grupo controle
(ovos intactos sem inoculacdo); G2 - solucdo salina; G3 - 0,15 mg de AF; G4: 5,90 mg de L-
metionina (Met) + 3,40 mg de L-cisteina (Cyst) e G5: AF (0,15 mg) + Met (5,90 mg) + Cyst
(3,40 mg). A inoculagéo foi realizada no primeiro dia de incubacdo. Em cada ovo, 0,5 ml de
NaCl a 0,75% foi usada como veiculo. Apos a ecloséo, os pintinhos de cada grupo experimental
foram alojados em seis boxes com 30 aves cada, as quais foram mantidas até 42 dias de idade.
O AF aumentou (P<0,05) a expressdo dos genes PAX7 e MYF5 no musculo peitoral dos
pintinhos recém eclodidos (P<0,05) e melhorou a conversao alimentar aos 42 dias de idade. A
combinacdo AF + AAS aumentou (P<0,05) o peso relativo dos 6rgdos linfoides e a
profundidade da cripta do ileo aos 21 dias de idade. Ndo houve diferencas (P>0,05) nas
variaveis hematologicas, area das fibras musculares e caracteristicas de carcacano 1°, 21° e 42°
dia de idade. Conclui-se que a inoculagdo de 0,15 mg/ovo de AF no primeiro dia de incubacéo
pode ser utilizado para melhorar a expressdo génica e o desempenho zootécnico dos frangos de

corte. O uso de AAS nas doses testadas ndo deve ser utilizado nessa idade.

Palavras-chave: Desempenho. Expressao génica. Histomorfometria. Miopatias.



ABSTRACT

Folic acid (FA) and sulfur amino acids (AAS) such as methionine and cysteine are
substances that participate in various metabolic processes in the animal, favoring tissue
development and zootechnical performance. Thus, the objective was to determine the effect of
in ovo injection of FA and AAS on the expression of myogenic genes, performance and carcass
characteristics, organ weight and hematological and histological parameters of the small
intestine and pectoral muscle of broiler chickens at hatch and in the productive phase. A total
of 1200 eggs weighing 65* %’* g were divided into five experimental groups (240 eggs each):
G1 - control group (intact eggs without inoculation); G2 - saline solution; G3 - 0.150 mg of AF;
G4: 5.90 mg of L-methionine (Met 99%) + 3.40 mg of L-cysteine (cyst) and G5: AF (0.150
mg) + Met (5.90 mg) + Cistein (3.40 mg). In each injected egg, 0.5 ml of 75% NaCl was used
as vehicle. After hatching, the chicks from each experimental group were housed in six boxes
with 30 birds each, totaling 180 birds/group, which were kept until 42 of age. AF injection
reduced (P < 0.05) feed conversion at 21 and 42 days of age, while AF + AAS increased (P <
0.05) the relative weight of lymphoid organs and ileum crypt depth at 21 days old. There were
no differences (P>0.05) in hematological variables, muscle fiber area and carcass characteristics
at day 1, 21° and 42° of age. Injection into fertile egg with folic acid (FA) increase the
expression of PAX7 and MYF5 gene in the pectoral muscle in chicks and improve the feed
conversion ratio of broilers at 42 days of age. The combination of AAS + AF benefit the relative
weight of the spleen and thymus on the 21st day of life, as well as the depth of the ileum crypt
on the 1st day. It is concluded that an inoculation of 0.15 mg/egg of AF on the first day of
incubation can be used to improve gene expression and zootechnical performance of broiler

chickens. The use of AAS at the doses tested should not be used at this age.

Keywords: Performance. Gene expression. Histomorphometry. Myopathies.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

O periodo de incubacéo corresponde a cerca de 33% do ciclo de vida dos frangos de
corte. O ovo, a Unica fonte de nutricdo do embrido nesse momento, pode conter quantidades
limitadas de nutrientes necessérias para suprir todas as necessidades de desenvolvimento
embrionario. Nesse sentido, a injecdo de substancias nutritivas pode ser benéfica para o
adequado estado fisioldgico das aves antes e ap0Os a eclosdo. A inoculagdo da metionina e
cisteina (AAS) e acido folico (AF) em periodos avancados da incubacdo como estratégias de
nutri¢do in ovo tem mostrado beneficios na reducdo do estresse oxidativo, melhora na expressdo
de genes e maior tamanho das vilosidades. Entretanto, ainda existem poucos estudos que
contemplam o efeito da injecdo destas sustancias no ovo fértil antes do inicio do processo de
incubacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da injecdo in ovo de solugdes
contendo AAS e AF no desenvolvimento embrionério e nas caracteristicas fisioldgicas de
frangos de corte. Observou-se que a injecdo in ovo de AF favoreceu a expressao dos genes
PAX7 e MYF5 no musculo peitoral e a conversédo alimentar aos 42 dias de idade e a combinacéo
do AF e AAS melhorou a profundidade de cripta no ileo no 1° dia e o0 tamanho do timo e baco
aos 21 dias pds-eclosdo. Por outro lado, a injecdo de AAS no primeiro dia de incubacdo nao
alterou os parametros avaliados. Esses achados representam uma base para estudos futuros em

relacdo ao uso de outras concentracdes e ao tempo ideal para a inoculagdo das substancias.

AAS + AF Profundidade da
B criptadoileo

,,t Expressao do gen
AF PAX7 e MYF5 no

Fold change

Acido Félico (AF) ] musculo
Metionina + cisteina (AAS) iy >4
AAS+AF
A A i Peso relativo { »
Dia21° AAS+AF de baco e timo. G
{
v
& AF

. @/ Convers3o alimentar (g/g)

Dia 42

Ainoculag3o de 0,15 mg/ovo de AF no primeiro dia de incubagdo pode ser utilizado para melhorar a expressdo génica e o
desempenho zootécnico dos frangos de corte. O uso de AAS nas doses testadas ndo deve ser utilizado nessa idade..
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A indUstria avicola estd em constante evolucdo passando por mudangas
significativas nas areas de nutricdo, manejo, genética e sanidade. Segundo Zuidhof et al.
(2014), no periodo de 1957 a 2005, houve um aumento de 400% no crescimento e
desenvolvimento corporal do frango de corte. Esse rapido desenvolvimento das aves
somado a reducdo do tempo de abate faz com que o periodo de incubag&o seja considerado
relativamente importante, passando a representar cerca de 33% de seu ciclo de vida. O
ovo, sendo a unica fonte de nutricdo do pintinho, € composto in natura por,
aproximadamente, 52% de proteina bruta, 33% de lipidios, 5,0% de cinzas além dos
carboidratos, minerais e vitaminas que devem suprir todas as necessidades de
desenvolvimento embrionario da ave.

Uma estratégia que pode apoiar o desenvolvimento embrionario de aves € 0 uso
da alimentacdo in ovo com nutrientes como aminoacidos, carboidratos e vitaminas. O uso
dessa tecnologia tem demostrado que a injecdo de nutrientes afeta positivamente o estado
fisiol6gico dos embrides de frangos de corte antes e apds a eclosdo e, consequentemente,
a qualidade da proteina que chegara até o consumidor final.

Os aminoacidos sulfurados como a metionina e a cisteina desempenham um papel
crucial na estrutura proteica, metabolismo, imunidade e estado oxidativo, além de exercer
funcdes importantes através de seus metabolitos. J& o acido fdlico (AF) possui diversas
funcBes no metabolismo, dentre elas a participacao na rota da metilacéo e sintese de DNA,
importante para preservar a homeostase. Tem-se observado que a suplementacéo in ovo
com essa vitamina reduz o desenvolvimento embrionario anormal, reverte alteracdes
epigenéticas que causam distUrbios e favorece a resposta imune. No entanto, embora 0s
AAS e 0 AF possam influenciar a fase embrionaria, poucas pesquisas tém sido realizadas
avaliando o efeito da inoculacdo destas substancias no inicio do desenvolvimento
embrionario. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da injecdo de AF e AAS no ovo fértil
sobre a expressdo de genes miogénicos, desempenho e caracteristicas de carcaca, peso de
orgaos, parametros hematologicos e histologia do intestino delgado e musculo peitoral de

frangos de corte apds a eclosdo e durante a fase produtiva.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Regulacéo do desenvolvimento embrionario

Diferentemente do que ocorrem e mamiferos, nas aves, o desenvolvimento
embrionario ocorre fora do organismo materno. Nesse sentido, a composi¢éo nutricional
do ovo € importante uma vez que este ira suprir as necessidades dos embrides durante o
periodo de incubagdo (GONCALVES et al., 2013).

Apods a fecundagdo iniciam-se varias reacGes quimicas que dependem da
temperatura e da umidade. Essas reacGes sdo divididas em fases: a primeira € a clivagem,
que inicia no Utero da galinha especificamente na camara da casca onde se forma o
blastocele a partir dos blastdmeros e os precursores dos futuros tecidos embrionérios; a
segunda fase é a gastrulacdo que também ocorre no organismo da ave e forma o eixo
central do embrido, tendo inicio a linha primitiva e a formacdo dos somitos, os quais
originardo os orgdos da ave até a fase adulta. Apds o processo de gastrulacdo, o
desenvolvimento embrionéario pode ser dividido em quatro fases: a organogénese, na qual
inicia-se a organizacdo do sistema nervoso; morfogénese, que compreende todos o0s
processos pelos quais diferentes partes de um sistema em desenvolvimento adquirem uma
forma ou posicdo definitiva e se evidencia a diferenciacdo celular; integracao funcional,
onde os 6rgdos comecam atuar de forma interligada; e a fase de maturagdo embrionaria,
que permite a formacdo e preparacdo final do pintinho para o0 momento da ecloséo
(CHRIST; ORDAHL, 1995).

O desenvolvimento do sistema muscular e o gastrointestinal inicia na
organogénese. Nessa fase, 0s mioblastos se desenvolvem a partir de células precursoras
miogénicas que sdo de origem mesodérmica. Esse processo inclui a determinacgdo das
células precursoras do musculo esquelético nos tecidos embrionérios, a proliferacdo
celular a diferenciacdo e a maturacdo das fibras musculares (Te Pas e Marinus, 2004).
Por outro lado, durante o desenvolvimento do trato gastrointestinal (TGI), se
desenvolvem outras estruturas que incluem as células entero endocrinas, células
caliciformes, as vilosidades e as criptas, gerando finalmente um sistema que garanta a
digestéo e absorc¢éo dos nutrientes (TAKO et al., 2004).

A nivel molecular o crescimento dos tecidos é regulado pela expressdo de
diferentes genes, entre eles aqueles que codificam os fatores de crescimento semelhantes

ainsulina 1 e 2 (IGF 1 e 2). Nas aves, o IGF-1 e IGF-2 agem como sinalizadores
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enddcrinos e paracrinos e sdo mediados pelos receptores de fator de crescimento
semelhante a insulinatipo 1 e 2 (IGF-1R, IGF-2R) (JONES; CLEMMONS, 1995). Outros
fatores que controlam o desenvolvimento de células musculares incluem os genes do fator
regulador miogénico (MRF). e os atores de transcri¢cdo desta familia sdo a familia de
proteinas (Myod e MyF5) e miogenina (FERRI et al., 2009)

Os MRF e vérias proteinas estruturais regulam extensivamente a reorganizacao
do citoesqueleto, que ocorre antes e apos a fusdo do mioblasto. Essa regula¢do tem um
papel central na definicdo da arquitetura muscular. De forma semelhante ao que acontece
em mamiferos, o IGF também estimula o crescimento das células satélites as quais se
ativam no momento que o desenvolvimento muscular do frango precise delas
(OLIVEIRA et al., 2008).

O acido folico € uma vitamina chave envolvido na manutencdo do DNA, A
metilacdo do DNA é um importante mecanismo epigenético que ajuda a regular a
expressdo génica. Pesquisas relataram a relacdo entre o &cido folico e a metilagdo dos
genes IGF e Pax7 e MyF5 (MCMURTRY et al.,1997; LEUNG, et al., 2013). Por outro
lado, uma das fungdes metabdlicas dos AAS € a reacdo de metilacdo do DNA. De fato,
tem-se observado que a inoculacdo in ovo de AAS favorece a expressdo dos genes IGF
(ELWAN et al., (2019).

2.2 Composigéo nutricional do ovo

Como descrito previamente, o desenvolvimento do embrido esta limitado ao
conteddo nutricional do ovo, cuja composicao é dependente da alimentacdo, da genética
e da idade da matriz (BURNHAM et al., 2001). Cada ovo fértil contém aproximadamente
52% de proteina, 33.0% de extrato etéreo e 4,8% de carboidratos (VIEIRA; MORAN,
1998). Por tanto, a composicdo nutricional do ovo influencia diretamente o
desenvolvimento, a qualidade e o desempenho do pintinho apds a eclosdo (UNI et al.,
2012).

O ovo é composto pela casca, que além de participar como barreira fisica e
antibacteriana, fornece minerais como o calcio, magnésio, fésforo, cobre, zinco,
manganés e ferro, importantes nutrientes nos estagios da embriogénese (TULLETT,
1990). A gema representa a principal fonte de lipideos, compostos por 65% de
triglicerideos, 23,3% de fosfolipidios (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) e 5,2% de

colesterol (PRIVETT et al., 1962). Por outro lado, o albimen fornece ao embrido, dgua,
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proteinas e minerais (ROBERTS, 2004). Dentre as proteinas, as mais importantes sao a
ovo albumina, que atua como fonte de aminoacidos; a ovotransferrina que age como
queladora de ferro que previne o crescimento bacteriano no ovo; a ovo mucoide, uma
proteina é inibidora de proteases; as ovo globulinas G2 e G3, proteinas que atuam como
inibidores de proteases, além de possuirem capacidade para quelatar minerais e inibir a
proliferacdo microbiana; a lisozima, que contém atividade antimicrobiana
especificamente para gram-negativas; e as o0vo mucinas o e B, responsaveis por manter a
carateristica de gel do albumen importante para o evitar a proliferacdo microbiana
(SUGINO et al., 2018).

No periodo de desenvolvimento embrionério, todos os amino4cidos séo essenciais
e aauséncia de qualquer um deles causa comprometimento da sintese proteica e distdrbios
da homeostase do embrido, o que resulta em um prejuizo no crescimento e metabolismo
do organismo (KUCHARSKA-GACA et al., 2017). Com relacdo a composicdo de
aminoacidos presentes no ovo, especialmente a metionina é um aminoacido que pouco
tem mudado no decorrer dos anos o que pode ser causa da inovacgao genética e nutricional

das galinhas como pode-se observar na tabela 1.

Tabela 1 Composicdo de aminoacidos no ovo 100 gramas.

Aminoacido Munks Lewis Kunachowikz Vg)irrzr;i:?(e
etal (1945) etal. (1950) etal. (1998) ’
(2011)
Treonina 3,9 4,0 4,7 4,7
Cisteina 2,2 - - -
Metionina 52 54 59 59
Fenilalanina 58 7,5 9,8 9,6
Lisina 5,2 6,4 6,3 6,3
Histidina 2.0 2,41 - -
Arginina 6,4 59 - -
Triptofano 1,4 - 1,5 0,7

Fonte: Adaptado de Kucharska et al. (2017)

A composicdo de vitaminas presentes no ovo, e mais precisamente, na gema,
contém grande quantidade de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e vitaminas
hidrossoltveis (tiamina, acido pantoténico, piridoxina, acido fdlico e cobalamina),

enquanto a clara possui grandes quantidades de vitaminas riboflavina, niacina, acido



16

pantoténico, acido fdlico entre outras vitaminas do complexo B (TABELA 2)
(REHAULT-GODBERT et al., 2019).

Tabela 2 Composicao de vitaminas do ovo 100 gramas.

L Seuss- Réhault-Godbert, Czamowska-
Vitaminas Baum. - et al. (2019) Kujawska, et al.
2007 (2021)
Colecalciferol 2,9 2 -
Tocoferol 2000 1050 -
Menadiona 0,48 0,3 -
Tiamina (B1) 176 40 -
Acido pantotenico (B5) 2990 1533 -
Piridoxina (B6) 120 170 -
Biotina (B8) 25 16,5 -
Acido félico (B9) 65 47 78,5
Cobalamina (B12) 1,9 0,9 -

2.3. Aminoécidos sulfurados

Existem cerca de 300 aminoacidos (AA) na natureza, no entanto, do ponto de vista
nutricional, apenas 20 compfem as proteinas, dos quais nove sdo considerados
dieteticamente essenciais (BERTECHINI, 2013). Os AA regulam o crescimento celular
e participam da sintese de porfirinas, pirimidinas e ureia (CONDE-AGUILERA et al.,
2013). Os aminoécidos sulfurados (AAS), em particular, sdo aqueles que contém dentro
de sua estrutura atomos de enxofre (FIGURA 1) (WU, 2009) e sdo de grande relevancia
para a nutricdo animal. Dentre os AAS estdo a metionina, cisteina e a cistina (SANTANA
etal., 2014).
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Figura 1 Estrutura quimica dos aminoacidos sulfurados
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Fonte: Adaptado de Wu (2009).

Especificamente, a metionina € o primeiro AA limitante nas aves. A partir deste,
pela via da transulfuracdo, se produz a cisteina, sendo este Ultimo considerado um
amino&cido semi-essencial (TROEN et al., 2003). Os AAS desempenham um papel
crucial na estrutura proteica, metabolismo, imunidade e oxidagdo, além de exercer
funcBes importantes através de seus metabdlitos, como S-adenosil metionina (SAM),
poliaminas (Espermina e espermidina), taurina e glutationa (GSH) (TESSERAUD et al.,
2008).

A rota metabdlica dos aminoécidos sulfurados esta apresentada na Figura 2. Além
da sintese de proteinas, os aminoacidos sulfurados também participam de rotas de
transulfuracdo para a producdo de outros aminoacidos como a homocisteina, metilacao
de DNA (BUNCHASAK, 2009), metabolismo de lipidios e sintese da glutationa (GSH),
além de favorecer a proliferacdo de células do sistema imune e anticorpos
(MAROUFYAN et al., 2010).
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Figura 2 Rota metabdlica da metionina
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Fonte: Bydlowski, 1998.

LigagcOes permanentes sdo formadas entre metionina e serina durante a
transulfuracdo. Essa reacdo requer a enzima cistationa-p-sintase (CBS) e piridoxina
(vitamina B6) como coenzima essencial. A homocisteina ¢ metabolizada de volta a
metionina na presenca de cianocobalamina (vitamina B12). Essa re-metilagdo requer da
presenca de MTHRF (metilenotetrahidrofolato redutase) e quantidades suficientes de
acido folico (Vitamina B9). A SAM coordena 0s processos de transulfuracdo e re-
metilacdo agindo como um ativador de CBS ou um inibidor alostérico de MTHRF
(EMMERT et al., 1996).

Lu et al. (2020), investigaram as mudancas metabolicas nas concentragdes sericas
e hepaticas da MAT durante a fase embrionaria. Os autores evidenciaram que a MAT tem
um comportamento ascendente significativo a partir do dia 19° de incubacéo e atinge sua
maxima atividade ao 7° dia pés-eclosdo, indicando maior demanda de AAS nessa mesma
fase. Nesse contexto, 0 enriquecimento na fase embrionaria com AAS poderia melhorar
0 peso das aves na eclosdo, melhorar a capacidade antioxidante e o desenvolvimento de
tecidos.

Por outro lado, Elwan et al. (2019) evidenciaram que a injecdo de AAS em ovos
embrionados aos 17 dias de incubacdo melhora o peso do pintinho, a histomorfometria

intestinal e estimula a atividade da glutationa e a expressdo dos fatores de crescimento
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semelhantes a insulina (IGF). Nazem et al. (2015) observaram maior desenvolvimento do
didmetro e densidade do foliculo da pena em pintinhos inoculados na fase embrionaria
com 50 mg de metionina por ovo, carateristica que pode melhorar o empenamento da ave
na fase pos-eclosao.

De acordo com Mohammadrezaei et al. (2015) e Nazem et al. (2019), a inje¢éo no
saco vitelino com 40 mg de metionina na fase inicial do desenvolvimento embrionério
estimula a altura e largura das vilosidades intestinais, melhorado assim a digestibilidade
dos nutrientes dos pintinhos na fase pos-eclosdo. Da mesma forma, Ebrahimi et al. (2018)
observaram que a injecdo in ovo de DL-metionina melhorou o peso relativo da carcaca,
da coxa, do proventriculo e do figado.

Além dos beneficios no desempenho, tem-se evidenciado que a inoculacédo de 5,90
mg de L-metionina mais 3,40 mg L-cisteina no 17° dia de incubacdo reduz as
concentracdes sericas das proteinas de choque térmico (HSP70) e corticosterona em
tecidos cardiaco, figado, musculo, rins e intestino, bem como favorece o perfil lipidico
sérico nos frangos de corte recém-nascidos (ELNESR et al., 2019).

2.4 Acido folico

O é&cido félico (AF), também conhecido como folato, acido Pteroilglutamico ou
vitamina B9, foi isolado da levedura por Lucy Wills e Robert Stokstad em 1930. Suas
principais funcdes sdo a sintese de proteinas, acidos nucleicos e a conversdo de varios
aminoéacidos. Além disso, participa no processo de maturacdo de glébulos vermelhos e
na homeostase do sistema imune (BARROETA et al., 2012).

As aves necessitam AF para sintese, reparacao e metilacdo do DNA nas fases em
que acontece o crescimento acelerado de tecidos, como durante o processo embrionario.
Além disso, o AF atua em associacdo com a piridoxina e cobalamina, controlando os
niveis plasmaticos dos aminoacidos sulfurados (GOH Y] et al., 2008). Para que o acido
folico seja bioquimicamente ativo, este deve ser transformado pela enzima dihidrofolato
redutase a acido tetrahidrofolico (THF) e metiltetrahidrofolato (CH3-THF) e,
posteriormente, ser transportado para as células da medula onde serdo necessarios para a
eritropoiese e em outras fun¢fes metabdlicas (GROPPER; SMITH, 2005).

As funcgdes biogquimicas do folato podem ser divididas em duas categorias, que
séo a sintese de bases para incorpora¢do no DNA e RNA e participa¢cdo no metabolismo

da homocisteina para formar a metionina e, posteriormente, o S-adenosil metionina
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(SAM). A utilizacdo do folato nas rotas metabdlicas é controlada por mecanismos de
feedback bioguimico que afetam a conversdo de 5,10-metileno THF em 5-metil THF pela
enzima 5,10-metileno THF redutase (MTHFR). Quando as concentracgdes intracelulares
de SAM sdo baixas, 0 MTHFR promove ativacao da sintese de 5-metil THF para a sintese
de metionina e SAM, e quando as concentracGes de SAM sdo altas se inibe 0o MTHFR e
promove a utilizacdo de 5,10-metilenoTHF para sintese de timidilato e purina. Outro
inibidor importante do MTHFR é o di-hidrofolato (DHF), de modo que o acimulo de
DHF como produto da sintese do timidilato pode servir também como um sensor de
sintese de DNA e proliferacdo celular (MILLER et al., 2013) (FIGURA 3).

Figura 3 - Ciclo do &cido folico
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** (1) metilenotetra-hidrofolato redutase; (2) metionina sintase; (3) cistationina-p-sintase; (4) y-
cistationase. DHF: dihidrofolato redutase; THF: terahidrofolato; SAH: S-adenosilhomocisteina;
SAM: S-adenosilmetionina; 5,10-C2H-THF: 5, 10 metilenotetrahidrofolato; 5-CH3-THF: 5-metil
tetrahidrofolato; dUTP: 2’desoxiuridina 5’trifosfato; dTTP: 2’desotimidina 5’trifosfato; dATP:
2’desoxiadenosina  5’trifosfato; dGTP: 2’desoxiguanosina S’trifosfato; DNA: acido
desoxirribonucleico. Fonte: Uehara e Rosa (2010).

Tombarkiewicz et al. (2020), analisando o impacto da inocula¢do de metionina e
acido folico no 17° dia de incubac&o, evidenciaram que o uso destas substancias de forma
simultdnea no embrido melhorou o estado celular antioxidante e os metabolitos
imunoldgicos dos pintinhos na eclosdo, alem de beneficiar os resultados zootécnicos na

fase produtiva. Segundo Nouri et al. (2018), a inoculagéo de 80 ou 120 g de AF em ovos
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aumentou os niveis de glicose e da vitamina B9 no 1° dia pds-ecloséo de frangos de corte
e reduziu a quantidade de lipidios das aves aos 42 dias de idade.

A inoculacdo de acido félico (0,150 mg) em ovos embrionados no 11° dia de
incubacdo aumentou a expressao do gene IGF-2 hepatico, modulando a hipometila¢éo do
DNA e melhorando a acessibilidade da cromatina na regido promotora do gene,
favorecendo o crescimento embrionario e o desenvolvimento de 6rgdos de frangos de
corte (LIU et al., 2016). De igual modo, tem-se observado que a suplementacdo da
vitamina B9 pode reverter alteracdes epigenéticas que causam distirbios no embrido
(ELAD et al., 2020). No entanto, embora o folato possa influenciar na fase embrionéria,
poucas pesquisas tém descrito os efeitos da inocula¢ao dessa vitamina nas diferentes fases
de incubacao.

Recentemente, Lu et al. (2021) investigaram o efeito da suplementacdo de &cido
folico (1,25 mg/kg) em dietas de matrizes sobre o metabolismo de metionina nos
embrides no dia 18 de incubagdo. Evidenciando que a suplementagdo de &cido folico

beneficia 0 metabolismo da metionina nos embrides.

2.5 Regulacéo do crescimento muscular

O masculo esquelético é o maior componente do corpo animal, sendo formado
por milhares de fibras musculares. Essas miofibrilas podem ser de tipo Il (contracdo
rapida, glicolitica) presentes especificamente no musculo peitoral major das aves e as
miofibras do tipo I (contracéo lenta, oxidativa) que compde em maior proporcao o biceps
femoral (SMITH; FLETCHER, 1988).

A formacdo muscular inclui duas etapas, as de formagdo de miofibrila
(hiperplasia) e crescimento das mesmas (hipertrofia) (MOSS et al., 1968). No processo
embrionario, a hiperplasia ocorre em quatro fases, que sao diferenciacdo precursora
miogénica de somitos, desenvolvimento de mioblastos, proliferacdo e fusdo de mioblastos
para formar os miotubos multinucleados e, finalmente, maturacdo de miotubos em
miofibrilas (LUO et al., 2013). Apés a eclosdo ocorre a hipertrofia das miofibrilas,
processo que compreende a renovacdo de proteinas, proliferacdo de células satélites,
diferenciacéo e fusdo de miofibrilas (OKSBJERG et al., 2004).

A hiperplasia das miofibrilas € uma caracteristica complexa sendo influenciada
pela regulacdo génica e por condigdes ambientais (GE et al., 2011). Entre os fatores de

regulacdo estéo os fatores de transcricdo e metilagdo de DNA e RNASs que séo importantes
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no crescimento e desenvolvimento do musculo esquelético em mamiferos e aves e
dependentes dos niveis de AF e metionina (OUYANG et al., 2016, EWANG et al., 2019).
Os genes miogénicos que estdo envolvidos no desenvolvimento do masculo esquelético
pertencem as familias de fatores de transcricdo como a miostatina (MSTN) e genes
relacionados ao eixo de crescimento (Pax7, Myf5, MyoD, IGF) (SACCONE; LORENZO,
2010).

Existem varios genes relacionados ao crescimento muscular, como o receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1 e 2), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e receptor de fator de crescimento de fibroblastos (FGFR2), que
podem afetar o desenvolvimento do musculo esquelético das aves (LUO et al., 2015).
Adicionalmente, os niveis de metilacdo do DNA estdo associados ao tamanho da fibra
muscular e encontram-se elevados na fase inicial da embriogénese, diferente do que
acontece com os niveis de IGF2 que diminuem nessa mesma fase (GEIMAN; MUEGGE,
2010; LI et al., 2016). Por outro lado, o promotor MyoD e a miogenina promovem e
facilitam a diferenciacdo de mioblastos, além de favorecer a transcricdo de genes
especificos responsaveis pela transcricdo da informacdo muscular (LU et al., 2015).

Segundo Alami-Durante et al. (2018), os niveis de metionina no organismo podem
alterar a expressao de genes que regulam pontos de transicao especificos na miogénese.
Dessa forma, uma reducdo desse aminoacido poderia regular a expressdo do gene
muscular e reduzir a hipertrofia da fibra musculares. Elwan et al. (2019) observaram que
a inoculacdo in ovo de AAS (5,90 mg de metionina e 3,40 mg de cisteina) no dia 17° dia
de incubacdo melhorou a expressdo do IGF1 e o desenvolvimento do musculo liso dos
pintinhos na ecloséo.

Na fase p6s-ecloséo, diversos fatores podem estimular o crescimento do musculo,
como os fatores enddcrinos cuja intera¢do com o crescimento muscular é importante para
compreender as carateristicas musculares das aves (STOCKDALE; MILLER, 1987). A
hipertrofia muscular pds-eclosdo depende, principalmente, da diferenciacdo e fusdo de
mioblastos (MOZDZIAK et al., 1997). A regulacdo desses processos a nivel endocrino
ndo esta bem definida, porém, acredita-se que hormdonios tireoidianos aumentados como
a triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e o fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF1) possuem papel central na hipertrofia das fibras musculares (WILLEMSEN et al.,
2010). O IGF1 decresce no final da embriogénese e isso causa uma reducdo porcentual
da massa peitoral nos frangos (MCMURTRY, 1998). Além disso, foi evidenciado que 0s
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niveis circulantes de T3 diminuem quando os pintinhos sdo expostos a um jejum
involuntario prolongado, causando um retardo nos perfis de expressdo dos genes
envolvidos na diferenciacdo e proliferacdo de células satélites como a miogenina
(MYOQG) e fator de diferenciacdo miogénica 1 (MYOD1), causando uma reducdo no
crescimento muscular na primeira semana de vida da ave (PAYNE et al., 2020). Segundo
Abd EI-Azeem et al. (2014); a inoculacdo in ovo de 1mg de acido félico por ovo no dia
14° de incubacgdo induz a hipertrofia dos midcitos que, por sua vez, aumentam a
porcentagem de carcaca e rendimento do peito do frango corte no dia 42 de idade.

Outras estruturas histolégicas importantes no desenvolvimento dos musculos sdo
as células satélite (CS). Essas células foram descobertas inicialmente por Mauro em 1961
e se originam nos somitos na fase do desenvolvimento embrionario (GROS et al., 2005).
O fator de transcricdo basica especifica do musculo que regula as CS é o fator de
transcricdo Pax7. Esse fator desempenha um papel essencial no desenvolvimento do
musculo esquelético na fase pds-eclosdo, tornando-se altamente expressivo apds sua
ativacdo e proliferacdo. Em seguida, essa expressdo decresce (ZAMMIT et al., 2006).

As CS s6 podem ser distinguidas em estagios posteriores da embriogénese. No
14° dia de incubacao elas estdo presentes em baixo nimero, aumentando a partir do 18°
dia (YABLONKA-REUVENI, 1995). Apds a eclosdo, as CS proliferam amplamente e
depois sofrem diferenciacdo terminal. Esse processo ocorre até o 8° dia de vida da ave
(HALEVY et al., 2004). Posteriormente, a atividade das CS diminui rapidamente e
tornam-se praticamente inativas, permanecendo nesse estado até que aconteca um evento
que as ative novamente (YIN et al., 2013) (FIGURA 4).

Figura 4 - Processos de ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de células-satélite

Ativacéo Proliferagéio G @ Diferenciagdo
Célula @ @ G @
satélite Mioblasto Mioblastos
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Fonte: Adaptado de Hawke, (2005).
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Segundo Daughtry et al. (2017), os numeros das células satélites do peito do
frango diminuem, bem como suas habilidades inerentes para proliferar e se diferenciar,
com a idade e o tamanho da ave. Os autores relatam que, quando o musculo do peito é
submetido a uma leséo, sua regeneracdo ocorre mais lentamente em aves maiores do que
seus equivalentes menores de mesma idade. Adicionalmente, aves com maior hipertrofia
muscular ttm menos CS, com capacidade diminuida de funcéo, sugerindo que a selecdo
agressiva para o crescimento do peito em frangos pode reduzir os pools de CS quando as
aves crescem para pesos de processamento maiores.

Os niveis de metionina na dieta também afetam a expressdo de genes estruturais
musculares e de genes envolvidos na regulagdo do crescimento, metabolismo, inflamacao
e respostas ao estresse. Sendo assim, a inoculacdo in ovo com esse aminoacido poderia
melhorar o desenvolvimento embrionario e o peso dos pintinhos (COSKUN et al., 2014).
Porém, o mecanismo pelo qual os pintinhos apresentam maior peso e melhor
desenvolvimento muscular ainda é pouco conhecido. Além disso, Hwang et al. (2019),
sugerem também que o folato pode exercer um efeito positivo no desenvolvimento do
musculo esquelético nas aves. Dessa forma, a associacao desses nutrientes na técnica de

nutricdo in ovo poderia beneficiar a producédo de frangos de corte.

3.CONSIDERACOES FINAIS

Os continuos avancos na indudstria avicola, incluindo o desenvolvimento da
tecnologia da nutri¢do in ovo, tem aberto uma importante oportunidade para nutrir os
frangos de corte desde seu periodo embrionario. Nesse sentido, a injecdo in ovo de
substancias como aminodacidos sulfurados e acido félico sdo promissoras, pois estes
nutrientes participam em distintas e complementares rotas metabdlicas fundamentais para
0s animais. Porém, ainda é necessario elucidar como estes nutrientes podem atuar nos
diferentes processos fisioldgicos associados ao desenvolvimento embrionario do
pintinho. Mais pesquisas Sd0o necessarias para compreender como a inoculagéo in ovo
destes nutrientes influencia o metabolismo, o desenvolvimento embrionério e a expressdo

genica no periodo pré-eclosdo dos frangos de corte.
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Resumo

O objetivou-se avaliar o efeito da injecdo in ovo de acido folico (AF) e aminoacidos
sulfurados (AAS) de forma isolada e combinados sobre a atividade mitotica dos miositos
do musculo peitoral maior, desempenho, peso relativo de 6rgaos, e valores hematologicos
e caracteristicas de carcaca de frangos de corte. Um total de 1200 ovos férteis foram
divididos em cinco tratamentos (240 ovos cada), sendo um controle (C - ovos intactos
sem inoculagdo); outro inoculado 0,5 ml de solugéo salina 0,75% (SS); outro com SS +
0,150 mg de AF; outro com SS + 5,90 mg de L-metionina e 3,40 mg de L-cisteina (AAS);
e outro com SS + AF + AAS. A inoculacéo foi no albimen no primeiro dia de incubag&o.
Apos a eclosdo, os pintinhos foram alojados com separacdo de sexo de acordo com o
grupo experimental em seis boxes com 30 aves cada e mantidos até 42 dias de idade. A
inoculacdo de AAS néo influenciou (P>0,05) as caracteristicas pos-eclosdo das aves. O
AF aumentou (P<0,05) a expressdo do gene PAX7 e MYF no musculo peitoral dos
pintinhos recém eclodidos e melhoro (P<0,05) a conversao alimentar aos 42 dias de idade.
A combinacdo AAS + AF aumentou (P<0,05) a profundidade da cripta do ileo no 1° dia
apos a eclosdo e o peso relativo do bago e do timo no 21° dia de vida. Conclui-se que a
inoculacdo de 0,15 mg/ovo de AF no primeiro dia de incubagdo melhora a expresséo
génica e o desempenho zootécnico dos frangos de corte e que o uso de AAS nas doses

testadas ndo deve ser utilizado nessa idade.

Palavras-chave: Avicultura. Desempenho. Expressdao génica. Histomorfometria.

Miopatias
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1.  INTRODUCAO

Durante a fase embrionaria, as aves sdo dependentes dos nutrientes que estdo
disponiveis no ovo. Sabe-se que nutrientes como 0s aminoacidos e vitaminas sdo
essenciais no desenvolvimento embrionario e a auséncia de qualquer um deles causa
comprometimento no crescimento e metabolismo do organismo (Joanna et al., 2017) O
uso da injecédo de nutrientes in ovo tem demostrado beneficios no estado fisiologico dos
embrides de frangos de corte antes e apds a eclosdo (Li et al., 2016; Selim et al., 2012).

A metionina e a cisteina sdo aminoacidos sulfurados (AAS) que participam em
diversos processos metabdlicos do animal. A metionina é considerada o primeiro
aminoacido limitante para as aves. Esse aminoacido deve ser adicionado na dieta, uma
vez que o organismo animal ndo é capaz de sintetiza-lo. A metionina participa na sintese
de proteinas, precursores de glutationa, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e metilacdo de reacbes de DNA (Kidd, 2004), além de estimular o transporte e
absorcéo de lisina e arginina na ave (Jankowski et al., 2014). Por outro lado, a cisteina
atua como um aminoacido semi-essencial, pois pode ser sintetizado a partir da metionina
e serina por transulfuracdo (Stipanuk, 2004). Os AAS, além de serem um componente
estrutural das proteinas, também sdo precursores na biossintese de varios metabolitos, tais
como a sarcosina, a betaina e a colina (Zhai et al., 2012).

A deficiéncia de aminoacidos sulfurados essenciais pode acarretar danos no
desenvolvimento do musculo (Pack & Schutte, 1995). Dessa forma, pesquisas sdo
desenvolvidas para entender o papel deste aminoacido nas aves de rapido crescimento
(Kalinowski et al., 2003), ja que uma possivel deficiéncia desses aminoacidos poderia
reduzir a expressdo de proteina no musculo esquelético das aves (Corzo et al., 2006).

Além disso, tem-se evidenciado que o uso destes AAS reduz o estresse pelo calor e
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melhora o desenvolvimento morfologico dos tecidos na fase embrionaria (Elwan et al.,
2019).

O acido fdlico (AF) é uma vitamina do complexo B importante para a sintese,
reparacao e metilacdo do DNA nas fases embrionarias e de crescimento. Além disso, 0
AF, trabalha juntamente com a vitamina B6 (piridoxina) e B12 (cobalamina), controlando
0s niveis plasmaticos dos aminoacidos sulfurados (Goh & Koren, 2008). Adicionalmente,
favorece a viabilidade embrionaria, melhora a eclosdo do pintinho, o desempenho
zootécnico e o fortalecimento do sistema imune das aves (Li et al., 2016; Nouri et al.,
2018a). O AF também apresenta importante participacdo nos processos hematopoiéticos
e suas deficiéncias levam a ocorréncia da anemia megaloblastica (Green & Datta Mitra,
2017).

Embora estudos tenham demonstrado resultados positivos com a injecdo in ovo
de AAS e AF durante o desenvolvimento embrionario tardio (D19), até 0 momento nédo
ha evidéncias do uso dessa técnica quando aplicada no inicio do periodo de incubacdo. A
maior vantagem de se inocular substancias no primeiro dia de incubacéo esta na facilidade
de se inocular substancias sem provocar lesées no embrido em desenvolvimento. Dessa
forma, objetivou-se com este estudo avaliar se a inje¢do in ovo de AF e AAS no primeiro
dia incubacdo influencia o desempenho, o peso relativo de 6érgdos, os parametros
hematoldgicos e histologicos, a expressao génica e a qualidade da carcaca de frangos de

corte.
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2. MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos descritos nesse estudo foram aprovados pelo Comité de
Bioética de Investigacdo da Universidade Cooperativa da Colémbia, sob protocolo de

namero 032/2019.

2.1. Injecdo in ovo e incubacéo

Um total de 1200 ovos férteis de frangos de corte provenientes de matrizes Ross
AP® de 42 semanas de idade e com peso de 65 + 0.74 g foram selecionados. Em seguida,
os ovos foram pré-aquecidos a 26 °C por 8 horas em uma sala de aquecimento.
Posteriormente, foram aleatoriamente divididos em cinco tratamentos (n=240): C:
controle, sem inoculacdo; SS: ovos inoculados com 0,5 ml de solucdo salina (NaCl
0,75%); AF: ovos inoculados com solucdo salina contendo 0,150 mg de acido félico (Liu
et al., 2016) (Acido Félico No, F8758-5G >97%, Sigma-Aldrich, USA); AAS: ovos
inoculados com solucdo salina contento 5,90 mg de L-metionina(Elwan et al., 2019) (L-
Metionina, No. 64319, Bio Ultra, >99,5%; Sigma-Aldrich, USA) e 3,40 mg de L-cisteina
(L- Cisteina- No, C7352-25G >98%, Sigma-Aldrich, USA) ; AF + AAS: 0s ovos
inoculados com uma solucdo salina contendo 0,150 mg de AF, 5,90 mg de metionina e
3,40 mg de cisteina. Todas as inocula¢6es foram realizadas no primeiro dia de incubacao.

Antes da inoculacdo, os ovos foram colocados na posicdo horizontal e
higienizados com alcool iodado a 2% em sua extremidade mais fina (oposto a cAmara de
ar). Em seguida, as soluc¢@es foram inoculadas no albumen utilizando uma agulha estéril
(index, 0,38 x 13). Apo6s a inoculacgdo, o orificio perfurado na casca foi vedado com
parafina fundida (Gonzales et al., 2013). Os ovos foram entéo identificados e incubados

em chocadeiras automaticas com capacidade para 15.840 ovos (Genesis 1V, Jamesway
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Chick Master Incubator- Ohio USA), ajustadas a 37,5 °C e 60% de umidade (Aviagen,

2019).

2.2. Alojamento das aves

Apos a eclosdo, todos os pintinhos foram separados por tratamentos em caixas
plasticas e foram vacinados no incubatorio (Marek e Newclaste) e em seguida
transportados para a granja, onde foram pesados e alojados de acordo com 0 grupo
experimental, em seis boxes por tratamento, com separacdo de sexo. Em cada box (1,75
m de comprimento x 1,5 m de largura) foram alojadas 30 aves de peso médio 44 +1,0g,
em piso coberto por maravalha e equipado com comedouro tubular e bebedouro tipo
nipple. As aves receberam agua e racdo peletizada a vontade durante todo o periodo
experimental, que foi de 42 dias. A dieta foi formulada de seguindo as especificacdes

nutricionais da genética ROSS (Tabela 1) (AVIAGEN, 2019)

2.3. Desempenho, coleta de amostras e vilosidades intestinais

Aos 7, 21 e 42 dias de idade as aves e as sobras de racdo foram pesadas para
calcular o ganho de peso (GP), o consumo de racdo (CR) e a conversao alimentar (CA).
Adicionalmente, no primeiro dia de criacdo e no 21° dia foi selecionada, aleatoriamente,
uma ave por box (seis por tratamento), as quais foram abatidas para a coleta do sangue da
veia jugular e mensuracdo do peso relativo dos 6rgdos. O peso relativo de cada 6rgdo
(peito, baco, coragdo, intestino, timo, bursa de Fabricius, moela e figado) foi calculado
usando a férmula: peso relativo (%) = (peso do 6rgao(g)/peso vivo(g)) x 100. Uma por¢édo
do duodeno, do jejuno e do ileo foi retirada para analisar o didmetro das vilosidades. As
amostras foram lavadas em solucéo salina fisiologica e fixadas em formalina tamponada

a 10%. A coloragdo com hematoxilina-eosina foi utilizada para avaliar a
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histomorfometricas desses tecidos. Para determinar a altura e largura das vilosidades, a
profundidade da cripta e a amplificacdo histoldgica da superficie de absor¢do (HASA
metodologia de Kisielinski et al. (2002) foi utilizada. Para as medigdes, 15 vilosidades de
cada segmento foram avaliadas usando o software AxioVision especializado para o
microscopio otico (Vision Scientific, Westland, Michigan, USA).

No 42° dia de vida das aves, o sangue foi coletado diretamente da veia da asa. A
coleta foi realizada em tubos BD Microtainer® com gel de heparina de litio/PST™, com
volume de coleta de 400 a 600 puL. As amostras foram refrigeradas a uma temperatura

entre 2 e 8 °C para as analises correspondentes.

2.4.  Analises hematoldgicas

As analises hematoldgicas para analise do numero de globulos vermelhos,
concentracdo de hemoglobina no sangue, hematocrito volume corpuscular médio de
glébulos vermelhos (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentragédo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi realizada usando a metodologia de
Tombarkiewicz. (2020). Além disso, as plaguetas e 0 nimero de globulos brancos foram

determinados pelo método manual usando a solucéo de coloracdo de Natt-Herrick.

2.5.Histologia do musculo Pectoralis major

Nos dias 1, 21 e 42 apés a eclosdo, uma amostra representativa (0,5 x 0,5 cm) de
tecido da parte cranial de cada musculo Pectoralis major foi imediatamente removido e
fixado em tampéo de formalina a 10% por 24 h em temperatura ambiente. As amostras
foram conservados segundo metodologia de (Soglia et al., 2016). Cortes de 4 a 5 microns
foram obtidos e colocados sobre laminas de vidro (trés secbes/amostra/lamina), depois

coradas com 0s procedimentos comuns de coloragdo com hematoxilina e eosina. As
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secBes musculares foram examinadas usando um microscopio de luz (Vme0007b100ld,
Vision Scientific, Westland, Michigan, EUA) para avaliar as diferentes medicGes. Para
avaliar o numero de mionucleos e didmetros das fibras musculares utilizou-se a

metodologia de Rusu et al. (2016).

26. PCR-RT

As expressdes génicas de IGF-1 e 1l no figado e Pax7 e Myf5 no muasculo peitorais,
foram quantificadas por sistema de PCR quantitativo em tempo real. Apds o abate das
aves no primeiro dia ap0ds a eclosdo, uma amostra de figado e do musculo Pectoralis
major de aproximadamente 1,0 x 1,0 cm foram removidos, cortados e congelados em
nitrogénio liquido e transportados em nitrogénio até o laboratério. Em seguida, foram
armazenados no freezer a —70 °C para posterior analises. O RNA total desses tecidos foi
isolado usando um PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad,
California, EUA). A pureza e a qualidade do RNA foram verificadas em um
nanofotdmetro NP80 (IMPLEN, Munchen, Alemanha) e a sintese de cDNA a partir de
RNA foi realizada com o kit de sintese de cDNA RevertAid ™ H Minus First Strand
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Madison, W1).

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados usando o Luna® Universal gPCR Master
Mix, baseado em verde Sybr (New England Biolabs, Ipswich, Ma, EUA) em um CFX96™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). De acordo com as
instrugdes do fabricante, as reacdes foram preparadas com um volume final de 20 pL
contendo 1X master mix, 0,25 uM de cada primer, modelo de cDNA de 100 ng e agua.
Os programas de amplificagdo consistiram em uma desnaturagéo inicial a 95 °C por 1

min, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 55 a 60 °C por 45 s. Os controles negativos
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(NTC) consistiram em omitir qualquer molde de cDNA de uma reacgéo e conduzidos em
um sistema de deteccdo em tempo, seguindo as especificacdes do fabricante (Thermo

Fischer Scientific) (Tabela 2).

2.7. Rendimento de carcaca e cortes nobres

Aos 42 dias de idade, cinco aves por parcela com o peso corporal proximo ao da
média da parcela foram submetidas a jejum alimentar de oito horas e abatidas por
deslocamento cervical, sangradas, escaldadas por trés minutos a 68 °C, depenadas e
evisceradas. Apds a pesagem das carcagas, 0S peitos, as asas e as pernas (coxa e
sobrecoxa) foram separadas e pesados para determinacdo do rendimento de carcaca e de
cortes. O rendimento dos cortes foi determinado em relacdo ao peso da carcaca

eviscerada.

2.8. Classificacdo das miopatias no peito

Os peitos das aves foram analisados e classificados para verificar a presenca das
miopatias wooden breast e white striping. Para white striping, os filés de peito foram
classificados em escores de acordo com (Kuttappan et al., 2013) como escore 0 — normal,
sem quaisquer linhas brancas distintas; escore 1 — moderado, apresentando linhas brancas
paralelas as fibras musculares, com espessura menor do que 1 mm; e escore 2 — grav,:
exibindo linhas brancas paralelas as fibras musculares, com espessura maior que 1 mm.
Para wooden breast (WB), os filés foram classificados em escore 0 — normal, auséncia de
dureza e de palidez; escore 1 - presenca suave de dureza e/ou palidez, filé levemente
afetado nas areas caudal e/ou cranial; escore 2 - presenca moderada de dureza e/ou

palidez, moderadamente afetado ao longo dos filés; e escore 3 — grave, filés com
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hemorragia superficial e presenca de exsudato estéril na superficie muscular, de acordo

com descrito por Cruz et al. (2017).

2.9. Caracteristicas da carne

As caracteristicas da carne foram avaliadas utilizando o musculo Pectoralis major
de cinco aves por parcela, totalizando 150 aves por tratamento. A coloracdo foi
determinada utilizando-se colorimetro (Minolta, CR 400, New 1063 Jersey, USA)
mediante leitura em trés pontos distintos do peito apos exposicdo da carne ao ambiente
por 30 minutos, de acordo com o sistema CIELAB, por meio de leituras de reflectancia
de luz em trés coordenadas: L* (luminosidade), a* (teor de vermelho) e b* (teor de
amarelo), na superficie ventral e no meio da secdo cranial, sequindo a metodologia

descrita por Honikel (1998).

2.10. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro - Wilk,
homoscedasticidade de variancias pelo teste de Breusch Pagan e independéncia dos erros
pelo teste de Durbin-Watson. Quando atendidas todas as condi¢des (P>0,05), a analise de
variancia (ANAVA) foi realizada, sendo o teste SNK a 5% utilizado para comparar as
médias obtidas entre as diferentes solucbes inoculadas e o teste Dunnett, também a 5%,
para comparar com controle (sem inoculacdo). O software estatistico R (CoreTeam, 2019)

foi utilizado.
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3. RESULTADOS
3.1. Desempenho e caracteristicas de carcaca

Né&o houve diferenca (P>0,05) no consumo de racédo e ganho de peso em nenhuma
das fases avaliadas (Tabela 3). Comparado ao controle, a inoculagdo de AAS, associados
ou ndo ao AF aumentou (P<0,05) a conversdao alimentar aos 21 dias de idade, enquanto a
inoculacdo de AF melhorou (P<0,05) esse parametro aos 42 dias.

N&o houve efeito (P>0,05) da inoculacdo das solucdes sobre o rendimento de
carcaca e de cortes. Entretanto, a inoculacdo de AAS, associado ou ndo ao AF, reduziu
(P<0,05) o peso do timo das aves a eclosdo, enquanto que a associacdo aumentou 0 peso
do baco e do timo aos 21 dias, quando comparado ao grupo controle (Tabela 4). N&o

houve efeito (P>0,05) da inoculacéo das solucgdes sobre as demais varidveis de carcaca.

3.2. Caracteristicas hematologicas

A inoculacdo de AAS reduziu (P<0,05) o volume corpuscular médio e a
hemoglobina corpuscular média, quando comparado a inoculacdo de solucéo salina, nas
aves recém-eclodidas (Tabela 5). N&o houve diferengas (P>0,05) nos demais parametros

hematoldgicos avaliados.

3.3. Vilosidades intestinais

Nas aves recém-eclodidas, a inoculacdo de AF aumentou (P<0,05) a area
histolégica de superficie de absorcdo do duodeno, enquanto a associagdo AF + AAS
aumentou (P<0,05) a profundidade de criptas no ileo (Tabela 6). Aos 21 dias de idade, a
inoculacdo in ovo das substancias reduziu a altura das vilosidades no jejuno, enquanto

gue o uso da SS, AF e AF+AAS reduziram (P<0,05) a profundidade de criptas neste



45

segmento. Tanto no jejuno quanto no ileo, menor area histologica de superficie de

absorcéo foi observada (P<0,05) somente com a inoculacdo da SS.

3.4. Expressao génica de mRNA de IGF-I e Il Pax-7 e Myf-5

Ainjecdo de SS e de solugdes contendo AF+AAS reduziram (P<0,05) a expresséo
de IGF I e Il no figado, quando comparado ao controle (Figura 1). Por outro lado,
constatou-se (P<0,05) que o AF aumentou da expressdo de PAX7 e MYF5 no musculo

peitoral das aves em comparagdo a todos 0s outros grupos experimentais.

3.5. Diametro de fibras musculares e qualidade da carne de frangos

Comparado a solucdo salina, a injecdo de AF aumentou (P<0,05) o didametro da
secdo transversal das fibras musculares das aves aos 42 dias de idade (Tabela 7).
Entretanto, comparado ao controle, ndo houve diferencas (P>0,05) entre as diferentes
solucBes inoculadas. Também ndo foram observadas diferencas (P>0,05) no nimero de
celulas e nas caracteristicas das fibras musculares nas demais idades avaliadas, nem

mesmo na aparéncia da carne.

3.6. Miopatias no peito

Diferentes graus de miopatias wooden breast e white striping foram observadas
nos peitos (Figura 2). Apenas as aves provenientes de ovos inoculados com AF + AAS
(33% das aves) apresentaram grau maximo de wooden breast. As aves provenientes de
ovos inoculados com AF foram as que tiveram maior indice (33%) de aves sem anomalias

no peito.



46

4. DISCUSSAO

A inoculacdo in ovo de solugdes contendo aminoacidos e vitaminas tem trazido
beneficios ao desenvolvimento pos-eclosao de frangos de corte (Uni et al., 2005). Tem-
se evidenciado que a inoculacédo de acido félico in ovo com doses semelhantes as usadas
nesta pesquisa favorece as carateristicas de desempenho dos frangos na fase post eclosao
(Nouri et al., 2018b). Por outro lado, a injecdo de AAS estimula o desenvolvimento dos
orgdos do trato gastrointestinal, o que € positivo para a digestibilidade de nutrientes e
desempenho das aves na fase pos-eclosdo (Nazem et al., 2019). No presente estudo, a
inoculacdo de AF no primeiro dia de incubacdo melhorou o desempenho zootécnico das
aves, porém, o uso de AAS nessa mesma etapa do desenvolvimento embrionario nédo
trouxe resultados satisfatorios, mesmo quando associado ao AF possivelmente a menor
doses de AAS usada na inoculacéo.

Evidéncias mostram que a inoculacao in ovo de metionina + cisteina no 17° dia de
incubacdo aumento a expressao génica de IGF-1 (Elwan et al., 2019), enquanto que a de
AF no 11° dia aumentou a expressao génica de IGF-11 (Liu et al., 2016). Sabe-se que essas
proteinas estimulam o crescimento embrionario e o desenvolvimento de tecidos e
poderiam favorecer o desempenho pos-eclosdo das aves (Gongalves et al., 2013). A
inoculacdo in ovo dessas substancias isoladas ou associadas no primeiro dia de incubacao
dos ovos ndo tem sido avaliado até entdo. A maior vantagem de se inocular soluc¢des no
dia 1 de incubacéo é a simplicidade da técnica. N&o ha possibilidade de lesdes no embrido
e isso reduz os efeitos negativos desta técnica sobre a eclodibilidade dos ovos.

O musculo é um dos componentes mais importante do organismo (Smith &
Fletcher, 1988), estando diretamente relacionado com o rendimento de carne nas carcacas
das aves. O AF participa da formacdo desse tecido, modulando a sintese, reparacdo e

metilagdo do DNA durante a miogénese na fase embrionaria, além de controlar também
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0s niveis plasmaticos de aminoacidos (Goh & Koren, 2008). Os genes miogénicos que
estdo envolvidos no desenvolvimento do muasculo esquelético pertencem as familias de
fatores de transcricdo PAX7, MYF5 e IGF (Saccone & Puri, 2010). Os dois primeiros
regulam as células satélites, que desempenham um papel fundamental na formacgéo do
musculo esquelético (Zammit et al., 2006). De acordo com Halevy et al. (2004), a maior
expressao desses genes ocorrem durante a ultima fase do desenvolvimento embrionario.
Sendo assim, a maior disponibilidade de AF nesse periodo pode favorecer a metilacdo do
DNA e, consequentemente na expressao desses genes o que, de fato, foi observado no
presente estudo. Entretanto, o AF ndo foi capaz de influenciar significativamente a
hiperplasia das fibras musculares, nem aumentar a expressdo génica de IGF,
provavelmente devido ao momento da inoculacéo associada a dose pequena utilizada.

El-Azeem et al. (2014), ao inocularem 1 mg/ovo de AF na cdmara de ar no 14° dia
de incubacdo, observaram menor ndmero, porém maior dimensdo dos midcitos no
musculo peitoral das aves, comprovando o efeito hipertréfico dessa vitamina nesse tecido.
Como foi evidenciado no diametro das fibras musculares ao dia 42. Porém, embora néo
tenham sido detectadas diferencas nas dimens@es das fibras musculares em relacédo ao
grupo controle, houve menor conversdo alimentar aos 42 dias de idade das aves
provenientes de ovos inoculados com AF. Esse resultado pode estar relacionado ao efeito
dessa vitamina no metabolismo muscular, proporcionando melhor aproveitamento dos
nutrientes presentes na dieta (Nouri et al., 2018b).

Com relacdo ao AAS, Lu et al. (2021) evidenciaram que a maxima necessidade
desses nutrientes ocorre a partir do dia 19° de incubagdo, pois a metionina
adenosiltransferase metaboliza este aminoacido para lidar com a demanda imposta pelos
embrides e pelos frangos em crescimento. Por outro lado, os AAS também sdo

reconhecidos como precursores na biossintese de varios metabolitos no organismo (Zhai
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et al., 2012). Que podem favorecer algumas carateristicas fisiologicas do animal. Assim
como no presente estudo, Youssef et al. (2017) também ndo observaram diferencas no
ganho de peso e no consumo de ragdo quando inocularam ovos com AAS, tanto de forma
individual quanto combinada com AF. Relato na literatura sugere que os efeitos da
inoculacdo com AAS possam quando ha menores quantidades desses nutrientes nos ovos.
Powell et al. (2017) observaram que a deficiéncia desses aminoacidos suprime totalmente
a proliferacdo e a diferenciacdo células satélites, impactando na formacdo da fibra
muscular. Dessa forma, acredita-se que os efeitos da inoculacdo in ovo de AAS podem
estar diretamente relacionados a nutri¢do das matrizes.

Com relacdo ao peso de 6rgdos, Groff-Urayama et al. (2019) observaram que a
administracdo in ovo de metionina ndo influenciou o desenvolvimento dos 6rgaos
gastrointestinais e afirmaram que esse resultado esta mais relacionado a alimentacdo das
aves apods a eclosao. Por outro lado, Li et al. (2016) observaram que a injecdo in ovo de
AF em concentracdes de 0,15 mg no 11° dia de incubacdo melhorou o peso relativo do
figado e da bursa de Fabricius no momento da eclosdo. Segundo esses autores, esse
aumento foi causado devido ao estimulo da expressdo de IGF no figado. No presente
estudo, apenas o baco e o timo foram maiores nas aves provenientes de ovos injetados
com AF + AAS. Assim como no presente estudo, Tombarkiewicz et al. (2020) também
verificaram que a inoculacdo de AAS (5 ou 25 mg/ovo) e AF (3 ou 15 mg/ovo) no 17°
dia de incubagdo ndo causam mudancas expressivas nas células sanguineas das aves apos
a eclosdo, o que torna dificil justificar os aumentos no baco e no timo observados.

Com relacdo a morfometria do epitélio intestinal, o didmetro das vilosidades é um
fator determinante no desempenho da ave, pois influencia diretamente a capacidade de
digestdo e absorgdo dos nutrientes. Segundo Vaezi et al. (2011), a presenca de

aminoéacidos essenciais, além de favorecer o desempenho zootécnico, € capaz de melhorar
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o diametro das vilosidades intestinais, favorecendo o aproveitamento dos nutrientes.
Mohammadrezaei et al. (2015) observaram que a inoculacdo in ovo de 40 ou 50 mg de
metionina no 4° dia de incubacdo aumentou o didmetro das vilosidades dos embrides no
18° dia. De maneira semelhante, Elwan et al. (2019) e Nazem et al. (2019) observaram
que frangos provenientes de ovos inoculados no com AAS possuiam melhor capacidade
absortiva no jejuno. No presente estudo, ndo houve alteracbes importantes na
morfometria do epitélio intestinal no dia da eclosdo das aves provenientes de ovos
inoculados com AF ou AAS quando comparados ao grupo controle. Apenas aos 21 dias
houve menor tamanho das vilosidades e das criptas nas aves provenientes de ovos
inoculados com AF ou AF+AAS, porém, sem influéncia na area da superficie de
absorcao.

Segundo Tako et al. (2004), o efeito da inoculacdo in ovo tem seu apice na
morfometria intestinal até 48 h apos a inoculacdo. Além disso, 0 maior desenvolvimento
do epitélio intestinal ocorre somente até o 7 dia ap6s a eclosdo (Leitdo et al., 2014),
reduzindo os efeitos da nutri¢do in ovo quando avaliado apos essa idade.

Quanto a carne, sua coloracao é definida primariamente por meio dos pigmentos
de mioglobina e hemoglobina (Mutryn et al., 2015), cuja formacao depende da presenca
de AF (Barroeta et al., 2012). No presente estudo, ndo houve influéncia da inoculacéo in
ovo dessa vitamina, provavelmente devido a presenca desse nutriente nas dietas das aves
até os 42 dias de idade. Outro fator que influencia nas cores das carnes é a presenca de
miopatias. Na presenca de white striping o tom amarelado se eleva devido ao incremento
de gordura (Dalle Zotte et al., 2017). J& na presenca de wooden breast, o tom amarelo é
elevado em resposta & uma degeneracdo muscular com fibroses no musculo (Mudalal et
al., 2015). No presente estudo observou-se uma incidéncia elevada dessas miopatias, ndo

sendo possivel avaliar o efeito do AAS e AF na coloracgdo das carnes.
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As principais causa do white striping sdo o rapido crescimento dos tecidos, a
vasodilatacdo, a hipoxia e as lipolises na regido do musculo peitoral maior (Kuttappan et
al., 2013). Ja4 o wooden breast ocorre devido as lesdes fibroliticas também devido rapido
crescimento muscular (Mudalal et al., 2015). De maneira geral, os frangos de corte
melhorados geneticamente desenvolvem uma hipertrofia das fibras musculares e ndo uma
hiperplasia, sendo que esse processo ocorre principalmente na fase embrionéria (Luo et
al., 2017). A hiperplasia deficiente reduz a formacéo de miofibras musculares e também
a area de capilaridade do musculo, o que causa um aumento da incidéncia das miopatias
citadas (Harthan et al., 2014). No presente estudo, a associacdo de AF + AAS aumentou
a incidéncia de wooden breast, enquanto a inoculacéo de apenas AF reduziu o indice de
anomalias. Mais estudos devem ser conduzidos na tentativa de se elucidar os mecanismos
envolvendo a presenca desses nutrientes na formacéo do tecido muscular embrionario nas

aves.

5. CONCLUSAO

A inoculacdo de 0,15 mg/ovo de AF no primeiro dia de incubacdo pode ser
utilizado para melhorar a expressdo génica no musculo de Myf5 e Pax 7, e o desempenho
zootécnico dos frangos de corte. O uso de AAS nas doses testadas ndo deve ser utilizado

nessa idade.
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Tabela 1. Composicéao percentual e calculada das racdes experimentais utilizadas para

frangos de corte nas diferentes fases de vida.

Fase da criacdo
la7dias 8a?2ldias 22 a35dias 36 a42dias

Ingrediente (%)

Milho 54,63 54,56 59,48 68,74
Farelo de soja 25,86 28,56 17,74 9,49
Soja integral extrusada 15,53 10,93 14,37 11,59
Farinha de visceras - - 2,37 3,50
Farinha de penas e sangue - - 1,00 2,40
Oleo - 2,80 2,00 1,49
Fosfato_trl calcico 1,01 0.77 0,38 0,22
defluorinado

Calcario calcitico 0,81 0,78 0,67 0,60
DL-Metionina (99%) 0,45 0,39 0,47 0,41
L - Lisina (78%) 0,39 0,24 0,43 0,52
Ncleo vitaminas e minerais* 0,37 0,37 0,40 0,38
L- Treonina 99% 0,22 0,14 0,20 0,20
Sal comum 0,17 0,21 0,40 0,38
Cloreto de colina (60%) 0,14 0,12 0,10 0,08
L-Arginina 0,13 - - -
L-Valina 0,13 0,03 - -
Adisodium? - - 0,18 0,26
Aditivo® 0,10 0,06 0,16 0,06
Acidos organicos* 0,06 0,05 0,03 0,03
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Composicdo nutricional garantida

Energia metabolizével

(Kcal/Kg) 3050 3150 3250 3280
Proteina bruta (%) 23,50 22,55 20,50 19,50
Calcio % 0,77 0,68 0,62 0,59
Fosforo disponivel (%) 0,31 0,26 0,24 0,23
Lisina (%) 1,40 1,25 1,22 1,15
Metionina+ Cisteina (%) 1,01 0,95 0,96 0,90
Treonina (%) 0,94 0,84 0,81 0,77
Arginina (%) 1,47 1,31 1,15 1,04
Valina (%) 1,05 0,94 0,80 0,74
Sédio (%) 0,14 0,14 0,16 0,16

'Fornecimento por Kg de ragdo: Ul: Retinol 11000; Colecalciferol 3000, mg: Tocoferol 75; Ac,
félico 1,5; Vit, K 3,5; Tiamina 3,0 Riboflavina 7,5; Niacina 4,50; Ac Pantoténico 15; Piridoxina
4, Biotina 0,2; Zinco 50; Manganés 50; Ferro 20; iodo 1; Selénio 0,30

2 Adisodium: aditivo para alimentacédo animal que contém 32% de sodio e 22% de enxofre.

% Aditivo: Aditivo antimicotoxinas (HSCS — Aluminosilicato de sédio e célcio hidratado)

4 Acido citrico, &cido butirico.
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Tabela 2. Sequéncias de primers para analise de PCR quantitativa em tempo real.
Nome do gene Sequéncia (5°-3°) Tamanho do produto

bp
F:AGTTCGATTAGCCGTGTGCT

PAXT R:TTCCTCCTTCTTGTCGCAGT 7

F.:GAGGAGGCTGAAGAAAGTGA

MYFS R ATCTCCACTTTGGGGAGTCT 90

IGE 1 F.CGCTTACACCACAAGGGAATAG 113
R:CGTACAGAGCGTGCAGATTTAG

IGE 2 F.CTCGCGCACCCAGTATTT 111
R:TGTCTTCTAGTGTTGGCACTG
185 F.CAGTTGGTGGAGCGATTTGTC 164
R: CATCTAAGGGCATCACAGACC
PAXT7 = caixa emparelhada 7 MYF5 = fator miogénico 5; IFG 1 e 2 = fatores de crescimento

semelhantes a insulina; 18S = Gene de referéncia.
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Tabela 3. Desempenho e caracteristicas de carcaca de frangos de corte provenientes de ovos

injetados com diferentes substancias no primeiro dia de incubacao.

. Tratamentos™ P-
Variavel SEM
C SS AF  AAS AF+AAS Valor
- Desempenho -
Dia 0
Peso pintinho (g) 44,0 44,0 450 43,0 44,0 059 0,14
1 a 7 dias de idade
Consumo de racéo () 127 119 130 127 131 4,44 0,12
Ganho de peso (g) 119 112 118 117 121 4,45 0,33

Conversdo alimentar (g/g) 0,78 0,77 0,80 0,79 0,79 0,01 0,24

1 a 21 dias de idade
Consumo de ragéo (g) 1098 1096 1110 1123 1140 16,58 0,08

Ganho de peso (g) 894 883 911 882 898 16,14 0,40

Conversdo alimentar (g/g) 1,23% 1,24"8 1224 1278 1278 0,01 0,01
1 a 42 dias de idade

Consumo de racéo () 4586 4558 4582 4551 4590 73,37 0,97

Ganho de peso (g) 3204 3173 3241 3170 3158 51,69 0,51

Conversdo alimentar (g/g) 1,43% 1,44% 142 144® 146 001 0,01

- Caracteristicas de carcaca aos 42 dias de idade -

Peso vivo (kg) 343 3,44 344 3,36 3,47 0,07 0,81
Carcaca (%) 744 731 745 758 73,9 0,93 0,39
Peito (%) 419 41,7 415 407 41,3 0,82 0,86
Pernas (%) 276 288 28,2 29,2 28,7 0,63 0,47
Asas (%) 9,65 9,83 9,78 9,90 9,63 0,17 0,75

Tratamentos: C: Controle, ovos intactos; SS: solucdo salina; AF: &cido félico, AAS: aminoacidos
sulfurados; AF + AAS: acido félico + aminoéacidos sulfurados.
A B Médias seguidas de letras distintas em uma mesma linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05).



61

Tabela 4. Peso relativo dos 6rgdos (%) aos 1 e 21 dias de idade de frangos de corte
provenientes de ovos injetados com diferentes substancias no primeiro dia de incubacéo.

N Tratamentos* P-
Variavel C SS AF AAS AF+ AAS SEM Vator
Dia 1

Peito 3,03 256 2,89 2,96 2,71 0,35 0,66
Coracdo 082 0,74 0,67 0,54 0,74 0,17 0,56
Intestino 4,61 4,63 4,66 4,13 4,11 0,34 0,27
Baco 0,23 0,23 0,22 0,22 0,30 0,03 0,11
Timo 0,38% 0,27°8 0,33"8 0,228 0,238 0,05 0,03
Bursa de Fabricius 0,23 0,23 0,26 0,22 0,37 0,09 045
Saco vitelino 11,13 11,89 13,27 15,7 13,94 2,00 0,23
Moela 596 5,90 6,48 5,88 5,34 0,43 0,18
Figado 2,66 2,90 2,94 2,63 2,64 0,16 0,17
Dia 21
Peito 21,78 21,81 22,03 23,08 22,66 0,68 0,26
Coracao 0,63 0,67 0,61 0,63 0,67 0,04 0,47
Intestino 8,46 8,47 8,95 8,81 8,10 0,52 0,52
Baco 0,078 0,108 0,098 0,1078 0,13* 0,02 0,03
Timo 0,548 0,498 0508 05578 064% 0,04 0,02
Bursa de Fabricius 0,18 0,18 0,18 0,20 0,19 0,03 0,90
Moela 290 3,06 2,95 2,83 2,72 0,16 0,31
Figado 3,28 3,32 3,14 3,37 3,40 0,17 0,56

Tratamentos: C: controle, ovos intactos; SS: solucdo salina; AF: &cido folico; AAS: aminoacidos
sulfurados; AF + AAS: &cido félico + aminoacidos sulfurados.
AB Médias seguidas de letras distintas em uma mesma linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05).
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Tabela 5. Caracteristicas hematologicas aos 1, 21 e 42 dias de idade de frangos de corte
provenientes de ovos injetados com diferentes substancias no primeiro dia de incubacao.

., Tratamentos*
Variavel C S AF AAS  AFT AAS SEM P-Valor
Dial
Hemaécias (10%ml) 2,28 1,93 2,14 2,53 2,26 0,15 0,12
Hemoglobina g/dI 9,28 10 9,28 9,28 9,17 0,41 0,60
Hematdcritos (%) 27,8 30 27,8 27,8 27,5 0,12 0,60
VCM (fl)* 129,48 156,3* 132,38 114,28 124,548 8,46 0,02
HCM (pg)* 43,178 521~ 44178 38,18 41,578 2,82 0,02
CHCM (g/dL* 30,6 26,6 25,5 22,4 20,2 0,65 0,47
Plaquetas (10%/ml) 23,2 22, 27,2 25,8 21,5 9,69 0,71
Linfocitos (%) 69,0 67,2 70,7 57,3 71,0 6,36 0,55
Eosinofilos (%) 2,50 0,67 6,67 2,00 1,30 1,54 0,08
Heterofilo (%) 28,3 32,2 22,7 40,7 27,5 6,42 0,38
Mondcitos (%) 0,17 0,01 0,01 0,01 0,17 0,11 0,57
Dia 21
Hemacias (10%/ml) 2,34 2,31 2,47 2,28 2,12 0,14 0,51
Hemoglobina g/dl 9,33 9,12 9,08 9,80 9,06 0,34 0,51
Hematdcritos (%) 27,8 27,3 26,0 28,5 27,2 0,76 0,24
VCM (fl) 121,0 119,7 109,2 126,4 129,6 7,79 0,42
HCM (pg) 40,7 39,9 38,1 43,5 43,3 2,89 0,65
CHCM (g/dL) 33,4 33,4 34,9 34,3 33,4 0,65 0,36
Plaquetas (10%/ml) 78,2 97,4 62,4 58,9 98,6 12,8 0,11
Linfécitos (%) 48,0 54,2 45,7 48,3 38,2 5,53 0,38
Eosinofilos (%) 3,33 2,00 0,67 0,17 0,33 0,92 0,11
Heterofilo (%) 47,3 42,7 49,7 49,7 59,2 5,41 0,32
Mondcitos (%) 1,33 1,17 4,00 1,83 2,33 1,10 0,39
Dia 42
Hemaécias (10%/ml) 5,03 4,47 4,73 4,34 3,93 0,68 0,83
Hemoglobina g/dl 9,55 9,98 9,9 10,67 9,39 0,57 0,56
Hematdcritos (%) 29,2 30 30,2 32,8 29,0 2,01 0,68
VCM (fl) 62,5 79,4 68,8 92,3 78,9 12,29 0,50
HCM (pg) 20,3 26,6 22,5 30,6 25,5 4,14 0,47
CHCM (g/dL) 32,8 33,3 32,8 32,9 32,4 0,53 0,83
Plaquetas (10%/ml) 46,6 62,8 56,6 56,7 39,8 9,69 0,48
Linfocitos (%) 30,2 41,2 37,5 39,8 35,5 6,55 0,78
Eosindfilos (%) 0,17 0,50 0,33 0,83 1,00 0,45 0,67
Heterofilo (%) 69,7 57,7 61,3 59,3 63,3 6,72 0,75
Mondcitos (%) 0,01 0,67 0,83 0,01 0,17 0,24 0,06

Tratamentos: C: Controle, ovos intactos; SS: solucdo salina; AF: acido félico; AAS: aminoacidos
sulfurados; AF + AAS: 4cido félico + aminoacidos sulfurados:

HCM = hemoglobina corpuscular média; VCM = volume corpuscular médio, CHCM =
concentracdo de hemoglobina corpuscular média,

AB Médias seguidas de letras distintas em uma mesma linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05),
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corte provenientes de ovos injetados com diferentes substancias no primeiro dia de
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incubacéo,
P-
Tratamentos* SEM
Variavel Valor
Cl SS AF AAS  AF+ AAS
-Dial-
Duodeno
Profundidade de cripta (um) 64,5 79,3 66,1 65,2 68,4 8,69 0,44
Altura de vilosidades (um) 420,1 390,4 408,3 4179 369,2 41,45 0,89
Largura de vilosidades (um) 50,9 61,2 64,5 63,9 60,4 4,70 0,75
HASA (um?) 16,078 1498 18,8~ 18,16 17,378 0,88 0,03
Jejuno
Profundidade de cripta (um) 76,2 41,2 47,8 49,8 56,8 11,26 0,25
Altura de vilosidades (um) 2627 2219 2238 2219 246,9 12,75 0,10
Largura de vilosidades (um) 52,9~ 38,2B 45878 45178 45,078 2,96 0,03
HASA (um?) 8,16 9,05 8,46 8,67 9,61 0,40 0,13
ileo
Profundidade de cripta (um) 38,98 4858 46,48 51,48 61,2~ 3,35 0,01
Altura de vilosidades (um) 227,8 2492 2196 2246 228,0 8,28 0,15
Largura de vilosidades (um) 36,3 43,7 42,3 46,2 47,2 2,87 0,10
HASA (um?) 8,64 9,28 9,42 9,52 9,59 0,50 0,69
-Dia21-
Duodeno
Profundidade de cripta (um) 168,3 1289 1479 152,6 136,8 14,23 0,09
Altura de vilosidades (um) 1003,7 9415 1186 1177.,8 1022,7 108,6 0,12
Largura de vilosidades (um) 117,5 127,9  109,7 105,6 110,2 10,94 0,31
HASA (um?) 16,0 14,9 18,8 18,2 17,3 1,34 0,06
Jejuno
Profundidade de cripta (um) 173,84 103,68 110,38 149,178 119,98 17,30 0,01
Altura de vilosidades (um) 10835 775,3® 891,18 991,18 696,78 79,40 0,01
Largura de vilosidades (um) 98,1 106,2 103,0 91,5 98,0 8,17 0,45
HASA (um?) 18,54 15,28  20,2A 18,8~ 16,6"8 1,27 0,01
ileo
Profundidade de cripta (um) 104,1 103,1 98,0 104,9 100,8 14,40 0,98
Altura de vilosidades (um) 629,1 614,7 546,3 770,4 630,2 53,30 0,09
Largura de vilosidades (pum) 88,4 1010 81,8 82,8 85,2 5,72 0,15
HASA (um?) 12,9 1128 155%  1§7A 16,08 1,29 0,03

Tratamentos C: Controle, ovos intactos; SS: solu¢do salina; AF: acido folico; AAS: aminoacidos

sulfurados; AF + AAS: acido félico + aminoacidos sulfurados
HASA: Area histol6gica da superficie de absorgo (um?),

AB Médias seguidas de letras distintas em uma mesma linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05),
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Tabela 7, Diametro de fibras musculares e qualidade da carne de frangos de frangos de corte

provenientes de ovos injetados com diferentes substancias no primeiro dia de incubacéo,

. Tratamentos* P-
variavel C SS AF  AAS AF+AAS SEM Valor
Numero células (mm?) nodial 27,0 26,8 30,2 232 23,3 293 043
DFM no dia 1 (um) 4,37 4,71 488 545 6,04 0,48 0,13
DFM no dia 21 (um) 34,5 37,6 359 355 38,5 2,28 0,74
DFM no dia 42 (um) 79,878 69,2® 88,9 70,9® 78,178 3,84 0,01
Aparéncia da carne

L (luminosidade) 47,1 46,6 46,9 46,8 46,6 0,78 0,98
A (teor de vermelho) 3,35 3,93 3,93 4,23 410 0,45 0,61
B (teor de amarelo) 7,9 8,71 8,75 8,6 8,63 0,63 0,87

Tratamentos: C: controle: ovos intactos; SS: solugdo salina; AF: é&cido félico; AAS: aminoacidos
sulfurados; AF + AAS: acido félico + aminoéacidos sulfurados,
DFM: Diametro em micrémetros da secdo transversal das fibras musculares.

A B Médias seguidas de letras distintas em uma mesma linha diferem pelo teste de SNK (P<0,05).
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Figura 1. Efeitos da injec&o in ovo de aminodcidos sulfurados e &cido folico na expressao de mRNA de
IGF1 e 2 no figado e de PAX7 e MYF5 no musculo de frangos p6s-ecloséo,

Barras com letras diferentes diferem pelo teste SNK (P<0,05),

*Tratamentos: Controle: ovos intactos; SS: solucdo salina, AF: acido fdlico; AAS: aminodcidos

sulfurados; AF + AAS: acido félico + aminoacidos sulfurados
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Figura 2. Incidéncia de miopatias peitoral de frangos de corte aos 42 dias de idade, provenientes de
0vos intactos e ovos injetados com diferentes substancias no primeiro dia de incubacdo, A Wooden
breast (WB) escore 0 normal, auséncia de dureza e de palidez, 1- Presenca suave de dureza e/ou palidez,
filé levemente afetado nas areas caudal e/ou cranial e 2 - presenca moderada de dureza e/ou palidez,
moderadamente afetado ao longo dos filés 3 — grave, filés com hemorragia superficial e presenca de
exsudato estéril na superficie muscular, B White striping (WS): escore 0 normal, sem quaisquer linhas
brancas distintas, escore 1 — moderado, apresentando linhas brancas paralelas as fibras musculares, com
espessura menor do que 1 mm; e escore 2 — grave: exibindo linhas brancas paralelas as fibras musculares,
com espessura maior que 1 mm-

*Tratamentos: Controle: ovos intactos; SS: solucdo salina, AF: acido folico; AAS: aminoacidos
sulfurados; AF + AAS: acido félico + aminoéacidos sulfurados.



