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TEMPERATURA E CONCENTRACAO DE CO, DURANTE A INCUBACAO
INTERFEREM NA MORFOFISIOLOGIA DO SISTEMA DIGESTORIO DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura e da
concentragdo de CO, durante a incubacéo sobre o desenvolvimento morfofisioldgico
do sistema digestério de frangos de corte durante a fase fetal e pré-inicial. Foram
realizados dois experimentos, cada um com 1296 ovos férteis de matrizes Cobb,
metade com 35 semanas (jovens) e metade com 55 semanas (velhas). No
experimento 1 os ovos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em trés incubadoras mantidas a 37,5°C até o nono dia de incubagéo. A partir
do décimo dia as temperaturas foram alteradas correspondendo a 36,5°C, 37,5°C e
38,5°C em cada incubadora até o final da incubagdo. No experimento 2 os ovos
foram distribuidos em DIC em trés incubadoras, uma mantida sem injecdo de CO;
durante todo o periodo de incubacado e as outras receberam injecées continuas e
crescentes de CO, até atingir 1% e 1,5% de CO, cada uma, até o décimo dia de
incubagdo. Todas as incubadoras foram mantidas em condigdes normais de
ventilagdo durante todo o periodo de incubacédo. Foram avaliados: eclodibilidade,
eclosdo, qualidade do pinto, o periodo médio e a duracdo de bicagem interna,
externa e nascimento, o crescimento alométrico dos 6rgéos do sistema digestoério
dos fetos (16, 18 e 20 dias de incubacéo) e dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida), o
desenvolvimento da mucosa intestinal dos fetos (16, 18 e 20 dias de incubacéao) e
dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida) e a atividade de enzimas pancreaticas dos pintos
(1, 4 e 7 dias de vida). No experimento 1, ndo houve efeito das temperaturas de
incubacéao sobre a eclosao, eclodibilidade e qualidade dos pintos nas duas idades de
matrizes avaliadas. As temperaturas de incubagao de 38,5°C e 36,5°C causaram,
respectivamente, diminuicdo e aumento do periodo médio de bicagem interna,
externa e nascimento. O peso dos fetos de matrizes de 35 semanas incubados em
temperatura de 36,5°C apresentou-se menor em relacdo a temperatura de 37,5°C
aos 18 dias, bem como aos 20 dias para fetos de matrizes de 35 e 55 semanas.
Fetos aos 20 dias e pintos de 1 dia de matrizes de 35 semanas incubados em
36,5°C e 38,5°C apresentaram maior porcentagem de vitelo. Aos 16 dias, a
incubacao em temperatura de 36,5°C resultou em menor porcentagem de pancreas
e moela nos fetos de matrizes de 35 e 55 semanas, respectivamente. Aos 16 e 20
dias a incubacdo em temperatura de 36,5°C causou menor porcentagem de
intestinos nos fetos de matrizes de 35 semanas. A incubacdo em temperatura de
38,5°C e 36,5°C influenciaram negativamente a altura e densidade dos vilos nos
segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) com maior intensidade para 36,5°C,
nas duas idades de matrizes avaliadas, principalmente na fase fetal e nos pintos
recém-eclodidos. A incubacdo em temperatura de 36,5°C prejudicou a atividade
enzimatica total e especifica da amilase e tripsina. No experimento 2, as condi¢des
de incubacéo utilizadas néo influenciaram a eclodibilidade, eclosdo ou qualidade dos
pintos. Entretanto, a concentracdo de 1,5% de CO, prolongou no periodo médio de
bicagem interna, externa e nascimento em relacdo aos grupos controle e em
concentragdao de 1% de CO.. Aos 16 dias de incubacao, observou-se maior peso
dos fetos de matrizes de 35 semanas incubados em 1% de CO, em comparacao ao
controle, ambos nao diferindo de 1,5%. Pintos de 1 dia oriundo de ovos de matrizes
de 35 semanas incubados em 1,5% de CO, apresentaram maior propor¢cao de vitelo
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e menor porcentagem de moela, pancreas e intestino. Aos 7 dias, a incubagdao em
1,5% de CO, causou reducao na porcentagem de intestinos em pintos provenientes
de ovos de matrizes de 35 semanas em comparacdo ao grupo controle e a
concentragdo de 1% de CO.. Nas duas idades de matrizes, a incubacdo em 1% de
CO. estimulou o desenvolvimento dos vilos intestinais em fetos e pintos apés a
eclosao por meio de aumento na altura dos vilos e menor densidade de vilos no
intestino delgado, enquanto a concentragdao de 1,5% prejudicou esses parametros.
Pintos de 1 dia provenientes de matrizes de 35 semanas incubados em
concentracao de CO, de 1% apresentaram maior atividade de amilase total e tripsina
total em relagdo aos pintos incubados em 1,5%, ambos nao diferindo do controle.
Independentemente da idade da matriz, aos 7 dias, a incubagdo em 1,5% resultou
em menor atividade de amilase especifica e total em relacdo ao controle e a
concentracdo de 1%. Assim, a incubacao em temperatura de 36,5°C ou 38,5°C
afetou negativamente o desenvolvimento digestério em fetos e pintos, bem como a
incubacdo em concentracdo de 1,5% de CO.. Por outro lado, a incubacdo em
concentragdo de 1% de CO, nos primeiros 10 dias influenciou positivamente o
desenvolvimento do sistema digestorio em fetos em pintos.

Palavras-chave: digestao, eclodibilidade, hipercapnia, temperatura



TEMPERATURE AND CO2 CONCENTRATION DURING INCUBATION AFFECT
THE MORPHOPHYSIOLOGY OF DIGESTIVE SYSTEM OF BROILER CHICKEN

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of temperature
and CO, concentration during incubation on morphophysiological development of
digestive system of broiler breeders during fetal and pre-starter stages. Two
experiments were conducted, each with 1296 fertile eggs of Cobb broiler breeders,
half at 35 weeks (young) and half at 55 weeks (old). In experiment 1, the eggs were
distributed in a completely randomized design in three incubators maintained at
37.5°C until the ninth day of incubation. From the tenth day the temperatures were
changed to 36.5°C, 37.5°C and 38.5°C in each incubator until the end of incubation.
In experiment 2, the eggs were divided in completely randomized design in three
incubators, one group was maintained without CO, injection during the whole
incubation period and other groups received CO. increasing and continuous
injections until CO, concentration reached 1% for the first and 1,5% for the second,
until the tenth days of incubation. All incubators were kept under normal conditions of
ventilation during the entire incubation period. Was evaluated: hatchability, hatching,
chick quality, the average time and duration of internal and external pecking and
birth, allometric growth of fetuses digestive organs (16, 18 and 20 days of incubation)
and chicks digestive organs (1 , 4 and 7 days of life), the intestinal mucosa
development of fetuses (16, 18 and 20 days of incubation) and chicks (1, 4 and 7
days old) and the activity of chicks pancreatic enzymes (1, 4 and 7 days of life). In
experiment 1, there was no effect of incubation temperatures on hatching,
hatchability and chick quality regardless of the age of the breeder. The incubation in
38.5°C and 36.5°C temperatures caused respectively a decrease and increase in the
average period of internal and external pecking and birth. The weight of 35 weeks
breeders fetuses, incubated in cold temperature, was lower than for the control
temperature at 18 days, just as the weight at 20 days of 35 and 55 weeks breeders
fetuses. 20 days fetuses and 1 day old chicks of 35 weeks breeders, incubated at
36.5°C and 38.5°C, had higher yolk sac. At 16 days, incubation in 36.5°C resulted in
a lower rate of pancreas and gizzard of 35 and 55 weeks breeders, respectively. At
16 and 20 days the incubation in 36.5°C caused a lower rate of intestines in fetuses
of 35 weeks broiler breeders. The incubation in 36.5°C or 38.5°C influenced
negatively the height and density of villi in intestinal segments (duodenum, jejunum
and ileum) with higher intensity in 36.5°C, regardless of the broiler breeders age,
mainly in fetal stage and in newly hatched chicks. Incubation in 36.5°C damaged the
total and specific enzyme activity of amylase and trypsin. In experiment 2, the
incubation conditions used did not affect hatchability, hatching and chick quality.
However, 1.5% CO. concentration caused an elongation at the average period of
internal and external pipping and birth compared to the control groups and to 1% CO-
concentration. At 16 days of incubation, there was an increase in the fetuses weight
of 35 weeks breeders, incubated in 1% CO. concentration, in comparison to the
control, neither of differing 1.5%. 1 day old chicks from eggs of 35 weeks breeders,
incubated in 1.5% CO. concentration, had higher proportion of yolk and lowest
percentage of gizzard, pancreas and intestine. At 7 days, the incubation in 1.5% CO-
concentration caused a reduction in the rate of intestine in chicks from eggs of 35
weeks breeders compared to the control group and to the group in 1% CO;
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concentration. Regardless of breeders’ age, incubation in 1% CO, concentration
stimulated the development of intestinal villi in fetuses and post-hatch chicks by
increasing villous height and lower density of small intestine villi, while the 1.5%
concentration of CO, decreased these parameters. 1 day old chicks from 35 weeks
breeder incubated in 1% CO, concentration, had higher activity of total amylase and
total trypsin than in chicks incubated in 1.5% CO. concentration, both not different
from the control group. Regardless of breeder age, at 7 days the incubation in 1.5%
resulted in lower activity of specific and total amylase in comparison to control group
and the 1% CO, concentration group. Thus, the incubation at 36.5, 37.5°C and 1.5%
CO. affects negatively the digestive development in fetuses and chicks, but the
incubation in 1% CO, concentration in the first 10 days can influence positively the
digestive system development in fetuses and chicks.

Keywords: digestion, hatchability, hypercapnia, temperature
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CAPITULO 1 - Consideragées Gerais

A industria avicola mundial devera atender ao aumento na demanda por
alimentos. A populagdo mundial estd em crescimento e as maiores taxas sao
observadas nos paises em desenvolvimento. Neste sentido, a carne de frango se
destaca como fonte de proteina de boa qualidade. Segundo Windhorst (2006), nos
ultimos 30 anos, o crescimento da producao de carne de frango superou a da carne
suina e bovina, em 2 e 7,5 vezes, respectivamente. A carne de frango apresenta
varios aspectos positivos que justificam tal crescimento. Um primeiro ponto esta
relacionado as restricdes religiosas ou culturais ao consumo de carnes. Sabe-se que
a carne suina apresenta restricbes em seu consumo para os judeus € mugulmanos e
que os indianos nd&o consomem carne bovina. Outro aspecto positivo esta
relacionado ao baixo preco da carne de frango em relacdo as outras carnes. De
acordo com o USDA (2011), nos ultimos anos as carnes bovina e suina
apresentaram precos 200 e 150% superiores ao da carne de frango no varejo,
respectivamente. Ainda, a carne de frango € considerada de boa qualidade
(FLETCHER, 2002) e nédo esta associada ao desenvolvimento de cancer colorretal
em comparagdo as carnes vermelhas (ENGLISH et al., 2004). Além disso, em
relacdo aos outros tipos de carne, a carne de frango € considerada causadora de
menor impacto ambiental (VRIES & BOER, 2010).

Para atender a crescente demanda na producéo, a avicultura vem mostrando
maior produtividade e, grande parte deste cenario deve-se ao melhoramento
genético que busca constantes avancos no desempenho do frango de corte.
Havenstein et al. (2003) observaram a evolucdo do desempenho de frangos de corte
nas ultimas décadas evidenciando aumento no peso vivo, melhora na conversao
alimentar, reducdo da mortalidade e drastica reducéo na idade ao abate.

A duracéao do periodo de incubacgéao do ovo de galinha é de aproximadamente
21 dias. Sabendo-se que a idade ao abate do frango de corte atualmente é de
aproximadamente 42 dias, o periodo de incubagéo representa um ter¢o do tempo de
vida dessa ave. Em virtude de tais fatos, atualmente, a incubacdo vem recebendo
atencao especial dos pesquisadores. As perspectivas futuras sado de reducdo na
idade ao abate e, consequentemente, o periodo de incubacédo sera cada vez mais

significativo para a avicultura de corte. A incubacao artificial € ponto fundamental da



avicultura industrial permitindo a producao de pintos em escala. Algumas condi¢cdes
sdo imprescindiveis para o adequado desenvolvimento embrionario e devem ser
mantidas dentro de padrdes considerados ideais. As principais condicoes
observadas durante a incubagao sao temperatura, umidade, viragem e ventilagdo. A
temperatura e 0 ambiente gasoso na incubacéo alteram a taxa de desenvolvimento
embrionario (MORTOLA, 2009).

O desenvolvimento embrionario tem inicio no oviduto da galinha e a partir dai
passa a sofrer acdo do ambiente. O fator ambiental mais importante durante o
processo de incubacdo € a temperatura (DECUYPERE & MICHELS, 1992). De
acordo com Decuypere e Bruggeman (2007) a temperatura 6tima para incubacao
esta situada entre 37 e 38°C, sendo importante para o desenvolvimento embrionario,
sucesso da incubacdo e desempenho péds-eclosdo. Segundo Romijn e Lokhorst
(1955) a temperatura corporal do embrido € regulada pela temperatura da
incubadora, j& que o embrido ndo é capaz de controlar sua temperatura antes de
completar o processo de incubacdo. De acordo com French (1997) os ovos
absorvem calor do ar circundante durante a primeira metade de incubacédo e
precisam perder calor na segunda metade, quando a producdo de calor pelo
embrido aumenta.

Muitos trabalhos demonstram os efeitos da reducdo e aumento da
temperatura durante diferentes fases da incubacao (HULET et al., 2007; LOURENS
et al., 2005; MORITA et al.,, 2010). Nesse sentido, a busca por uma temperatura
ideal para incubagdo é importante para a obtengdo da maxima eclodibilidade
(FRENCH, 1997) e para a melhor qualidade do pinto (DECUYPERE & MICHELS,
1992).

O efeito de mudancgas na temperatura de incubacédo depende da intensidade,
da duragédo da exposicao e do periodo onde é aplicada (FRENCH, 1997). Assim,
mudancas crénicas podem resultar em melhoras, prejuizos ou ndo influenciar o
desempenho da incubacao. Christensen et al. (2002) mostraram que a reducéo da
temperatura de incubacdo piorou ou né&o influenciou a eclodibilidade dos ovos,
dependendo da linhagem de perus utilizada e Tzschentke e Halle (2008) também
verificaram que o aumento em 1°C nos ultimos 4 dias de incubagcdo nao afetou a

eclodibillidade. Ja, Molenaar et al. (2011) encontraram piora da eclodibilidade com o



aumento da temperatura em 1 ‘C entre 7 e 19 dias de incubagéao e Piestun et al.
(2008) observaram piora da eclodibilidade e outros parametros de desempenho com
a incubacdo em 39,5°C. Morita et al. (2010) relataram menor mortalidade
embrionéria total com a redugdo na temperatura de incubacao em 1,5°C. Por outro
lado, Lourens et al. (2005) concluiram que reducdo da temperatura durante a
primeira semana de incubagdo ou aumento na ultima semana causam atraso no
desenvolvimento embrionario, aumento da mortalidade embrionaria, piora na
qualidade dos pintos, diminuicdo na eclodibilidade e redugdo no crescimento poés-
ecloséo.

A taxa de desenvolvimento embrionario também é bastante influenciada por
mudancas na temperatura de incubacdo (MOLENAAR et al., 2011; YALCIN et al.,
2012). O tempo de desenvolvimento embrionario depende do tamanho do ovo e da
temperatura de incubacdo (GILLOOLY et al., 2002). Assim, altas temperaturas de
incubacgéo resultam em desenvolvimento acelerado dos embrides (CHRISTENSEN
et al., 1999), bem como a incubacdao em temperaturas inferiores remete a periodos
mais longos (YALCIN et al., 2012). Variagcdées na temperatura também resultam em
reducéo do peso corporal das aves quando incubados em temperatura baixa (KUHN
et al.,, 1982) ou alta (LOURENS et al., 2005; PIESTUN et al., 2008), além de
prejudicar o desenvolvimento de érgaos vitais como coracdo e pulmao (MOLENAAR
et al., 2011) e do sistema digestério (LEKSRISOMPONG et al., 2007; MOLENAAR et
al., 2011; WINELAND et al., 2006).

Os horménios tireoidianos participam do desenvolvimento de varios érgaos,
como o cérebro (KOIBUCHI & CHIN, 2000), pulmées (HITCHCOCK, 1979),
intestinos (PLATEROTI et al., 2001), inclusive do intestino de espécies avicolas
(BLACK, 1978). Os horménios tireoidianos estdo diretamente relacionados com a
eclosdao (LU et al., 2007) e a temperatura de incubagdo pode influenciar a
concentragdo plasmaticas desses horménios. A redugdo na temperatura de
incubacgao resulta em aumento nas concentracoes plasmaticas de triodotironina (T3)
durante o periodo de incubacdo (KUHN et al., 1982; YALCIN et al., 2012),
entretanto, essa resposta varia em fungao da genética das aves (CHRISTENSEN et
al., 2002) e da idade da matriz (YALCIN et al., 2012). Por outro lado, a incubagdo em
alta temperatura, ocasiona reducbes nas concentracbes de T3, T4 (tiroxina) e



corticosterona (PIESTUN et al., 2009). Ainda, Christensen et al. (2001) relataram
maiores concentracdes plasmaticas de IGF-I e IGF-1I (Insuline-Like Growth Factor |
e Il) e de glicose sanguinea em embribes de perus incubados em altas
temperaturas. De acordo com Stewart e Rotwein (1996) IGF-1 e IGF-Il possuem
papel importante no desenvolvimento de embrides e fetos e atuam sobre a
maturacéo de tecidos.

Nesse sentido, as consequéncias de alteragdes na temperatura de incubacao
sobre o desenvolvimento de 6rgaos do sistema digestério vém sendo investigadas,
embora existam poucos trabalhos relacionados com esse sistema
(LEKSRISOMPONG et al., 2007; MOLENAAR et al., 2011; WINELAND et al., 2006)
e alguns autores encontraram dificuldade para explicar o efeito da temperatura de
incubacdo sobre o desenvolvimento desse érgaos sugerindo a necessidade de
novas investigagdes sobre o assunto (LEKSRISOMPONG et al., 2007). Entretanto,
pouco se sabe a respeito dos efeitos de diferentes temperaturas de incubacao sobre
a mucosa intestinal ou sobre a atividade exécrina pancreatica.

Além da temperatura, os fatores relacionados a ventilacdo durante a
incubagdo vém sendo muito pesquisados atualmente, seja em relagdo ao oxigénio
ou ao diéxido de carbono. A hipdxia durante a incubagdo vem sendo estudada
principalmente com o objetivo de manipular a capacidade termorregulatéria (AZZAN
et al., 2007) e ventilatéria das aves (FERNER & MORTOLA, 2009). Em relacao a
hipercapnia, estudos mostram que dependendo do tempo de incubacéo, niveis mais
elevados de CO, estdo associados a pior eclodibilidade (TAYLOR et al., 1956;
TAYLOR & KREUTZIGER 1965, 1966). Entretanto, atualmente as pesquisas
mostram resultados positivos associados a maiores niveis de CO., durante a
incubacdo. Tanto os efeitos da hipéxia como da hipercapnia, dependem da
concentragao e da fase de desenvolvimento que o embrido € exposto (DECUYPERE
et al., 2006). A hipercapnia durante a incubacdo estimula a angiogénese
(VERHOELST et al., 2011b), além de melhorar os indices produtivos da incubacéo e
a qualidade dos pintos. Buys et al. (1998) trabalharam com aumento do
concentracdo de CO. (0,4%) no final da incubacdo (14 a 19 dias) e verificaram
menor mortalidade por ascite, reducdo no tempo de incubacédo e aumento do peso

dos pintos em aves com maior sensibilidade a ascite. Outros autores obtiveram



melhora na eclodibilidade e menor duracao da incubacao utilizando aumento gradual
na concentragdo de CO. (1 e 1,5%) durante os primeiros 10 dias de incubacgéo (DE
SMIT et al. 2006). Da mesma forma, Bruggeman et al. (2007) concluiram que a
utilizacdo de concentracdo crescente de CO. (1,5%) nos primeiros 10 dias de
incubagéo causou aumento do peso do embrido reducao no tempo de incubacgéo. Ja
Everaert et al. (2007) utilizaram concentragédo crescente de CO, (2 a 4%) no periodo
final de incubagdo (10 a 18 dias) e sugeriram que os embrides toleram tal
concentracao de hipercapnia, ja que nao houve prejuizo na taxa de crescimento dos
embrides e na eclodibilidade, embora os pintos tenham apresentado maiores
concentragdes de corticosterona e tiroxina. Decuypere e Bruggeman (2007) relatam
0 aumento no interesse pelas investigacdes a respeito do ambiente gasoso nas
fases iniciais e finais da incubacao envolvendo CO, e O,, sugerindo que praticas
podem melhorar o desempenho da incubagéo.

Assim como a temperatura, a ventilagdo também interfere nas concentragcbes
de hormdnios tireoidianos. Buys et al. (1998) e De Smit et al. (2006) evidenciaram a
relacdo entre a incubacdo em condicbes de hipercapnia e as concentracdes
plasmaticas de T3 e corticosterona. Esses horménios estdo associados a taxa de
desenvolvimento embrionario (DECUYPERE et al., 1991), além de envolvidos com o
crescimento e maturagao funcional do intestino de embrides de aves (BLACK, 1978).

Ainda, condicbes de hipercapnia durante a incubagdo estimulam a
vascularizacdo na membrana corioalantéide durante o desenvolvimento embrionario
(VERHOELST et al., 2011). A vasculogénese é o processo de surgimento dos
primeiros vasos sanguineos no embrido (RISAU, 1997) e é importante no
desenvolvimento vascular intestinal (PARDANAUD et al, 1989). Assim, em
humanos, muitos vasos sdo formados e se conectam a artéria mesentérica superior
dando origem a vascularizagao intestinal presente na vida adulta (ARA et al., 2005).
Inclusive, essa irrigacao e drenagem é encontrada nas vilosidades intestinais (CHEN
et. al., 2003).

Assim como para a temperatura de incubagéo, pouco se sabe a respeito dos
efeitos da incubacdo em condi¢cées de hipercapnia sobre a mucosa intestinal ou

atividade pancreatica exdcrina das aves.



A sobrevivéncia, o desenvolvimento e o desempenho das aves dependem da
obtencdo de energia e nutrientes. Durante a incubag&o, os nutrientes necessarios
para garantir a formagao dos érgaos e tecidos corporais sdo provenientes do vitelo
(LITKE & LOW, 1975) e do albumen (DEEMING, 1989). Apds a eclosdo, a nutricao
passa a ser dependente dos alimentos fornecidos aos animais. Portanto, quando as
reservas provenientes do ovo se esgotam, o sistema digestério passa a ser
responsavel pela nutricao da ave (VIEIRA & MORAN JR, 1999). Ainda, atualmente
os frangos de corte apresentam alta taxa de crescimento, que é bastante
influenciada pelo desenvolvimento do sistema digestério (SMITH et al., 1990). Nesse
sentido, estratégias que melhorem o desenvolvimento do trato gastrintestinal séo
vélidas para melhorar o processo de digestdo e absorgcdo dos nutrientes e,
consequentemente, o desenvolvimento e desempenho das aves durante todo seu
ciclo de vida.

A mucosa intestinal € responséavel pela secrecao de enzimas e pela absorcao
dos nutrientes. De acordo com Gomide Junior et al. (2004), avaliacbes da
qualitativas e quantitativas da mucosa intestinal sao validas para analisar a
capacidade de digestao e absorcéo intestinal. Ainda, Cera et al. (1988) relatam que
a maxima capacidade digestiva e absortiva de suinos ocorre em fungdo da area
luminal, altura das vilosidades intestinais e maturidade dos enterdcitos. Fatores
externos afetam a mucosa intestinal que responde por meio de modificagcdes
morfolégicas em suas estruturas como altura dos vilos, profundidade das criptas e
proliferacao celular (GOMIDE JUNIOR et al., 2004). Assim como a mucosa intestinal,
segundo Noy e Sklan (1995) a digestdo das macromoléculas depende da hidrdlise
enzimatica para que os nutrientes sejam absorvidos.

De um modo geral, a organogénese ocorre durante o inicio da incubacao
(LILJA & OLSSON, 1987) e maturacao entre o final da incubagao e as primeiras
semanas poés-eclosdo (CHRISTENSEN et al., 2001). Em relagdo a mucosa intestinal,
os precursores dos vilos intestinais surgem apenas apés oito dias de incubacao, que
apresentam aparéncia de vilos apenas apdés 16 dias de desenvolvimento
(COULOMBRE & COULOMBRE, 1958). Ainda, de acordo com Burguess (1975)
esses precursores dos vilos intestinais se formam por volta de 10 a 13 dias a partir

de microfilamentos intracelulares.



Na ecloséo, o sistema digestério esta anatomicamente completo (OVERTON
& SHOUP, 1964; CHAMBERS & GREY, 1979), porém a capacidade digestiva e
absortiva ainda esta imatura. As principais modificacdes intestinais sdo aumento da
altura dos vilos e, consequentemente dos enterécitos, células caliceformes e
enteroenddcrinas (BARANYIOVA, 1972; BARANYIOVA & HOLMAN, 1976), além de
aumento na atividade de enzimas pancreaticas (NITSAN et al., 1991 a, b; SELL et
al., 1991). Ainda, de acordo com Uni et al. (2003) avaliaram o desenvolvimento do
intestino delgado durante a fase final de incubacdo e concluiram que o peso do
intestino em relagdo ao peso do embrido aumenta de 1 para 3,5% nos ultimos trés
dias de incubacao e neste periodo os vilos sédo classificados em dois tipos principais
(vilos maiores e menores) de acordo com seu estagio de desenvolvimento. Nesse
sentido, fatores que afetem o desenvolvimento do sistema digestério durante a
incubacdo podem determinar mudangas no desenvolvimento e desempenho das
aves.

Ainda, Maiorka et al. (2004) concluiram que a idade da matriz influencia o
desenvolvimento de o6rgaos do sistema digestério e a atividade de enzimas
pancreaticas durante a fase embrionaria, sendo que os fetos de matrizes jovens
apresentaram menor desenvolvimento em relacdo as matrizes mais velhas.
Portanto, sempre que o0 processo de incubagao € avaliado, € importante considerar a
idade da matriz, ja que é um fator importante para o desenvolvimento embrionario e
eclodibilidade (GLADYS et al., 2000). Sabe-se que o tamanho dos ovos é
determinado pela idade da matriz (BENOFF & RENDEN, 1983; TONA et al., 2001;
TSERVENI-GOUSI, 1987). Também, ovos provenientes de matrizes jovens possuem
melhor qualidade de casca e de albumen em relagdo a matrizes mais velhas
(BAINS, 1994). Ainda, durante a incubacao, ovos maiores produzem mais calor que
ovos menores (MEIJERHOF & VAN BEEK, 1993) e possuem maior dificuldade de
dissipar calor (FRENCH, 1997). Lourens et al. (2005) mostraram que a producao de
calor nos ovos durante a incubacdo aumenta fortemente apés 9 dias de incubacao,
existindo diferengas entre ovos maiores e menores a partir de 15 dias, sendo maior
nos ovos maiores que nos menores. Assim, Gillooly et al. (2002) destacaram a
importancia da relagdo entre tamanho do ovo e temperatura de incubagao sobre o

tempo de desenvolvimento embrionario.



Bray e Iton (1962) relataram alta correlagdo positiva entre tamanho do ovo e
tamanho do pinto a eclosdo. Entretanto, Decuypere e Bruggeman (2007) relatam as
diferencas entre ovos de matrizes de diferentes idades e mostram que pintos de
matrizes mais velhas apresentam qualidade inferior e menor taxa de crescimento
qgue pintos de matrizes jovens. Ainda, os autores demonstram diferencas nos niveis
hormonais e nos metabdlitos de pintos originados de ovos de matrizes de diferentes
idades. Assim, Morita et al. (2010) concluiram que a temperatura de 36°C resultou
em menor mortalidade embriondria para ovos de matrizes de 29 semanas em
relagdo a 37,5 e 39°C. De acordo com Gimenez et al. (2008) e Applegate et al.
(1999) o desenvolvimento da mucosa intestinal € influenciado pela idade da matriz
ou tamanho do ovo.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes temperaturas
de incubagédo e concentragbes de CO, sobre o desenvolvimento dos 6rgaos do
sistema digestério durante a fase fetal e pré-inicial de pintos oriundos de ovos de
matrizes de diferentes idades.
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CAPITULO 2 - Temperaturas de incubacio no desenvolvimento
morfofisioldgico do sistema digestorio de fetos e pintos de matrizes pesadas
de diferentes idades

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
temperaturas de incubagcdo sobre o desenvolvimento morfofisiolégico do sistema
digestério de fetos e pintos de frangos de corte na fase pré-inicial oriundos de ovos
de matrizes de diferentes idades. Foram utilizados 1296 ovos férteis de matrizes
pesadas Cobb, sendo 648 de 35 semanas (jovens) e 648 de 55 semanas (velhas).
Os ovos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em trés
incubadoras mantidas a 37,5°C até o nono dia de incubacgao. A partir do décimo dia
as temperaturas foram alteradas correspondendo a 36,5°C, 37,5°C e 38,5°C em
cada incubadora até o final da incubacao. Foram avaliados: eclodibilidade, eclosao,
qualidade do pinto, o periodo médio e a duragdo de bicagem interna, bicagem
externa e nascimento, o crescimento alométrico dos 6rgaos do sistema digestoério
dos fetos (16, 18 e 20 dias de incubacao) e dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida), o
desenvolvimento da mucosa intestinal dos fetos (16, 18 e 20 dias de incubacéao) e
dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida) e a atividade de enzimas pancreaticas dos pintos
(1, 4 e 7 dias de vida). Nao houve efeito das temperaturas de incubacédo sobre a
eclosado, eclodibilidade e qualidade dos pintos independentemente da idade da
matriz. As temperaturas de 38,5°C e 36,5°C causaram, respectivamente, diminuicao
e aumento do periodo medio de bicagem interna, externa e nascimento. O peso dos
fetos de matrizes de 35 semanas incubados em 36,5°C apresentou-se menor em
relacdo a temperatura controle aos 18 dias, bem como aos 20 dias para fetos de
matrizes de 35 e 55 semanas. Fetos aos 20 dias e pintos de 1 dia de matrizes de 35
semanas incubados em 36,5°C e 38,5°C apresentaram maior porcentagem de vitelo.
Aos 16 dias, a incubacao em 36,5°C resultou em menor porcentagem de pancreas e
moela nos fetos de matrizes de 35 e 55 semanas, respectivamente. Aos 16 e 20 dias
a incubacdo em 36,5°C causou menor porcentagem de intestinos nos fetos de
matrizes de 35 semanas. A incubacdo em temperatura de 38,5°C ou 36,5°C
influenciou negativamente a altura e densidade dos vilos nos segmentos intestinais
(duodeno, jejuno e ileo) com maior intensidade para a temperatura de 36,5°C,
independentemente da idade da matriz, principalmente na fase fetal e nos pintos
recém-eclodidos. A incubacdo em 36,5°C prejudicou a atividade enzimatica total e
especifica da amilase e tripsina. O aumento ou reducdo na temperatura de
incubacdo afetam negativamente o desenvolvimento morfofisiologico do sistema
digestoério principalmente durante a fase fetal.

Palavras-chave: digestao, eclodibilidade, frangos de corte, temperatura
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CHAPTER 2 - Incubation temperatures on the morphophysiological
development of the digestive system of fetuses and chicks from heavy broiler
breeders of different ages

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of different
temperatures of incubation on morphophysiological development of digestive system
of fetuses and broiler chicks during the pre-initial phase from eggs of broiler breeders
of different ages. We used 1296 fertile eggs from Cobb broiler breeders; 648 for 35
weeks (young) and 648 of 55 weeks (old). The eggs were divided into three
incubators in completely randomized design maintained at 37.5°C until the ninth day
of incubation. From the tenth day on the temperatures were changed to 36.5°C,
37.5°C and 38.5°C in each incubator, until the end of incubation. We evaluated:
hatchability, hatching, chick quality, the average time and duration of internal and
external pipping and birth, the allometric growth of the organs of fetus digestive
system (16, 18 and 20 days of incubation) and chicks (1 , 4 and 7 days of life),
intestinal mucosa development of the fetuses (16, 18 and 20 days of incubation) and
chicks (1, 4 and 7 days old) and the activity of pancreatic enzymes in chicks (1, 4 and
7 days of life). There was no effect of incubation temperatures on hatching,
hatchability and chick quality, regardless of broiler breeders’ age. Incubation in
38.5°C and 36.5°C caused respectively a decrease and increase in the average
period of internal pipping, external pipping and birth. The fetuses weight of fetuses
from 35 weeks broiler breeders, incubated in 36.5°C, was lower when compared to
the 37.5°C at 18 days and at 20 days, just as for fetuses from 35 and 55 weeks
breeders. Fetuses at 20 days and 1 day old chicks from 35 weeks breeders,
incubated at 36.5 "C and 38.5 °C had higher yolk percentage. At 16 days, incubation
at 36.5°C resulted in a lower percentage of pancreas and gizzard in fetuses from 35
and 55 weeks breeders, respectively. At 16 and 20 days incubation in 36.5°C caused
a lower percentage of intestines in fetuses from 35 weeks breeders. The incubation
in 38.5°C or 36.5°C adversely influenced the height and density of the villi in intestinal
segments (duodenum, jejunum and ileum) with higher intensity in 36.5°C, regardless
of the breeder age, mainly in the fetal and newly hatched chicks. The incubation in
36.5°C damaged the total and specific enzyme activity of amylase and trypsin. The
increase or decrease in incubation temperature affect negatively digestive system
morphophysiological development of the digestive system particularly during fetal
stage.

Keywords: broilers, digestion, hatchability, temperature
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a produgdo de carne de frango apresentou grande
crescimento, superando as carnes suina e bovina (WINDHORST, 2006). Para
atender tal demanda, o frango de corte atual apresenta melhor eficiéncia alimentar,
rapido ganho de peso e grande reducdo na idade de abate (HAVENSTEIN et al.,
2003). Considerando que a idade de abate do frango de corte é de 42 dias, 0
periodo de incubacado, que é de aproximadamente 21 dias, representa um terco da
vida das aves e sera cada vez mais representativo devido as perspectivas de
continua reducao da idade de abate.

Os principais fatores fisicos considerados durante a incubacdo séao
temperatura, umidade, viragem e ventilacdo. De acordo com Decuypere & Michels
(1992), a temperatura é o fator ambiental mais importante durante o processo de
incubacgéo. Geralmente a temperatura das incubadoras esta situada entre 37 e 38°C
(MEIUERHOF & VAN BEEK, 1993). Entretanto, muitas pesquisas vém sendo
realizadas para demonstrar os efeitos da reducao e aumento da temperatura durante
diferentes fases da incubacao (HULET et al., 2007; LOURENS et al., 2005; MORITA
et al., 2010). Nesse sentido, a busca por uma temperatura ideal na incubacéo &
importante para obter a maxima eclodibilidade (FRENCH, 1997) e, a melhor
qualidade do pinto (DECUYPERE & MICHELS, 1992). Sabe-se que a taxa de
desenvolvimento embrionario pode ser modificada em fungdo da temperatura de
incubacao (MOLENAAR et al., 2011; YALCIN et al., 2012).

Desse modo, mudancas na temperatura de incubacdo interferem no
desenvolvimento embrionario e, consequentemente, de 6rgaos vitais para o embrido,
inclusive 6rgéos do sistema digestério (LEKSRISOMPONG et al., 2007; MOLENAAR
et al.,, 2011). No final do periodo de incubagdo ocorrem grandes mudancgas
morfolégicas e funcionais no intestino delgado de fetos de frangos de corte (UNI et
al., 2003). Neste periodo observa-se o surgimento e desenvolvimento dos vilos na
mucosa intestinal (BURGESS, 1975; COULOMBRE & COULOMBRE, 1958), bem
como o pancreas apresenta atividade de suas enzimas (MAIORKA et al., 2004;
MARCHAIM & KULKA, 1967). Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito de
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mudancas na temperatura de incubacao sobre a morfofisiologia da mucosa intestinal
ou atividade das enzimas pancreéticas.

Segundo Vieira & Moran Jr (1999) quando as reservas provenientes do ovo
se esgotam, o sistema digestério torna-se responsavel pela nutricdo da ave. Nesse
sentido, estratégias que interfiram no desenvolvimento do trato gastrintestinal sao
importantes, j& que podem melhorar ou piorar 0 processo de digestdo e absorcao
dos nutrientes e, consequentemente, alterar o desenvolvimento e desempenho das
aves durante todo seu ciclo de vida, ja que atualmente os frangos de corte
apresentam alta taxa de crescimento, que é bastante influenciada pelo
desenvolvimento do sistema digestorio (SMITH et al., 1990).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
temperaturas durante a segunda metade da incubagcdo sobre o desenvolvimento
morfofisiolégico dos dérgaos do sistema digestorio de fetos e pintos de frangos de
corte oriundos de ovos de matrizes de diferentes idades.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp/Jaboticabal,
utilizando trés incubadoras verticais com capacidade para 600 ovos cada, equipadas
com controladores de umidade e de temperatura (Premium Ecolégica). Foram
utilizados 1296 ovos férteis, sendo 648 de matrizes com idade de 35 semanas
(jovens) com peso médio de 57,86 gramas e 648 de matrizes com idade de 55
semanas (velhas) com peso médio de 70,74 g. Os ovos foram pesados, numerados
e distribuidos em delineamento inteiramente casualizado nas trés incubadoras,
resultando em trés tratamentos. Até o nono dia de incubacéo, todas as incubadoras
foram mantidas em temperatura de 37,5°C. A partir do décimo dia as temperaturas
foram alteradas correspondendo a 36,5°C, 37,5°C e 38,5°C em cada incubadora até
a eclosao dos pintos. Assim, foram utilizados trés tratamentos (temperaturas) em
duas idades de matrizes. No nono dia de incubacao foi realizada ovoscopia e 0s
ovos inférteis foram retirados.

A umidade do ar das incubadoras foi mantida em 60% até a eclosdo dos
pintos e a viragem dos ovos em 45" a cada 1 hora até o 18°dia de incubagao. Cada
incubadora foi abastecida com 216 ovos de matrizes jovens e 216 ovos de matrizes
velhas. Apds a eclosao, os pintos foram criados até 7 dias. As aves foram alojadas
em gaiolas em camara climatizada com temperatura de 32°C com programa de luz
continua, recebendo agua e racdo com 22,48% de proteina bruta e 2960 kcal de
energia metabolizavel/kg, segundo Rostagno et al. (2011) a vontade.

2.1 Caracteristicas avaliadas:

2.1.1 Parametros da Incubacao

Para avaliacdo da eclosdo, eclodibilidade e qualidade dos pintos foram
utilizadas 5 repeticbes de 30 ovos para cada idade de matriz utilizada, totalizando
150 ovos de matrizes jovens e 150 ovos de matrizes velhas. A eclosao foi avaliada

através da relagdo entre o numero de pintos eclodidos € o numero de ovos
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incubados. A eclodibilidade foi calculada por meio da relacao entre o numero de

ovos eclodidos e o numero de ovos férteis incubados. Apos a eclosao foi realizada a

classificacdo dos pintos de acordo com Tona et al. (2003). A Tabela 1 mostra a

classificagao dos escores de acordo com os parametros observados.

Tabela 1 — Atribuicdo dos escores a diferentes pardmetros observados.

Parametros Caracteristicas Escores
. Boa 6
Atividade Fraca 0
Limpas e secas 10
Penas e aparéncia Umidas 8
Sujas e umidas 0
Interiorizagdo normal da gema 12
Retracao da gema Interiorizagdo de gema grande e dificil ao 0
toque
Abertos e brillhantes 16
Olhos Abertos e sem brilho 8
Fechados 0
Pernas e dedos normais 16
Pernas Uma perna afetada 8
Duas pernas afetadas 0
Completamente fechado e limpo 12
Umbigo Parcialmente aberto e cor semelhante a pele 6
Aberto e cor diferente da pele 0
Sem membrana 12
Membrana remanescente Membrana pequena 8
Membrana grande 6
Membrana muito grande 0
Sem gema 16
Gema remanescente Gema pequena 12
Gema grande 8
Gema muito grande 0

(TONA et al., 2003)

Para avaliacdo da bicagem interna, externa e o nascimento os ovos foram

colocados em sacos de tule aos 18 dias de incubacao. Foram utilizados 5 repeti¢cdes

de 24 ovos para cada idade de matriz utilizada, totalizando 120 ovos de matrizes

jovens e 120 ovos de matrizes velhas. O monitoramento da bicagem interna, externa

e do nascimento iniciou-se as 444 horas de incubacao e terminou as 532 horas e foi

realizado a cada 2 horas. A bicagem interna foi avaliada através de ovoscopia. A

bicagem externa e o nascimento foram avaliados a olho nu, observando-se o
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rompimento da casca do ovo pelo bico do pinto e a saida completa do pinto da
casca do ovo, respectivamente. O tempo médio de bicagem interna é representado
pelo periodo entre o inicio da incubagédo e a visualizagdo da bicagem interna. O
tempo médio de bicagem externa é representado como o periodo entre o inicio da
incubacgédo e a visualizagdo da bicagem externa. O tempo médio de nascimento é
ocorre entre o inicio da incubacéo e a visualizagdo do nascimento.

A duragao da bicagem interna foi calculada subtraindo-se o horario de inicio
da bicagem externa do inicio da bicagem interna de cada ovo monitorado. A duracao
da bicagem externa foi calculada subtraindo-se o horario de inicio do nascimento do
horario de inicio da bicagem externa. A duracdo do nascimento foi calculada
somando-se a duracdo da bicagem interna e a duragcdo da bicagem externa,
considerando-se que o0 processo de nascimento iniciou-se no momento em que o

pinto perfurou a camara de ar até ao momento da saida da casca.
2.1.2 Crescimento Alométrico dos Orgaos do Sistema Digestério

O crescimento alométrico dos 6rgaos do sistema digestério foi avaliado nos
fetos e nos pintos. Para tanto, foram utilizadas cinco ovos de cada tratamento em
cada idade. Nos fetos foi mensurado aos 16, 18 e 20 dias de incubagao e nos pintos
com 1, 4 e 7 dias de idade apéds jejum alimentar de 12 horas. Os ovos e 0s pintos
através do peso médio do grupo (x 10%). Os fetos e os pintos foram abatidos por
decapitacdo. Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal (CEEA) da FCAV-UNESP. O sistema digestorio dos fetos foi separado em:
saco de vitelo, proventriculo, moela (ventriculo muscular), intestino e figado e dos
pintos em saco de vitelo, proventriculo, moela, intestino, figado e pancreas, sendo
cada 6rgao lavado e pesado individualmente. O peso dos fetos e pintos foi
registrado descontando-se o peso do saco de vitelo para o calculo da porcentagem
de cada érgao do sistema digestério que foi calculado através da relagdo entre o

peso do 6rgao e o peso do feto ou pinto em porcentagem.
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2.1.3 Desenvolvimento da Mucosa Intestinal

2.1.3.1 Microscopia de Luz

As analises dos parametros morfométricos intestinais foram realizadas nas
mesmas aves utilizadas para coleta dos 6rgaos do sistema digestorio, ou seja, fetos
aos 16, 18 e 20 dias de incubacao e pintos aos 1, 4 e 7 dias de vida, apos jejum de
12 horas. Foram extraidas amostras de cada uma das regiées do intestino delgado:
duodeno, jejuno e ileo. Foram coletadas amostras do duodeno na porgao proximal
descendente da alca duodenal, do jejuno na regido posterior a porcao distal da alca
duodenal e do ileo na regiao cranial aos cecos. Foram coletadas amostras de 1 cm
aos 16 e 18 dias de incubagéao, de 1,5 cm aos 20 dias de incubacéo e 1 dia de vida e
de 2 cm aos 4 e 7 dias de vida. As amostras foram fixadas imediatamente em
solucdo de Bouin por 24 horas. Em seguida foram lavadas em alcool 70% para
retirada do fixador e, posteriormente, desidratadas em série crescente de etanol
(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram
feitos 5 cortes histoldégicos por amostra, com cinco micrébmetros cada, corados com
hematoxilina e eosina. As imagens dos cortes histoldgicos foram obtidas utilizando-
se um sistema de captura de imagem (Leica). As imagens foram fotografadas em
aumento de 10 vezes (16 dias de incubacédo e 1 dia de idade), 20 vezes (18 e 20
dias de incubacgéo) e 5 vezes (4 e 7 dias de idade). As anadlises foram feitas pelo
programa Image J® (RASBAND, 2004). Foi mensurada a altura de vilos aos 16, 18 e
20 dias nos fetos e aos 1, 4 e 7 dias nos pintos e a profundidade das criptas nos
pintos aos 1, 4 e 7 dias, sendo realizadas 30 leituras/segmento intestinal.

2.1.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para o estudo da microscopia eletrbnica de varredura foram utilizadas
amostras intestinais coletadas das mesmas aves utilizadas na microscopia de luz
(20 dias de incubacédo e 1, 4 e 7 dias de idade), seguindo a mesma metodologia de
coleta. As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e tampéo fosfato, por 24
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horas a 4°C. Apos fixagédo, os fragmentos foram lavados com o mesmo tampéo e
pos-fixados com tetroxido de 6smio 1% em tampéao fosfato por 2 horas. As amostras
foram lavadas novamente na mesma solugdo tampao e desidratadas em série
crescente de etanol. Apos obtencao do ponto critico de secagem, utilizando CO,, os
fragmentos foram metalizados em ouro e fotografados em microscépio eletrénico de
varredura (modelo JEOL JSM 25SIl). As amostras intestinais dos fetos aos 20 dias
de incubacgao e pintos de 1 dia de idade foram fotografadas em aumento de 500
vezes e as amostras de pintos aos 4 e 7 dias em aumento de 150 vezes, assim, a
area de cada fotomicrografia correspondeu a 0,039287 e 0,468843 mm? da mucosa
de cada amostra, respectivamente. A densidade de vilos por area foi expressa como

o0 ndmero de vilos/mm?.
2.1.4 Atividade de enzimas pancreaticas

Para andlise da atividade de enzimas pancreaticas foram coletados amostras
aos 1, 4 e 7 dias. Nos pintos de 1 dia foram coletadas 5 repeticdes de 5 pancreas
cada. Nos pintos de 4 dias foram coletadas 5 repeticoes de 3 pancreas cada. Nos
pintos de 7 dias foram coletadas 5 repeticbes de 1 pancreas cada. O material
coletado foi congelado imediatamente em nitrogénio liquido para posteriores
analises.

Para obtencdo do extrato bruto, o pancreas foi homogeneizado em tampao
tipo Tris-HCI 5 mM com CaCl, 50 mM (1:20). Os extratos brutos assim obtidos foram
centrifugados, filtrados, aliquotados, congelados em nitrogénio liquido, armazenado
a -80°C e utilizados, posteriormente, para a determinacao da atividade enzimatica de
amilase e tripsina e dosagem da concentracao de proteina. As determinacdes foram

realizadas em triplicatas.
2.1.4.1 Determinacao da atividade de tripsina pancreatica

A atividade da tripsina foi determinada pelo método descrito por Pizauro et al.
(2004).
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Primeiramente, foi efetuada a ativacdo do zimogénio em tampao Tris-HCI
0,5M pH 8,0 contendo CaCl, (50mM). Cada dosagem de 0,4 mL do extrato
pancreatico foi incubada com 0,08 unidades de enteroquinase (SIGMA®) a 37°C por
5 minutos. A reacédo foi iniciada pela adicdo de 1mL do substrato N-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA, SIGMA®) ao meio de reacdo contendo o extrato
ativado. Depois de 20 minutos, a reagao foi interrompida pela adicao de 0,2 mL de
acido acético 30% (v/v). Apés centrifugacdo em microcentrifuga SPIN | durante 2
minutos a 4°C, a absorbéancia foi determinada a 410nm. Em cada determinacao
foram incluidos controles sem adicao de enzimas.

Uma unidade de atividade enzimética especifica (U.mg’) foi definida e
expressa como a quantidade de enzima que libera 1 nmol de p-nitroanilida por
minuto por miligrama de proteina nas condicoes padroes do teste e uma unidade de
atividade enzimatica total (U.g™") foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera 1 nmol de p-nitroanilida por minuto por grama de tecido
pancreatico nas condicdes padrdes do teste.

2.1.4.2 Determinacao da atividade da a-amilase pancreatica

A atividade da a-amilase foi determinada a 37°C, através da dosagem de
maltose liberada a partir da hidrélise do amido pela enzima de acordo com Bernfeld
(1955), com adaptacgdes.

As condi¢cbes padrao de ensaio foram: tampao fosfato (20 mM, pH 6,9)
contendo NaCl 7 mM, extrato pancreético e amido soluvel a 1%, volume final de 1ml.
A reacéo foi iniciada pela adicdo do amido ao meio de reagdo e interrompida com
adicdo de 1ml de solugdo contendo 1% de acido 3,5-dinitrosalisilico, 8% de NaOH e
30% de tartarato duplo de sédio e potassio. As amostras foram mantidas em banho-
maria em ebulicdo por 6 minutos, entdo foram resfriadas e diluidas em 10ml de agua
destilada. A absorbancia foi determinada a 530nm.

Uma unidade de atividade enzimatica especifica (U.mg"') da a-amilase foi
definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 umol de maltose por
minuto por miligrama de proteina nas condicdes padrdes do teste e uma unidade de
atividade enzimatica total (U.g”') da a-amilase foi definida e expressa como a
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quantidade de enzima que libera 1 umol de maltose por minuto por grama de tecido
pancreético nas condigdes padrdes do teste.

2.1.4.3 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo uso do kit de dosagem de
proteina por fluorescéncia no aparelho Qubit™ fluorometer da marca Invitrogen™,
seguindo as especificagdes do protocolo fornecido pelo fabricante.

2.2 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS® e em caso de diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

Nao foi observado efeito das temperaturas de incubacédo sobre a ecloséo,
eclodibilidade e qualidade dos pintos para nenhuma das idades de matrizes
avaliadas (Tabela 2 e Tabela 3).

Tabela 2 — Porcentagem de eclosao (%) e eclodibilidade (%) e escore médio de
qualidade dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 35 semanas.

A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 37.5'C  38,5°C CV(%) D
Eclosao 83,94 85,78 81,50 6,68 0,4996
Eclodibilidade 87,49 88,60 84,94 5,05 0,4281
Qualidade dos pintos 98,12 97,76 97,04 0,70 0,0766

Tabela 3 — Porcentagem de eclosao (%) e eclodibilidade (%) e escore médio de
qualidade dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 55 semanas.

A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 37.5'C  38,5°C CV(%) P
Eclosao 81,78 82,67 77,35 7,09 0,3225
Eclodibilidade 86,01 87,95 82,57 4,45 0,1185
Qualidade dos pintos 96,74 97,82 95,67 1,60 0,1316

Em relacédo a temperatura de incubacao de 37,5°C, a incubacado em 38,5°C e
36,5°C resultou em encurtamento e alongamento, respectivamente, nos periodos
médios de bicagem interna, externa e nascimento, independentemente da idade da
matriz (Tabela 4 e Tabela 5).

Tabela 4 — Tempo médio de bicagem interna (horas), bicagem externa (horas),
nascimento (horas), duracdo da bicagem interna (horas), bicagem
externa (horas) e nascimento (horas) de pintos provenientes de ovos
de matrizes de 35 semanas.

A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5C 37.5C 38,5°C CV(%) 0
Bicagem Interna 486,50a 473,83b 461,00c 0,55 <0,0001
Bicagem Externa 494,32a 481,67b 472,00c 0,82 <0,0001

Nascimento 511,33a 498,17b 488,33c 0,68 <0,0001

Duracao da Bicagem Interna 7,83 7,83 11,00 35,06 0,1613
Duracao da Bicagem Externa 17,00 16,50 16,33 17,51 0,9186
Duracao do Nascimento 24,83 24,33 27,33 9,90 0,1214

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 5 — Tempo médio de bicagem interna (horas), bicagem externa (horas),
nascimento (horas), duragdo da bicagem interna (horas), bicagem
externa (horas) e nascimento (horas) de pintos provenientes de ovos
de matrizes de 55 semanas.

A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5C 375C 385C CV(%) o
Bicagem Interna 490,672 473,50b 465,00c 0,88 <0,0001
Bicagem Externa 502,332 484,50b 475,33¢c 1,01 <0,0001

Nascimento 516,672 499,83b 490,83c 0,67 <0,0001

Duracao da Bicagem Interna 11,67 11,00 10,33 38,04 0,8601
Duracao da Bicagem Externa 14,33 15,33 15,50 26,02 0,8572

Duracao do Nascimento 26,00 26,33 25,83 8,98 0,9318
Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Na Figura 1 observa-se janela de nascimento mais ampla para as
temperaturas de 36,5°C e 38,5°C em comparacao a 37,5°C, principalmente para os
ovos provenientes de matrizes de 55 semanas. Ainda, a distribuigdo do nascimento
para a temperatura de 37,5°C mostra-se mais desejavel, ja que apresentou a melhor
curva de distribuicdo normal com base mais estreita e pico mais alto,
independentemente da idade da matriz.
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Figura 1 — Distribuicdo da ecloséo (%) em relagcédo a
pintos provenientes de ovos de matrizes novas (A)
temperatura de 36,5°C ,37,5°C e 38,5°C-—-.

duracédo da incubacao (h) de
e velhas (B) incubados em

Aos 16 dias de incubacgao, fetos oriundos de matrizes de 35 semanas,
incubados em 36,5°C apresentaram menor porcentagem de intestinos em
comparacao as demais temperaturas que nao diferiram significativamente entre si
(Tabela 6). Aos 20 dias de incubagdo também se observou menor porcentagem de
intestinos nos fetos provenientes de matrizes jovens incubados em 36,5°C em
comparacgao com 37,5°C, ambos nao diferindo de 38,5°C (Tabela 10).

Aos 16 dias de incubacdo, fetos provenientes de ovos de matrizes de 55
semanas incubados em 36,5°C apresentaram menor porcentagem de moela que
fetos incubados em 37,5°C, ambos néo diferindo de 38,5°C (Tabela 7).



33

Tabela 6 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 16 dias de

incubacao.
A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 37.5°C  38,5°C CV(%) D
Feto (g) 18,54 19,01 17,63 10,61 0,5381
Saco Vitelo (%) 67,10 59,72 65,13 24,68  0,7515
Proventriculo (%) 0,59 0,58 0,59 17,75 0,2667
Moela (%) 2,04 2,28 2,23 14,68  0,4826
Figado (%) 1,99 2,24 2,09 9,55 0,1869
Intestinos (%) 1,61b 1,97a 1,99a 11,72  0,0315

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 7 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 16 dias de

incubacao.
R Temperaturas o Valor de

Parametros 36,5°C 375'C 38,5C CV(%) D
Feto (g) 20,43 21,64 21,38 5,80 0,2978
Saco Vitelo (%) 71,93 67,36 71,17 14,52 0,7539
Proventriculo (%) 0,60 0,67 0,56 19,22 0,3496
Moela (%) 1,98b 2,47a 2,24ab 10,79 0,0235
Figado (%) 2,07 2,36 2,10 11,21 0,1671
Intestinos (%) 2,00 2,32 2,23 11,90 0,1782

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Aos 18 dias, a temperatura de incubacéo influenciou o peso dos fetos
oriundos de ovos de matrizes de 35 semanas. Na Tabela 8, observa-se menor peso
dos fetos aos 18 dias incubados em 36,5°C em comparacao a 37,5°C e 38,5°C, que
nao diferiram significativamente entre si. Aos 20 dias de incubacgao verifica-se menor
peso dos fetos incubados em 36,5°C em relacédo a 37,5°C, ambos nao diferindo de
38,5°C, nas duas idades de matrizes avaliadas (Tabela 10).

N&o houve efeito das temperaturas de incubagéo sobre o peso do feto e
porcentagem dos 6rgaos do sistema digestério nos ovos oriundos de matrizes de 55
semanas aos 18 dias de incubacao (Tabela 9).

Aos 20 dias de incubacéao verifica-se menor peso dos fetos incubados em
36,5°C em relacao a 37,5°C, ambos nao diferindo de 38,5°C, independentemente da
idade da matriz (Tabela 10 e Tabela 11). Observa-se, também, maior porcentagem
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de saco de vitelo nos fetos provenientes de ovos de matrizes jovens com a

incubacao em 36,5°C e 38,5°C em comparagao a 37,5°C.

Tabela 8 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 18 dias de

incubacéo.
A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375C 38,5°C CV(%) P
Feto (g) 21,85b 27,58a 27,07a 11,83 0,0199
Saco Vitelo (%) 48,60 43,87 37,30 19,29 0,1411
Proventriculo (%) 0,52 0,68 0,63 20,10 0,1517
Moela (%) 2,65 3,31 3,13 21,43 0,2924
Figado (%) 2,05 2,04 2,08 11,58 0,3757
Intestinos (%) 1,81 2,20 2,41 25,13 0,2436

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 9 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 18 dias de

incubacéo.
R Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375'C  38,5°C CV(%) D
Feto (g) 27,99 28,95 28,37 8,32 0,8146
Saco Vitelo (%) 46,79 42,98 43,19 12,40 0,4894
Proventriculo (%) 0,65 0,57 0,72 25,38 0,3975
Moela (%) 3,26 3,04 2,98 14,99 0,6081
Figado (%) 2,39 2,20 2,39 13,42 0,2335
Intestinos (%) 2,11 2,32 2,14 15,08 0,5550

Tabela 10 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 20 dias de

incubacao.
A Temperaturas o Valor de

Parametros 36,5°C 375C  38,5°C CV(%) D
Feto (g) 32,33b 35,33a 33,23ab 4,03 0,0124
Saco Vitelo (%) 27,80a 16,67b 26,152 18,91 0,0039
Proventriculo (%) 0,66 0,70 0,61 11,18 0,1985
Moela (%) 3,74 4,16 3,46 18,72 0,3295
Figado (%) 2,08 2,10 2,00 10,36 0,7219
Intestinos (%) 2,70b 3,54a 2,88ab 15,61 0,0374

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 11 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestinos de fetos provenientes de ovos de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas aos 20 dias de

incubacéo.
A Temperaturas o Valor de

Parametros 36,5°C 375'C 38,5°C CV(%) o
Feto (g9) 36,24b 42,66a 38,46ab 9,44 0,0498
Saco Vitelo (%) 32,63 22,82 29,47 32,16 0,2594
Proventriculo (%) 0,65 0,65 0,58 23,85 0,7110
Moela (%) 3,93 3,95 3,91 18,82 0,9960
Figado (%) 2,06 2,03 2,03 19,08 0,9907
Intestinos (%) 3,44 3,42 3,51 13,90 0,9548

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Na fase pos-eclosao, pintos de 1 dia provenientes de ovos de matrizes jovens
apresentaram maior porcentagem de saco de vitelo quando incubados em 36,5°C
em comparacao a 38,5°C, ambos nao diferindo de 37,5°C (Tabela 12). Estas aves
também mostraram menor porcentagem de pancreas quando incubadas em 36,5°C

em comparacao as demais temperaturas avaliadas.

Tabela 12 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de
35 semanas incubados em diferentes temperaturas com 1 dia de vida.

A Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375C 38,5°C CV(%) D
Pinto (g) 41,00 40,23 41,44 2,18 0,1347
Saco Vitelo (%) 12,42a 9,16ab  8,62b 21,71 0,0366
Proventriculo (%) 0,85 0,92 1,04 18,30  0,2394
Moela (%) 5,56 6,03 6,04 10,21 0,3870
Figado (%) 2,49 2,72 2,68 7,93 0,2205
Pancreas (%) 0,15b 0,20a 0,20a 17,79 0,0280
Intestinos (%) 4,27 4,76 4,65 8,98 0,1865

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Nos pintos de 1 dia oriundos de ovos de matrizes de 55 semanas verificou-se
maior porcentagem de saco de vitelo com a incubacdo em 36,5°C em comparacao
as demais temperaturas estudadas (Tabela 13).

Nao houve efeito das temperaturas de incubagao sobre 0 peso dos pintos ou
porcentagem dos 6rgaos do sistema digestério aos 4 (Tabelas 14 e 15) e 7 dias po6s-
eclosao (Tabelas 16 e 17).
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Tabela 13 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas com 1 dia de vida.

a Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375°C 38,5°C CV(%)
Pinto (g) 50,01 50,10 49,34 1,48 0,2137
Saco Vitelo (%) 13,51a 10,690 10,13b 13,91 0,0125
Proventriculo (%) 0,82 0,84 0,93 9,55 0,1177
Moela (%) 4,95 5,63 5,78 13,31 0,1967
Figado (%) 2,44 2,67 2,80 10,15  0,1433
Pancreas (%) 0,14 0,18 0,18 23,24 00,2243
Intestinos (%) 3,91 4,01 4,66 11,46 0,0922

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

A Figura 2 mostra o desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno
e ileo de fetos provenientes de matrizes de 35 e 55 semanas em fungdo do tempo
de incubacao. As Figuras 4, 5, 6, 7, 8 e 9 mostram as fotomicrografias referentes aos
cortes histolégicos obtidos destas aves. Verificou-se menor altura de vilos no
duodeno aos 16 dias nos fetos provenientes de ovos incubados em 36,5°C em
comparacao as temperaturas de 38,5°C e 37,5°C, independentemente da idade da
matriz. Aos 18 e 20 dias de incubacao observou-se maior altura de vilos no duodeno
com a incubacdo em 37,5°C em comparacao 38,5°C e 36,5°C, nos fetos

provenientes de ovos de matrizes de 35 e 55 semanas, respectivamente.

Tabela 14 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes temperaturas com 4 dias de vida.

R Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375C  38,5°C CV(%)
Pinto (g) 69,28 72,93 70,07 7,02 0,4963
Saco Vitelo (%) 1,16 1,41 1,20 45,50  0,7598
Proventriculo (%) 1,42 1,19 1,40 20,44  0,3611
Moela (%) 5,90 5,75 6,15 7,62 0,3980
Figado (%) 4,00 4,16 4,37 14,54  0,6375
Pancreas (%) 0,44 0,48 0,43 11,99  0,4980

Intestinos (%) 11,57 12,00 11,75 15,42 0,9313
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Tabela 15 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas com 4 dias de vida.

R Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 37.5'C  38,5°C CV(%)
Pinto (g) 78,10 82,02 82,43 8,58 0,5673
Saco Vitelo (%) 1,34 1,21 1,24 49,05 0,9453
Proventriculo (%) 1,31 1,30 1,36 9,47 0,7538
Moela (%) 5,83 5,72 6,46 12,52  0,2887
Figado (%) 4,09 4,52 4,47 11,50  0,3683
Péancreas (%) 0,40 0,43 0,42 12,51 0,5915
Intestinos (%) 11,65 12,20 11,86 4,85 0,3521

Tabela 16 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes temperaturas com 7 dias de vida.

n Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375°'C  38,5°C CV(%) D
Pinto (g) 118,61 128,67 122,30 9,62 0,4228
Saco Vitelo (%) 0,29 0,23 0,13 75,79  0,3353
Proventriculo (%) 1,36 1,28 1,26 11,50  0,5701
Moela (%) 4,92 4,78 4,53 11,18  0,5238
Figado (%) 4,60 4,40 4,27 11,38  0,5913
Pancreas (%) 0,57 0,58 0,55 18,08  0,8799
Intestinos (%) 12,06 13,18 12,61 10,08  0,4028

Tabela 17 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestinos de pintos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes temperaturas com 7 dias de vida.

R Temperaturas o Valor de
Parametros 36,5°C 375'C 38,5°C CV(%) D
Pinto (g) 143,25 151,66 154,73 7,98 0,3343
Saco Vitelo (%) 0,14 0,21 0,15 66,63 0,6191
Proventriculo (%) 1,31 1,14 1,11 15,75 0,2304
Moela (%) 4,87 4,66 4,51 10,82 0,5467
Figado (%) 4,39 4,27 4,39 10,46 0,8961
Pancreas (%) 0,47 0,56 0,54 17,24 0,3186
Intestinos (%) 11,85 12,86 12,42 8,04 0,3128

Aos 16 dias, observou-se menor altura de vilos no jejuno nos fetos
provenientes de matrizes de 55 semanas incubados em 36,5°C em comparacao a
38,5°C, ambos nao diferindo de 37,5°C. Aos 18 dias, a incubacdo em 36,5°C
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também causou menor altura de vilos no jejuno em relacao as demais temperaturas
nos fetos oriundos de ovos de matrizes jovens. Aos 20 dias verificou-se que a
incubacdo em 36,5°C resultou em menor altura de vilos no jejuno quando
comparados a temperatura de 37,5°C nos fetos oriundos de ovos de matrizes jovens.
Nos fetos oriundos de matrizes de 55 semanas a incubacdo em 36,5°C e 38,5°C
resultaram em menor altura de vilos em comparacao a 37,5°C. Em relacao a altura
de vilos no ileo, verificou-se que, aos 16 dias, a incubacdo em 38,5°C ocasionou
menor altura dos vilos em relacdo as demais temperaturas avaliadas nos fetos
provenientes de matrizes de 55 semanas.

A Figura 3 mostra o desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno
e ileo de pintos provenientes de matrizes de 35 e 55 semanas em funcao do tempo
de incubacgdo. As Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15 mostram as fotomicrografias
referentes aos cortes histologicos obtidos destas aves. Pintos de 1 dia de idade
provenientes de ovos de matrizes novas incubados nas temperaturas de 36,5°C e
38,5°C apresentaram menor altura de vilos no duodeno em comparagdao a
temperatura de 37,5°C. Pintos de 1 dia provenientes de ovos de matrizes velhas
apresentaram menor altura de vilos no duodeno e jejuno quando incubados em
temperatura de 36,5°C em relacao as demais. Os vilos do jejuno de pintos de 1 dia
incubados em 36,5°C apresentaram menor altura em comparagao aos incubados em
37,5°C, ambos nao diferindo de 38,5°C. A incubacdo em 36,5°C e 38,5°C resultaram
em menor altura de vilos no ileo dos pintos de 1 dia provenientes de ovos de
matrizes de velhas em comparacao a temperatura de 37,5°C.

Aves oriundas de matrizes jovens, incubadas em temperatura de 37,5°C
apresentaram maior profundidade de criptas no jejuno em relagao as incubadas em
36,5°C, ambas nao diferindo de 38,5°C aos 7 dias de idade (Tabela 18).
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Figura 2 — Desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno e ileo de fetos de matrizes
jovens e velhas incubados em temperatura de 36,5°C — -, 37,5°C e 38,5°C==*-,aos 16, 18
e 20 dias de incubacdo. Valores seguidos de letras iguais, na mesma duracdo da incubagéo, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Figura 3 — Desenvolvimento dos vilos intestinais no duodeno, jenuno e ileo de pintos de matrizes
jovens e velhas incubados a temperatura de 36,5°C — -, 37,5°C €38,5°C==*=aos1,4e7
dias de idade. Valores seguidos de letras iguais, na mesma duragao da incubacgéo, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (5%).
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Para os pintos de 1 dia provenientes de matrizes velhas, observou-se maior
profundidade de criptas no duodeno com a incubacdo em 37,5°C em relacdo as
demais temperaturas (Tabela 19). Nestas aves, aos 7 dias, verificou-se maior
profundidade de criptas no jejuno com a incubagdo em 37,5°C e 38,5°C em

comparacao a 36,5°C.

Tabela 18 — Profundidade de criptas (um) do duodeno, jejuno e ileo de pintainhos de
1, 4 e 7 dias de idade oriundos de matrizes de 35 semanas incubados
em diferentes temperaturas.

Segmento 36,5°C Tem??{ rsggjra 38,5°C Valor de p CV (%)
1dia
Duodeno 59,57 55,65 62,28 0,1265 6,68
Jejuno 56,46 56,18 56,19 0,2148 7,61
ileo 50,34 51,60 49,96 0,4633 7,55
4 dias
Duodeno 107,14 95,92 102,56 0,4571 12,72
Jejuno 108,95 106,40 111,38 0,1997 10,45
ileo 92,77 90,97 87,78 0,5387 11,43
7 dias
Duodeno 169,97 175,32 178,27 0,4796 15,48
Jejuno 134,67b 165,85a 152,32ab 0,0164 13,20
ileo 112,74 116,96 108,87 0,0668 13,74

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Tabela 19 — Profundidade de criptas (um) do duodeno, jejuno e ileo de pintainhos de
1, 4 e 7 dias de idade oriundos de matrizes de 55 semanas incubados
em diferentes temperaturas.

Segmento 36,5°C Temg;a, ggglra 38,5°C Valor de p CV (%)
1dia
Duodeno 57,09b 67,73a 56,16b 0,0285 7,93
Jejuno 66,89 68,43 70,57 0,0665 8,33
ileo 57,52 61,31 53,51 0,2890 8,27
4 dias
Duodeno 100,83 111,86 105,08 0,0908 12,95
Jejuno 98,44 115,81 116,45 0,2378 11,84
ileo 101,40 94,45 90,51 0,6120 13,39
7 dias
Duodeno 124,25 120,11 131,28 0,2823 11,56
Jejuno 104,47b 141,88a 148,65a 0,0020 10,85
ileo 96,20 102,02 92,25 0,0825 13,95

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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As Tabelas 20 e 21 mostram o a densidade dos vilos intestinais do duodeno,
jejuno e ileo de fetos aos 20 dias de incubacéao e pintos de 1, 4 e 7 dias provenientes
de matrizes de 35 e 55 semanas, respectivamente. As Figuras 16, 18, 20 e 22
mostram as fotomicrografias referentes as superficies intestinais internas obtidas das
aves oriundas de matrizes jovens. Ja as Figuras 17, 19, 21 e 23 sao referentes as
aves oriundas de matrizes velhas. As temperaturas de incubagdo afetaram a
densidade de vilos intestinais, independentemente da idade da matriz. Aos 20 dias
de incubacdo, as aves provenientes de matrizes de 35 semanas incubadas em
36,5°C apresentaram maior densidade de vilos no duodeno, seguidos pelos fetos
incubados em temperatura de 38,5°C, sendo a menor densidade observada para as
aves provenientes da temperatura de 37,5°C. No jejuno, verificou-se maior
densidade de vilos nos fetos aos 20 dias de incubacao oriundos de ovos de matrizes
de 35 semanas incubados em 36,5°C em relacdao a temperatura de 37,5°C, nao
havendo diferenca entre ambos os tratamentos e o grupo incubado em 38,5°C. Para
o ileo, também foi observada maior densidade nos fetos aos 20 dias de incubacao
submetidos a 36,5°C em relagdo a 38,5°C e 37,5°C. Fetos aos 20 dias oriundos de
matrizes de 55 semanas mostraram maior densidade de vilos no duodeno, jejuno e
ileo quando incubados em 36,5°C em comparacédo a 38,5C e 37,5°C que nao
diferiram entre si.

Em relagdo ao primeiro dia de vida, foi observado o mesmo comportamento
para a densidade de vilos no duodeno nos pintos de matrizes de 35 e 55 semanas,
em que a incubacdo em 36,5°C resultou em maior densidade de vilos nos pintos
incubados em temperatura de 36,5°C, seguidos por 38,5 e de 37,5°C, que
apresentaram menor densidade. Nesta idade a incubagdao em 36,5°C resultou em
maior densidade de vilos no jejuno e ileo em comparacédo as demais temperaturas,
independentemente da idade da matriz.

Aos 4 dias de vida, pintos provenientes de ovos de matrizes jovens
apresentaram menor densidade de vilos no duodeno quando incubados em 37,5°C
em comparacgao a 36,5°C e 38,5°C. No jejuno e ileo de pintos oriundos de ovos de
matrizes jovens observou-se maior densidade de vilos com a incubacdo em 36,5°C
em relacdo as demais temperaturas que nao diferiram entre si. Nos pintos
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provenientes de ovos de matrizes de 55 semanas foi observada maior densidade de
vilos no jejuno e ileo com a incubacao em 36,5°C, seguido por 38,5°C e por 37,5°C.

Houve maior densidade de vilos duodenais nos pintos de 7 dias, provenientes
de matrizes jovens, incubados em 36,5°C, seguidos pela incubacdo em 38,5°C e
37,5°C, que apresentou menor densidade de vilos. Nos pintos de 7 dias oriundos de
matrizes de 55 semanas também foi encontrada maior densidade dos vilos do
duodeno com a incubacdo em temperatura de 36,5°C em comparagdo a 38,5°C,
ambos nao diferindo de 37,5°C. No ileo, a incubacdo em 36,5°C resultou em maior
densidade de vilos em comparacao a 38,5°C e 37,5°C.

Pintos de 1 dia apresentaram menor atividade de tripsina total com a
incubacdo em 36,5°, independentemente da idade da matriz (Tabelas 22 e 23).
Ainda, quando incubados em 36,5°C, pintos de 1 dia provenientes de matrizes
jovens e velhas apresentaram menor atividade de amilase especifica e total,
respectivamente. Aos 4 e 7 dias, pintos provenientes de matrizes velhas

apresentaram menor atividade de tripsina total e amilase total, respectivamente.

Tabela 20 — Densidade de vilos intestinais (nimero de vilos/mm?) no duodeno, jejuno
e ileo de fetos aos 20 dias de incubacéo e pintos aos 1, 4 e 7 dias
oriundos de ovos de matrizes de 35 semanas.

Temperatura
Segmento 36,5°C 37,5°C 38,5°C CV(%) Valorde p

20 dias
Duodeno 10032 443c 692b 8,58 <0,0001
Jejuno 8202 606b 743ab 11,33 0,0045
ileo 12472 654b 601b 25,38 0,0006

1 dia

Duodeno 8912 325¢ 697b 10,11 <0,0001
Jejuno 8502 587b 672b 14,29 0,0042
ileo 8962 514b 580b 9,29 <0,0001

4 dias
Duodeno 1482 82,8b 157a 24,13 0,0051
Jejuno 2008 78,5b 126b 29,67 0,0015
ileo 2092 147b 159b 13,00 0,0021

7 dias
Duodeno 99,8a 59,3c 73,8b 9,7 <0,0001
Jejuno 93,9 90,0 91,3 13,1 0,8775
ileo 123,7 98,1 98,9 38,9 0,5587

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 21 — Densidade de vilos intestinais (nimero de vilos/mm?) no duodeno, jejuno
e ileo de fetos aos 20 dias de incubacéo e pintos aos 1, 4 e 7 dias
oriundos de ovos de matrizes de 55 semanas.

Temperatura
Segmento 36,5°C 37,5°C 38,5°C CV(%) Valor de p

20 dias
Duodeno 9672 479b 529b 11,78 <0,0001
Jejuno 10442 535b 643b 14,65 <0,0001
lleo 11812 657b 682b 19,27 0,0004

1 dia

Duodeno 9272 330c 687b 9,37 <0,0001
Jejuno 9322 423b 585b 20,66 0,0002
ileo 9162 509b 560b 13,51 <0,0001

4 dias
Duodeno 108,74a 104,902 98,93b 15,78 0,0051
Jejuno 1982 115¢ 145b 9,34 <0,0001
ileo 2032 102¢c 145b 14,77 <0,0001

7 dias
Duodeno 87,9a 74,6ab 61,8b 16,06 0,0167
Jejuno 87,0 86,2 85,7 14,17 0,9859
lleo 172,3a 90,0b 92,1b 23,21 0,0006

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 22 — Atividade enzimatica especifica (U.mg™") e total (U.g™") da tripsina e
amilase pancreaticas dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 35
semanas aos 1, 4 e 7 dias de vida.

. Temperaturas o Valor de
Enzima 36,5°C 375'C 38,5°C CV(%) p

1 dia
Tripsina especifica 4,50 7,35 7,52 30,583 0,0674
Tripsina total 38,31b  74,61a 69,56ab 32,29  0,0330
Amilase especifica 60,54b 72,98a 68,99ab 10,19 0,0428
Amilase total 537,24 660,75 663,56 13,30  0,0586

4 dias
Tripsina especifica 6,97 10,32 9,15 29,72 0,1640
Tripsina total 300,85 487,01 408,20 31,16  0,0978
Amilase especifica 87,23 102,31 96,46 12,38 0,2150
Amilase total 3726,9 3969,3 3850,6 14,75 0,8182

7 dias
Tripsina especifica 10,42 14,25 14,69 24,37 0,1181
Tripsina total 1022,1 1131,8 1329,6 21,79  0,2284
Amilase especifica 72,56 94,62 84,39 21,65 0,2291
Amilase total 7337,4 8309,2 9911,0 23,66 0,1732

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 23 — Atividade enzimatica especifica (U.mg™") e total (U.g™") da tripsina e
amilase pancreaticas dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 55
semanas aos 1, 4 e 7 dias de vida.

. Temperaturas o Valor de
Enzima 36,5°C 37.5°C 38,5°C CV(%)

1 dia
Tripsina especifica 5,66 8,54 6,81 30,44 0,1756
Tripsina total 49,39b 98,80a 81,15a 21,57 0,0038
Amilase especifica 59,50 74,37 70,23 16,55 0,1843
Amilase total 504,64b 849,80a 865,19a 15,41 0,0012

4 dias
Tripsina especifica 7,77 11,09 10,80 33,24 0,2492
Tripsina total 335,32b 622,68a 536,20a 22,38 0,0045
Amilase especifica 97,13 101,84 95,30 28,62  0,9306
Amilase total 3656, 1 4211,4  4070,7 37,06 0,8282

7 dias
Tripsina especifica 11,46 14,79 13,21 26,20 0,3915
Tripsina total 813,17 1413,8 1373,8 30,51 0,0691
Amilase especifica 68,58 89,50 76,28 22,02 0,1931
Amilase total 5519,5b 9965,2a 10981,9a 29,11 0,0128

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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4. DISCUSSAO

De acordo com French (1997) embrides sdo mais sensiveis as mudancgas na
temperatura no inicio da incubagcédo que no final. Assim, a reducéo ou elevagdao em
1°C na temperatura de incubacdo nao foram capazes de influenciar
significativamente os parametros referentes ao desempenho da incubacdo como
eclosao, eclodibilidade e qualidade dos pintos. Entretanto, embora nao significativas,
observa-se prejuizos aos parametros da incubagdao com as temperaturas de 36,5°C
e 38,5°C, com maior intensidade para o aumento da temperatura, principalmente nos
parametros de eclosdao e eclodibilidade. Nesse sentido, Lourens et al. (2005) e
Molenaar et al. (2011) verificaram pior eclodibilidade com a exposicao a temperatura
de 38,9°C na ultima semana de incubacgédo, e, entre 7 e 19 dias de incubacao,
respectivamente, e Yalcin et al. (2012) relataram pior eclodibilidade com a exposicao
a temperatura de 36,6°C por 6 horas por dia no periodo de 10 a 18 dias de
incubacdo.Os resultados de eclosédo e eclodibilidade obtidos com a incubagdo em
temperatura de 37,5°C estao compativeis com as condi¢gbes de incubacao e idade
das matrizes utilizadas. Em relacdo a qualidade do pinto, os resultados mostram
uma boa pontuacao, uma vez que o escore maximo de um pinto € 100 (TONA et al.,
2003).

O encurtamento e alongamento do periodo médio de bicagem interna, externa
e nascimento em funcdo de aumentos ou redugbes na temperatura de incubacéao,
respectivamente, estdo bem documentados em pesquisas prévias (DECUYPERE &
MICHELS, 1992). Gillooly et al., (2002) desenvolveram um modelo que prediz o
tempo de desenvolvimento embrionario abrangendo tamanho do ovo e temperatura
de incubagado para aves e ectotérmicos aquaticos. A incubacédo de ovos em altas
temperaturas resultou em menor duragcdo da incubagcdo em comparagdo ao grupo
controle (MORITA et al., 2010; MOLENAAR et al., 2011). Christensen et al. (1999)
relataram desenvolvimento mais rapido em embrides de perus incubados em alta
temperatura no periodo final de incubacado. Ja, Yalcin et al. (2012) encontraram
maior periodo de incubacédo em frangos de corte submetidos a baixa temperatura, de
forma intermitente entre 10 e 18 dias de incubacao. A redugcédo na temperatura de
incubacao de 37,8°C para 33,8°C nos ultimos cinco dias de incubacdo também

resultou em eclosdo tardia (KUHN et al., 1982).
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Verificou-se melhor distribuicdo da janela de nascimento para as aves
incubadas em temperatura de 37,5°C. Para analisar a janela de nascimento
devemos observar principalmente a base que deve ser mais estreita e o pico mais
alto, indicando menor intervalo entre os primeiros e os ultimos pintos a eclodir e
maior concentracdo dos nascimentos, respectivamente. Assim, fica evidente que a
incubacao em temperatura de 36,5°C ou 38,5°C prejudica os pintos no momento da
eclosdo, ja que a janela de nascimento é uma ferramenta importante que esta
relacionada com a desidratagdo das aves no nascedouro (TWEED, 2005) e,
consequentemente com a mortalidade nas primeiras semanas de vida da ave.

Em relagcdo a temperatura de 37,5°C, a exposicdo a 36,5°C na segunda
metade da incubacao resultou em reducédo do peso dos fetos. Ja, os fetos de ovos
incubados em 38,5°C apresentaram peso intermediario entre os fetos de ovos
incubados em 37,5°C e 36,5°C. No periodo po6s-eclosdo os pesos corporais dos
pintos foram iguais em todos os tratamentos. Kuhn et al. (1982) também relataram
menor peso corporal com a incubacao em baixas temperaturas, com posterior ganho
compensatério. Menor crescimento inicial com posterior recuperacao e até melhoras
na massa corporal pds-ecloséo resultantes de diferentes tratamentos por frio durante
a incubacao foram relatadas como uma ferramenta para melhorar o desempenho
das aves poés-eclosao por Decuypere e Michels (1992). Segundo Decuypere et al.
(1979), a incubacado em 35,8°C, 37,8°C e 38,8°C durante os primeiros 10 dias de
incubacgéao altera a duragao do periodo de incubacgéo, entretanto a producao de calor
€ a mesma em todos os tratamentos. Entretanto, Geers et al. (1983) incubaram ovos
de galinha nos primeiros 10 dias em temperatura entre 35,8°C e 37,8°C e,
subsequentemente, a 37,8°C, e mostraram que a temperatura afeta o consumo de
oxigénio por unidade de massa embrionaria seca.

A temperatura de incubagéo é capaz de alterar o metabolismo dos embrides
(KUHN et al., 1982; TAZAWA et al., 1989). De acordo com French (1997) a
producdo de calor embrionaria pode ser mensurada através do consumo de
oxigénio. Assim, cada litro de oxigénio consumido pelo embrido é equivalente a
producao de 4,69 kcal de calor (VLECK et al., 1980). O consumo médio de oxigénio
de um ovo de galinha antes da bicagem é de 570 ml/dia (VLECK & VLECK, 1987).

Tazawa et al. (1988) relataram que embrides entre 12 e 17 dias de incubacéo
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expostos ao frio apresentam reducéao vertiginosa no consumo de oxigénio de acordo
com a redugdo na temperatura de incubacao. Observando a faixa de reducédo na
temperatura de 1°C no trabalho realizado por Tazawa et al. (1988), equivalente a
reducdo utilizada na presente pesquisa, a reducao no consumo de oxigénio € de
aproximadamente 5 a 10% em relacdo ao consumo de oxigénio do grupo controle.
Ainda, quando a exposi¢ao ao frio ocorre apés 17 dias de incubagédo, os embrides
sao capazes de manter o consumo de oxigénio com a reducado da temperatura até
35°C (TAZAWA et al.,, 1989). Redugbes na temperatura de incubagdo também
resultam em reducdo da frequéncia cardiaca embrionaria (TAZAWA & NAKAGAWA,
1985).

Sabe-se que os hormdnios tireoidianos estdo envolvidos com o evento da
eclosdo (LU et al., 2007) e a temperatura de incubagdo pode influenciar a
concentragdo plasmaticas desses hormdnios. A incubagdo em baixas temperaturas
resulta em aumento nas concentragdes plasmaticas de triodotironina (T3) durante o
periodo de incubacdo (KUHN et al., 1982; YALCIN et al., 2012), entretanto, essa
resposta varia em funcao da genética das aves (CHRISTENSEN et al., 2002) e da
idade da matriz (YALCIN et al., 2012). Por outro lado, a incubacdo em altas
temperaturas, ocasiona redugbes nas concentragcbes de T3, T4 (tiroxina) e
corticosterona (PIESTUN et al., 2009).

Kuhn et al. (1982) relataram aumento da concentracao sérica de T3 e reducao
da taxa de desenvolvimento que resultou em menor peso dos pintos de ovos
incubados em 33,8°C durante os ultimos 5 dias de desenvolvimento. Por outro lado,
em pesquisa com diferentes linhagens de perus, dietas e temperaturas de
incubagéao, Christensen et al. (2002) mostraram que a resposta da tireoide a
incubacdo em baixa temperatura € variavel, em fungédo da linhagem utilizada. Os
autores encontraram piora da eclodibilidade com incubacdo em temperatura baixa
associado a aumento na relacdo T3:T4 em linhagens selecionadas para alta
producéo de ovos. Em linhagens selecionadas para ganho de peso, a incubagdo em
baixa temperatura ndo influenciou a eclodibilidade e reduziu a concentragdo
plasmatica de T3, ja na linhagem selecionada para producdo de ovos houve
aumento da concentracdo de T3. Ainda, aumentos na relacdo T3:T4 indicam altas
taxas de desiodinacdo de T4 em T3 e, geralmente, elevacdes nesta variavel antes
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da ecloséo resultam em maior mortalidade (CHRISTENSEN et al., 2002). Yalcin et
al. (2012) também observaram aumento de T3 com incubagédo em baixa temperatura
intermitente entre 10 e 18 dias de desenvolvimento de pintos provenientes de
matrizes velhas, ja nos pintos oriundos de matrizes jovens ndao foram encontradas
diferencas nos niveis de T3 entre os tratamentos, sugerindo diferentes respostas em
funcdo também da idade da matriz. Assim, o efeito negativo da incubacdo em baixas
temperaturas sobre o peso do feto parece nao estar relacionado a acdo dos
hormonios tireoidianos, ja que as concentracées séricas sdao aumentadas nestas
situacées e os dérgaos apresentem menor desenvolvimento. Um fator que pode
influenciar o desenvolvimento embrionario nessas situagdes € a concentragdo de
corticosterona. De acordo com Eriksen et al. (2003), aumentos nas concentracoes
plasmaticas de corticosterona durante o inicio da incubacao resultam em prejuizos
ao crescimento dos pintos. Shinder et al. (2002) mostraram que a redugcdo na
temperatura de incubagdo resulta em maiores concentragdes plasmaticas de
corticosterona.

Atualmente, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas em condi¢cdes de
estresse por calor durante a incubagéo visando a aquisicao de termotolerancia pelas
aves (PIESTUN et al., 2008; PISTUN et al., 2009; YAHAV, 2009). Esses estudos
geralmente sdo realizados com mudangas na temperatura de incubagdo de forma
intermitente. Lourens et al. (2005) ndo observaram diferenca significativa no peso de
fetos aos 18 dias com a incubacdo em temperatura alta na ultima semana,
entretanto, apds a eclosao, o calor na incubagdo causou menor peso dos pintos. Em
perus, a incubacdo em alta temperatura nos 5 ultimos dias néo influenciou o peso
dos fetos aos 27 dias, entretanto, aos 28 dias, o calor piorou 0 peso dos mesmos
(CHRISTENSEN, et al., 2007).

A incubacao em alta temperatura causa efeitos metabdlicos e hormonais nas
aves (YALCIN et al., 2009). De acordo com Lourens et al. (2007) a incubacao em
38,9°C resulta em menor peso do pinto € maior producao de calor pelo embriao.
Ainda, segundo, Decuypere et al. (1979) a incubacdao em alta temperatura nos
primeiros 10 dias influencia a taxa de desenvolvimento, entretanto ndo altera o
consumo de oxigénio pelos animais. Ja, Piestun et al. (2009) relataram que em ovos
incubados em 39,5°C cronicamente de 7 a 16 dias, os fetos apresentaram maior
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frequéncia cardiaca, maior consumo de oxigénio, menor concentracao plasmatica de
T3, T4 e corticosterona, menor peso relativo de embrido e menor peso relativo do
figado durante o periodo de aquecimento em relagdo ao controle. Nesse estudo,
apos 17 dias, observou-se menor frequéncia cardiaca e menor consumo de
oxigénio, mantendo a menor concentragdo de T3, T4 e corticosterona e 0 menor
peso relativo do embrido. Os autores também observaram pintos de pior qualidade e
de cor palida. Apesar da menor atividade da tireoide, foram encontradas maior
frequéncia cardiaca e maior consumo de oxigénio, indicando maior taxa metabdlica
durante a fase embriondria. Os autores compararam o0s embrides com animais
ectotérmicos, nos quais a taxa metabdlica e a producdo de calor parecem ser
reguladas independentemente dos niveis plasmaticos de hormdnios tireoideanos
(LUTTERSCHIMIDT & HUTCHINSON, 2003; DUPRE et al., 1986). Yahav et al.
(2004b) também encontraram menores niveis de horménios tireoidianos em pintos
quando os ovos foram incubados em temperatura de 38,5 durante os dias 16, 17 e
18 por 3 horas por dia, sugerindo uma reducédo da taxa metabdlica. Yalcin et al.
(2010) verificaram menores concentracdes plasmaticas de T3 e T4 em frangos com
até 28 dias apods incubagao em 38,5°C por 6 horas de 10 a 18 dias. Desse modo, o
menor peso dos fetos incubados em altas temperaturas parece estar relacionado as
menores concentragdes de hormaonios tireoidianos nessas condigdes.

Outro fator que contribui para o pior desenvolvimento dos fetos em baixa ou
alta temperatura de incubacao é a taxa de absorcao do saco de vitelo. Maior volume
de saco de vitelo durante a incubagéo ou p6s-eclosao indicam redugcédo na absorgcéo
da estrutura e, consequentemente, menor quantidade de nutrientes disponiveis para
o desenvolvimento do embrido. No presente estudo foi observada menor absorcéao
do saco de vitelo com a incubagao em 36,5°C. Molenaar et al. (2011) observaram
menor concentragdo de glicogénio hepatico em fetos aos 18 dias quando os ovos
foram submetidos a alta temperatura de incubagédo, sugerindo menor sintese ou
maior utilizacdo do glicogénio hepatico como fonte de energia. No presente estudo,
apenas aos 20 dias de incubacao a 38,5°C causou maior porcentagem de saco de
vitelo em ovos provenientes de matrizes jovens. Lourens et al. (2007), Lourens et al.
(2005) e Wineland et al. (2006) também nao verificaram efeito da incubagdo em alta
temperatura sobre o peso do saco de vitelo. Ja Leksrisompong et al. (2007)
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verificaram maior propor¢céo de saco de vitelo com a incubacédo em alta temperatura
no final do desenvolvimento embrionario.

O menor desenvolvimento dos 6rgaos é um fator que contribui para o menor
desenvolvimento dos animais (MOLENAAR et al., 2011). Na presente pesquisa a
incubacdao em 36,5°C resultou em menor porcentagem de moela, pancreas e
intestinos durante a fase fetal até pintos recém- eclodidos. Nas idades de 4 e 7 dias
nao foram observadas diferengas significativas com as temperaturas de incubagao
avaliadas e o desenvolvimento alométrico dos 6rgaos do sistema digestoério. A
incubagdo em 38,5°C resultou em valores intermediarios entre as menores
porcentagens de moela e intestinos, obtidos com a incubacdo em 36,5°C e os
maiores com 37,5°C, sem diferenca significativa entre eles.

Em relacdo ao peso dos 6rgaos, Wineland et al. (2006) verificaram menor
peso relativo do jejuno com incubacao em 36°C e 39°C em comparagao a 38°C nos
ultimos 4 dias de incubacao, e atribuiram esse efeito a acao da temperatura sobre os
hormonios tireoidianos. Molenaar et al. (2011) verificaram mesma proporcdo de
estbmago e intestinos e menor proporcdo de figado (associado a redugdo no
glicogénio hepatico total) em comparacédo ao peso do feto com a incubagéo em alta
temperatura entre 7 e 19 dias. Lourens et al. (2007) ndo observaram efeito da
incubacdo em alta temperatura sobre o peso relativo do figado. Em perus, a
incubacdo em altas temperaturas nos ultimos dias de desenvolvimento resultou em
menor peso do jejuno, menor atividade da maltase e da fosfatase alcalina
(CHRISTENSEN et al., 2004a). Leksrisompong et al. (2007) relataram piora do peso
relativo do proventriculo, moela e intestino delgado com exposicéo alta temperatura
no periodo final da incubacao.

Decuypere e Michels (1992) alertam que o desenvolvimento dos sistemas
funcionais ndo é idéntico durante a embriogénese, havendo tecidos com
desenvolvimento mais precoces ou mais tardios, indicando que o periodo no qual as
variagbes na temperatura sdo impostas pode influenciar de forma diferente tais
o6rgaos ou sistemas. A maioria das pesquisas avalia diferentes periodos de
mudancgas na temperatura de incubagéo, resultando em variagbes nos resultados
obtidos. Ainda, a fase da incubacdo, na qual a alteragdo na temperatura é aplicada
deve ser considerada, jA que na primeira metade da incubagdo os ovos ganham
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calor do ar ambiente, enquanto durante a segunda metade os ovos perdem calor
(FRENCH, 1997). Por exemplo, no trabalho realizado por Leksrisompong et al.
(2007) os autores observaram redugao no desenvolvimento de 6rgaos vitais para o
embrido como: coragao, proventriculo, moela e intestino delgado com a incubagéo
em alta temperatura no final do periodo de desenvolvimento. Apenas o figado
apresentou maior desenvolvimento com o calor e os autores atribuiram tal fenémeno
a alta taxa de crescimento mitético do figado antes de 12 dias de incubag¢édo (DUMM
& LEAVY, 1949) fora da fase de incubag¢ao, em que a mudanga na temperatura foi
aplicada.

O desenvolvimento da mucosa intestinal foi avaliado na presente pesquisa
através da altura e densidade dos vilos nos trés segmentos do intestino delgado. De
acordo com Coulombre e Coulombre (1958), até o oitavo dia de incubagcdo nao
existem evidéncias de vilos ou seus precursores no duodeno de embrides de pintos,
e a partir do oitavo dia surgem vilos rudimentares que por volta de 16 dias comegam
a apresentar aparéncia de vilos e por volta de 18 a 19 dias se alongam rapidamente.
Os vilos rudimentares se formam a partir de microfilamentos intracelulares
(BURGESS, 1975). Durante seu desenvolvimento os vilos apresentam crescimento
em altura e largura, determinando aumento da superficie de absorcao (GEYRA et
al., 2001) e, consequentemente, reducdo da densidade dos vilos na superficie
intestinal.

Nota-se que as mudancas na temperatura utilizadas no presente experimento
ocorreram durante o periodo de morfogénese dos vilos intestinais. A exposi¢do as
temperaturas de 36,5°C e 38,5°C prejudicaram o desenvolvimento da mucosa
intestinal observadas através da menor altura dos vilos e maior densidade dos vilos
intestinais no duodeno, jejuno e ileo principalmente nos fetos e pintos de 1 dia. Maior
densidade de vilos indica maior numero de vilos por unidade de area, sugerindo vilos
de menor tamanho. A incubagdo em 36,5°C mostrou maior intensidade de efeito que
38,5°C. Aos 4 e 7 dias nao observou-se o efeito da temperatura de incubacao sobre
a altura dos vilos, indicando um ganho compensatério das aves nestas idades. Alta
temperatura durante o periodo final de incubacdo causou menor peso relativo do
intestino delgado em pintos de 1 dia (LEKSRISOMPONG et al., 2007). Wineland et
al. (2006) encontraram supressdo da maturagdo da mucosa intestinal com a
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incubagédo em alta temperatura a partir de 18 dias sem influenciar o peso corporal e
do peso do saco de vitelo dos pintos.

Independentemente da idade da matriz, a incubacdo em 36,5°C resultou em
menor atividade enzimatica da amilase e tripsina e esse efeito foi mais evidente para
atividade enzimatica total, que leva em consideracédo o peso do pancreas. Pintos de
1 dia incubados em 36,5°C apresentaram menor propor¢cdao de peso de pancreas,
significativo para pintos oriundos de matrizes jovens e apenas numérico para pintos
provenientes de matrizes velhas. Os efeitos negativos da incubacdo em baixa
temperatura sobre o pancreas pode estar associado a menor taxa metabdlica dos
embrides (TAZAWA et al., 1988; 1989) e maiores concentragdes plasmaticas de
corticosterona (SHINDER et al., 2002), verificados nessas condicées. No final do
periodo de incubacao observa-se incremento da atividade de enzimas pancreaticas
apresentando diferentes taxas de incremento de acordo com a enzima (MARCHAIM
& KULKA, 1967) e que a idade da matriz influencia a atividade de enzimas
pancreaticas em embrides (MAIORKA et al., 2004).

Os resultados da presente pesquisa mostram que mudancas cronicas na
temperatura de incubagdo, mesmo pequenas (apenas 1°C) prejudicam o
desenvolvimento das aves nas fases pré e pds-ecloséo, ajudando a explicar o pior
desempenho de aves ao abate observado com aumento e reducado de 1°C na
temperatura nos ultimos 5 dias de incubacao (HULET et al., 2007).

Os dados obtidos ndo mostraram grandes diferencas entre as idades de
matriz avaliadas, entretanto, sugerem maior sensibilidade ao estresse por frio em
fetos provenientes de ovos de matrizes jovens do que de matrizes velhas. Ovos
maiores sao mais sensiveis a altas temperaturas que ovos menores (FRENCH,
1997). French (1994) obtiveram melhor eclodibilidade quando a temperatura foi
reduzida em 1°C durante a segunda metade da incubagcdo e esses resultados
positivos ndo foram encontrados em ovos menores. Por outro lado, Morita et al.
(2010) evidenciaram que ovos de matrizes jovens apresentam menor mortalidade

embrionaria quando incubados em temperaturas mais baixas.
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5. CONCLUSAO

A reducdo ou aumento de 1°C na temperatura de incubacdo em relacao a
37,5°C nos ultimos 10 dias afetam negativamente o desenvolvimento
morfofisioldgico do sistema digestério principalmente durante a fase fetal.
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CAPITULO 3 - Concentracbes de CO, durante a incubacdo no
desenvolvimento morfofisiolégico do sistema digestério de fetos e pintos
oriundos de ovos de matrizes de diferentes idades

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentragbes de CO. sobre o desenvolvimento morfofisiolégico do sistema
digestério de fetos e pintos na fase pré-inicial oriundos de ovos de matrizes de
diferentes idades. Foram utilizados 1296 ovos férteis de matrizes Cobb, sendo 648
de 35 semanas e 648 de 55 semanas. Os ovos foram distribuidos em delineamento
inteiramente causalizado em trés incubadoras: uma mantida sem injecdo de CO-
durante todo o periodo de incubacao e as outras receberam inje¢cdes gradativas e
continuas de CO, até atingir 1% e 1,5% de CO, cada uma, até o décimo dia de
incubacdo. Todas as incubadoras foram mantidas em condigcbes normais de
ventilacdo durante todo o periodo de incubagdo. Foram avaliados a ecloséo,
eclodibilidade, qualidade do pinto, periodo médio e duracdo de bicagem interna,
bicagem externa e nascimento, o crescimento alométrico dos érgaos do sistema
digestério dos fetos (16, 18 e 20 dias de incubacao) e dos pintos (1, 4 e 7 dias de
vida), o desenvolvimento da mucosa intestinal dos fetos (16, 18 e 20 dias de
incubacgao) e dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida) e a atividade de enzimas pancreaticas
dos pintos (1, 4 e 7 dias de vida). A concentracdo de 1,5% de CO, prolongamento o
periodo médio de bicagem interna, externa e nascimento em relacao aos grupos
controle e em concentracdo de 1% de CO.. Aos 16 dias de incubagao, observou-se
maior peso dos fetos de matrizes de 35 semanas incubados em 1% de CO, em
comparagao ao controle, ambos nao diferindo de 1,5%. Aos 20 dias de incubacéo,
observou-se menor porcentagem de saco de vitelo nos fetos incubados em 1,5% de
COs.. Pintos de 1 dia oriundos de ovos de matrizes de 35 semanas incubados em
1,5% de CO, apresentaram maior proporcao de vitelo e menor porcentagem de
moela, pancreas e intestino. Aos 7 dias, a incubacdo em 1,5% de CO; reduziu a
porcentagem de intestino em pintos provenientes de ovos de maitrizes de 35
semanas em comparagao ao grupo controle e ao concentragcdo de 1% de COs..
Independentemente da idade da matriz, a incubagédo em 1% de CO, estimulou o
desenvolvimento dos vilos intestinais em fetos e pintos apds a ecloséo por meio de
aumento na altura dos vilos e menor densidade de vilos no intestino delgado,
enquanto a concentracdo de 1,5% prejudicou esses parametros. Pintos de 1 dia
provenientes de matrizes jovens incubados em concentragdo de CO, de 1%
apresentaram maior atividade de amilase total e tripsina total em relagéo aos pintos
incubados em 1,5%, ambos nao diferindo do controle. Independentemente da idade
da matriz, aos 7 dias, a incubacdo em 1,5% resultou em menor atividade de amilase
especifica e total em relacdo ao controle e a concentracdo de 1%. Assim, a
incubacdo em concentracdo de 1% de CO, nos primeiros 10 dias influenciou
positivamente o desenvolvimento do sistema digestério em fetos e pintos, enquanto
a concentracao de 1,5% provocou o efeito contrario.

Palavras-chave: digestao, eclodibilidade, frangos de corte, hipercapnia
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CHAPTER 3 - CO. concentrations during incubation on digestive system
development of fetuses and chicks from eggs of broiler breeders of different
ages

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the effect of different CO,
concentrations on morphophysiological development of digestive system of fetuses
and chicks in the pre-starter of eggs from heavy broiler breeders of different ages. It
was used 1296 fertile eggs from Cobb broiler breeders, half with 35 weeks and half
with 55 weeks. The eggs were divided into three incubators in completely
randomized design: one was maintained without CO, injection during the whole
incubation period and the other received crescent and continuous injections of CO»
until concentration reached 1% and 1.5%, until the tenth day of incubation. All
incubators were kept under normal conditions of ventilation during the entire
incubation period. Was evaluated: hatching, hatchability, chick quality, period and
duration of internal and external pipping and birth, allometric growth of the organs of
fetuses organs of digestive system (16, 18 and 20 days of incubation) and chicks (1,
4 and 7 days of life), the intestinal mucosa development of the fetuses (16, 18 and 20
days of incubation) and chicks (1, 4 and 7 days old) and the pancreatic enzymes
activity of chicks (1, 4, and 7 days of life). The 1.5% CO2 concentration caused a
stretching in the average period of internal and external pipping and birth in relation
to the control groups and the 1% CO, concentration group. At 16 days of incubation,
there was a increase in fetuses weight from 35 weeks breeders, incubated in 1% CO
concentration, when compared to control group, neither of differing 1.5%. 1 day old
chicks coming from eggs of 35 weeks breeders, incubated in 1.5% CO,
concentration, had higher percentage of yolk sac and lowest gizzard, pancreas and
intestine. At 7 days, the incubation in 1.5% CO, concentration caused a reduction in
the rate of intestine in chicks from eggs of 35 weeks breeders compared to the
control group and the 1% CO, concentration group. Regardless of broiler breeders
age, the incubation in 1% CO; stimulated intestinal villi development in fetuses and
post-hatch chicks by increasing the villous height and lower density of small intestine
villi, while the concentration of 1.5% decreased these parameters. 1 day old chicks
from young breeders, incubated in 1% CO, concentration, had higher activity of total
amylase and trypsin in total chicks hatched at 1.5%, both not different from control.
Regardless of breeders age at 7 days the incubation in 1.5% resulted in lower activity
of specific and total amylase compared to control group and to the concentration of
1% group. Thus, the incubation in 1% CO. concentration within 10 days can
positively influence digestive system development in fetuses and chicks, while the
1.5% CO, concentration caused the opposite effect.

Keywords: broilers, digestion, hatchability, hypercapnia



85

1. INTRODUCAO

Para garantir o crescimento de producdo de carne de frango nas ultimas
décadas (WINDHORST, 2006), a incubacao artificial atuou com destaque,
permitindo a producéo de pintos em escala. Nesse sentido, técnicas de manejo vém
sendo utilizadas durante o processo de incubacdo com o objetivo de melhorar a
eclodibilidade, qualidade do neonato e, atualmente, efeitos epigenéticos.

Estudos mostram que a hipercapnia durante a incubacdo pode estar
associada a aspectos negativos como piora na eclodibilidade (TAYLOR et al., 1956;
TAYLOR & KREUTZIGER 1965, 1966) ou positivos como aumento do peso dos
embrides e pintos, reducdo do tempo de incubacdo e melhora da eclodibilidade
(BUYS et al., 1998; DE SMIT et al., 2006; BRUGGEMAN et al., 2007) dependendo
da fase de desenvolvimento embrionario e da concentracdo de CO. utilizado
(DECUYPERE et al., 2006). Decuypere e Bruggeman (2007) relatam o aumento no
interesse pelas investigacdes a respeito do ambiente gasoso envolvendo condi¢cdes
de hip6xia e hipercapnia, sugerindo que praticas de manejo podem melhorar o
desempenho da incubacgao

Os efeitos da hipercapnia durante a incubacao sobre a funcédo cardiovascular
(DECUYPERE et al., 2006) e respiratéria (BRUGGEMAN et al., 2006) sdo bem
conhecidos. Entretanto, pouco se sabe se esta condicdo atua sobre o sistema
digestério. Estimulos a vasculogénese durante a incubacdo em funcdo da
hipercapnia (VERHOELST et al., 2011b) poderiam afetar indiretamente o sistema
digestério. Apds a ecloséo, quando as reservas provenientes do vitelo se esgotam, o
fornecimento de nutrientes é dependente desse sistema (VIEIRA & MORAN JR,
1999) que esta diretamente relacionado a alta taxa de crescimento do frango de
corte atual (SMITH et al. 1990).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de concentragdes
crescentes de CO., durante os primeiros 10 dias de incubagdo sobre o
desenvolvimento morfofisiolégico dos érgaos do sistema digestério de fetos e pintos
durante a fase pré-inicial oriundos de ovos de matrizes pesadas de diferentes

idades.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp/Jaboticabal,
utilizando trés incubadoras verticais com capacidade para 600 ovos equipadas com
controladores de umidade e temperatura (Premium Ecolégica). Foram utilizados
1296 ovos férteis, sendo 648 de matrizes com idade de 35 semanas e 648 de
matrizes com idade de 55 semanas. Os ovos foram pesados, numerados e
distribuidos em trés incubadoras, sendo mantidos a temperatura de 37,5°C, umidade
de 60% e viragem dos ovos em 45° a cada 1 hora durante todo o periodo de
incubacado. Cada incubadora contou com 216 ovos de matrizes jovens e 216 ovos de
matrizes velhas distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos (concentragées de COy). Do primeiro ao décimo dia de incubacao, duas
incubadoras receberam injecdes gradativas e continuas de CO, de acordo com a
Figura 1 e apds esse periodo as incubadoras foram mantidas em condi¢cdes normais
de ventilagdo. A quantidade de CO, nas incubadoras foi regulada com controladores
de CO; (Vaisala).

Conce

4000 |

2000 B

1 2 3 1 5 ] 7 8 9 10

Tempo de incubagio (dias)

Figura 1 — Concentragdes de CO, durante o processo de incubagao.
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No nono dia de incubacao foi realizada ovoscopia € 0s ovos inférteis foram
retirados. A umidade do ar das incubadoras foi mantida em 60% até a eclosao dos
pintos e a viragem dos ovos em 45" a cada 1 hora até o 18°dia de incubacédo. Cada
incubadora foi abastecida com 216 ovos de matrizes jovens e 216 ovos de matrizes
velhas. Apds a eclosao, os pintos foram criados até 7 dias. As aves foram alojadas
em gaiolas em camara climatizada com temperatura de 32°C com programa de luz
continua, recebendo agua e racdo com 22,48% de proteina bruta e 2960 kcal de
energia metabolizavel/kg, segundo Rostagno et al. (2011) a vontade.

2.1 Caracteristicas avaliadas:

2.1.1 Parametros da Incubacao

Para avaliacdo da eclosédo, eclodibilidade e qualidade dos pintos foram
utilizadas 5 repeticoes de 30 ovos para cada idade de matriz utilizada, totalizando
150 ovos de matrizes jovens e 150 ovos de matrizes velhas. A ecloséo foi avaliada
através da relagdo entre o numero de pintos eclodidos € o numero de ovos
incubados. A eclodibilidade foi calculada por meio da relacao entre o numero de
ovos eclodidos e o numero de ovos férteis incubados. Apo6s a eclosao foi realizada a
classificacdo dos pintos de acordo com Tona et al. (2003). A Tabela 1 mostra a
classificagcao dos escores de acordo com os parametros observados.

Para avaliacdo da bicagem interna, externa e o nascimento os ovos foram
colocados em sacos de tule aos 18 dias de incubacao. Foram utilizados 5 repeti¢cdes
de 24 ovos para cada idade de matriz utilizada, totalizando 120 ovos de matrizes
jovens e 120 ovos de matrizes velhas. O monitoramento da bicagem interna, externa
e do nascimento iniciou-se as 444 horas de incubacéo e terminou as 532 horas e foi
realizado a cada 2 horas. A bicagem interna foi avaliada através de ovoscopia. A
bicagem externa e o nascimento foram avaliados a olho nu, observando-se o
rompimento da casca do ovo pelo bico do pinto e a saida completa do pinto da
casca do ovo, respectivamente. O tempo médio de bicagem interna é representado
pelo periodo entre o inicio da incubacao e a visualizacdo da bicagem interna. O
tempo médio de bicagem externa é representado como o periodo entre o inicio da
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incubacédo e a visualizagdo da bicagem externa. O tempo médio de nascimento é

ocorre entre o inicio da incubacao e a visualizagdo do nascimento.

Tabela 1 — Atribuicdo dos escores a diferentes parametros observados.

Parametros Caracteristicas Escores
. Boa 6
Atividade Fraca 0
Limpas e secas 10
Penas e aparéncia Umidas 8
Sujas e Umidas 0
Interiorizacdo normal da gema 12
Retracdo da gema Interiorizacdo de gema grande e dificil ao 0

toque

Abertos e brillhantes 16
Olhos Abertos e sem brilho 8
Fechados 0
Pernas e dedos normais 16
Pernas Uma perna afetada 8
Duas pernas afetadas 0
Completamente fechado e limpo 12
Umbigo Parcialmente aberto e cor semelhante a pele 6
Aberto e cor diferente da pele 0
Sem membrana 12
Membrana remanescente Membrana pequena 8
Membrana grande 6
Membrana muito grande 0
Sem gema 16
Gema remanescente Gema pequena 12
Gema grande 8
Gema muito grande 0

(TONA et al., 2003)

A duracdo da bicagem interna foi calculada subtraindo-se o horario de inicio

da bicagem externa do inicio da bicagem interna de cada ovo monitorado. A duracéo

da bicagem externa foi calculada subtraindo-se o horéario de inicio do nascimento do

horario de inicio da bicagem externa. A duracdo do nascimento foi calculada

somando-se a duracdo da bicagem interna e a duragdo da bicagem externa,

considerando-se que o0 processo de nascimento iniciou-se no momento em que o

pinto perfurou a camara de ar até ao momento da saida da casca.
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2.1.2 Crescimento Alométrico dos Orgaos do Sistema Digestério

O crescimento alométrico dos 6rgaos do sistema digestorio foi avaliado nos
fetos e nos pintos. Para tanto, foram utilizadas cinco ovos de cada tratamento em
cada idade. Nos fetos foi mensurado aos 16, 18 e 20 dias de incubagao e nos pintos
com 1, 4 e 7 dias de idade apéds jejum alimentar de 12 horas. Os ovos e 0s pintos
através do peso médio do grupo (+ 10%). Os fetos e os pintos foram abatidos por
decapitacdo. Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo
Animal (CEEA) da FCAV-UNESP. O sistema digestorio dos fetos foi separado em:
saco de vitelo, proventriculo, moela (ventriculo muscular), intestino e figado e dos
pintos em saco de vitelo, proventriculo, moela, intestino, figado e pancreas, sendo
cada 6rgdo lavado e pesado individualmente. O peso dos fetos e pintos foi
registrado descontando-se o peso do saco de vitelo para o calculo da porcentagem
de cada érgao do sistema digestério que foi calculado através da relagdo entre o

peso do 6rgao e o peso do feto ou pinto em porcentagem.
6.1.3 Desenvolvimento da Mucosa Intestinal
2.1.3.1 Microscopia de Luz

As analises dos parametros morfométricos intestinais foram realizadas nas
mesmas aves utilizadas para coleta dos 6rgaos do sistema digestério, ou seja, fetos
aos 16, 18 e 20 dias de incubacao e pintos aos 1, 4 e 7 dias de vida, apos jejum de
12 horas. Foram extraidas amostras de cada uma das regides do intestino delgado:
duodeno, jejuno e ileo. Foram coletadas amostras do duodeno na porgao proximal
descendente da al¢ca duodenal, do jejuno na regidao posterior a porcao distal da alca
duodenal e do ileo na regido cranial aos cecos. Foram coletadas amostras de 1 cm
aos 16 e 18 dias de incubacao, de 1,5 cm aos 20 dias de incubacao e 1 dia de vida e
de 2 cm aos 4 e 7 dias de vida. As amostras foram fixadas imediatamente em
solucdo de Bouin por 24 horas. Em seguida foram lavadas em alcool 70% para
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retirada do fixador e, posteriormente, desidratadas em série crescente de etanol
(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram
feitos 5 cortes histoldégicos por amostra, com cinco micrémetros cada, corados com
hematoxilina e eosina. As imagens dos cortes histolégicos foram obtidas utilizando-
se um sistema de captura de imagem (Leica). As imagens foram fotografadas em
aumento de 10 vezes (16 dias de incubacédo e 1 dia de idade), 20 vezes (18 e 20
dias de incubacao) e 5 vezes (4 e 7 dias de idade). As andlises foram feitas pelo
programa Image J® (RASBAND, 2004). Foi mensurada a altura de vilos aos 16, 18 e
20 dias nos fetos e aos 1, 4 e 7 dias nos pintos e a profundidade das criptas nos

pintos aos 1, 4 e 7 dias, sendo realizadas 30 leituras/segmento intestinal.
2.1.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para o estudo da microscopia eletrbnica de varredura foram utilizadas
amostras intestinais coletadas das mesmas aves utilizadas na microscopia de luz
(20 dias de incubacéo e 1, 4 e 7 dias de idade), seguindo a mesma metodologia de
coleta. As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% e tamp&o fosfato, por 24
horas a 4°C. Apés fixagcdo, os fragmentos foram lavados com o mesmo tampéo e
pos-fixados com tetroxido de 6smio 1% em tampéao fosfato por 2 horas. As amostras
foram lavadas novamente na mesma solugdo tampao e desidratadas em série
crescente de etanol. Ap6s obtencao do ponto critico de secagem, utilizando CO,, os
fragmentos foram metalizados em ouro e fotografados em microscépio eletrénico de
varredura (modelo JEOL JSM 25Sll). As amostras intestinais dos fetos aos 20 dias
de incubacao e pintos de 1 dia de idade foram fotografadas em aumento de 500
vezes e as amostras de pintos aos 4 e 7 dias em aumento de 150 vezes, assim, a
area de cada fotomicrografia correspondeu a 0,039287 e 0,468843 mm? da mucosa
de cada amostra, respectivamente. A densidade de vilos por area foi expressa como

0 nimero de vilos/mm>.
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2.1.4 Atividade de enzimas pancreaticas

Para andlise da atividade de enzimas pancreaticas foram coletados amostras
aos 1, 4 e 7 dias. Nos pintos de 1 dia foram coletadas 5 repeticdes de 5 pancreas
cada. Nos pintos de 4 dias foram coletadas 5 repeticoes de 3 pancreas cada. Nos
pintos de 7 dias foram coletadas 5 repeticbes de 1 pancreas cada. O material
coletado foi congelado imediatamente em nitrogénio liquido para posteriores
analises.

Para obtencdo do extrato bruto, o pancreas foi homogeneizado em tampao
tipo Tris-HCI 5 mM com CaCl, 50 mM (1:20). Os extratos brutos assim obtidos foram
centrifugados, filtrados, aliquotados, congelados em nitrogénio liquido, armazenado
a -80°C e utilizados, posteriormente, para a determinacao da atividade enzimatica de
amilase e tripsina e dosagem da concentracao de proteina. As determinac¢des foram
realizadas em triplicatas.

2.1.4.1 Determinacao da atividade de tripsina pancreatica

A atividade da tripsina foi determinada pelo método descrito por Pizauro et al.
(2004).

Primeiramente, foi efetuada a ativacdo do zimogénio em tampao Tris-HCI
0,5M pH 8,0 contendo CaCl, (50mM). Cada dosagem de 0,4 mL do extrato
pancreatico foi incubada com 0,08 unidades de enteroquinase (SIGMA®) a 37°C por
5 minutos. A reagéo foi iniciada pela adicdo de 1mL do substrato N-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA, SIGMA®) ao meio de reacdo contendo o extrato
ativado. Depois de 20 minutos, a reagao foi interrompida pela adicao de 0,2 mL de
acido acético 30% (v/v). Apés centrifugacdo em microcentrifuga SPIN | durante 2
minutos a 4°C, a absorbancia foi determinada a 410nm. Em cada determinacao
foram incluidos controles sem adicao de enzimas.

Uma unidade de atividade enzimatica especifica (U.mg”) foi definida e
expressa como a quantidade de enzima que libera 1 nmol de p-nitroanilida por
minuto por miligrama de proteina nas condicoes padroes do teste e uma unidade de
atividade enzimatica total (U.g™") foi definida e expressa como a quantidade de
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enzima que libera 1 nmol de p-nitroanilida por minuto por grama de tecido
pancreético nas condigdes padrdes do teste.

2.1.4.2 Determinacéo da atividade da a-amilase pancreatica

A atividade da a-amilase foi determinada a 37°C, através da dosagem de
maltose liberada a partir da hidrélise do amido pela enzima de acordo com Bernfeld
(1955), com adaptacgdes.

As condi¢cbes padrao de ensaio foram: tampéo fosfato (20 mM, pH 6,9)
contendo NaCl 7 mM, extrato pancreético e amido soltuvel a 1%, volume final de 1ml.
A reacao foi iniciada pela adicdo do amido ao meio de reacdo e interrompida com
adicdo de 1ml de solucao contendo 1% de acido 3,5-dinitrosalisilico, 8% de NaOH e
30% de tartarato duplo de sédio e potassio. As amostras foram mantidas em banho-
maria em ebulicdo por 6 minutos, entdo foram resfriadas e diluidas em 10ml de agua
destilada. A absorbancia foi determinada a 530nm.

Uma unidade de atividade enzimética especifica (U.mg”) da a-amilase foi
definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 umol de maltose por
minuto por miligrama de proteina nas condigbes padrdes do teste e uma unidade de
atividade enzimatica total (U.g”') da a-amilase foi definida e expressa como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de maltose por minuto por grama de tecido
pancreatico nas condicdes padrdes do teste.

2.1.4.3 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo uso do kit de dosagem de
proteina por fluorescéncia no aparelho Qubit™ fluorometer da marca Invitrogen™,
seguindo as especificagdes do protocolo fornecido pelo fabricante.

2.2 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS® e em caso de diferenca
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estatisticamente significativa (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

As diferentes concentragdes de CO, utilizadas nao influenciaram a ecloséo,
eclodibilidade e a qualidade do pinto, independentemente da idade da matriz
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Porcentagem de eclosao (%) e eclodibilidade (%) e escore médio de
qualidade dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 35 semanas.

R Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) P
Eclosao 82,91 87,19 79,42 7,27 0,1687
Eclodibilidade 90,51 93,75 85,94 5,03 0,0542
Qualidade dos pintos 97,56 98,44 97,68 1,23 0,4756

Tabela 3 — Porcentagem de eclosao (%) e eclodibilidade (%) e escore médio de
qualidade dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 55 semanas.

A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) p
Eclosao 76,67 84,92 82,73 9,52 0,2584
Eclodibilidade 89,61 91,01 89,29 6,12 0,8727
Qualidade dos pintos 97,08 97,02 97,14 1,68 0,9933

De acordo com as Tabelas 4 e 5, ovos incubados em concentracao de 1,5%
de CO, apresentaram atraso no periodo médio de bicagem interna e nascimento em
relacdo ao grupo controle e ao grupo em concentracdo de 1% de COy,
independentemente da idade da matriz. O mesmo comportamento foi observado
para a duragdo da bicagem externa nos ovos de matrizes velhas, entretanto, nos
ovos oriundos de matrizes velhas observou-se menor duragdo da bicagem interna
com a incujbagdo em 1% de COy, seguido pelo grupo controle e pelo grupo incubado
em 1,5% que apresentou maior duragéao.

A concentracdo de 1,5% de CO, aumentou a amplitude da janela de
nascimento em relagdo ao controle e a concentracao de 1% de CO. nas duas idades
de matrizes avaliadas (Figura 2). Ainda, observa-se pico mais alto com a incubacgéo
controle.

Aos 16 dias de incubacao, verificou-se maior peso dos fetos nos ovos de
matrizes de 35 semanas incubados em concentracéo de 1% de CO, em comparagao

ao controle, ndo havendo diferenga significativa entre o grupo 1,5% e os demais
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(Tabela 6). Nesta idade e nos pintos com 1 dia, as aves do grupo incubado em
concentracdo de 1,5% de CO. apresentaram menor porcentagem de moela em
relagéo as aves incubadas no controle e 1% de CO, (Tabelas 6 e 12). Ainda, aos 16
e 18 dias, ndo houve efeito das concentracées de CO, sobre o peso do feto e
porcentagem dos 6rgaos do sistema digestério nos fetos provenientes de matrizes

de 55 semanas (Tabela 7) e 35 semanas (Tabela 8), respectivamente.

Tabela 4 — Tempo médio de bicagem interna (h), bicagem externa (h), nascimento
(h), duracao da bicagem interna (h), duracdo da bicagem externa (h) e
duracao do nascimento (h) de pintos provenientes de ovos de matrizes
de 35 semanas.

A Concentracao de CO; o Valor

Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) de p
Bicagem Interna 467,57b 463,98b 476,11a 0,56 <0,0001
Bicagem Externa 476,66b 471,02c 484,05a 0,69 0,0002
Nascimento 490,27b 486,81b 499,22a 0,57 <0,0001
Duracao da Bicagem Interna 9,10 7,04 7,95 21,28 0,2024
Duracao da Bicagem Externa 13,60 15,79 15,17 8,74 0,0536
Duracao do Nascimento 22,70 22,83 23,11 8,09 0,9385

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 5 — Tempo médio de bicagem interna (h), bicagem externa (h), nascimento
(h), duragédo da bicagem interna (h), duracdo da bicagem externa (h) e
duracédo do nascimento (h) de pintos provenientes de ovos de matrizes
de 55 semanas.

A Concentracao de CO; o Valor

Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) de p
Bicagem Interna 467,92b 463,47b 474,41a 0,73 0,0010
Bicagem Externa 475,87b 471,18b 482,92a 0,76  0,0008
Nascimento 490,97b 486,57b 499,26a 0,70  0,0003
Duracao da Bicagem Interna 7,96 7,72 8,52 14,47  0,5548
Duracao da Bicagem Externa 15,10 15,38 16,33 8,44  0,3347
Duracao do Nascimento 23,05 23,10 24,85 6,83 0,1779

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Aos 18 dias, observou-se maior saco de vitelo nos ovos provenientes de
matrizes de 55 semanas incubados em concentracao de 1,5% em relacdo ao grupo
controle, ambos nao diferindo de 1% de CO. (Tabela 9). Aos 20 dias, a incubacao
dos ovos provenientes de matrizes de 55 semanas em concentragdo de 1,5% de
CO, também resultou em fetos com maior porcentagem de saco de vitelo em
comparagéo ao controle e 1% de CO, (Tabela 11). Nao houve efeito das diferentes



96

concentragdes de CO, sobre o peso do feto e porcentagem dos componentes do
sistema digestorio para os fetos provenientes de matrizes de 35 semanas (Tabela
10).

Figura 2 - Distribuicdo da eclosado (%) em relacdo a duracdo da incubacéao (h) de
pintos provenientes de ovos de matrizes novas (A) e velhas (B) incubados em
concentracéo de CO, controle , 1% e 1,5%

Além da menor porcentagem de moela, a incubacdo em concentracdo de
1,5% de CO, também reduziu a porcentagem de pancreas e intestinos nos pintos de
1 dia provenientes de ovos de matrizes de 35 semanas (Tabela 12). Nos pintos de 1
dia provenientes de ovos de matrizes de 55 semanas ndo houve influéncia da
concentracdo de CO, sobre o peso das aves e porcentagem dos componentes do

sistema digestério (Tabela 13).
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Tabela 6 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO, aos 16 dias de

incubacéo.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) p
Feto (g) 19,22b 21,62a 20,54ab 5,62 0,0209
Saco Vitelo (%) 57,27 54,93 60,60 10,95 0,3904
Proventriculo (%) 0,62 0,63 0,55 25,26 0,7299
Moela (%) 2,41a 2,55a 2,03b 8,00 0,0024
Figado (%) 2,18 2,09 1,95 6,87 0,0835
Intestinos (%) 2,08 1,92 1,87 13,23 0,4342

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 7 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO, aos 16 dias de

incubacéo.
R Concentracao de CO, o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Feto (g) 21,34 21,67 20,30 4,62 0,1059
Saco Vitelo (%) 67,65 68,32 69,06 10,23  0,9507
Proventriculo (%) 0,59 0,57 0,52 15,65  0,4390
Moela (%) 2,27 2,26 2,11 7,62 0,2750
Figado (%) 2,24 2,05 2,07 512 0,0540
Intestinos (%) 2,26 2,10 2,21 24,17  0,8767

Tabela 8 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO., aos 18 dias de

incubacao.
R Concentracao de CO; o Valor de

Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Feto (g) 29,01 28,67 27,66 3,76 0,1574
Saco Vitelo (%) 36,77 37,87 39,82 12,57  0,6076
Proventriculo (%) 0,66 0,64 0,55 16,45 0,2304
Moela (%) 2,78 3,05 3,13 16,42 0,5143
Figado (%) 2,09 2,24 2,24 11,43 0,5706

Intestinos (%) 1,66 2,30 2,34 14,83  0,1160
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Tabela 9 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO, aos 18 dias de

incubacgéo.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Feto (g) 30,49 29,98 27,71 7,31 0,1355
Saco Vitelo (%) 47.67ab 40,23b 50,41a 12,62  0,0439
Proventriculo (%) 0,63 0,62 0,61 15,24 0,9008
Moela (%) 3,15 2,84 2,76 10,19  0,1335
Figado (%) 2,28 2,18 2,34 12,20 0,6737
Intestinos (%) 2,24 2,19 2,31 7,21 0,5385

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 10 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO. aos 20 dias de

incubacao.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Feto (g) 35,88 34,74 35,85 8,79 0,8100
Saco Vitelo (%) 23,52 25,85 24,79 25,83 0,8484
Proventriculo (%) 0,62 0,63 0,63 15,01 0,9645
Moela (%) 3,64 3,79 3,46 12,63 0,5317
Figado (%) 2,14 2,17 1,96 11,18 0,3336
Intestinos (%) 2,73 3,02 2,77 15,02 0,5318

Tabela 11 — Peso do feto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55 semanas
incubados em diferentes concentracbes de CO., aos 20 dias de

incubacao.
A Concentracao de CO, o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Feto (g) 36,58 38,72 36,40 4,62 0,1007
Saco Vitelo (%) 24,14b 25,16b 29,67a 11,96  0,0425
Proventriculo (%) 0,66 0,66 0,57 11,73 0,1156
Moela (%) 3,91 3,89 3,51 7,08 0,0611
Figado (%) 2,19 2,12 2,18 9,85 0,8412
Intestinos (%) 2,90 3,10 2,97 8,36 0,4661

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Aos 4 dias de vida, as condicbes de incubacéo utilizadas nao influenciaram o
peso dos pintos e a porcentagem dos componentes do sistema digestorio,

independentemente da idade da matriz (Tabelas 14 e 15).

Tabela 12 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes concentragdes de CO, com 1 dia de

vida.
R Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 41,10 41,60 42,10 3,87 0,6285
Saco Vitelo (%) 7,03b 6,34b 9,472 13,25  0,0009
Proventriculo (%) 0,92 0,92 0,77 11,99  0,0638
Moela (%) 6,08a 6,502 5,15b 8,97 0,0051
Figado (%) 2,71 2,97 2,64 7,41 0,0659
Pancreas (%) 0,25a 0,232 0,177 13,26  0,0013
Intestinos (%) 4,90a 4,802 4,14b 6,31 0,0027

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 13 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes concentragdes de CO, com 1 dia de

vida.
R Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 44,04 44,58 45,01 3,39 0,6117
Saco Vitelo (%) 7,54 7,79 9,60 25,91 0,2918
Proventriculo (%) 0,82 0,84 0,83 15,58  0,9888
Moela (%) 5,79 5,77 517 6,68 0,0354
Figado (%) 2,97 3,00 2,80 6,41 0,2378
Pancreas (%) 0,22 0,20 0,19 13,99  0,3366
Intestinos (%) 4,82 4,66 4,29 6,89 0,0556

Tabela 14 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes concentracdes de CO, com 4 dia de

vida.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 60,25 60,93 59,05 2,02 0,0816
Saco Vitelo (%) 0,93 0,96 0,99 29,91 0,9542
Proventriculo (%) 1,33 1,27 1,17 11,14 0,2190
Moela (%) 6,65 7,06 6,41 6,19 0,0770
Figado (%) 3,63 3,77 3,57 5,71 0,3294
Pancreas (%) 0,42 0,39 0,41 17,88 0,8880

Intestinos (%) 8,79 8,82 8,12 9,43 0,3396
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Tabela 15 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes concentragdes de CO, com 4 dia de

vida.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 65,67 66,49 64,44 2,18 0,1137
Saco Vitelo (%) 0,76 0,89 0,86 45,51 0,8591
Proventriculo (%) 1,20 1,14 1,15 8,83 0,6545
Moela (%) 6,50 6,37 6,03 6,97 0,2484
Figado (%) 3,83 3,72 3,62 6,82 0,4413
Pancreas (%) 0,41 0,48 0,44 11,83 0,1711
Intestinos (%) 8,27 8,43 8,03 6,83 0,5213

Aos 7 dias, observou-se apenas menor porcentagem de intestinos nos pintos
provenientes de ovos de matrizes de 35 semanas (Tabela 16), ndo havendo nenhum
efeito para as matrizes de 55 semanas (Tabela 17).

Tabela 16 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 35
semanas incubados em diferentes concentracées de CO, com 7 dia de

vida.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 112,82 111,72 113,17 3,25 0,8110
Saco Vitelo (%) - - - - -
Proventriculo (%) 1,18 1,23 1,21 12,47 0,8905
Moela (%) 4,65 4,80 4,72 9,06 0,8500
Figado (%) 3,78 3,89 3,47 7,09 0,0710
Pancreas (%) 0,45 0,41 0,45 9,95 0,3647
Intestinos (%) 9,33a 10,532 7,64b 8,13 0,0002

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

A Figura 3 mostra o desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno
e ileo de fetos provenientes de matrizes de 35 e 55 semanas em fungdo do tempo
de incubacao. As Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mostram as fotomicrografias referentes
aos cortes histologicos obtidos destas aves. Aos 16 dias de incubacao, os fetos
provenientes de ovos de matrizes de 35 e 55 semanas incubados em concentragao
de 1% de CO, mostraram aumento na altura de vilos no jejuno em relacdo ao grupo
controle. No ileo observou-se maior altura de vilos para os fetos de matrizes de 35
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semanas incubados em 1%, seguido pela concentracdo de 1,5% e do grupo
controle.

Aos 18 dias, os fetos de matrizes de 55 semanas incubados em 1% de CO-
apresentaram maior altura de vilos no duodeno em relagdo aos demais tratamentos.

Aos 20 dias, aves incubadas em 1% de CO, apresentaram aumento na altura
de vilos no duodeno em relagdo a 1,5%, ndo havendo diferenca entre ambos os
tratamentos e o grupo controle, nos fetos de matrizes de 35 semanas. Nos fetos de
matrizes de 55 semanas, também foi observado maior altura de vilos segmento
duodenal quando incubados em 1% de CO, em relagcédo a 1,5%, entretanto o grupo

controle apresentou valor intermediario entre os dois tratamentos com CO..

Tabela 17 — Peso do pinto e porcentagem do saco de vitelo, proventriculo, moela,
figado, pancreas e intestino de ovos provenientes de matrizes de 55
semanas incubados em diferentes concentragdes de CO, com 7 dia de

vida.
A Concentracao de CO; o Valor de
Parametros Controle 1% 1,5% CV(%) D
Pinto (g) 119,26 119,68 115,14 5,16 0,4517
Saco Vitelo (%) - - - - -
Proventriculo (%) 1,16 1,16 1,16 7,99 0,9985
Moela (%) 4,98 4,61 4,71 8,19 0,3229
Figado (%) 3,56 3,62 3,48 10,77 0,8552
Pancreas (%) 0,40 0,40 0,43 15,14 0,7702
Intestinos (%) 9,03 8,84 8,92 6,61 0,8796

A Figura 4 mostra o desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno
e ileo de pintos provenientes de matrizes de 35 e 55 semanas em funcdo do tempo
de incubagado. As Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16 mostram as fotomicrografias
referentes aos cortes histoldgicos obtidos destas aves. No primeiro dia de vida os
pintos de matrizes jovens e velhas apresentaram maior altura de vilos no duodeno
quando incubados em 1% de CO. em relacdo a 1,5%, ambos ndo diferindo do
controle (Figura 4).

De acordo com a Tabela 18, pintos de 4 dias oriundos de matrizes jovens
apresentaram menor profundidade de criptas no duodeno com a incubagcao em 1,5%
de CO, em comparacao ao grupo controle, ambos nao diferindo de 1%. Nas aves

oriundas de matrizes velhas, pintos de um dia incubados em 1% de CO,
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apresentaram maior profundidade de criptas no duodeno em relagdo ao controle e
1,5% (Tabela 19).

Aos 20 dias de incubacao, fetos provenientes matrizes de 35 semanas
incubadas em ambiente com 1,5% de CO, apresentaram maior densidade de vilos
no duodeno em relagdo a 1% e o grupo controle (Tabela 20). Aindam, nesta idade,
esses fetos apresentaram maior densidade de vilos no jejuno e ileo quando
incubados em condi¢ao de 1,5% de CO,, em relagdo a 1%, ambos nao diferindo do
grupo controle. Os fetos provenientes de matrizes de 55 semanas apresentaram
maior densidade de vilos no jejuno e ileo quando incubados em 1,5% de CO, em
comparacdo as aves incubadas em 1% (Tabela 21). As Figuras 16, 18, 20 e 22
mostram as fotomicrografias referentes &s superficies intestinais internas obtidas das
aves oriundas de matrizes jovens. Ja as Figuras 17, 19, 21 e 23 sao referentes as
aves oriundas de matrizes velhas.

Com 1 dia de vida, pintos de matrizes de 35 semanas mostraram menor
densidade de vilos no duodeno quando incubados em 1% de CO. em relagdo ao
grupo controle e 1,5% de CO,. Para os pintos de matrizes de 55 semanas, a
incubacado em concentracao de 1,5% de CO, resultou em aumento da densidade de
vilos no duodeno em comparacgao a 1%, ambos néo diferindo do grupo controle. No
jejuno (matrizes de 35 e 55 semanas) e ileo (matrizes de 35 semanas) também
observou-se maior densidade de vilos nos pintos incubados em 1,5% de CO, em
relacéo a 1% e o grupo controle.

Aos 4 dias, aves oriundas de matrizes de 35 semanas incubadas em 1,5% de
CO; apresentaram maior densidade de vilos no jejuno em comparagéo a incubacao
em 1%, ambas ndo diferindo do controle. Pintos de matrizes de 55 semanas
apresentaram maior densidade de vilos no ileo em relagéo a 1% de CO,, ambos néo
diferindo do grupo controle aos 4 e 7 dias. Ainda, aos 7 dias de idade verificou-se
maior densidade de vilos no duodeno para pintos oriundos de matrizes velhas e
jejuno nos pintos oriundos de matrizes jovens incubados em concentragao de 1,5%
em comparacao ao grupo controle e 1% de CO..

Pintos de 1 dia provenientes de matrizes jovens, incubados em concentracéao
de 1,5% de CO, apresentaram menor atividade de tripsina e amilase total em
comparagéo a 1% de CO,, ambos nao diferindo do controle (Tabela 22). Aos 7 dias,
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0s pintos provenientes de matrizes jovens e velhas (Tabela 23) apresentaram menor
atividade de amilase total e especifica com a incubagdo em 1,5% em comparagéao a

1% e controle, que nao diferiram entre si.

b
ab
b C
a
b
b
a
ab b
b b
a
b

Figura 3 — Desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno e ileo de fetos de matrizes
jovens e velhas incubados em concentragéo de CO, controle —=—, 1% ~ =~ e 1,5% aos 16,
18 e 20 dias de incubagdo. Valores seguidos de letras iguais, na mesma duragao da incubagao, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).



104

a a
ab ab
b b

Figura 4 — Desenvolvimento dos vilos intestinais do duodeno, jejuno e ileo de pintos de matrizes
jovens e velhas incubados em concentragao de CO, controle —=—, 1% ~™ -~ e 1,5% aos 1,4
e 7 dias de idade. Valores seguidos de letras iguais, na mesma durac¢ao da incubagéo, nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 18 — Profundidade de criptas (um) do duodeno, jejuno e ileo de pintainhos de
1, 4 e 7 dias de idade oriundos de matrizes de 35 semanas incubados
em diferentes concentracées de CO..

Concentracao de CO;

Segmento Valordep CV (%)

Controle 1% 1,5%
1dia

Duodeno 56,40 59,04 56,81 0,8188 8,45
Jejuno 45,07 48,89 45,11 0,5859 8,79
ileo 41,94 44,48 46,61 0,5740 7,93

4 dias
Duodeno 106,992 91,80ab 98,90b 0,0092 10,95
Jejuno 108,18 97,02 93,25 0,0591 12,35
ileo 86,48 80,07 78,44 0,5992 12,66

7 dias
Duodeno 166,54 154,7 153,34 0,5572 16,41
Jejuno 122,47 117,08 128,33 0,7569 13,42
ileo 95,85 107,01 82,74 0,1931 15,63

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 19 — Profundidade de criptas (um) do duodeno, jejuno e ileo de pintainhos de
1, 4 e 7 dias de idade oriundos de matrizes de 55 semanas incubados
em diferentes concentracdes de COo..

Concentracao de CO,

Segmento Controle 1% 1,5% Valor de p CV (%)
1dia
Duodeno 55,09b 73,422 56,77b 0,0322 6,98
Jejuno 61,26 56,18 55,17 0,1248 7,12
ileo 51,92 52,37 56,01 0,9976 7,59
4 dias
Duodeno 111,86 102,97 106,68 0,0659 13,93
Jejuno 102,59 110,02 104,69 0,1116 12,75
ileo 77,89 76,23 83,47 0,4520 11,85
7 dias
Duodeno 173,92 160,54 150,65 0,1691 14,38
Jejuno 148,82 146,65 152,40 0,2780 13,28
ileo 85,90 94,65 100,50 0,9518 12,43

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 20 — Densidade de vilos intestinais (nimero de vilos/mm?) no duodeno, jejuno e
ileo de fetos aos 20 dias de incubacao e pintos aos 1, 4 e 7 dias oriundos de
ovos de matrizes de 35 semanas.

Concentracao de CO,

Segmento Controle 1% 1,5% CV(%) Valordep

20 dias
Duodeno 738,16b 697,43b 860,34a 8,37 0,0045
Jejuno 936,70ab 789,07b 1099,60a 11,02 0,0018
lleo 814,52ab 753,43b 916,33a 9.61 0,0218

1 dia

Duodeno 483,62a 305,44b 509,07a 11,52 <0,0001
Jejuno 514,16b 473,44b 722,89a 11,61 0,0001
ileo 677,07b 656,71b 814,52a 10,05 0,0092

4 dias
Duodeno 155,28 151,01 180,02 30,45 0,6167
Jejuno 130,11ab 95,98b 143,76a 21,15 0,0357
lleo 144,00 154,85 148,82 31,84 0,9649

7 dias
Duodeno 83,18 68,25 92,99 21,20 0,1153
Jejuno 75,93b 63,13b 171,91a 48,06 0,0091
ileo 104,94 102,38 101,53 23,98 0,9745

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 21 — Densidade de vilos intestinais (nimero de vilos/mm?) no duodeno, jejuno e
ileo de fetos aos 20 dias de incubacao e pintos aos 1, 4 e 7 dias oriundos de
ovos de matrizes de 55 semanas.

Concentracao de CO,

Segmento Controle 1% 1,5% CV(%) Valordep

20 dias
Duodeno 789,07 763,61 860,34 9,17 0,1417
Jejuno 911,24b 804,34b 1074,15a 9,77 0,0018
lleo 834,88ab 646,52b 946,88a 14,32 0,0049

1 dia

Duodeno 529,44ab 376,71b 580,34a 18,78 0,0123
Jejuno 544.71b 498,89b 758,52a 12,31 0,0003
lleo 641,40 498.91 809,40 28,58 0,0634

4 dias
Duodeno 136,08 128,83 147,17 32,39 0,8091
Jejuno 105,37 107,07 109,21 8,65 0,8095
lleo 237,87ab 154,02b 321,64a 21,37 0,0008

7 dias
Duodeno 64,41b 55,46b 130,53a 24,62 0,0002
Jejuno 104,94 87,02 130,11 32,03 0,1806
lleo 157,41ab 125,42b 189,83a 21,52 0,0346

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 22 — Atividade enzimatica especifica (U.mg™") e total (U.g™") da tripsina e
amilase pancreaticas dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 35
semanas aos 1, 4 e 7 dias de vida.

. Concentracao de CO; oy Valorde
Enzima Controle 1% 1,5% CV(%) p

1 dia
Tripsina especifica 7,06 7,20 6,59 23,59 0,8600
Tripsina total 88,99ab 98,34a 62,48b 17,86  0,0172
Amilase especifica 66,14 72,89 70,37 15,77  0,6903
Amilase total 667,14ab 703,66a 516,28b 15,83  0,0363

4 dias
Tripsina especifica 6,62 8,79 6,88 19,43 0,1220
Tripsina total 181,76 285,29 170,85 28,91 0,0509
Amilase especifica 96,98 105,45 78,53 20,94 0,1894
Amilase total 3705,2 3937,7 3065,20 26,38 0,4278

7 dias
Tripsina especifica 7,77 7,79 7,07 49,45  0,9440
Tripsina total 599.,6 587,3 540,8 58,77  0,9595
Amilase especifica 151,70a 174,51a 83,37b 19,17  0,0014
Amilase total 10862,11a 9653,76a 5647,82b 18,42  0,0025

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 23 — Atividade enzimatica especifica (U.mg") e total (U.g”) da tripsina e
amilase pancreaticas dos pintos oriundos de ovos de matrizes de 55
semanas aos 1, 4 e 7 dias de vida.

. Concentracao de CO; o Valor de
Enzima Controle 1% 1,5% CV(%) p

1 dia
Tripsina especifica 5,99 6,08 4,95 17,16  0,2156
Tripsina total 63,49 74,81 74,14 15,78 00,2496
Amilase especifica 75,12 84,59 64,67 22,76  0,3021
Amilase total 844,48 795,3 731,9 35,55  0,2951

4 dias
Tripsina especifica 8,44 8,24 7,15 26,14  0,5866
Tripsina total 224,82 271,72 244,09 2243 0,4334
Amilase especifica 101,25 102,23 81,43 22,67  0,3246
Amilase total 4069,5 4805,8 3526,3 24,22 00,2074

7 dias
Tripsina especifica 11,37 12,82 11,67 24,31 0,7378
Tripsina total 836,0 990,4 738,9 26,30 0,2898
Amilase especifica 157,07a 177,08a 104,090 22,55 00,0119
Amilase total 10195,6a 9428,7¢ 6149,4b 19,22  0,0051

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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4. DISCUSSAO

A eclodibilidade, a eclosao e a qualidade dos pintos ndo foram influenciadas
pela concentracdo de CO.. Bruggeman et al. (2007) também n&o encontraram
diferencas na porcentagem de eclosdo com a incubagado em concentragéo crescente
de CO. do primeiro ao quarto dia de incubacdo e manutengdo constante do
concentragao de 1,5% do quarto ao décimo dia. Por outro lado, De Smit et al. (2006)
obtiveram melhora da eclodibilidade com a incubagcdo em maquinas nao ventiladas
que também resultaram em concentragdes crescentes de CO, até 1%, sem efeito
com a incubacao em concentracao crescente até 1,5%.

O periodo médio de bicagem interna e nascimento ndo foram influenciados
pela incubagdo em concentracao de 1% de CO,, entretanto foram aumentados pela
concentragdo de 1,5%. O periodo médio de bicagem externa foi menor com a
incubacdo em 1% de CO, nos ovos de matrizes jovens. As concentracées de CO»
nao afetaram a duracdo desses eventos. A incubacdo em concentracdo de 1,5%
resultou em valores opostos aos obtidos por outros autores. Assim, Bruggeman et
al., (2007) observaram reducao do periodo médio de nascimento com a incubacao
em concentracoes crescentes de CO, nos primeiros 10 dias de incubacdo. Em
condicoes semelhantes, De Smit et al., (2006) e De Smit et al., (2008) também
relataram diminui¢do do tempo médio para eclosdao com o aumento gradual do CO,,
semelhante a reduc&o no periodo médio de bicagem externa observado nos ovos
oriundos de matrizes jovens.

Os autores citados acima trabalharam com incubadoras nao ventiladas e essa
condicdo resultou em problemas no controle da umidade causando aumento
(BRUGGEMAN et al.,, 2007) e reducdo (DE SMIT et al., 2006) da umidade em
comparagao ao grupo mantido na incubadora ventilada. A maior umidade relatada
por Bruggeman et al. (2007) resultou em menor perda relativa de peso dos ovos
durante o periodo de aumento da concentragdo de CO,. Por outro lado, De Smit et
al. (2006) relataram maior perda relativa de peso dos ovos. Na presente pesquisa a
umidade do ar foi mantida em 60% em todas as incubadoras, ndo havendo diferencga
significativa na perda relativa de peso dos ovos (9,19% e 9,91% para ovos de
matrizes jovens e velhas, respectivamente). Bruzual et al. (2000) relataram que a
umidade pode interferir na taxa de eclodibilidade, entretanto, n&o afeta o tempo de
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eclosao. Robertson (1961) utilizou umidade nas incubadoras variando entre 40 e
70% e relataram melhor eclodibilidade com 50%. Outro ponto que difere entre a
presente pesquisa e os trabalhos com incubadoras ndo ventiladas refere-se a
concentragdo de oxigénio dentro das incubadoras. De Smit et al. (2006) relataram
concentragdes de 19,5 e 20% de O, nas incubadoras ndo ventiladas. Hassanzadeh
et al. (2004) incubaram ovos a 2000 metros acima do nivel do mar, que corresponde
a uma concentracao de O, de aproximadamente 17% (JULIAN, 2000) e verificaram
eclosdo mais precoce nestas condicoes. Outro ponto que deve ser levado em
consideracao é o comportamento do aumento gradual da concentragcdo de CO;
durante os primeiros 10 dias de incubacéo e a concentragdo de CO. na incubadora
durante os ultimos 11 dias. Bruggeman et al. (2007) iniciaram a injecao de CO. as
25 horas de incubacdo e o crescimento foi gradual até 1,5% com 96 horas, sendo
esta concentracao mantida até 240 horas, apds a inje¢cao a concentragdo de CO; foi
mantida inferior a 0,2%. De Smit et al. (2006) submeteram o0s ovos a aumentos
gradativos na concentracdo de CO, até 1% aos 10 dias e, posteriormente, a
concentragcao foi mantida inferior a 0,1%. No presente experimento apds 10 dias a
concentracado de CO, foi mantida abaixo de 0,1%.

Corroborando com a presente pesquisa, Reijrink et al. (2010) trabalharam
com incubacdo em concentracdo de 0,7 a 0,8% de CO, até o quinto dia de
incubacgao observando aumento da duragao do periodo de incubacédo e auséncia de
efeito sobre os parametros de qualidade do pinto.

Apenas aos 16 dias a incubagdo em concentracao de 1% de CO; resultou em
maior peso dos fetos, somente para ovos provenientes de matrizes jovens. Nas
demais idades avaliadas nao houve efeito da concentracao de CO, sobre o peso dos
fetos e pintos. Esse resultado esta de acordo com outras pesquisas que mostram
maior peso de embrides apenas em alguma fase da incubagdo, havendo
posteriormente equivaléncia do peso do grupo controle e do incubado em maior
concentracdo de CO, (DE SMIT et al., 2006; DE SMIT et al., 2008; BRUGGEMAN et
al., 2007). Verhoelst et al. (2011ab) comprovaram o estimulo ao sistema vascular em
condicoes de hipdxia e hipercapnia durante a incubacao através de avaliagbes na
angiogénese da membrana corioalantéide. Essa maior vascularizagao resulta em

maior absorc¢ao de nutrientes que ocasiona maior desenvolvimento das aves. Assim,
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a presente pesquisa mostra menor porcentagem de saco de vitelo para as aves
incubadas em 1% de CO,, entretanto, a incubacdo em 1,5% determinou maior
porcentagem de saco de vitelo associado a reducdo numérica do peso dos fetos.
Reijrink et al. (2010) mostraram que concentrages de 0,7 a 0,8% durante os 5
primeiros dias de incubacgédo prejudicou o desenvolvimento dos fetos contrariando
tais vantagens em funcédo de modificagcdes no ambiente gasoso da incubacao.

Associado ao maior porcentagem de saco de vitelo, a incubacdo em
concentragdo de CO; de 1,5% determinou menor porcentagem de moela, pancreas
e intestinos nos pintos recém-eclodidos, ndo havendo efeito para a concentracao de
1% de CO.. O efeito nos componentes do sistema digestoério foi observado apenas
em aves provenientes de matrizes jovens. De acordo com Gabella (1989), aos 10
dias de incubacdo as células da moela ainda sdo imaturas, mas ja podem ser
claramente distinguidas. Ainda, Kim et al. (1997) mostraram a morfogénese do
pancreas, proventriculo e duodeno entre 3 e 4 dias de incubacéo, inclusive com
deteccao da expressao de glucagon, insulina e carboxipeptidase A neste periodo.
Assim, o periodo de aumento na concentracdo de CO, representa uma importante
fase de desenvolvimento dos componenetes do sistema digestério. Os resultados
obtidos com a incubacdo em concentracdo de 1,5% de CO, nesta pesquisa sé&o
contraditérios aos apresentados por outras pesquisas que mostram que embrides
sao resistentes as concentracdes de CO, utilizadas (TAYLOR et al., 1956; TAYLOR
& KREUTZIGER, 1965). Entretanto, assim como nesta pesquisa, Reijrink et al.
(2010) encontraram atraso no desenvolvimento embrionario com incubagdo em
concentracdo de CO. entre 0,7 e 0,8%, associando esse efeito aos 15 dias de
estocagem antes da incubacdo. Segundo Singal e Kosin (1969), o aumento no
tempo de estocagem esta associado a reducao na taxa mitética e no conteudo de
proteina nos embrides. Ainda, outros fatores podem estar associados a variagdes
nas respostas embrionarias ao aumento na concentracao de CO, como idade da
matriz (DE SMIT et al., 2006) e genética (DE SMIT et al., 2008). Esses resultados
sugerem a necessidade de novas investigacdes referentes a outros fatores que
possam influenciar a resposta dos embrides incubados em condi¢cbes de
hipercapnia.
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Em relacdo a mucosa intestinal, nota-se discreto aumento e diminuicdo da
altura dos vilos intestinais dos fetos com a incubagcdo em concentracdo de CO; de
1% e 1,5%, respectivamente. O efeito negativo da incubagdo em concentracao de
1,5% de CO, é mais evidente ao observar a maior densidade dos vilos intestinais
dos fetos e pinto, indicando vilos com menor superficie.

Os hormoénios tireoidianos parecem estar envolvidos nos efeitos da incubacéo
em concentracdo de 1% de CO. da presente pesquisa. Resultados prévios
confirmam o envolvimento desses horménios com a reducdo no periodo para
eclosao (BUYS et al., 1998; HASSANZADEH et al., 2004; DE SMIT et al., 2006; DE
SMIT et al., 2008). Tanto a incubacado em condicbes de hipercapnia (DE SMIT et al.,
2006) como em hipéxia (HASSANZADEH et al.,, 2004) estdao envolvidas em
alteracoes das concentracées de hormdnios tireoidianos.

O efeito positivo sobre o desenvolvimento dos componentes sistema
digestorio da incubag¢do em 1% de CO, também podem ser associados a aumentos
nas concentracoes plasmaticas de T3 e corticosterona evidenciados por De Smit et
al. (2006). Tais horménios aceleram a taxa de desenvolvimento dos embrides
(DECUYPERE et al., 1991) e estdo envolvidos no crescimento e maturagao
funcional de varios 6rgdos nos embrides de espécies avicolas, inclusive do intestino
(BLACK, 1978). Corroborando, Moog (1961) mostraram a relagdo entre hormdnios
tireoidianos e a diferenciacéo celular no intestino de embrides de pintos.

Ainda, os efeitos positivos da incubacdao em concentracdo de 1% de CO,
podem ser atribuidos ao estimulo a angiogénese que ocorre em condigdes de
hipercapnia. Verhoelst et al. (2011a) desenvolveram uma técnica capaz de avaliar a
taxa de desenvolvimento vascular na membrana corioalantdide avaliada em
condicdo de hipdxia. Posteriormente, os autores demonstraram a maior
vascularizagdo da membrana corioalantdide em condigcbes de hipercapnia
(VERHOELST et al, 2011b). De acordo com esses autores, a membrana
corioalantdide é o 6rgao responsavel pelas trocas gasosas durante a maior parte do
desenvolvimento embrionario. Ainda, sabe-se que condicbes de hipercapnia séo
utilizadas no tratamento de doencas vasculares periféricas, com capacidade de
estimular a angiogénese em outros 6rgados como o membro posterior (IRIE et al.,
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2005). Assim, condicdes de hipercapnia podem estimular o sistema cardiovascular
atraveés de vasodilatagédo e crescimento de novos vasos (DHILLON et al., 1984).

No inicio do desenvolvimento embrionario ocorre a vasculogénese, um
processo onde o0s primeiros vasos sanguineos sdo formados (RISAU, 1997).
Estudos mostram que o intestino é formado por vasculogénese e contém células
endoteliais intrinsecas (PARDANAUD et al., 1989). Ainda, de acordo com Ara et al.
(2005) a artéria mesentérica superior se localiza préxima ao plexo vascular primario
do intestino e se formam muitos vasos que conectam a artéria mesentérica superior
ao vasos intestinais primarios, formando a irrigacdo que supre o intestino na vida
adulta. Assim, a incubagdo de ovos em condicdes de hipercapnia estimula a
formacdo de vasos sanguineos na membrana corioalantéide (VERHOELST et al.,
2011b) e aumenta o diametro luminal da aorta (DECUYPERE et al., 2006). Os vilos
intestinais também s&o bastante irrigados por arteriolas, vénulas e capilares (CHEN
et al., 2003). De acordo com Winters (2012), o desenvolvimento da rede endotelial
entérica acontece em fases durante o periodo de incubagédo de pintos. Segundo a
autora, inicialmente, no terceiro dia de incubacao, as células endoteliais estao
apenas dispostas no espagco mesenquimal, evoluindo gradativamente até que
invadem a lamina prépria dos vilos intestinais no décimo sexto dia de incubacao.
Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o aumento crescente na
concentracdo de CO, até 1% durante a incubagdo estimula o desenvolvimento
vascular dos fetos, resultando em maior altura e menor densidade dos vilos nos
diferentes segmentos intestinais.

Em relacdo a atividade de enzimas pancreaticas, verificou-se apenas menor
atividade dessas enzimas nos pintos incubados em concentracao de 1,5% de CO,,
ndao havendo diferenca entre o grupo controle e a incubacdo em 1%. Marchaim e
Kulka (1967) E Maiorka et al. (2004) mostraram atividade das enzimas pancreaticas
no final do periodo de incubagao. Assim, condi¢cdo de hipercapnia de 1% de CO, nos
primeiros 10 dias de incubacao nao influenciaram essas enzimas, ja a concentracao
de 1,5% resultou em menores valores.

Dessa forma, além dos efeitos negativos da incubacdo em concentracao de
CO. de 1,5% sobre a mucosa intestinal e pancreas, observou-se também maior

periodo de nascimento, sugerindo um atraso no desenvolvimento dessas aves,
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corroborando com Reijrink et al. (2010) que também observaram aumento no
periodo de incubacdo na concentracdo de 0,7 a 0,8% de CO, e mostraram um

retardo numérico (p=0,08) no desenvolvimento embrionario dos pintos.
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento morfofisiolégico do sistema digestério de fetos e pintos é
influenciado positivamente pela exposicdo a concentracédo de 1% de CO, nos 10
primeiros dias de incubacdo, enquanto a concentracdo de 1,5% causa efeito

contrario.
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CAPITULO 4 - Implicacdes

As conclusdes obtidas nessa Tese permitem as seguintes implicagoes:

1-

Mudancgas na temperatura de incubacao afetam a morfofisiologia do sistema
digestorio. Alteracdes constantes, mesmo que de apenas 1°C em relagéao a
temperatura de 37,5°C durante a segunda metade da incubacao prejudicaram
parametros da incubagdao como a janela de nascimento e a morfofisiologia do

sistema digestdrio, ndo sendo recomendadas na industria avicola.

Hipercapnia durante o inicio da incubagao influenciam a morfofisiologia do
sistema digestoério. A utilizacdo de injegcdes continuas e gradativas até a
concentragcdo de 1% de CO2 durante a primeira metade da incubacao
beneficia os parametros da incubagdo e a morfofisiologia do sistema
digestorio. Através de estimulos ao desenvolvimento do sistema digestorio o
desempenho final dos frangos de corte pode ser melhorado.
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