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EFEITO DA IDADE DE MATRIZ E DA EXPOSICAO GRADUAL AO CO; NA PRIMEIRA
FASE DE INCUBACAO SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E
DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O fornecimento de CO, durante as primeiras 240 horas de incubag¢ao melhora
os resultados de incubacdo e poés-eclosédo, porém o seu uso em diferentes idades de
matriz € pouco compreendido. Portanto, foram realizados trés experimentos com 0s
seguintes objetivos: O primeiro objetivo foi avaliar o efeito de duas idades de matriz (36 e
55 semanas) e trés concentracdes de CO, (controle, 1,0% e 1,4%) durante as primeiras
240 horas de incubacédo sobre o desenvolvimento embrionario de frangos de corte. O
segundo objetivo foi avaliar o desempenho, rendimento de 6rgaos, morfologia intestinal,
rendimento de carcaga e indice cardiaco de frangos de corte oriundos de duas idades de
matriz e trés concentracdes de CO,. Finalmente, o objetivo do terceiro estudo foi avaliar
os efeitos da incubacdo com CO, (aumento gradual até 1,5%) durante 10 dias (0 - 240
horas de incubacéo) na vascularizacdo da membrana corioalantéide (CAM), nas variaveis
sanguineos do embrido e pds-ecloséo e nos resultados de incubacgéo de frangos de corte.
Os resultados mostraram que a exposicdo ao CO, promoveu alteragcbes no
desenvolvimento embrionario e na qualidade pés-eclosédo. A idade de matriz deve ser
considerada no processo de incubacdo com CO,. A idade de matriz e a exposi¢cdo ao CO,
nas primeiras 240h de incubacdo exerceramm influencia no desempenho pés-eclosdo. A
exposicao gradual de 1,5% de CO, nas primeiras 240 horas de incubacdo aumenta a
vascularizacdo da CAM, altera as variaveis sanguineas, influencia negativamente o
desenvolvimento embrionario e o metabolismo pés-eclosdo. Em conclusédo, a interacao
idade de matriz e concentracao de até 1,4% de CO,, na primeira fase de incubacéo afeta
0 metabolismo embrionario, principalmente em matriz com idade de 55 semanas. A
exposicao a 1,5% CO, aumenta a vascularizacdo da CAM, mas afeta negativamente o
desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: CO,, embrido, hipercapinia, idade de matriz, membrana corioalantéide



EFFECT OF BREEDER AGE AND EXPOSURE TO INCREASING GRADUAL CO;
CONCENTRACION DURING THE FIRST PHASE OF INCUBATION ON THE
EMBRYONIC DEVELOPMENT, AND PERFORMANCE OF BROILER

ABSTRACT - Supplementing CO, during the first 240 hours of incubation has been

proposed for improving incubation and post hatch performance, but its use on eggs
coming from breeders of different ages needs to be better understood. Therefore, three
experiments were carried out with the following objectives: The first objective was to
evaluate the effects of two breeder ages (36 and 55 weeks) and three concentrations of
CO, (control, 1,0% and 1,4%) during the first 240 hours of incubation on the embryonic
development of broilers. The second objective was to evaluate the performance, organ
performance, intestinal morphology, carcass yield, and cardiac index of broilers from two
breeder ages and three CO, concentrations. Finally, the objective of the third experiment
was to evaluate the effects of incubation with increasing CO, concentration up to 1,5% for
240 hours of incubation on the vascularization of the chorioallantoic membrane (CAM) in
embryogenic and post-hatch blood parameters, and the results of chickens at post hatch.
The results showed that exposure to CO, promoted changes in embryonic development
and post-hatching quality. The old breeder must be considered in the process of
incubation with CO,The breeder ages and exposure to CO, in the first 240h incubation
exert influence in post-hatching performance. The gradual exposure of 1,5% of CO, in the
first incubation phase (240 hours) increased vascularization of the CAM, altered blood
parameters, adversely influenced embryonic development and metabolism post-hatching.
In conclusion, the interaction of breeder age and CO, concentration up to 1,4% in the first
stage of incubation affects the embryonic metabolism, especially in a old breeder at 55
weeks of age. The exposure to 1,5% CO, increases vascularization of CAM and negatively
affects embryonic development.

Keywords: CO, embryo, hypercapnia, breeder age, chorioallantoic membrane



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Recentemente, alguns autores demonstraram que o aumento gradual de
niveis de CO; até o 10° dia (0 a 240 horas) de desenvolvimento aumenta o0 peso
do embrido, estimula a ecloséo precoce (BRUGGEMAN et al., 2007), aumenta a
eclodibilidade (DE SMIT et al.,, 2006, 2008; KROETZ NETO, 2010), diminui a
mortalidade embrionaria e influencia positivamente no desempenho dos frangos
(KROETZ NETO, 2010). Porém, estes estudos na sua maioria ainda ndo sao
conclusivos sobre a melhor concentracdo de CO, e a fase embrionaria para se
assegurar do seu uso pratico nas condicdes de campo. Além disso, a idade da
matriz deve ser considerada nesse processo, pois influencia diretamente o peso
do embrido e seu desenvolvimento durante a incubagcdo (SHANAWANY, 1984). A
espessura da casca diminui com o avancar da idade da ave (NORTH e BELL,
1990; LOURENCO DA SILVA, 1994; WILSON, 1997). Ilgualmente, o metabolismo
do embrido durante o processo de incubacdo varia entre aves de diferentes
idades (CHRISTENSEN et al., 1995; O'DEA et al., 2004; HAMIDU et al., 2007).
De acordo com RAJU et al. (1997), existe uma correlacao positiva entre peso do
ovo, peso do pintainho ao nascer e desenvolvimento pds-ecloséo.

Portanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar os efeitos da
combinagédo do CO; e da idade da matriz nos resultados de incubagéo e na fase

pos-ecloséo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uso do CO;, durante aincubacéao

Desde o inicio da avicultura industrial, as variaveis fisicas da incubacao
continuaram as mesmas, apresentando algumas alteragdes na forma de
monitorar a viragem, ventilacdo, umidade e temperatura e a relevancia de cada
uma dessas variaveis. Porém, o éxito do processo de incubacdo envolve outros
fatores que também interferem de forma significativa no desenvolvimento do
embrido in ovo. Dentre eles estdo a idade da matriz e a concentracdo de CO; na
incubadora. Recentemente, a utilizagdo do CO, foi adicionada ao rol de
necessidades do embrido e ainda € motivo de controvérsias entre pesquisadores
e fabricantes de equipamentos (CALIL, 2007). Verifica-se a necessidade de mais
estudos para apontar os efeitos da exposicéo elevada e gradual de CO, sobre o
desenvolvimento do embrido e no desempenho pés-ecloséo.

E sabido que tanto o O, quanto o CO, sdo essenciais para o adequado
desenvolvimento embrionario. Usualmente, o controle desses gases é mantido
para que no ambiente de incubacdo situem-se em aproximadamente 21% O, e
0,5% CO,. Na pratica, algumas empresas tém sugerido niveis mais altos de CO,
nos primeiros dias da incubacao artificial de ovos de aves domésticas, superiores
a 0,5%, considerados padrdo. Pois, tem se percebido com esse manejo
beneficios no desenvolvimento do embrido, na eclodibilidade e nas primeiras
semanas poés-eclosdo (DE SMITH et al., 2006; TONA et al., 2006; KROETZ
NETO, 2010). Sendo dependente de um ajuste de tempo de exposicdo e da
concentracao.

Durante a incubacdo, 21 dias, o ovo de galinha de 60 g capta
aproximadamente 6 litros de O, elimina 4,5 L de CO, e 11 L de vapor de agua.
Devido a perda de agua nesse periodo, 0 ovo pesara aproximadamente 51 g no
final da incubacédo (LA SCALA Jr., 2003). Portanto, 0 ambiente da incubadora
deve permitir que neste periodo, tais condicbes como temperatura do embrido,
perda de umidade e ventilacdo se aproximem do ideal para que as trocas gasosas

ocorram.



O controle do CO, tem correlacdo direta com a fisiologia embrionéria,
influenciando o pH do albumen do ovo. No momento da postura o pH do albumen
e gema estao proximos ao fisiolégico (6,5) e com o passar do tempo aumentam
para niveis proximos de 9 no albimen (LAPAO et al., 1999) e 6,8 na gema
(BAKST e HOLM, 2003), considerados 6timos para o adequado desenvolvimento
embrionario. A alcalinidade do albumen é responsavel por facilitar a circulacéo de
nutrientes para o blastoderme e a difusdo de gases (MEURER e BAUMANN,
1988; MEIJERHOF, 1994; BRAKE, 1996). De acordo com TONA et al. (2006), a
utilizagc&o de niveis relativamente altos de CO, nos periodos iniciais de incubacéo
€ capaz de estimular o desenvolvimento do sistema circulatério durante a sua
fase de diferenciacdo e formacao (24 h a 96 h de desenvolvimento embrionario).
O que pode explicar a melhoria na qualidade do neonato alcancada com a adocao
dessa técnica. Além disso, para a reducao da ocorréncia de doencas metabdlicas,
como a ascite, tem se sugerido niveis mais altos de diéxido de carbono durante a
incubacdo por melhorar o desenvolvimento do sistema circulatério, preparando
desde a vida de embrido para os desafios durante a incubacédo e na vida pos-
eclosao.

Por muito tempo, pensava-se que niveis superiores a 1% de CO; tinham
efeito deletério em embrides de aves (OWEN, 1991), prejudicando assim a
eclodibilidade dos ovos. No entanto, em outros estudos, foi verificado que
dependendo do tempo de exposicdo e a idade do embrido, as respostas eram
variadas. Estudos de TAYLOR et al. (1956) relataram que niveis de CO; até 1%
durante as primeiras 96 horas de incubacgao néo foi considerada perigosa para o
desenvolvimento embrionario. No entanto, quando os ovos foram incubados e
expostos ao nivel elevado de 5% de CO, entre 0 9° e 0 12° dia, ocorreu reducao
na eclodibilidade (TAYLOR e KREUTZIGER, 1966). HOGG (1997) observou
aumento de 2% na eclodibilidade quando os embrides foram expostos a
concentracdo de 1,5% de CO, até o 10° dia de incubacdo. Em estudo mais
recente, DE SMIT et al. (2006) demonstraram que niveis de 1,5% de CO, até o
10° dia melhoraram o crescimento do embrido, estimularam a ecloséao precoce e
aumentaram a eclodibilidade. GILDERSLEEVE E BOESCHEN (1983)
encontraram menor mortalidade embrionaria, menor mal-posicionamento e alta

eclodibilidade de ovos de peruas expostos ao nivel de 0,3% de CO, nos dez



primeiros dias de incubacdo. Entretanto, quando expuseram 0S ovos dessas
aves ao CO; nos primeiros cinco dias de incubacéo, verificaram diminuicdo na
eclodibilidade.

Efeitos na eclodibilidade podem ser observados mesmo quando a
concentragdo de CO, esta abaixo de 0,5% ou acima de 2%, com resultados
negativos na eclosdo (DECUYPERE et al.,, 2003). DE SMIT et al., (2008)
estudaram o efeito da auséncia de ventilacdo nos primeiros dias de incubacao
sobre o desenvolvimento embrionario, utilizando niveis de até 0,7% de CO,, em
duas linhagens de frangos com diferente susceptibilidade a ascite. Os autores
verificaram que a nao ventilacdo estimulou o desenvolvimento embrionario e
resultou em embribes com maior peso corporal e eclosdo precoce. Mostraram
ainda, que o grupo com susceptibilidade a ascite obteve eclodibilidade superior a
10%.

De acordo com apresentado até este momento, percebe-se que a técnica
da utilizacdo do CO; nos primeiros dias de incubacéo tem apresentado resultados
expressivos do ponto de vista técnico. Mostra ainda que, com o passar dos anos
os embrides tém adquirido maior tolerancia, o que pode ser verificado com os
aumentos consideraveis das concentracfes de CO, em momentos distintos da
incubacgdo. Os ovos respiram por um processo espontaneo, devido a diferenca de
concentracdo das moléculas, por meio de milhares de poros microscopicos
presentes em sua casca, capturando O, e liberando CO; pela difusdo molecular,
sendo influenciado intensamente pela geometria dos poros (comprimento e area),
bem como os numeros de poros na casca que varia de acordo com as espécies
de aves (LA SCALA Jr., 2003).

A discordancia entre os autores sobre a melhor concentracéo e idade do
embrido ao CO, precisa ser esclarecida. Até o momento enfocamos uma
discusséo entorno da utilizacdo do gas na primeira fase de incubacédo. Entretanto,
na segunda fase da incubacdo os estudos sdo mais desafiadores quanto as
concentracbes em que os embrides sdo expostos. EVERAERT et al., (2007)
expuseram embrides de frangos a concentracOes elevadas de CO, durante a
segunda fase de incubacéao, iniciando com 2% no 11° dia, alcancando 4% no 12°
dia e mantendo essa concentracdo até o 18° dia. Avaliaram os parametros de

incubagéo, tempo de bicagem interna, externa e eclosdo. Verificaram que o



crescimento do embrido nao foi reduzido e ndo houve reducdo na eclodibilidade
do grupo exposto ao gas, demonstrando, a hipétese que os embrides podem
tolerar altas concentracdes de CO; na segunda fase de incubacdo. Esses
mesmos autores, criando as aves até o 7° dia de vida e avaliando o crescimento
relativo dos pintainhos néo tiveram diferengcas entre 0s grupos tratados ou n&o
tratados com o0 gas na incubacdo. Ainda, avaliaram os niveis hormonais e
perceberam maior concentracdo de corticosterona e tiroxina no grupo de pintos
submetidos ao CO, aos sete dias de idade. Sugeriram maiores investigacdes para

a tolerancia aos altos niveis de CO», nesta fase.

2.2. ldade da Matriz

A a idade da matriz exerce grande influéncia no tamanho do ovo e
consequentemente no tamanho do embrido, originando um pintainho maior e de
melhor qualidade. Muitos estudos demonstram que as matrizes mais velhas
produzem ovos mais pesados (SOONCHARENYING, 1989; NOVO et al., 1997,
SUAREZ et al, 1997), a gema maior e pequeno incremento do albumen
(BURNHAM et al., 2001). Uma das consequencias do aumento do tamanho do
ovo com o avanco da idade da matriz € a diminuicdo da espessura da casca
(NORTH e BELL, 1990; LOURENCO DA SILVA, 1994). E esperado que matrizes
pesadas, ao atingir 60-64 semanas, um aumento de 45-50% do peso de um ovo
produzido com peso inicial de 52 g provocando inabilidade da ave em aumentar a
deposicao de célcio na casca do ovo de forma a compensar esse ganho de peso
(LOURENCO DA SILVA, 1994).

De acordo com SHANAWANY (1984), a idade da matriz exerce amplo
efeito sobre o peso do embrido e seu desenvolvimento durante a incubagdo. Em
seu experimento, matrizes com idade mais avancada produziram ovos maiores
que, por sua vez, resultaram em embrides mais pesados. Quando comparados
ovos de mesmo tamanho, mas provenientes de matrizes com diferentes idades, o
autor ainda observou desenvolvimento mais rapido e eclosédo precoce naqueles
embrides provenientes de matrizes mais velhas. Entretanto, LIMA et al., (2000)
trabalhando com ovos provenientes de matrizes de 27, 40 e 59 semanas de idade

e com peso médio variando de 55 a 70 g, afirmaram que ovos de menor peso,



independente da idade da matriz, apresentaram taxas de eclosdo maiores com
periodos mais curtos de incubacéo.

RAJU et al., (1997) incubando ovos de diferentes faixas de peso,
verificaram que ovos de menor peso apresentaram maior eclodibilidade e menor
peso do pintainho ao nascer. Os pintainhos provenientes de ovos mais pesados
resultaram em aves também mais pesadas com 6 semanas de idade, indicando
correlacdo positiva entre peso do ovo, peso do pintainho ao nascer e
desenvolvimento pés-eclosdao. No entanto, PEEBLES et al., (2001), ao
compararem o desenvolvimento de embribes provenientes de matrizes com 27 e
36 semanas de idade encontraram menor taxa relativa de acimulo de matéria-
seca nos ovos das matrizes mais velhas. Esse resultado foi associado a
diminuicdo da quantidade de agua no embrido e da taxa de absor¢cédo da gema.

A importancia da casca do ovo esta associada ao fato de que, além de
fornecer calcio para o embrido em desenvolvimento, serve como uma barreira
natural do embrido contra danos fisicos e contaminacdo ambiental, regulando
assim as trocas gasosas, caléricas e a perda de 4gua pelo embrido. A reducéo da
espessura da casca é associada com a desidratacdo do embrido devido ao
aumento de porosidade da casca (WILSON, 1997).

3. OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa foi desenvolvida para verificar se 0 aumento gradual
CO; nos primeiros 10 dias (0 - 240 horas) de incubacéo é capaz de influencia o
desenvolvimento embrionario e o desempenho de 1 a 42 dias de idade de frangos

de corte oriundos de duas idades de matriz.
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CAPITULO 2 - EFEITO DA IDADE DA MATRIZ E DA CONCENTRACAO
GRADUAL AO CO, SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o aumento gradual das
concentracoes de CO, durante os 10 primeiros dias (0 - 240 horas) de incubacéao
sobre o desenvolvimento embrionario de frangos de corte de duas idades de
matriz. Ovos de matrizes da linhagem Cobb 500 foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3 com duas
idades de matriz (36 e 55 semanas) e trés concentracdes de CO, (controle
(<0,05%), 1,0% e 1,4%). Apés este periodo os ovos permaneceram sob condicao
padrdo de incubacéo até o momento do nascimento. A incubacéo foi realizada em
incubadora automética, com capacidade para 8.000 ovos, mantendo a
temperatura média de 37,5°C, a umidade relativa média de 60% e viragem a cada
hora de 90°. As concentracdes de CO, dentro das incubadoras foram monitoradas
com o auxilio de sensores. Durante a incubagédo avaliou-se a perda de peso do
ovo, a concentracdo de gas na camara de ar, a eclosdo e eclodibilidade, o peso
do embrido, duracdo da incubacao, qualidade ao nascimento e embriodiagnostico.
Houve reducéo na ecloséo e eclodibilidade para os ovos oriundos de matriz velha.
Os embrides de ambas as idades de matriz ativaram mecanismos fisiologicos
para compensar a exposi¢cao ao CO,, pois apresentaram baixa concentragédo de
CO;, na camara de ar aos 18 dias de incubacdo. Os embrides foram mais pesados
na concentracdo de 1,0% de CO,. Porém, evidenciou-se efeito negativo no
desenvolvimento do embrido de matriz velha quando expostos a concentracéo de
1,4% de CO,. As concentragdes de 1,0% e 1,4% de CO, ampliaram a janela de
nascimento, com maior numero de nascidos precoces e tardios. A qualidade do
pinto de um dia foi pior nos grupos tratados com CO,, sendo mais exarcebada na
matriz velha. Recomendam-se mais pesquisas para o uso efetivo na incubacéo e
no desempenho pds-eclosdo de frangos de corte. A exposicdo de embrides de
diferentes idades de matriz ao aumento gradual da concentracdo de CO,, 10

primeiros dias de incubac¢do melhora o desenvolvimento embrionario.
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Palavras chaves: concentracdo de CO,, embrido de frango de corte, idade da

matriz.
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CHAPTER 2 - EFFECTS OF BREEDER AGE AND INCREASING GRADUAL
CO, CONCENTRATION ON THE EMBRYONIC DEVELOPMENT OF
BROILERS

ABSTRACT — The objective of this study was to assess the effects of three CO,
concentrations during the first 240 hours of incubation on eggs coming from
breeders of 36 and 55 weeks. The Cobb 500 eggs were distributed in a
completely randomized design in a 2 x 3 factorial design with two breeder ages
and three concentrations of CO, (control (0,05%), 1,0% and 1,4%) as main
factors. After this period, all eggs remained under standard conditions of
incubation until hatch. The incubation was performed in a automatic incubator
with a capacity for 8.000 eggs, keeping average temperature of 37,5° C, relative
humidity average of 60% and a 90° turn every hour. The CO,concentration of in
the incubators was monitored by sensors. The following parameters were
evaluated during incubation, egg weight loss, gas concentration in the egg air
chamber, hatching and hatchability, embryo weight, length of incubation, chick
quality at hatch, and embryo mortality. There was a reduction in hatchability and
hatching eggs that came from the old breeder age. Embryos of both ages
activated physiological mechanisms for compensating the CO, exposure because
it had a low concentration of CO, in the air chamber at 18 days of incubation. The
embryos were heavier at a concentration of 1,0% CO, However, there was a
negative effect on embryo development from old breeders when exposing eggs
to the high CO, concentration. Concentrations of 1,0% and 1,4% CO, increased
the hatch window, with the largest number of early and late hatch. Chick quality
was worse in the groups treated with CO, and more negative effects were
observed in the old breeders. It is concluded that the exposure of embryos from
different breeder ages to gradual increase of CO, concentration during the first 10
days of incubation, improves embryo development. Further research is
recommended for effective use in hatching and post-hatching performance of
broilers.

Keywords: CO, concentration, embryo broiler, breeder age.
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1. NTRODUCAO

Fornecer condicbes adequadas durante o processo de incubagéo, para o
bom desenvolvimento embrionério, deve ser prioridade na obtencdo de pintos de
gualidade, ainda mais se considerarmos que mais de 1/3 da vida do frango até a
idade de abate se passa dentro da incubadora (HULLET, 2007). Além disso, &
evidente que devido a intensificacdo da producgéo avicola e do melhoramento das
aves, novas pesquisas devem ser realizadas a fim de aperfeigcoar o processo de
incubagdo para atender os requerimentos fisiologicos do embrido durante a
incubacdo como: temperatura, umidade, viragem e ventilacdo (MOLENAAR et al.,
2010).

Dentre o rol de mudancas na incubacdo moderna que possivelmente
podem ser adotados, o fornecimento de CO, durante a incubagcdo tem
apresentado potencial de uso, uma vez que melhora alguns indices de producao
como, por exemplo, a eclosdo. Recentemente, alguns autores demonstraram que
0 aumento gradual de niveis de CO, até o 10° dia (0 a 240 horas) de
desenvolvimento embrionario afeta positivamente o peso do embrido e estimula a
ecloséo precoce (BRUGGEMAN et al., 2007), aumenta a eclodibilidade (DE SMIT
et al., 2006, 2008; KROETZ NETO, 2010), diminui a mortalidade embrionaria e
influencia positivamente no desempenho dos frangos (KROETZ NETO, 2010).

Além disso, a idade da matriz influencia diretamente o peso do embrido e
seu desenvolvimento durante a incubacdo SHANAWANY (1984), diminui a
espessura da casca (NORTH e BELL, 1990; LOURENCO DA SILVA, 1994,
WILSON, 1997) e o metabolismo do embrido durante o processo de incubacao
(CHRISTENSEN, 1995). De acordo com RAJU et al. (1997), existe uma
correlacdo positiva entre peso do ovo, peso do pintainho ao nascer e
desenvolvimento pos-ecloséo.

Foi verificado na literatura que os estudos com CO,, normalmente, adotam
apenas uma idade de matriz e que essas geralmente estdo préximas ao pico de
producdo com idades entre 30 e 40 semanas. Porém, questiona-se da exposi¢cao
ao CO, com diferentes idades e seu impacto sobre o desenvolvimento

embrionério.
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O objetivo do presente estudo foi de avaliar o aumento gradual das
concentracfes ao CO, durante os 10 primeiros dias (0 - 240 horas de incubacéo)
sobre o desenvolvimento embrionario de frangos de corte de duas idades de

matriz.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental e incubagéo

Um total de 6.000 ovos férteis de matrizes da linhagem Cobb - 500,
classificados de acordo com o peso, 60,0 + 0,59 e 66,0 = 0,5g, provenientes de
de matrizes de 36 e 55 semanas, respectivamente, foram incubados. Os ovos
foram estocados por trés dias em uma sala climatizada a uma temperatura de
20°C. Apos esse periodo, os ovos foram pré-aquecidos durante oito horas em
uma sala com temperatura ambiente de 30°C e umidade relativa de 60%. Os
ovos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3 com duas idades de matriz (36 e 55 semanas) e trés concentracdes
de CO; (controle <0.05%), 1,0% e 1,4%) na primeira fase de incubacdo (0 a
240h). Apoés este periodo os ovos permaneceram sob condicdo padrdo de
incubacdo até o momento da transferéncia. Os ovos foram distribuidos em
bandejas com capacidade de 150 ovos. Os espacos vazios foram completados
com bandejas, para garantir o fluxo de ar dentro da incubadora. Cada tratamento
foi distribuido em incubadora automatica CASP!, com capacidade para 8.000
ovos, mantendo a temperatura média de 37,5°C, a umidade relativa média de
60% e a viragem automatica de 90° a cada hora. As concentracdes de CO;
dentro das incubadoras foram monitoradas com o auxilio de sensores®. As
concentracdes de CO, foram injetadas gradualmente de acordo com a idade do
embrido (Figura 1; Tabela 1 ). Para atender as concentracdes de CO, desejadas
nos tratamentos, para cada dia, a injecdo foi realizada através de valvulas com

solenoides acopladas ao sistema de sensores e aos cilindros contendo o gas.

! Incubadora CASP Mg 62 “i”"®

2 \/aisala — 19222GM Calibration Software Kit.
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Nos ovos do tratamento controle, nao foi alterada a atmosfera de CO,, sendo as

condicBes da incubacédo semelhantes a de incubatorios comerciais.

Cantrole Bt B {1 O ) -=== 1.4%C02
1,4 =
,
12 4 /
1,0 .
0.8 4 é

06 o 4

0,2 4 .

Concentraciode CO2 (%)

0,0 T T T ¥ T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 101112121415 16 17 18 19 20

Dias de incubacio
Figura 1 — Concentracdes de CO, durante o periodo experimental.

2.1.2. Variaveis de incubacéo

Os ovos foram pesados e identificados antes da incubacédo, sendo as
variaveis fisicas controlados diariamente conforme o desenvolvimento
embrionéario (Tabela 1). Aos 19 dias de incubacdo, os ovos foram transferidos
para bandejas de nascimento e separados individualmente em caixas com
divisorias para fins de avaliacdo. Apos a transferéncia para as bandejas, os ovos
permaneceram na mesma incubadora até o nascimento. Foram monitorados: (1)
perda de peso do ovo na transferéncia (%), (2) ecloséo e eclodibilidade (%), (3)
duracdo da incubacédo (horas), (4) concentracdo gas na camara de ar do ovo
(mM), (5) peso do embrido (g),

(6) qualidade ao nascimento, (7)
embriodiagndstico.



Tabela 1 — Variaveis fisicas da incubacao durante o periodo experimental.
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Incubagdo  Incubagdo Temperatura Umidade! Renovacao de ar? Concentracdo de CO, (%)?

(dias) (horas) - °C---mm---- Minima Méaxima Controle 1,0 1,4
1 0 37.9 29.4 0 0 0.000 0.050 0.050
2 24 37.9 29.4 0 0 0.004 0.100 0.100
3 48 37.9 29.4 15 15 0.005 0.150 0.150
4 72 37.7 28.9 15 15 0.006 0.300 0.300
5 96 37.7 28.9 18 18 0.008 0.350 0.450
6 120 37.7 28.3 18 18 0.008 0.450 0.650
7 144 37.6 28.1 20 20 0.010 0.550 0.850
8 168 37.6 28.1 20 20 0.014 0.650 1,000
9 192 375 27.8 25 35 0.029 0.800 1.200
10 216 37,5 27.8 25 45 0.035 1,000 1,400
11 240 37.4 27.5 25 45 0.050 1,000 1,400
12 264 37.4 27.5 25 45 0.058 0.060 0.075
13 288 37.4 27.2 25 55 0.067 0.058 0.056
14 312 37.4 27.2 25 55 0.074 0.067 0.071
15 336 37.3 26.9 25 65 0.077 0.078 0.082
16 360 37.3 26.9 25 65 0.083 0.084 0.088
17 384 37.3 26.7 40 80 0.085 0.089 0.090
18 408 37.3 26.7 40 80 0.085 0.096 0.100
19 432 36.9 29.4 20 75 0.086 0.105 0.107
20 456 36.9 28.3 20 75 0.099 0.107 0.109
21 504 36.9 28.3 20 75

1 Temperatura do bulbo Umido; 2 Renovacao de ar, abertura do damper em graus, para ambos tratamentos; 3
Controle = sem adi¢@o de COy; as concentracdes 1,0% e 1,4% de CO, foram adicionadas gradualmente nos
10 primeiros dias de desenvolvimento embrionario.

2.1.3. Perda de peso do ovo natransferéncia

No momento da transferéncia aos 19 dias, os ovos foram pesados para a
determinacdo da perda de peso durante a incubacdo em relacdo ao peso dos
ovos no inicio da incubacgé&o. Utilizou-se uma balanga de preciséo com diviséo de
0,001g.

2.1.4. Ecloséo e eclodibilidade

A eclosdo foi calculada pela relacdo do numero de pintos

nascidos/nimero total de ovos incubados x 100. A eclodibilidade foi calculada
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através da relacdo namero de pintos nascidos/nimero de ovos férteis x 100. Os

ovos inférteis foram determinados pelo embriodiagnadstico.

2.1.5. Duracéo daincubacéo

A partir de 464h de incubacdo (19,3 dias), 100 ovos/tratamento
previamente separados, individualmente em bandejas com divisérias, foram
vistoriados a cada 4 horas e 0s nascimentos registrados. Considerou-se o0
periodo de incubacdo total de 504 horas, quando as incubadoras foram

desligadas.

2.1.6. Concentracao de gas da camara de ar do ovo

A amostragem de seis ovos/tratamento foi realizada no 10°, 13°, 16° e 18°
dia de desenvolvimento embrionario. A camara de ar foi selada com silicone e,
apos a secagem (10 minutos), foi perfurado com uma agulha de (8.0 mm x 0.3
mm) e uma aliquota 0.5mL de ar foi aspirado com uma seringa®, imediatamente,
foi injetado em um analisador de gases® para a leitura das concentracdes. O
analisador equipado com detector de ionizacdo de chama, utilizando o argdnio
como gas de arraste com fluxo de 25 mL/min e a temperatura do forno foi de
70°C. A calibragéo foi realizada com uma mistura padrdo de gases metano e
carbdnico. As areas dos picos foram integradas utilizando o software

Chromgquest 5.0°.

2.1.7. Peso do embriao

Amostragens de 10 embrides por tratamento foram realizadas no 5°, 7°,
100, 13°, 16° e 18° dia de desenvolvimento embrionario. Os ovos foram abertos e
0s embrides eutanasiados pela seccao da medula e pesados sem 0S anexos

embriondrios, para a determinacao do peso relativo ao do ovo.

% Seringa 1 mL BD ultra-fine™ (S&o Paulo, Brasil).
* cromatdgrafo gasoso Trace GC Ultra da Thermo Scientific.
®> ChromQuest 5.0 Chromatography Data System (Cambridge, UK).
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2.1.8. Qualidade ao nascimento

Ao final da incubacdo (504h) os pintos previamente separados para o
monitoramento da duracdo da incubacéao foram amostrados para a qualidade ao
nascimento. Foi avaliado o peso ao nascer (g), atividade, penugem, olhos,
umbigo, membrana remanescente, abddmen, pernas, canelas e comprimento.
Foram atribuidos escores de qualidade de acordo com a analise geral de cada
pintainho, adaptado de Tona et al., (2003). Os escores foram assim
determinados: 6timo para escore (=100) nota 1, moderado para escore (90 =

100) nota 2 e ruim para escore (< 90) nota 3.

2.1.9. Embriodiagnéstico

O embriodiagnadstico foi realizado no final da incubacéo, quando todos os
ovos nao eclodidos foram abertos e analisados para a identificagdo do momento
da morte do embrido. A mortalidade embrionaria foi classificada em trés classes:
Precoce 0 - 4 dias, intermediaria 5 — 17 dias, e tardia 18 — 21 dias. Os ovos
bicados vivo e morto foram considerados como tardios e 0os ovos inférteis foram

usados para o célculo da eclodibilidade.

2.2. Anadlise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto ao atendimento das pressuposi¢coes de
homogeneidade das variancias e normalidade dos erros estudentizados. Em
seguida foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento GLM
(General Linear Models) do programa SAS® (SAS institute, 2000) e em caso de
diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O projeto foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), certificado pelo protocolo n°® 010665/11 e o mesmo esta de acordo com

0s principios éticos na experimentacdo animal.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Qualidade daincubacéo
3.1.2. Perda de peso do ovo natransferéncia

N&o houve diferenca significativa na perda de peso dos ovos para as
diferentes idades de matrizes e concentracdes de CO;, (Tabela 2). Os resultados
do presente estudo estdo de acordo com a literatura, que considera a perda de
peso excelente na faixa de 11 a 14% (MAUDIN, 1993; ROSA et al.,, 2002;
MACARI e GONZALES, 2003). Desvios na perda de peso, devido a idade de
matriz, devem ser considerados durante o desenvolvimento embrionério, uma
vez que apresentam qualidade de casca diferenciada como maior porosidade, o
gue pode levar a uma maior perda de peso durante a incubacdo (MACARI e
GONZALES, 2003). Extremos de perda de agua durante a incubacao prejudicam

o desenvolvimento embrionério e a qualidade do pinto de um dia.

Segundo CAMPOS (2003), a perda de peso do ovo é influenciada pela
idade da matriz. Tal fato é explicado pela condutancia da casca ser elevada em
matrizes novas (até 40 semanas) devido a espessura da casca, enquanto que
matrizes velhas apresentam condutancia baixa. Este autor argumenta que é
necessario ajustar a incubadora considerando os aspectos fisicos da casca

devido a idade de matriz.

3.1.3. Ecloséao e eclodibilidade

Houve diferenca significativa para os resultados de eclosao e eclodibilidade
nos ovos provenientes de idades de matrizes de 36 e 55 semanas (Tabela 2). A
eclosdo do total dos ovos incubados de matriz nova foi superior, quando
comparada com a matriz velha. Quando foi avaliado a eclodibilidade, nimero de
pintos nascidos em relacdo aos ovos férteis, os ovos de matrizes novas
apresentaram maior eclodibilidade 2,7% em comparacdo com a matriz velha.

Esses resultados, estdo de acordo com ROSA et al. (1999), que ao compararem
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matrizes de 36 e 62 semanas de idade, reportaram que 0S ovos de matrizes
jovens apresentaram maior eclodibilidade.

A eficiéncia reprodutiva é reduzida com o avanco da idade da matriz. Na
literatura, diversos autores (ROSA et al. 2002; ELIBOL et al. 2002; ZAKARIA et al.
2005), reportaram que independente da linhagem, das condi¢cdes de estocagem
e de incubacéo, observou-se maior eclodibilidade em ovos provenientes de lotes
de matrizes mais novas, 31 a 39 semanas, em comparagcao aos de matrizes mais
velhas 52 a 63 semanas. Ainda, de acordo com ROSA et al. (2002) a piora nos
resultados de incubacdo podem estar diretamente relacionados com a piora na
qualidade de casca e a correlagdo positiva do tamanho do ovo com a idade da
matriz.

Nao foi observada diferenca significativa para os resultados de ecloséo e
eclodibilidade nos ovos expostos aos tratamentos com CO, (Tabela 2). Estes
dados sugerem que, a exposicdo de embrides de matrizes mais velhas a adicao
ao CO; deva ser criteriosa, uma vez que reduziu o nimero de nascimentos. Esse
resultados estdo de acordo com BRUGGEMAN et al.,, (2007) que expuseram
gradualmente embrides a concentracbes de 1,5% de CO, e verificaram que néo
houve melhoria na eclodibilidade. BARROTT (1937) enfatizou que ha impactos
negativos na eclodibilidade quando a concentracdo de CO, na incubadora é
superior a 1%, nos primeiros dias de incubacdo. Entretanto, a literatura reporta
aumentos significativos na eclodibilidade. Conforme verificado por HOGG (1997)
gue obteve aumento de 2% na eclodibilidade quando os embrides foram expostos
a concentracoes de 1,5% de CO; na primeira fase de incubagdo. Em uma
pesquisa mais recente de KROETZ NETO (2010) que ao estudar os impactos da
exposicao gradual de 0.08% de CO, na fase inicial de incubacao (240h), verificou
uma maior eclodibilidade.

Os resultados das pesquisas com CO; sustentam a idéia de beneficios
para o0 desenvolvimento do embrido. Entretanto, estes resultados sao
dependentes das diferencas genéticas e da idade da matriz, que afetam a taxa
metabdlica do embrido (CHRISTENSEN, 1995; DE SMIT et al., 2008; WITTERS,
2009).

TAYLOR et al. (1956) e TAYLOR e KREUTZIGER (1965, 1966) relataram

gue concentracdes de CO, maiores que 1% até 96h, 3% entre 72 a 120h, 6%,
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entre 216 a 288h, 8% entre 312 a 384h ou maior que 7% entre 408 a 480h de
incubacdo resultaram em diminuicdo na eclodibilidade. Necessitando assim,
determinar o melhor momento a aplicar o CO; na incubadora para melhorar os

indices de eclodibilidade.

Tabela 2 — Efeito da idade de matriz Cobb 500 e da adi¢cao gradual de CO; nos
primeiros 10 dias de desenvolvimento embrionario sobre a qualidade da
incubacéo

Idade da matriz CO»

1 302 ihili 3 304
(semanas) (%) Perda peso Eclosao Eclodibilidade Incubacgdo
(%) (horas)
36 12.9+0.1 88.4*+0.7 93.4*+0.5 486.1° + 0.3
55 12.9+0.1 78.1°+0.7 90.4°+ 0.5 488.3%+0.4
Controle 13.2+£0.1 82.7+0.9 92.4+0.7 486.4° + 0.4
1,0 12.8+0.1 83.2+0.9 91.8+0.6 489.3°+0.4
1,4 12.8+0.1 84.1+0.9 91.7+0.6 486.5%°+ 0.4
Controle 13.4+£0.2 88.0+1.2 92.7+0.9 484.0+1,0
36 1,0 126 £0.2 87.0+1.2 93.2+0.9 488.1+£1,0
1,4 12.9+0.2 90.2+1.2 94.2+0.9 486.0+1,0
Controle 13.0+0.2 76.7+1.3 91.9+1,0 487.2+1,0
55 1,0 12.9+0.2 795+1.2 90.5+0.9 490.5+1,0
1,4 12.7+£0.2 78.0+1.2 89.2+0.9 486.0+1,0
CV (%) 7.78 4.22 2.77 1.15
Fonte de variacao P- value
Idade da matriz (IM) 0.431 <0.001 <0.001 <0.001
Concentracdo de CO2 0.069 0.385 0.774 <0.001
IM x CO2 0.186 0.144 0.093 0.074

1 Expresso como o percentual de perda de peso durante a incubacéo.

2 Expresso como percentual do total de ovos incubados (n=800).

3 Expresso como o percentual dos ovos férteis.

* Nascimentos a partir da transferéncia a cada 4horas.

b Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0.05).

3.1.4. Duracao da incubacéo

A duracao da incubacao foi influenciada significativamente pela idade da
matriz e pela concentracdo de CO, (Tabela 2), sendo verificada diferenca de 2h
entre os nascimentos das diferentes idades. Os resultados do presente estudo
contrariam os observados por REIS et al. (1997) que nao identificaram diferencas
entre a duracdo da incubacdo entre matrizes de 32 — 34 semanas em
comparacao com as de 48 — 50 semanas de idade e ressalta ainda que ha

diferenca entre machos e fémeas no tempo de nascimento. As diferencas entre 0s
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nascimentos e janela de nascimento podem estar relacionados com as
caracteristicas fisicas do ovo e como o peso nas diferentes idades (DECUYPERE
et al. 2001) que, neste experimento, foi evidenciado ao longo do periodo de
incubacdo (Tabela 2). De acordo com MOLENAAR et al. (2010), o atraso na
maturacdo dos oOrgdos, confirmado pelo maior tempo para os nascimentos, é
causado pelo maior peso inicial. Tal fato foi verificado no presente estudo e pode
ser influenciado pela idade da matriz.

Observou-se que os primeiros nascimentos, 464h e 472h, aconteceram nos
grupos expostos a 1,0% de CO, e no grupo exposto a 1,4% CO,,
respectivamente. Porém, evidenciou-se que os tratamentos com CO, ampliaram a
curva de nascimento, conforme verificado pela diferenca entre o primeiro nascido
e o0 ultimo que foi de 20h para o tratamento controle, 40h para os tratamentos de
1,0% e de 28h 1,4% de CO,. KROETZ NETO (2010) observou uma melhor
distribuicdo dos nascimentos, quando incubou ovos com aumento gradual até
0.7% de CO; nos 10 primeiros dias de incubacgéo, porém, ndo observou diferenca
na duracdo dos nascimentos quando comparado ao controle. O rapido
desenvolvimento embrionario com a adicdo gradual de 0,7% a 1,5% de CO; na
primeira fase de incubacdo foi relatado em pesquisas (DE SMIT et al., 2006,
2008; BRUGGEMAN et al., 2007).

A reducdo da janela de nascimento € preferida, uma vez que ha
uniformidade do lote no momento do alojamento, com consequente qualidade do
pinto de um dia e menor tempo para acesso a agua e alimento, influeciando no
desempenho inicial (GONZALES et al.,, 2003). Porém, nossos resultados
demonstram um efeito prejudical na janela de nascimento. De fato, a exposi¢céo
ao CO; na primeira fase de incubacdo, pode estimular a eclosdo precoce e a
reducdo da janela de nascimento (DE SMIT et al., 2006, 2008; BRUGGEMAN et
al., 2007; KROETZ NETO, 2010; MOLENAAR et al.,, 2010). Observou-se no
presente estudo que, a maior janela de nascimento, 8.2% e 8.0% de nascidos
tardios para o grupo com 1,0% e 1,4% CO,, respectivamente, comparados com o
grupo controle. O deslocamento da curva de nascimento para direita, maior
namero de nascidos tardios, implica em menor tempo para ao acesso a agua e ao
alimento, porém, repercutiu em menor qualidade do pinto, principalmente o

umbigo mal cicatrizado (Tabela 5).
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3.1.5. Concentracéo de géas na camara de ar do ovo

Aos 10 dias de desenvolvimento embrionario, a concentracdo de CO; na
camara de ar foi influenciada pela idade da matriz e a concentracdo de CO; na
incubadora (Tabela 3). Ovos de matrizes mais velhas apresentaram elevada
concentracdo de CO, na camara de ar. No entanto, 0os ovos incubados no
tratamento com 1,4% de CO, apresentaram menor valor para a concentragédo de
CO, na camara de ar quando comparado a concentracdo de 1,0% de CO; e ao
controle. Aos 13 dias de incubacédo, foi observado efeito significativo da
concentracdo de CO; na incubadora sobre a concentracdo de CO;, na camara de
ar. Aos 16 dias de incubacéo, foi observada interacéo entre a idade da matriz e o
COg, na concentracao de CO; e de O,, na camara de ar do ovo. Aos 18 dias de
incubagéo, verificou-se efeito significativo dos tratamentos com CO; na
incubadora sobre a concentracdo de CO, na camara de ar do ovo.

A idade da matriz € um fator importante a ser considerado no processo de
incubacédo, uma vez que, influencia no metabolismo embrionario e no aporte de
oxigénio (CHRISTENSEN, 1995). Além disso, BRAKE (1995) cita que a condic&o
de manejo das matrizes, como a dieta rica em proteina na fase inicial de postura
melhora a qualidade do albumen e retarda o intercambio de oxigénio para o
embrido. O aumento gradual das concentracbes de CO, na fase inicial de
incubacdo promoveu adaptacdo do embrido, maior vascularizacdo da CAM (ver
capitulo 4) e alteracdo na duracdo da incubacgédo (Tabela 2). As respostas dos
embrides de ambas as idades de matrizes foram semelhantes, mostrando que os
efeitos nas concentracbes de gases na camara de ar obedecem ao mesmo
padréo durante a incubacéo.

Os resultados observados no 16° dia de desenvolvimento embrionério
podem estar relacionados com o0 momento em que a membrana corioalantoide
(CAM) se encontra com 0 maximo crescimento, correspondendo a maxima taxa
de crescimento do embrido, permitindo com que o embrido consiga ativar
mecanismos metabdlicos para reduzir os efeitos da hipercapinia (ROMANOFF,
1967; DIETZ et al., 1998). Neste mesmo periodo, o fluxo sanguineo e a afinidade
ao O, sanguineo sdo aumentados (TAZAWA, 1980). Aos 16 dias de incubacéao,
ovos de matriz velha expostos a concentracdo de 1,4% de CO, apresentaram

baixas concentracdes de CO, na camara de ar. Estes resultados contrariam
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aqueles encontrados por BRUGGEMAN et al. (2006), que reportaram altas
concentracbes de CO, na camara de ar no grupo incubado com aumento
gradual até 1,5% CO, na primeira fase de incubacdo (0 a 240h). Porém, AR e
MEIER (1994) afirmaram que o teor de gas na camara de ar ndo reflete o total
das trocas gasosas. Estas variagdes no teor de gases na camara de ar podem ser
devidas a idade da matriz, genética, estocagem, concentracdes de CO, e outros.

Aos 18 dias de incubacgéo, ovos expostos a 1,4% de CO, apresentaram
baixa concentracdo de CO, na camara de ar. Esses resultados sugerem que a
exposicao ao CO, nas primeiras 240 horas foi capaz de promover alteragbes
fisiologicas ou maior tolerancia durante a fase estudada. Em seus estudos,
BRUGGEMAN et al. (2006) sugerem que a tolerancia dos embrides ao CO, pode
ser parcialmente explicada pelos mecanismos de tamponamento ativados que
minimizam os efeitos da hipercapinia. De acordo com LA SCALA JR. (2003), com
o desenvolvimento embrionario, as concentracdes dos gases na camara de ar se
modificam. No momento da bicagem interna, que ocorre por volta do 18° dia,
pose-se encontrar valores de 15% de pO,, 5% de pCO, e 45% umidade relativa.
De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, evidenciou-se que
0 comportamento dos gases manteve um padrdo, independentemente da idade
da matriz nas idades de 10, 13 e 18 dias de incubagéo e da concentracao de CO»,
sendo observada maior concentracdo de O, e menor concentracdo de COa,
conforme descrito por (BURTON, 1989). Através das concentracdes CO, e O, na
camara de ar, pode se determinar o cociente metabdlico por meio da relacdo
entre 0 CO, produzido/O, consumido; que neste experimento foi de 0.50 e 0.62
para ovos de matriz nova e velha aos 18 dias de incubagé&o, respectivamente.
Esses resultados ficaram abaixo do ideal que é de 0.78, conforme citado por AR
(1991).
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3.1.6. Peso do embri&o

Os tratamentos ndo influenciaram (P>0.05) os resultados de peso relativo dos
embrides no 5°, 7° e 13° dia de desenvolvimento embrionario (Tabela 4). Entretanto,
no 10°, dia quando cessou a exposicdo ao gas, observou-se diferenca significativa
para ambos os fatores. O peso relativo do embrido foi significativamente influenciado
pela idade de matriz, uma vez que, o peso do ovo foi de 60.0 + 0.5g e 66.0 = 0.5q,
para matriz nova e velha, respectivamente. Os resultados expressos em percentual,
desconsiderando os anexos embrionarios, evidenciam que houve influéncia da idade
da matriz no tamanho do ovo e seus constituintes, peso do saco de vitelo e anexos
embrionarios, afetando o peso relativo do embrido.

O peso relativo do embrido aos 10 dias de incubacdo foi influenciado,
significativamente pelas concentragbes de CO,. Embrides expostos a concentracdo
de 1,0% de CO, foram mais pesados quando comparados com o controle e o grupo
de 1,4% CO,, respectivamente. A reducédo no peso embrionario pode ser devido ao
maior gasto de energia do embrido para minimizar os efeitos da alta concentracdo do
CO; na primeira fase da incubacéo.

Aos 16 dias de incubacéo, houve efeito significativo da idade de matriz sobre o
peso relativo do embrido. Os embrides oriundos de matrizes velhas foram
significativamente mais pesados (22.3 + 0.2g), quando comparado com os de
matrizes novas (21,5 £ 0.29g), respectivamente.

O peso relativo do embrido aos 18 dias de incubacéo foi influenciado pela
idade da matriz e da concentragcdo de CO,. O peso do embrido teve efeito linear
durante o desenvolvimento embrionario, influenciado pela idade da matriz, sendo que
os embrides apresentaram ganho de peso de (27.7g e 26.6g) para matriz velha e
nova, respectivamente, do 10° ao 18° dia de incubacdo. Observou-se ainda que 0s
embrides do tratamento controle e 1,0% de CO, foram significativamente mais
pesados (31.6 £ 0.4g e 30.4 + 0.2g), comparados com aqueles expostos a 1,4% de
C0O,(29.3 £ 0.2g). Porém, se a exposicao ao CO; for realizada por periodo curto, 24h
na primeira fase de incubacdo, promove aumento de 10% no peso dos embrides,
conforme (HARING et al., 1970). Entretanto, observaram alta mortalidade embrionaria
para esta idade. De acordo com WITTERS (2009) a idade de matriz afeta a taxa
metabolica do embrido. Outro fato importante a ser destacado na presente pesquisa,

€ que o aumento gradual das concentracdes de CO, pode ter sido exagerado nas
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primeiras 48h de desenvolvimento embrionario (ver Figura 1), e que refletiu no menor
peso ao longo da incubacéo.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os relatados na
literatura que afirmam que os embriBes se tornam menos sensiveis aos altos niveis
de CO, com decorrer do desenvolvimento embrionario (LUNDY, 1969; TAYOR et al.,
1971). Explicando em parte o menor ganho de peso do embrido quando exposto a
altas concentracfes de CO, na primeira fase de incubac&o. Contudo, os resultados do
presente trabalho contrariam os da literatura que, reportaram que 0 uso de altas
concentragcdes de CO; resulta em maior peso do embrido (HOGG 1997; DE SMIT et
al., 2006, 2008; BRUGGEMAN, 2007). Esses autores verificaram efeito positivo no
desenvolvimento do embrido quando foram expostos a concentracédo de 1,5% de CO,
na primeira fase de incubagéo.

As respostas ao CO; no desenvolvimento do embrido sao variadas,
considerando que a idade da matriz exerce grande influéncia devido as caracteristicas
fisicas do ovo, como espessura, porosidade e condutancia, bem como o metabolismo
do embrido nas diferentes idades (WITTERS, 2009). Consequentemente o
atendimento aos requerimentos fisiolégicos do embrido durante as diferentes fases

de desenvolvimento favorece o sucesso da incubagdo (MOLENAAR et al., 2010).
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3.1.7. Qualidade ao nascimento

As caracteristicas de qualidade do pinto ao nascimento foram influenciadas
pela idade da matriz e pela concentracdo de CO, (Tabela 5). Além disso, houve
interacéo significativa da idade da matriz e da concentracdo de CO, para 0 peso ao
nascimento dos pintos. Quando se desdobrou a interacao, verificou-se que 0s pintos
oriundos de matriz velha foram mais pesados que os de matriz nova. O comprimento,
a qualidade do umbigo e o escore dos pintos foram influenciados pela idade da
matriz, sendo maiores naqueles de matriz velha. Segundo HILL (2001), matriz velha
resulta em pintos de maior comprimento. Embrides expostos a 1,0% de CO,
apresentam menor comprimento. A qualidade do umbigo foi pior em pintos de matriz
velha e no tratamento a 1,0% de CO..

De acordo com os critérios adotados para a qualidade do pinto nesta pesquisa,
percebeu-se que o0s grupos com CO, obtiveram os piores escores. Pode ser
observado ainda que, devido a ampliacdo da janela de nascimento (Tabela 2), a
qualidade do umbigo foi prejudicada, principalmente no grupo com a concentracéao de
1,0% CO,. Observou-se ainda maior percentual de pintos considerados com escore
ruim (37.8%) no grupo com 1,0% CO,, frente a (16.3% e 14.7%) do grupo de 1,4% e
do controle, respectivamente. Contudo, o0s resultados do presente estudo contradizem
aos da literatura que sugerem que altas concentracdes de CO; resultam em pintos de
melhor qualidade (TONA et al., 2006; DE SMIT et al., 2008).

Os efeitos das altas concentracdes de CO, na qualidade dos pintos, ainda néo
estdo completamente compreendidos (MOLENAAR et al.,, 2010). Além disso, de
acordo com o verificado no presente trabalho, o rapido desenvolvimento embrionario
com a eclosdo precoce quando da exposicdo gradual ao CO,, levou a uma pior
qualidade dos pintos, uma vez que 0 grupo controle apresentou um maior percentual
de pintos considerados excelentes (55.8%).

A janela de nascimento esta diretamente ligada a qualidade dos pintos,
conforme verificado nestes resultados, uma vez que 0s nascimentos tardios foram
determinantes na piora dos parametros de qualidade.

Baseado nestes resultados, para o uso pratico do CO, objetivando pintos com
a maxima qualidade, a idade da matriz deve ser considerada quando da aplicagdo na
primeira fase de incubacdo, visto que as trocas gasosas e 0 metabolismo dos

embrides séo influenciados pela idade da matriz (WITTERS, 2009).
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Tabela 5 — Efeito da idade de matriz Cobb 500 e da adicdo gradual de CO, nos
primeiros 10 dias de desenvolvimento embrionario sobre a qualidade ao nascimento?

Idade da matriz CcoO, Peso Comprimento Umbigo? Escore?
(semanas) (%) (@) (cm) 9
36 443+0.2 19.0°+ 0.0 1.3°+0.0 1.8°+0.0
55 49.1+0.2 19.2°+ 0.0 1.6+ 0.0 1.9+ 0.0
Controle 46.7 + 0.3 19.3%+ 0.0 1,4°+0.1 1.7°+0.1
1,0 46.9+ 0.3 18.8° + 0.0 1.6°+0.1 2.0°+0.1
1,4 46.6 +0.3 19.3%+ 0.0 1,4°+0.1 1.8°+0.1
Controle 44.8° + 0.4 19.2+0.0 1.2+0.1 1.6+0.1
36 1,0 44.2° + 0.4 18.7+0.1 1.2+0.1 1.7+0.1
1,4 44.0°+ 0.4 19.1+0.1 1.7+0.1 2.1+0.1
Controle 48.6*+ 0.4 19.4+0.1 1.6+0.1 20+01
55 1,0 49.6°+0.4 18.9+0.1 1.6+0.1 1.9+0.1
1,4 49.2°+ 0.4 19.4+0.1 15+0.1 1.8+0.1
CV (%) 4.48 2.12 49.7 43.7
Fonte de variacao P- value
Idade da matriz (IM) <0.001 <0.001 <0.001 0.035
Concentracdo de CO2 0.693 <0.001 <0.001 <0.001
IM x CO2 0.053 0.397 0.067 0.482

1n=100 por tratamento.

2 Escore da condi¢cdo do umbigo dos pintos 1, 2 ou 3; onde 1= 6timo, 2 = moderado e 3= ruim.
3 Escore da condigéo geral dos pintos 1, 2 ou 3; onde 1= 6timo, 2 = moderado e 3= ruim.

2P Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0.05).

3.1.8. Embriodiagnéstico

Os resultados do embriodiagnostico ndo foram influenciados significativamente
(P>0.05) pela idade da matriz e pela concentracdo de CO, (Figura 2). De forma geral,
a literatura apresenta o embriodiagndstico dividido em trés classes de acordo com o
periodo mais critico de mortalidade: inicial (0 - 4 dias), intermediario (5 — 17 dias) e
tardio (18 — 21 dias). No presente trabalho, em ambas as classes de mortalidade
embriondria, resultados apresentados em percentual, mostram que a mortalidade
inicial esta abaixo daquela aceitavel citada na literatura que é aproximadamente 5%
(BOLELLI, 2003). Porém, ao analisar os tratamentos com CO, na idade de matriz nova,
percebeu-se maior mortalidade nas fases inicial e intermediaria. Esse fato pode estar
relacionado com a difusdo do O, e nutrientes para o embrido (BRAKE, 1995;
BRUGGGEMAN et al., 2006), que pode ter sido dificultada com a maior altura do
albumen. A fase intermediaria é considerada critica, pois ha o crescimento do 6rgao

respiratério (alantéide) e a mudanca da dieta a base de carboidratos para proteinas e
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lipideos. De acordo com ALDA (2003), falhas na incubacgéo, condicbes do ambiente,
nesta fase podem levar o embrido a morte, conforme verificado mortalidade (2.2% e
1.6%) nos grupos de 1,0% e 1,4% de CO,, respectivamente. KROETZ NETO (2010)
nao observou diferenca entre as classes de mortalidade para embrides expostos a
0.8% de CO; na primeira fase de incubacao. Além disso, observou menor mortalidade
devido ao mal posicionamento do embrido, no tratamento com CO,. TAYLOR et al.
(1971) sugerem que os embrides se tornam menos sensiveis ao CO, com 0 aumento
da idade, fato este que pode explicar a menor mortalidade nas demais classes com
1,4% de CO..

LB oA i
3. OFrecocet BIntermedidrg® DOTardial

%o Mortalidade

L.

0.5 1

T

0.0

Clonltrole | %% | 424 Conlrole 1.0%% | .4q

A6 semanas 55 semanas

1 Percentual de mortalidade precoce de 0 a 4 dias;
2 Mortalidade intermediaria de 5 a 17 dias;
3 Mortalidade tardia de 18 a 21 dias

Figura 2 — Efeito da idade de matriz Cobb 500 e da adicdo gradual de CO;, nos
primeiros 10 dias de desenvolvimento embrionario sobre a mortalidade embrionaria

Ja em ovos de matriz de 55 semanas verificou-se maior mortalidade tardia
(2.2%) no tratamento com 1,4 % de CO,, sugerindo que a maior concentracdo de CO,
promoveu rapido desenvolvimento da CAM, favorecendo a ativacdo dos mecanismos
metabdlicos para reduzir os efeitos da hipercapinia (ROMANOFF, 1967; DIETZ et al.,
1998). BRUGGEMAN et al. (2006) sugerem que o aumento de 1,5% de CO, nas

primeiras 96 h de desenvolvimento embrionario aumenta a tolerancia do embrido ao
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CO,. Explicando assim a menor mortalidade encontrada nesta fase no presente

experimento.

4. CONCLUSAO

Os embrides sédo tolerantes a exposicdo ao CO, nas primeiras 240h de
incubacao devido a baixa mortalidade embrionaria e ao aumento da eclosédo dos ovos
de matrizes de 36 semanas. Entretanto, a qualidade ao nascimento dos pintainhos e a

janela de nascimento sado influenciados pela idade de matriz e concentracéao de CO,.
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CAPITULO 3 - INFLUENCIA DA IDADE DA MATRIZ E DA CONCENTRACAO AO
CO, NO DESEMPENHO, MORFOMETRIA INTESTINAL E INDICE CARDIACO DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O presente estudo teve o objetivo avaliar os efeitos da exposicado de ovos
de matrizes de duas idades a elevadas concentracbes de CO, nas primeiras 240
horas de incubacdo sobre o desempenho, rendimento de Orgdos, morfometria
intestinal, rendimento de carcaca e indice cardiaco de frangos de corte. Pintos de um
dia, oriundos de matrizes da linhagem Cobb 500 com duas idades (36 e 55 semanas),
e incubados sob trés concentracbes de CO, (controle, 1,0%, 1,4%) durante as
primeiras 240 horas, foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial, totalizando seis tratamentos com cinco repeticbes de 20 aves
cada. Observou-se efeito significativo dos tratamentos (P<0.001) no consumo de
racdo e ganho de peso, aos sete e 21 dias de idade, para frangos oriundos dos
tratamentos com elevadas concentracbes de CO,. O peso relativo do intestino foi
influenciado pela idade da matriz. A morfometria intestinal foi influenciada pela
interacdo entre a idade da matriz e concentracdo de CO,. Aves submetidas a maior
concentracdo de CO, apresentaram menor desenvolvimento do ileo quando
comparadas com aquelas expostas a 1,0% de CO,. O indice cardiaco ao nascimento
foi maior em aves oriundas de matriz velha e expostas ao CO,. A exposi¢cdo ao CO,
na primeira fase de incubagdo em ovos de diferentes idades de matriz deve ser
considerada, pois exerce influencia no desenvolvimento na vida da ave pds-eclosao.

Palavras chaves: CO,, desempenho, idade da matriz.



38

CHAPTER 3 - THE INFLUENCE OF BREEDER AGE AND CONCENTRATION OF
CO, ON PERFORMANCE, INTESTINAL MORPHOMETRY AND CARDIAC INDEX
BROILER

ABSTRACT - The present study was conducted to evaluate the effects of breeder
age and exposure to elevated CO, concentrations in the first 240 hours of incubation
on performance, organ performance, intestinal morphometry, carcass yield and
cardiac index of broilers. Eggs from Cobb 500 breeders from two different ages (36
and 55 weeks) were exposed to three concentrations of CO, (control, 1,0%, 1,4%)
during the first 240 hours. Data was analyzed as a completely randomized design in
a 2 x 3 factorial arrangement of treatments. Six treatments with five replicates of 20
birds each were evaluated. There was a significant difference (P <0.001) in feed
consumption and body weight gain at seven and 21 days of age for chickens from
treatments with high concentrations of CO,The relative weight of intestine was
influenced by breeder age. The intestinal morphometry was influenced by the
interaction between breeder age and CO, concentration. Chickens subjected to
higher CO, concentration showed less development of ileum compared with those
exposed to 1,0% CO ,. Cardiac index at birth was higher in chickens from old
breeders and exposed to CO,. It was concluded that exposure of eggs of different
breeder age to CO; in the 240 hours of incubation must be considered because it
influences the development of chick’s life after hatching.

Keywords: CO,, performance, breeder age.
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1. INTRODUCAO

A hipercapinia em determinadas fases do desenvolvimento embrionario é
importante e essencial para o processo de ecloséo e pode trazer beneficio para a vida
adulta das aves (DE SMIT et al., 2006). Segundo SALAZAR (2005), a exposi¢cédo ao
CO, nos primeiros dias pode beneficiar no desenvolvimento do sistema
cardiorrespiratério e dos 6rgéos das aves.

As linhagens modernas com o melhoramento genético apresentam maior
sensibilidade do sistema cardiorrespiratorio, sendo assim, predispostas a desenvolver
as doencas metabdlicas e levar a hipertrofia do coracdo (GONZALES et al., 1998;
VILLAMOR et al., 2004). Alteracbes no desenvolvimento dos 6rgaos (pulméo, figado,
baco e coracdo) podem ser um indicador geral de estresse metabdlico e que podem
também ser utilizados para mensurar a resposta fisiologica a deficiéncia de oxigénio
(SILVERSIDES et al., 1997). Estes autores sugerem ainda, que, existem diferencas
entre as linhagens avaliadas com relacéo a suscetibilidade ascitica.

O uso pratico do CO; na incubacgéo ainda é um desafio aos pesquisadores. As
pesquisas vém buscando entender qual é o melhor momento do desenvolvimento
embrionario a aplicad-lo e a melhor concentracdo para que se obtenham melhores
resultados na incubacdo. Isto porque, os efeitos da exposi¢cdo ao CO, sdo variaveis
de acordo com a idade de exposicdo, a concentracdo, a idade da matriz e as
diferencas genéticas (WITTERS, 2009; MOLENAAR et al., 2010). Em um estudo
recente KROETZ NETO (2010) concluiu que o aumento gradual do CO, nos dez
primeiros dias de desenvolvimento embrionario até a concentracdo de 1,0% influencia
positivamente nos resultados de eclodibilidade e desempenho pés-eclosdo. Contudo,
na literatura sdo escassos os trabalhos avaliando o desempenho e a morfologia
intestinal das aves apoés a essa condicao diferenciada na fase embrionaria.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢cédo de ovos
de duas idades de matriz a concentracdo gradual de CO, na primeira fase de
incubacdo (0 — 240h) sobre o desempenho, rendimento de 6rgdos, morfologia

intestinal, rendimento de carcaca e indice cardiaco de frangos de corte.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e delineamento experimental

Pintos de um dia, oriundos de incubacdo com duas idades de matriz da
linhagem Cobb 500 (36 e 55 semanas) sob trés concentracfes de CO, (controle,
1,0% e 1,4%), foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x3, totalizando 6 tratamentos com cinco repeticdbes de 20 aves
cada. As aves foram sexadas pela asa e apenas os pintos machos foram criados
neste experimento. Os pintos foram distribuidos em boxes (no piso), em camaras
climatizadas com ambiente termoneutro para cada fase de vida (Figura 1). A
temperatura foi monitorada através de sensores®, foram registradas a cada 30
minutos durante o dia, e a média diaria foi calculada. As aves receberam agua e
alimento ad libitum, com rac&o a base de milho e farelo de soja, suplementados com
minerais e vitaminas, para atender as exigéncias nutricionais das aves, especifica
para cada fase segundo recomendacdes de ROSTAGNO et al., (2011), (Tabela 1). O

fornecimento de luz foi de 23h de luz e 1h de escuro.

2.1.1. Desempenho

Para avaliar as caracteristicas de desempenho, toda a racdo fornecida, as
sobras de racéo e as aves foram pesadas no 7°, 21° e 42° dias de idade. Foi obtido o
consumo de rac¢éo (CR), o ganho de peso (GP) e a conversao alimentar (CA= CR/GP)
aos 42 dias de idade. Diariamente foi registrado o ndmero de aves mortas para
ajustar o consumo de racdo. As aves mortas durante o periodo experimental foram

encaminhadas para a necropsia e diagndstico da causa morte.

® Data Logger Perceptec- Modelo DHT - 2220



Figura 1 - Monitoramento da temperatura durante a fase experimental
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Tabela 1 — Composicéo e niveis nutricionais das dietas experimentais.

Ingredientes Inicial Crescimento Final
(1 - 21 dias) (22 - 33 dias) (34 - 42 dias)

Milho gréo 50 62.09 61
Farelo soja 45% 42.15 30.67 30.72
Oleo de soja 3.92 3.45 4.85
Fosfato bicalcico 1.86 1.67 1,52
Calcario 0.91 0.79 0.80
Sal comum 0.50 0.42 0.43
DL - Metionina 0.28 0.25 0.21
L — Lisina 0.12 0.25 0.17
Vitin — Avet 0.10 0.10 0.10
Cloreto de colina 0.07 0.10 0.07
Coxistac 0.05 0.05 0.05
L — Treonina 0.03 0.06 0.03
BHT 0.01 0.01 0.01
Composicéo calculada2

Energia mebolizavel (Kcal/kg) 3000 3150 3200
Proteina bruta 23.52 21.35 19.26
Metionina (%) 0.59 0.51 0.48
Metionina + cistina (%) 0.90 0.79 0.75
Lisina (%) 1.27 0.08 1,04
Célcio (%) 0.92 1.65 0.77
Fésforo disponivel (%) 0.46 0.41 0.38
Triptofano (%) 0.26 0.24 0.20
Treonina (%) 0.82 0.71 0.68
Arginina (%) 1,52 1.34 1.20
Sadio (%) 0.22 0.20 0.19
Cloro (%) 0.34 0.28 0.20

L Niveis de garantia por quilograma do produto: zinco - 91,25g; cobre - 10g; manganés - 76,26g; iodo —
1300mg; selénio — 273,60mg; acido félico — 594mg; niacina — 34,65g; biotina — 160mg; acido
pantoténico — 9800mg; vit. A — 7.000.000 UI; vit. B1 — 1780mg; vit. B12 — 10.000ug; vit. B2 — 9600mg;
vit. B6 — 3465mg; vit. D3 — 3.000.000 UI; vit. E — 25.000 UlI; vit. K3 — 980mg.

2 Matriz nutricional Rostagno et al., 2011.

2.1.2. Rendimento de 6rgaos

No 7°, 21° e 42° dia de idade foram amostradas duas aves com o0 peso médio
da parcela. Apés seis horas de jejum, as aves foram sacrificadas por deslocamento
cervical e os 6rgaos (intestino, figado e coracéo) foram dissecados e pesados para a

determinacéo do rendimento, expresso em percentual do peso vivo.

2.1.3. Morfometria intestinal

No 1°, 7°, 14° e 21° dia de idade, cinco aves por tratamento foram selecionadas de
acordo com o peso médio da parcela, sacrificadas por deslocamento cervical e

submetidas a disseccao intestinal. Para as analises morfométricas do intestino
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delgado foram coletadas amostras de aproximadamente 0,5 cm no primeiro dia de
vida e de 1,5 cm nas demais idades, do ponto médio do duodeno, do ponto médio
entre a entrada do ducto biliar e o diverticulo de Meckel (jejuno) e do ponto médio
entre o diverticulo de Meckel e o ligamento ileo-cecal (ileo). Os segmentos foram
abertos em toda sua extensdo pela borda mesentérica, estendidos em uma base de
papel rigido e lavados delicadamente com pisseta contendo agua. As amostras foram
entdo imersas em solucéo fixadora de Bouin, onde permaneceram por 24 horas. Em
seguida, foram desidratadas em solucdes de concentracdo crescente de etanol (70%
a absoluto), diafanizadas em xilol, incluidas em parafina, microtomizadas a 5um,
dispostas em laminas de vidro e coradas por hematoxilina de Harris-eosina. Para
cada segmento intestinal foram efetuados seis cortes de regifes diferentes, cujas
imagens digitalizadas foram analisadas no programa Image-J®. Foram realizadas 30
leituras por animal, mensurando-se a altura dos vilos e a profundidade da cripta.

2.1.4. indice cardiaco

Para obtencdo do indice cardiaco, oito aves por unidade experimental foram
sacrificadas por deslocamento cervical no 1° e 21° dia de vida, sendo o coracdo
coletado e os ventriculos dissecados e pesados para determinar o indice cardiaco
pela formula (IC = peso do ventriculo direito dividido pelo peso total dos ventriculos)
de acordo com a metodologia (JULIAN, 1987).

2.1.5. Rendimento de carcaca

Aos 42 dias foram sacrificadas, atraves do deslocamento cervical, duas aves
por unidade experimental, para avaliacdo do rendimento de carcaca inteira, peito,
coxa e sobre-coxa. Todos os valores percentuais foram expressos em relacdo ao

peso vivo da ave em jejum de 6 horas.

2.1.6. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto ao atendimento das pressuposicfes de
homogeneidade das variancias e normalidade dos erros estudentizados. Em seguida
foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento GLM (General Linear
Models) do programa SAS® e em caso de diferenca significativa, as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O projeto foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), certificado pelo protocolo n°® 010665/11 e o mesmo esta de acordo com 0s

principios éticos na experimentacédo animal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Desempenho

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados de desempenho de frangos de corte
oriundos de duas idades de matriz e trés concentracdes de CO,. Foi observada
diferenca significativa no consumo de racdo e ganho de peso, aos sete dias de idade,
para aves oriundas dos tratamentos com CO, na incubagdo. As aves expostas a
maior concentracao apresentaram maior CR e GP em comparagdo com os demais
tratamentos para essa idade. Observou-se que os frangos oriundos de matrizes com
55 semanas apresentaram maior ganho de peso comparados com os de matriz nova.

Aos 21 dias de idade, o CR foi influenciado pela concentragcdo de CO,,
evidenciando maior consumo de racao no tratamento 1,0% de CO,, em comparacéo
com o controle. Aves provenientes de matriz mais velhas apresentaram melhor
desempenho, com maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar, quando
comparada com as de matriz nova. Porém aos 42 dias de idade, ndo se observou
diferencas significativas para ambos os fatores estudados. A idade de matriz, além de
outros fatores, influencia diretamente o peso do ovo, e, com iSso, 0 peso da progénie
(ALMEIDA et al., 2006; ROSA et al., 2002). NOY e PINCHASOQV (1993) reportaram
que a diferenca de desempenho entre aves de diferentes idades € devido a
quantidade de material nutritivo presente no ovo. Estudos mostram que, com o maior
peso do ovo devido a idade da matriz, os efeitos permanecem durante a vida pos-
eclosdo. Sendo esse efeito mais marcante nos machos, que a cada 1g de peso do
ovo, resulta em 10 a 159 de peso na idade de abate (LEESON e SUMMERS, 2000).

Na literatura, ha preocupacdo com a melhoria dos indices de incubacdo. Porém,
estudos do uso préatico do CO, durante a incubacgéo e os efeitos durante a vida pos-
eclosdo sdo escassos. Em estudos mais recentes, EVERAERT et al., (2007)
demonstraram que embrides de matrizes de 39 semanas, expostos a 4% de CO, do

10° ao 18° dia de incubacao, ndo apresentaram diferenca no peso relativo aos 7 dias
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de idade, quando comparado ao grupo controle. Estes autores, relataram ainda que
nao houve persisténcia no ganho de peso das aves poés-eclosdo. Entretanto, DE
SMIT et al. (2006) incubaram ovos com a concentracdo de 1,5% de CO;, nos
primeiros dez dias de incubacao, reportaram que houve um efeito epigenético durante
o periodo de incubagdo com persisténcia nos primeiros dias pos-eclosdo. Segundo
KROETZ NETO (2010) ao estudar o efeito do aumento gradual de CO, até a
concentracdo de 1,0% nos primeiros dez dias de incubacdo, e, avaliando o
desempenho até o momento de abate, obteve maior ganho de peso para aquelas

aves expostas ao CO.,.



(50°0>d) Is @1Ud WBJBYP BUN|OD BU SBJUBIBYP SBAIR| Bp Sepinfiss SeipaiN .,
(T0°0 = W3S) ‘feluswie 0BSIBAUOD =VD ¢

‘osad ap oyueb =49 ;

‘ogdel 9p OWNSU0D =YD 1

€0c0 GS2°0 L66°0 2ceo 9610 8520 9120 9.6°0 8ST°0 0D X I
14AN0] L0L0 690°0 6670 8T€0 8200 6€80 L00°0 6000 ¢0D ap ogdenusdu0)d
T8€°0 0€6°0 €S0 7100 000 0620 9620 T000> ¢0T0 (1) zuyew ep apep|
anen-d oedeleA ap ajuo-
L'E 9'¢ Sy T¢E TE L¢ 9'S ov T'S (%) AD
8Y'T 0'0+¥0'856¢ T'0+008eY €0'T 0'0+0'866 0°0+0'8¢0T v0'T 00+0.LPT 00+0€ST v'T
8Y'T 00 ¥0't¢6¢ TO0F09TEY 20T 0’0+ 0°€00T 0°0 +0'9¢0T 860 00+06ET 00+09€T 0T S5
T 0'0¥00L6¢c TO+006T¥ 00T 00+0'L.6 00+0'8L6 00T 00+00¥T O00F00VT 901u0D
't 0'0*¥09.6¢ TOFO0vrey v0'T 0'0+¥0'896 00+ 01¥00T 20T 00F06ET 00FO0TYT v'T
EV'T 0'0+¥0%¢66Cc TOFO0V.iCY 90T 0'0+09v6 00+ 0'100T S0'T 00F0'TET 00FO0LET 0'T 9€
Ev'T 00F0V¥68C TOFOTIVIV G0'T 00F0876 00F0T66 v0'T 00+0¢eT 00+F0LET 901u0D
LY'T 0'0+0'296¢ 0'0+F0'¢C9eY €0'T 0'0+0'€86 00+ ,09T0T €0'T 00+ ,0€rT 00F,0.LVT v'T
SY'T 0'0+0'856¢ 0'0+0'S96<Y v0'T 0'0+0'SL6 00%4,0'ST0T 20T 00+,0S€T 00+,0.LET 0T
r'T 00+0¢c6Cc 00+F009TY 20T 00+0'¢96 00 +,0986 20T 00+,09€T 00+,08ET 901u0D
SP'T 0'0F0'TS6C 00F0'S62Y 00T 00+F,0€66 00 F0°TTOT T0'T 00+,02ZVT O0O0F0€EVT S8
T 00+0vS6Cc 0'0+F0°€qcy ¢G0T 00+,0756 0°0+0°000T €0'T 00+, 0v€T 00+08ET 9€
(6/6) (6/6) (6) (6/6) (6)
VO .dO 1d0 VO .d9 d0 VO .d9 1d0
(%) (seuewsas)
selp ¢v Selp 1¢ selp L 209 Zirew ep apep|

00S QoD 81102 ap sobuel) ap oyuadwasap

0 8170S OLIRUOLIQUIS 0JUBWIAJOAUSSAP ap Selp 0T sodiswid souzQ) ap [enpelld ogdipe ep 8 ziurew ap apepl ep olv)d - Z elaqel



47

3.2. Rendimento de carcaca

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do rendimento de cortes de
frangos de corte oriundos de diferentes idades de matrizes e da adicdo gradual de
CO2 nos primeiros 10 dias de desenvolvimento embrionario. O rendimento de carcaca
e cortes nobres de frangos de corte ndo foram influenciados pelos tratamentos
(P>0.05). Em estudo recente, KROETZ NETO (2010) avaliou os efeitos 1,0% de CO,
nos 10 primeiros dias de incubacdo em diferentes atmosferas, ventilada ou néo
ventilada. Este autor ndo evidenciou efeito significativo dos tratamentos para o
rendimento de carcaca e cortes nobres de frangos de corte. Porém, relatou que o
peso absoluto da carcacga foi maior nos tratamentos com CO, quando comparados

com o tratamento controle sem adicdo de CO,.

Tabela 3 - Efeito da idade de matriz e da adicdo gradual de CO, nos primeiros 10 dias
de desenvolvimento embrionario sobre o rendimento de cortest de frangos de corte
Cobb 500

ldade da matriz CO, Carcaca Peito Coxa Sobrecoxa
(semanas) (%)
(%)
36 83.0+0.2 28.6+0.4 9.2+0.1 11.2+0.1
55 83.2+0.2 28.3+0.4 9.3+0.1 11.3+0.1
Controle 83.5+0.3 28.7+0.4 9.3+£0.2 11,4+0.2
1,0 83.3+0.3 285+04 9.2+0.2 11.3+0.2
1,4 82.5+0.3 28.2+0.4 9.3+0.1 11,0+ 0.2
Controle 83.4+04 28.6+0.4 9.4+0.2 11.3+0.3
36 1,0 83.4+04 28.9+0.6 9.2+0.2 11,4+0.3
1,4 824+04 28.2+0.6 9.2+0.2 11.1+0.3
Controle 83.6+0.4 28.8+0.6 9.2+0.2 11.6+0.3
55 1,0 83.3+0.4 28.1+0.6 9.2+0.2 11.3+0.3
14 82.6+0.4 28.1+0.6 9.5+0.2 10.9+0.3
CV (%) 1,0 2.7 2.2 2.8
Fonte de variacao P- value
Idade da matriz (IM) 0.528 0.476 0.591 1,000
Concentracdo de CO2 0.063 0.590 0.323 0.168
IM x CO2 0.975 0.739 0.148 0.646

1 Percentual de rendimento de cortes em rela¢éo ao peso da ave.
ab Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0.05).
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3.3. Rendimento de 6rgaos

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados do rendimento de 6rgdos de
frangos de corte oriundos de diferentes idades de matrizes e da adicdo gradual de
CO; nos primeiros 10 dias de desenvolvimento embrionario. Aves oriundas de matriz
com 36 semanas apresentaram maior peso relativo do intestino aos sete dias de
idade, quando comparado com aquelas de matriz velhas. Nao foi observado efeito
significativo dos tratamentos com CO, sob o rendimento dos orgaos. Contudo,
observou-se que as aves expostas ao CO, na incubagdo apresentaram menor peso
relativo do intestino aos 7 dias de idade. Sendo que o peso do intestino foi menor em
ambos os tratamentos com CO, aos 21 dias de idade. Observou-se ainda que o peso
relativo do coracdo aos 7 dias de idade no tratamento com 1,4% de CO; foi menor em
comparacao aos demais tratamentos. Em estudo mais recente, KROETZ NETO
(2010) n&o observou efeito do aumento gradual das concentracdes de CO, até 1,0%
durante a primeira fase de incubacéo, sobre o rendimento dos 6rgdos na idade de
abate, quando comparado ao grupo controle. Segundo COLEMAN e COLEMAN
(1991), as condi¢des inadequadas da incubadora promovem incompleta maturacao
dos Orgdos, ocasionando coracdo menor e com isso, a ave precisa fazer maior
esforco para bombear sangue aos tecidos. DE SMIT et al. (2008) relataram que a
exposicao a 0,7% CO, nos primeiros dez dias de incubacg&o nao influenciou o peso do
coracao. De acordo com HARING (1970), a exposicéo a altas concentracoes de CO
(6%), por 24h, em qualguer momento da primeira fase de incubacéo resultou em alta
mortalidade embrionaria e mal funcionamento do coracdo. Apesar da ndo constatacao
de morte por ascite no presente estudo, hd uma associagdo a maior demanda
metabdlica em aves de maior ganho de peso e com isso uma maior exigéncia de O,
nos tecidos, mas quando ha uma malformacdo do coracdo, neste caso menor
tamanho, pode predispor a ave a um quadro de ascite (JULIAN et al., 1989;
GONZALES e MACARI, 2000).
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3.4. Morfometria intestinal

Observou-se interacao significativa entre a idade de matriz e a concentracao de
CO; para a profundidade cripta e a relacéo vilo:cripta do duodeno dos pintos com um
dia de idade (Tabela 5). Aves oriundas de matrizes novas, quando expostas a 1,0%
de CO, apresentaram menor altura de vilo, enquanto que nas aves oriundas de matriz
velha a essa concentragdo houve uma maior altura do vilo, o que influenciou
diretamente na relacdo vilo:cripta. Aos sete dias, aves oriundas de matriz nova
apresentaram maior profundidade da cripta. Aos 21 dias de idade, aves provenientes
da exposicao a 1% de CO, durante a incubacé&o apresentaram maior altura do vilo e
relacao vilo:cripta.

Houve interacéo significativa entre a idade de matriz e a concentracdo de CO,
para a profundidade de cripta e a relacéo vilo:cripta do jejuno com um dia de idade
(Tabela 6). Observou-se menor profundidade de cripta para as aves oriundas de
matriz jovem expostas a concentracdo de 1,0% CO,. Entretanto, em matriz de 55
semanas de idade, foi verificada maior profundidade de cripta nesta concentracdo. Na
idade de sete dias, a concentracdo de 1,0% de CO,, afetou significativamente a
morfometria do jejuno, sendo observado maior altura do vilo, porém a profundidade de
cripta foi menor, quando comparado com os tratamentos controle e de 1,4% de CO..
Verificou-se ainda que, aos 21 dias de idade, houve interacao significativa (P<0.05)

entre a idade de matriz e a concentracdo de CO, para a profundidade de cripta.

Foi observada interacao significativa entre a idade de matriz e a concentracao
de CO; para a altura de vilo e profundidade de cripta do ileo com um dia de idade
(Tabela 7). Evidenciou-se que a ave oriunda de matriz jovem, quando exposta a 1,0%
de CO,, sofreu altera¢des negativas na morfometria do vilo e cripta. Portanto, para as
aves oriundas de matriz velha, notou-se que a essa concentracdo de CO,, as aves
apresentaram maior desenvolvimento do vilo e cripta. Observou-se efeito significativo
(P<0.001) da concentracdo CO, na idade de sete dias na morfometria do vilo e cripta,
verificado pelo menor desenvolvimento na concentracdo de 1,0% CO,. Ja, aos 21
dias de idade verificou-se efeito significativo (P<0.001) na concentragédo de CO, para

a altura de vilo e relacéo vilo:cripta. Aves submetidas a maior concentracdo de CO,
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apresentaram menor desenvolvimento do vilo (713 uym) quando comparadas com
aquelas expostas a 1,0% de CO, (876 ym).

A integridade da mucosa do sistema digestorio, altura do vilo e profundidade de
cripta, esta diretamente relacionada com o adequado ganho de peso (SMITH et al.,
1990). No entanto, nos primeiros dias de vida pés-eclosédo o desenvolvimento do trato
gastrintestinal € intenso quando comparado com as demais idades. Além disso, o
crescimento dos 6rgdos € diferenciado nas aves, sendo que no intestino é maximo
nos primeiros 6 - 10 dias de vida. Alguns autores sugerem que, 0 maximo crescimento
€ dependente da presenca ou ndo de alimento (NOY e SKLAN, 1998a; UNI et al.,
1999). De acordo com UNI et al. (1999) com a idade, o aumento de peso e o
comprimento dos segmentos séo diferenciados, sendo que o duodeno € superior ao
jejuno e ileo, conforme verificado no presente estudo. A partir de nossos resultados,
principalmente nos primeiros dias de idade, sugere-se que o CO; exerca influencia na
morfometria intestinal de frangos de corte e que as respostas variam dependendo da

idade da matriz, evidenciadas pelas interacdes significativas.
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3.5. indice cardiaco

As médias de indice cardiaco de frangos de corte oriundos de ovos de duas
idades de matrizes e trés concentracfes de CO, sdo apresentadas na Tabela 8 e
Figura 2. Houve interagdo significativa (P<0.001) da idade de matriz e da
concentracdo de CO, sobre o indice cardiaco com um dia de idade. Para as aves
provenientes de matriz nova, a maior concentracdo de CO; resultou em menor indice
cardiaco. Ja em aves provenientes de matriz velha, a exposicdo ao CO; elevou o
indice cardiaco, sendo mais pronunciado na maior concentracdo. O maior indice
cardiaco observado com um dia de idade, na maior concentracdo de CO; para aves
provenientes de matriz velha (0.24) sugere cuidados quanto ao uso de CO; nos
primeiros dez dias de incubacéo, visto que essas aves apresentaram maior duracao
da incubacdo, 486.5h e 489.3h, para a concentracdo de 1,0% e 1,4% de CO,
respectivamente. O indice cardiaco das aves expostas a maiores concentracdes de
CO, durante as primeiras 240h de incubacgao, principalmente para aquelas oriundas
de matriz velha, se aproximou daquele considerado para ave ascitica de acordo com
GONZALES e MACARI (2000). Aos 21 dias de idade, observou-se tanto efeito da
idade de matriz como da concentracédo de CO..

Os efeitos da exposicdo ao CO, séo variaveis de acordo com a idade dos
ovos, a concentracdo, a idade da matriz e as diferencas genéticas (WITTERS, 2009;
MOLENAAR et al., 2010). O aumento da relacdo VD/VT pode ser associada a
predisposicdo aos distirbios do aparelho cardiorrespiratério (JULIAN, 1987).
Disturbios metabdlicos relacionados com o rapido crescimento sdo comuns aos 7 e 21
dias de idade, contudo, podem acometer pintos nos primeiros dias de vida como
relatado por (GONZALES e MACARI, 2000).

De acordo com HUCHZERMEYER e DE RUYCK (1986) e JULIAN (1987) a
faixa normal para o indice cardiaco varia de 0,15 a 0,25, enquanto que para as aves
consideradas asciticas podem apresentar valores entre 0,30 e 0,60. Além disso, as
condi¢Bes ambientais da incubadora na fase final de incubacéo, hipdxia na camara de
ar durante o periodo de desenvolvimento embrionario, podem influenciar
negativamente na maturacéao do coracdo (COLEMAN e COLEMAN, 1991).
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Tabela 8 - Efeito da idade de matriz e da adicdo gradual de CO; nos primeiros 10
dias de desenvolvimento embrionério sobre o indice cardiaco! de frangos de corte
Cobb 500

Idade da matriz CO, . .

(semanas) (%) 1ldia 21dias

36 0.21+0.0 0.20%+ 0.0

55 0.22+0.0 0.17°+ 0.0

Controle 0.21+0.0 0.21%+ 0.0

1,0 0.21+0.0 0.17°+ 0.0

1,4 0.22+0.0 0.18° + 0.0

Controle 0.22* + 0.0 0.21+0.0

36 1,0 0.20% + 0.0 0.18 + 0.0

1,4 0.19° + 0.0 0.20+ 0.0

Controle 0.19° + 0.0 0.20+ 0.0

55 1,0 0.22%° + 0.0 0.16 + 0.0

1,4 0.24* + 0.0 0.16 + 0.0
CV (%) 17.06 12.19

Fonte de variacao P-value

Idade da matriz (IM) 0.330 <0.001
Concentracdo de CO, 0.795 <0.001
IM x CO, 0.046 0.319

1 Relacéo entre o ventriculo direito pelos ventriculos totais.
2P Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0.05).

4. CONCLUSAO

A idade da matriz e a exposi¢cao as concentracdes graduais de CO, durante as
primeiras 240h de incubacéao interferem no desempenho e na morfometria intestinal

de frangos de corte
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CAPITULO 4 - INFLUENCIA DO CO, DURANTE OS PRIMEIROS 10 DIAS DE
INCUBACAO NA ANGIOGENSE DA MEMBRANA CORIOALANTOIDE E NO
DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos do aumento
gradual de CO; até 1,5% durante os 10 dias primeiros (0 — 240 horas) de incubacéo
na vascularizagdo da membrana corioalantéide, nas variaveis sanguineas do embrido
e 24 horas poés-eclosdo em frangos de corte. Ovos da linhagem Cobb 500 foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, divididos em dois
tratamentos: controle sem adicdo de CO; e o tratamento com exposi¢ao gradual de
CO;, a 1,5 % durante as primeiras 240 horas de incubacdo. A incubacao foi realizada
em incubadora automatica com a temperatura média de 37,5°C, a umidade relativa
média de 60% e viragens de 90° a cada hora. Avaliou-se a morfometria da membrana
corioalantoide (CAM), variaveis sanguineas e os resultados zootécnicos. A exposicao
ao CO; promoveu maior vascularizagédo da CAM (14.0% controle; 17.0%, CO). O pH
do sangue foi mais alcalino no tratamento com CO, aos 16 e 18 dias de incubacgao e
24h pos-eclosao foi mais acido (7.37). A pressao parcial de O, (pO,), no tratamento
controle, foi o dobro do valor encontrado no tratamento com CO,, com 24h pés-
eclosao. A presséo parcial de CO, no sangue (pCO.) foi significativamente maior aos
16 dias e 24h pds-eclosdao. O metabolismo embrionario foi alterado com menor tempo
de incubacdo e menor peso do pinto, quando os ovos foram expostos ao CO..
Conclui-se que a exposicdo gradual de 1,5% de CO, nas primeiras 240 horas de
incubacdo aumenta a vascularizacdo da membrana corioalantdide, acelera o
desenvolvimento embrionario e altera o metabolismo das aves com 24h pés-eclosao.

Palavras chaves: membrana corioalantéide, vascularizacdo, morfometria,

hipercapinia.
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CHAPTER 4 - INFLUENCE OF CO; DURING THE FIRST 10 DAYS OF
INCUBATION ON CHORIOALLANTOIC MEMBRANE ANGIOGENESIS AND
DEVELOPMENT OF BROILER EMBRYOS

ABSTRACT - The present study evaluated the effects of the gradual increase of CO
up to 1,5% during the first 10 days (0-240 hours) of incubation on the chorioallantoic
membrane vascularization, embryo and post-hatch blood parameters, and the
incubation results of broiler chickens. Cobb 500 eggs were distributed in a completely
randomized design. Two treatments were evaluated, the control treatment without
additional CO, and CO, treatment with gradual increase up to 1,5% CO, during the
first 240 hours of incubation. The incubation was performed in the incubator with
automatic average temperature of 37,5° C, relative humidity average of 60% and 90°
turning hour. The morphology of chorioallantoic membrane (CAM), blood parameters
and the results of incubation were evaluated. Exposure to CO, affected CAM
vascularization (14.0% control, 17.0% CO,). The blood pH was more alkaline in the
treatment with CO; (0.8 units) and post-hatch had blood pH more acidic (7.37). The
pO,, post-hatch was influenced (P <0.05) by treatments (73.0mmHg, control;
36.0mmHg, CO,), respectively. The pCO, values were influenced by treatments at 16
days and post-hatch (P <0.05). At 18 days, the treatments affected (P <0.05) the
weight of the embryo (31.6g, control; 29.3g, group CO,), respectively. The embryonic
metabolism has changed with shorter incubation and smaller chick weight, when
eggs were exposed to CO, It is concluded that gradual exposure of 1,5% of CO,
during the first 240 hours of incubation increased vascularization of the
chorioallantoic membrane, accelerated embryonic development and changes the
chick metabolism 24h post-hatch.

Keywords: chorioallantoic membrane, vascularization, morphometry, hypercapnia



61

1. INTRODUCAO

Acredita-se que a exposicdo ao CO, nas primeiras 240 horas de incubacéo
possa afetar o desenvolvimento do embrido e a sua vida pOs eclosao, conforme
verificado por DE SMITH, et al., 2006; KROETZ NETO, 2010. No entanto, prover
condicbes adequadas no processo de incubacdo e atender os requerimentos
fisiolégicos para o desenvolvimento embrionario sdo extremamente importantes na
obtencéo de pintos de qualidade e com robustez na vida adulta (MOLENAR, 2010).

Com o desenvolvimento do embrido, a tolerancia ao CO, é aumentada, isto
acontece devido ao estabelecimento do aparato respiratorio a partir de 96 horas de
incubagédo (TAYLOR e KREUTIZGER, 1965). A formagdo da membrana
corioalantdide ocorre a partir da fusdo das membranas cérion e alantdide com
aproximadamente quatro dias de desenvolvimento embrionéario (DE). A partir da sua
fusdo e desenvolvimento, aos 12 dias de DE, esta recobre toda area da membrana
interna da casca, seguida de grande fluxo de sangue através dos vasos sanguineos
(VAN GOLDE et al., 1997). O seu desenvolvimento cessa quando o embrido faz a
bicagem interna e os pulmdes ja estdo funcionais (TAZAWA e WHITTOW, 2000).

Em aves, a membrana corioalantdide prové a troca gasosa, retirando, portanto,
a influéncia materna, e o0s resultados neonatais de hipdéxia ou outro estimulo
embrionério pode ser avaliado livre dos efeitos da resposta materna (BAVIS e
KILGORE, 2001). No comec¢o do desenvolvimento embrionario a area vaculosa da
CAM é reponsavel pelo suprimento de oxigenio e a remoc¢édo do CO, (TAYLOR e
KREUTIZGER, 1965). Como a difusdo dos gases € limitada até a fase em a
membrana entra em contato com a casca aos seis dias de desenvolviemnto, e sendo
a partir deste momento em que a respiracdo se torna mais eficiente. Estudo em
codornas expostas a 2% de CO;, durante 15 dias de incubacdo demonstrou que
alteracdes na resposta aguda ventilatoria ao CO, em adultos (BAVIS e KILGORE,
2001; WILLIAMS e KILGORE JR., 1992).

As pesquisas com hipercapinia durante a incubagédo pretendem esclarecer
como os embribes de frangos toleram as diferentes concentragbes bem como os
momentos de exposicao. Porém, os resultados dos experimentos tém mostram que a
tolerancia do embrido sofre influéncia de varios fatores como a concentracdo e a
idade de exposicdo (OWEN, 1991; DE SMITH, et al., 2006; EVERAERT et al., 2007,
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DE SMITH et al., 2008; KROETZ NETO, 2010), e a idade da matriz (DE SMITH, et al.,
2006; WITTERS, 2009).

O objetivo do presente estudo foi de avaliar os efeitos da incubacdo com CO,
(aumento gradual até 1,5%) durante os primeiros10 dias (0 - 240 horas de incubacéo)
na vascularizacdo da membrana corioalantdide, nos variaveis sanguineos do embrido

e 24 horas poés-eclosdo em frangos de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Tratamentos e manejo de incubacao

Ovos férteis de matrizes da linhagem Cobb 500, classificados de acordo com o
peso medio de 68.0 £ 0.5g, provenientes de matrizes com 44 semanas foram
incubados. Os ovos foram distribuidos em dois tratamentos. O tratamento controle
sem adicdo de CO;, e o tratamento com CO, exposi¢cao gradual a 1,5 % CO;, na
primeira fase de incubacao (0 a 240h). Apds as 240h os ovos permaneceram sob
condicdo padrdo de incubagcdo, mantendo a temperatura meédia da incubadora em
37,5°C, a umidade relativa média de 60% e a viragem automatica de 90° a cada hora.
A incubacdo e os nascimentos foram realizados em incubadora automatica’. As
concentracbes de CO, foram acrescidas gradualmente de acordo com a idade do
embrido (Figura 1) e foram monitoradas com o auxilio de sensores®. Para atender as
concentracbes de CO, desejadas nos tratamentos, para cada dia, a injecdo foi
realizada através de valvulas com solenoides acopladas ao sistema de sensores e
aos cilindros contendo o gas. Na segunda fase de incubacéo até o final da incubacao
504 horas, em ambos os tratamentos, as concentragcbes de CO, permaneceram

inferiores a 0.05%.

" Incubadora Premium Ecolégica, modelo 1P600, Belo Horizonte - MG.

8 Vaisala — 19222GM Calibration Software Kit.
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Figura 1 - Concentracdes de CO; durante as primeiras 240 horas de incubacéao.

2.2. Andlise morfométrica da membrana corioalantéide (CAM)

Aos 12 dias de desenvolvimento embrionario dez ovos por tratamento foram
selecionados para a analise da morfométria da CAM segundo metodologia adaptada
de PARENTE et al. (2012). Para a preparacao da CAM os ovos foram abertos a partir
da camara de ar e o embrido retirado e eutanasiado pela seccdo medular na
articulagao atlanto-occipital. Os fragmentos da CAM foram coletados tomando-se
como referéncia o vaso sanguineo de maior calibre detectado.

Para a analise morfométrica, um fragmento da CAM a fresco de 10 ovos de
cada grupo foi coletado e distendido sobre uma lamina de vidro e sobre este
fragmento se sobrepés uma laminula. A leitura das laminas foi realizada com auxilio
do sistema de anélise digital de imagem®. Calculou-se a porcentagem da &rea
vascular por campo, correspondente a area marcada em vermelho, trabalhando em
ambiente Windows, sendo fotografados 30 campos aleatérios que apresentavam

vasos sang uineos.

% (Leica Qwin V3) acoplado a um microscopio (Leica-DM 2500) e o software Image J 1.3.1 (NIH, EUA).
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2.2. Determinacdo dos variaveis sanguineos

2.2.1. Amostragem dos embrides

Foram amostrados seis embrides por tratamento no 13° 16° 18° dias de
incubacédo e pintos com 24h pos-eclosdo. Os ovos e embribes foram pesados, uma
porcdo da casca + 2cm? foi retirada para a exposicdo dos vasos sanguineos e a
artéria de maior calibre foi dissecada, segundo a metodologia adaptada (PIIPER et al.,
1980). Apds, com uma tesoura, foi realizado uma incisdo na artéria e, sem contato
com o ar, o sangue foi coletado em um tubo capilar’® e inserido em um analisador de
gases''. Foram analisados os seguintes variaveis sanguineos: pH, presséo parcial de
0O, (pO2, mmHg), pressdo parcial de CO, (pCOz,mmHg), Hematdcrito (Hct, %),
Hemoglobina (Hb, g/dL). Os valores foram corrigidos para a temperatura da casca do

ovo e ou do embrido no momento da coleta.

2.2.2. Canulacdo e amostragem pos-ecloséo

Apds os nascimentos dos pintos a artéria femoral direita foi canulada. Na
cirurgia, os animais (n=6) foram anestesiados com zotelil e realizada uma incisao de 1
cm na regido inguinal direita para a exposicdo da artéria femoral. Na canulagéo
utilizou-se um cateter de polietileno composto por um seguimento PE-10 de 4,5 cm de
comprimento, ligado a um cateter PE-50 de 15 cm. A extremidade livre do cateter foi
fixada na &rea interescapular. Apés a cirurgia, as aves foram mantidas por 24 horas
em ambiente com temperatura de conforto, com acesso a agua e alimento ad libitum,
para a recuperacdo. Apos esse periodo, a extremidade do cateter foi aberta e uma

amostra de sangue foi coletada, sem contato com ar, para a analise.

2.2.3. Parametros zootécnicos

Os embrides foram pesados no 13° 16° 18° dias de desenvolvimento
embrionario. Aos 19 dias os ovos foram pesados para verificar a perda de peso.
Avaliou-se ainda, a duracdo dos nascimentos (horas), eclosao (%), eclodibilidade (%),
peso do pinto recém eclodido (g), peso relativo ((peso do embrido/peso inicial do ovo)

x 100) e o comprimento da ave recém eclodida (cm), para isso, a ave foi posicionada

19 Tubo capilar sem heparina cd. 100, Perfecta, Sdo Paulo, Brasil.
1 i_-STAT 1 analyser, modelo ABBT —04J48 — 50, San Diego, CA.
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delicadamente em uma superficie plana, mensurou-se o comprimento das

extremidades da ponta do bico até a ponta do dedo médio, sem considerar a unha.

2.3. Analise estatistica

Os dados foram avaliados em um delineamento inteiramente casualizado
quanto ao atendimento das pressuposicées de homogeneidade de variancia e
normalidade dos erros estudentizados. Os valores percentuais foram transformados
em ARCSEN. Em seguida foram submetidos a andlise de variancia simples pelo
procedimento GLM (General Linear Models) do programa SAS® (SAS institute, 2000)
e a diferenca entre as médias foram avaliadas pelo teste t de Student e consideradas
estatisticamente significantes com (P<0.05).

O projeto foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), certificado pelo protocolo n® 010665/11 e o mesmo esta de acordo com 0s

principios éticos na experimentacédo animal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Morfometria da membrana corioalantéide (CAM)

Durante o desenvolvimento embrionario alteragcdes nas concentracbes dos
gases afetam diretamente a angiogénese da membrana corioalantéide (VERHOELST
et al., 2011). Neste sentido, a hipercapinia na fase inicial de incubacéo, primeiras 96
horas, tem sido considerada benéfica para o desenvolvimento embrionario. O melhor
desenvolvimento embrionario, devido a hipercapinia, pode ser atribuido ao efeito
estimulante na angiogenese nos diferentes tecidos (IRIE et al., 2005), com efeito
significativo na neovascularizacdo da membrana corioalantéide. A analise
morfométrica demonstrou aumento da area vascular na membrana corioalantéide aos
13 dias de desenvolvimento (P<0.05). A CAM oriunda do tratamento com CO,
apresentou maior vascularizacdo quando comparado com o tratamento controle
(Figura 2 e 3).
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A exposicdo ao CO, promoveu altera¢cdes na CAM, porém, nao influenciou no
peso do embrido aos 13 dias de incubacdo. Como os resultados da CAM foram
influenciados pela exposicdo ao CO,, esperava-se na presente pesquisa que 0 peso
do embrido fosse influenciado, fato que ndo ocorreu, uma vez que as pesquisas
sugerem que as diferencas no desenvolvimento da membrana corioalantéide afetam
diretamente o metabolismo embrionario e com isso impactar no desenvolvimento do
embrido (TONA et al., 2004; VERHOELST et al., 2011).

Neste experimento optou-se pela coleta da membrana com 13 dias de
incubacédo, devido ao fato que nesta idade a sua formacéo e funcionalidade ja estédo
completas (ROMANOFF, 1960). No entanto, por ser um o6rgdo relacionado com
respiracdo do embrido, alteracdes no ambiente de incubacéo, alteram o metabolismo
embriondrio e conseqiientemente impactam na angiogénese da CAM (VERHOELST
et al.,, 2011). A angiogenese é alterada durante o desenvolvimento embrionario e
dependente das condicdes de incubacdo como as concentracbes de gases
(DUSSEAU e HUTCHINS, 1989; IRIE et al., 2005).
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B

Figura 2 - Membrana corioalantdide (CAM) aos 13 dias de incubagdo (n=10). (A)
tratamento controle sem adi¢ao de CO,, (B) Tratamento CO, exposi¢ao gradual a 1,5
% CO nas primeiras 240 horas de incubacao.
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Figura 3 - Percentual de vasos na membrana corioalantdide (CAM) aos 13 dias de
desenvolvimento embrionario (n=10). Diferenca significativa entre os tratamentos
(*P<0.05).

3.2. Variaveis sanguineas

Na Tabela 1, sdo apresentados os valores das varidveis sanguineas: pH, pO;
(mmHg), pCO, (mmHg), Hct (%) e Hb (g/dL) de embribes e 24h pds-eclosédo de
frangos de corte incubados com adicao gradual da concentracdo de CO, até 1,5%
nos 10 primeiros dias de incubacado. Aves do grupo exposto ao CO, apresentaram pH
sanguineo foi mais alcalino aos 18 dias. JA com 24h pés-ecloséo observou-se que no
tratamento controle o pH foi mais alcalino (7.50) quando comparado com o tratamento
CO,. Durante a fase de incubacdo nado houve efeito dos tratamentos sobre a pO-
sanguineo. Porém, com 24h pos-eclosdo houve diferenga significativa, sendo o
tratamento controle com o dobro do valor encontrado em comparacéo ao tratamento
CO..

A pCO; foi significativamente influenciada pelos tratamentos aos 16 dias e 24h
pos-eclosdo. Aves provenientes do ambiente com CO; na incubacé@o apresentaram,
aos 16 dias e 24h péds-eclosdo, diferenca de 104 mmHg e 10.3 mmHg,
respectivamente. O hematdcrito foi significativamente influenciado pelos tratamentos,
com valores de 17.8% no grupo CO; e de 22% no controle. No entanto, 24h pos-
eclosdo, verificou-se diferenca significativa nos valores de hematécrito 22.7%,
controle e 13.5%, CO,. Nao foram observadas diferencas significativas para

hemoglobina entre os tratamentos, durante o periodo de incubacao.
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Os resultados encontrados neste estudo sugerem que as aves durante o
desenvolvimento embrionario ativaram mecanismos que auxiliaram na manutengao
da homeostase. Dentre esses mecanismos, o0 desenvolvimento da membrana
corioalantéide (maior neovascularizagdo). Segundo DAWES e SIMKISS (1969), a
maior vascularizacdo pode auxiliar nas trocas gasosas e reabsorcdo de Ca da casca
e estimulo das funcfes renais na formacao de bicarbonato para o tamponamento do
sangue frente as alteracbes dos variaveis sanguineos e a aceleracdo do
desenvolvimento (menor tempo para o nascimento) causado pela hipercapinia,
conforme descrito na literatura (DE SMIT et al.,, 2006; BRUGGEMAN et al., 2007;
TONA et al., 2007, WILLEMSEN, et al., 20008).
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3.3. Parametros zootécnicos

Nao houve efeito dos tratamentos sobre o0 peso do embrido no 13° e 16 dias de
incubacdo (Tabela 2). No entanto, no 18° dia, os embrides do tratamento controle
apresentaram maior peso em comparagdo ao tratamento com 1,5% de CO,. Esses
resultados estdo de acordo com os observados por EVERAERT et al., (2007), que
avaliaram o efeito de 4% de CO, a partir do 10° dia de incubacdo até o 18° e
reportaram aumento significativo no peso do embrido aos 18 dias no grupo controle,
mas ao nascimento ndo verificaram diferenca entre os tratamentos. A fase de

exposicao e a concentracdo influenciam nas respostas metabdlicas das aves.

Tabela 2 — Efeito da adicdo gradual da concentracdo de CO, até 1,5% nos 10
primeiros dias de incubacao de frangos de corte Cobb 500 sobre o peso do embrido e

0 peso relativo na idade embrionaria e pés-eclosao

Peso do embrido (g) Peso relativo do embrido® (%)
Idade (DE) Controle! Cco,? Controle co,
13 11.61+0.20 11.84+0.21 19.44 +0.39 19.65+0.41
16 21,40+0.31 21.70+0.34 36.32 £ 0.60 36.15 + 0.67
18 31.60% £ 0.40 29.30° +0.29 53.63%+0.73 50.98" + 0.53

2P Médias seguidas de letras diferentes na linha, em cada idade, diferem entre si (P<0.05).
!'Sem adicéo de COy; 2Adigélo gradual de 1,5% de CO, nas primeiras 240 horas de incubagéo.
3 (peso embrido/peso inicial do ovo) x100.

As condicdes de incubacao influenciaram os resultados zootécnicos e a
qualidade dos pintos (Tabela 3). No tratamento CO, o0 tempo para 0s nascimentos foi
reduzido em 3 horas em comparacao ao tratamento controle. A exposi¢cdo ao CO; na
primeira fase de incubacéo afetou negativamente a eclodibilidade de ovos (P<0.05).
Os resultados encontrados nesta pesquisa sdo coerentes com os da literatura que
relatam que o uso de altas concentragdes de CO; = 1% na primeira fase de incubacao
(240h) estimula o desenvolvimento embrionario e a eclosao precoce (HOGG, 1997;
DE SMIT et al., 2006, 2008; EVERAERT et al., 2007).

O comprimento dos pintos, ao nascimento, foi superior nas aves expostas a
1,5% de CO,, com valores médios de 19.5cm no tratamento com CO, e 18.0cm no
tratamento controle. O peso absoluto dos pintos diferiu entre os tratamentos (P<0.05),

com maior peso para as aves do grupo controle. O metabolismo embrionério foi
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alterado nas aves expostas ao CO;, menor tempo de incubacdo, e afetou
negativamente o desenvolvimento das aves, menor peso do pinto. De acordo com
OVIEDO-RONDON e MURAKAMI (1998) o desenvolvimento embrionario é
dependente das condi¢Bes de incubacédo. A alteracdo no suprimento de oxigénio, por
exemplo, repercurti na resposta dos embrides com maior afinidade ao oxigénio,
menor atividade metabdlica (maior tempo de incubac&o) e menor crescimento e peso.
O peso do pintainho é altamente correlacionado com o comprimento (HILL, 2006).
Este fato esta associado com a utilizagdo da gema. Sugere-se que neste estudo o
metabolismo das aves foi intenso durante o periodo de desenvolvimento embrionério,
principalmente nas primeiras 240 horas e com a exposicdo CO,, 0 que afetou o
desenvolvimento das aves, visto pelo menor tempo para o nascimento e menor peso
das aves no tratamento com CO,. Esses resultados estdo de acordo com o0s
observados por (EVERAERT et al., 2010). Verifica-se no presente estudo a
necessidade de mais pesquisas para avaliar se os efeitos da incubacdo com CO,
impactardo no desempenho das aves e quais as respostas metabdlicas nas

condi¢des adversas de criacao.

Tabela 3 - Efeito da adicdo gradual da concentracdo de CO, até 1,5% nos 10
primeiros dias de incubacdo de frangos de corte Cobb 500 sobre o nascimento, a
eclosao, eclodibilidade, comprimento e peso do pinto.

Tratamentos?
Variaveis de incubagdo Controle CO,
Nascimento (h) 488.0°+ 1,0 485.0°+ 1,0
Eclos3o (%) 79.2+1.2 78.3+ 1,4
Eclodibilidade (%) 91,0°+1,0 87.5°+1.2
Comprimento (cm) 18.0°+ 0.4 19.5°+0.5
Peso do pinto (g) 47.2*+0.2 46.5 + 0.2

2P Médias seguidas de letras diferentes na linha, em cada idade, diferem entre si (P<0.05).
! Controle: sem adicao de CO,; Grupo CO,: adicédo gradual de 1,5% de CO, nas primeiras 240 horas de
incubacéo.

4. CONCLUSAO

A exposicao gradual de 1,5% de CO, nas primeiras 240 horas de incubacao
aumenta a vascularizacdo da membrana corioalantoide e acelera o desenvolvimento

embrionario pelo menor periodo de incubag¢éo e menor peso ao nascimento.
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