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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculagdo in ovo de creatina sobre a
eclodibilidade, peso a eclosdo, mortalidade embrionaria, rendimento termodindmico e
desenvolvimento dos 6rgdos do trato gastrointestinal de pintos Rhode Island Red. Um total de
427 ovos férteis foram distribuidos aleatoriamente em sete tratamentos de 61 ovos cada. Os
grupos experimentais foram compostos por ovo integro, solucédo salina a 0,5% e cinco solucdes
contendo niveis crescentes de creatina (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%). No dia 16 de incubac&o, 0s
ovos foram inoculados na regido do amnio com solugdes contendo creatina dissolvida em 500
pL de 0,5% de solucéo salina esteril. Apds a inoculacéo, os orificios foram selados com parafina
fundida e os ovos transferidos para a maquina de eclosdo. Imediatamente apos a ecloséo, foram
avaliados o peso do pinto ao nascer, o rendimento termodinamico, a eclodibilidade e a
mortalidade embrionaria. Cinco pintos aptos de cada tratamento foram selecionados
aleatoriamente e eutanasiados via deslocamento cervical para avaliacdo do peso do coracdo e
desenvolvimento de 6rgdos e regides gastrointestinais. A inoculacdo in ovo de creatina afetou
diretamente as caracteristicas de eclosdo dos ovos inoculados. A inoculagdo in ovo de creatina
em embrides aos 16 dias influenciou diretamente a eclodibilidade e a mortalidade embrionéria,
especialmente nas primeiras horas ap6s a inoculacdo. O uso de niveis crescentes de creatina na
alimentacdo in ovo proporcionou um aumento linear no peso do pinto, desenvolvimento do trato

gastrointestinal e rendimentos termodinadmicos.

Palavras-chave: Aminoéacido, Biotecnologia, Desenvolvimento Embrionario, Eclodibilidade.



ABSTRACT

This study evaluated the effects of in ovo feeding of creatine on hatchability, hatching weight,
embryo mortality, thermodynamic yields, and organ developments in Rhode Island Red chicks.
A total of 427 fertile eggs with viable embryos was randomly distributed to 7 treatments of 61
replicate eggs. The experimental groups were composed of untreated control (control), a sterile
buffered solution (0.5% saline), and solutions containing increased levels of creatine (0.5, 1.0,
1.5, 2.0, and 2.5%). On d 16 of incubation, eggs were injected with solutions containing creatine
dissolved in 500 uL of 0.5% sterile saline. After injection, the pinholes in the eggs were sealed
with molten paraffin and moved to a hatching machine. Immediately post hatch, were evaluated
the chicks’ weight, hatchability, thermodynamic yields, and embryo mortality. Five able chicks
of each treatment were randomly selected and slaughtered by cervical dislocation to evaluation
the heart, and gastrointestinal organ and region developments. In ovo feeding of creatine
directly affect the hatching characteristics of injected eggs. The in ovo feeding of creatine to
16-d-old embryos directly influence hatchability and embryo mortality, especially in the first
hours post-injection. Increased levels of creatine provide a linear increase in chick weight,

development of gastrointestinal tract, and thermodynamic yields.

Keywords: Amino Acid, Biotechnology, Embryo Development, Hatchability.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de carne de frango do mundo e, para manter esta
producdo elevada faz-se necessario reduzir custos e melhorar a produtividade. Na cadeia
produtiva avicola, as granjas de matrizes (matrizeiros), produtoras de ovos férteis, dardo origem
ao frango que é comercializado no Brasil e no mundo. O incubatorio apresenta papel
fundamental nessa cadeia avicola, pois a partir de um ovo embrionado obtém-se o pinto de corte
de um dia de vida, que deve apresentar qualidade fisica, sanitaria e imunoldgica.

A incubacdo de ovos férteis é uma das mais importantes etapas da cadeia produtiva de
aves, pois através desta ird gerar, com quantidade e qualidade adequadas, o pinto de um dia.
Assim, o manejo utilizado desde a coleta dos ovos nos matrizeiros até o momento do nascimento
dos pintos no incubatorio é de suma importancia.

Dentre as diversas ferramentas que auxiliam no desenvolvimento avicola de maneira
geral, a biotecnologia destaca-se pelo seu poder de ampliacdo de possibilidades e de
manipulacdo de recursos genéticos e bioldgicos com resposta em curto prazo. Através disso, 0s
custos sdo reduzidos, aumentando a qualidade e a produtividade, colocando os produtos ao
alcance do gosto e do bolso do consumidor de dentro e de fora do pais.

Uma das técnicas biotecnoldgicas mais recentes na ciéncia e na industria avicola é a
inoculacdo de nutrientes in ovo, que consiste na administracdo de nutrientes exdgenos através
do liquido amniotico ou da cavidade alantoide, visando melhorar o desenvolvimento inicial do
trato gastrointestinal, a fim de impulsionar as enzimas digestivas e um maior crescimento das
vilosidades intestinais. Além disso, 0 acesso rapido do pinto aos alimentos pode auxiliar na
melhora do seu desempenho, do desenvolvimento intestinal e, consequentemente, do
crescimento de outros 6rgdos do corpo.

Inimeras substancias podem ser utilizadas na alimentacéo in ovo, dentre elas a creatina,
que é encontrada em produtos de origem animal, por ser estocada principalmente nos tecidos
musculares. A creatina tem potencial para atuar como um substrato energético havendo menor
degradacdo de proteinas musculares com desvio para gliconeogénese e pouparia aminoacidos
que sdo utilizados na sintese enddgena de creatina para serem utilizados com outras finalidades,

como por exemplo, sintese proteica, melhorando o desenvolvimento inicial das aves.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do uso da creatina na alimentacdo in ovo de embrides da linhagem
Rhode Island Red.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a eclodibilidade e peso a eclosdo de pintos Rhode Island Red alimentados
in ovo com solugBes contendo creatina;

Analisar a mortalidade embrionaria de pintos Rhode Island Red alimentados in ovo com
solugdes contendo creatina;

Mensurar o desenvolvimento do trato gastrointestinal de pintos Rhode Island Red
alimentados in ovo com solugdes contendo creatina;

Verificar os rendimentos termodinamicos de pintos Rhode Island Red alimentados in
ovo com solugdes contendo creatina;

Determinar o nivel ideal de creatina a ser utilizado em solugdes para fins de alimentacéao

in ovo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Incubacdo artificial e a cadeia produtiva de pintos

A incubacdo de ovos férteis alicerca a cadeia produtiva de aves, pois gera o produto a
ser explorado em campo e seus resultados podem comprometer toda a rentabilidade do
segmento. Por sua vez, 0 manejo empregado desde a postura dos ovos na granja de matrizes até
0 momento da eclosdo no incubatorio, interfere nos resultados de eclodibilidade e qualidade do
pinto produzido (SANTANA et al., 2014).

Por muitos anos a incubacdo ndo recebeu a devida atencdo dos pesquisadores e se
caracterizava por uma area ndo estratégica dos complexos avicolas. Porém, atualmente, a
avicultura moderna se volta cada vez mais para o tema incubacgéo, com inovacgdo nas pesquisas
nos diversos parametros que envolvem esse segmento (CALIL, 2007). A tecnologia impulsiona
esse avanco a partir do aprimoramento de equipamentos cada vez mais precisos que regulam
todos os fatores que podem influenciar no sucesso da incubacdo dos ovos (SANTANA et al.,
2014).

Ainda que o ovo possa ser considerado completo em termos nutricionais, 0s percentuais
de aminoacidos, carboidratos, vitaminas, minerais e lipideos sdo suficientes nos dois tercos
iniciais da incubacdo, estando aquém dos niveis desejaveis no terco final e durante a eclosdo
nas linhagens modernas (GONCALVES et al., 2013).

Normalmente, os pintos demoram a receber a primeira alimentacdo logo apds a ecloséo,
suportando uma privacdo dietética por até 48 horas (UNI e FERKET, 2004). Estratégias para
reduzir este impacto negativo, como fornecer alimento e agua ainda no incubatdrio ou durante
0 transporte, possuem pouca praticidade considerando a producdo diaria de um incubatorio
comercial.

O conteudo presente no vitelo e em outras estruturas do ovo dao suporte nutricional e
fisioldgico ao embrido durante todo o periodo de incubacdo, pois possuem todos 0s nutrientes
necessarios, fontes de energia e agua que serdo utilizados durante o desenvolvimento
embrionario. Além desses nutrientes, 0s ovos necessitam de temperatura adequada e de
movimentacdo periodica de rotacédo, evitando a aderéncia do embrido a parede interna do ovo,
onde se situam as membranas internas. E fundamental o transporte de taxas adequadas de
oxigénio do ar e de vapor d’agua, dioxido de carbono e também calor, originados do
metabolismo das células embriondrias durante a execucdo das complexas etapas do
desenvolvimento (SCALA JUNIOR, 2003; SANTANA et al., 2014).



O sucesso do processo de incubagdo depende, em primeira instancia da qualidade da
matéria-prima (ovos férteis) fornecida pelas granjas de matrizes, que deve garantir a qualidade
fisica e quimica dos ovos a serem incubados. As préaticas de manejo como selecéo, classificacdo
e desinfeccdo de ovos devem ser realizadas de forma rigorosa pelo incubatdrio, pois estes
métodos melhoram os indices de eclosdo e o desempenho pds-nascimento (GERACILDA e
FERREIRA, 2011).

3.2 Desenvolvimento do trato gastrointestinal e nutricio embrionaria do pinto durante a

incubacdo e pos eclosao

Nas aves, o desenvolvimento do trato gastrointestinal tende a se iniciar entre as
primeiras 24 a 96 horas de vida do embri&o. Cronologicamente, no terceiro dia de incubacéo, o
tecido do intestino € derivado de endoderme circundado por mesoderma esplancnico e divide-
se em intestino anterior, intestino médio e intestino grosso (MOORE e PERSAUD, 2008). A
endoderme originara o revestimento epitelial do intestino e os ductos das glandulas mucosas,
enquanto a mesoderme da origem a parede muscular e ao tecido conjuntivo (DIBNER e
RICHARDS, 2004; DIBNER et al., 2007).

No quinto dia de vida embrionéria, ocorre a diferenciacdo da boca, assim como a
formacédo do proventriculo e da moela, enquanto no sexto dia de vida tem-se inicio a formacéo
do bico e a diferenciacdo morfoldgica da alca duodenal, do intestino delgado e dos cecos. J& no
décimo quarto dia, ocorre a introducdo do intestino na cavidade abdominal e no décimo sétimo
dia a abertura do diverticulo de Meckel e no meio intestinal inicia-se 0 mecanismo fisiol6gico
da absorcéo do saco vitelino (MAIORKA,; BOLELI e MACARI, 2002). Verifica-se ainda que
a taxa de crescimento do intestino delgado é maior que os demais 6rgdos. Neste sentido, aos 18
dias de incubacéo, o intestino delgado do embri&o chega a ser 1% proporcional ao peso corporal
do pinto, passando a 3,5% no momento da eclosédo (UNI; SMIRNOV e SKLAN, 2003).

Segundo Sklan (2001), ap6s a eclosdo, o trato gastrointestinal estd totalmente
desenvolvido, porém imaturo. Neste momento, ocorre a preparacdo do sistema digestivo, que
passara de uma dieta rica em lipidios para uma dieta rica em carboidratos e proteinas. E dentre
as mudangas que sucedem o periodo pos embrionério, a mais relevante é o aumento da atividade
enzimaética na borda em escova e nos 6rgaos que as secretam (NITSAN et al., 1991).

E apesar da ave ndo ter ingerido alimento até 0 momento da eclosdo, as enzimas do

intestino e pancreas, bem como a capacidade de transporte de nutrientes, ja encontram-se



presentes (BUDDINGTON, 1992). Entretanto, a capacidade de digestdo dos nutrientes ndo esta
totalmente estabelecida neste momento (KROGDAHL e SELL, 1989). Mudancas
ontogenéticas ocorrem tanto antes quanto apos a eclosdo, incluindo o aumento nos niveis de
enzimas pancreaticas e intestinais (NOY e SKLAN, 1995; SKLAN e NOY, 2000), aumento da
area de absorcdo total do trato gastrointestinal (1JI; SAKI e TIVEY, 2001; SKLAN et al., 2003),
e mudancas nos transportadores de nutrientes (BUDDINGTON e DIAMOND, 1989; SKLAN
et al., 2003).

Considera-se que as funcdes do sistema gastrointestinal dos frangos comecam a se
desenvolver quando o fluido amniético é oralmente consumido por volta do 16° ao 17° dia de
incubagdo (FERKET e UNI, 2006). A inoculagdo de nutrientes no liquido amniotico permite,
portanto, a introducdo de nutrientes especificos em contato com o enterdcito antes da ecloséo,
direcionando sua diferenciacdo e melhorando a capacidade de digerir alimentos pelos embrides
(VIEIRA, 2005).

A inoculagdo de nutrientes in ovo também eleva o nivel de nutrientes disponiveis ao
embrido, principalmente glicose, evitando assim a gliconeogénese de proteinas endégenas. Por
outro lado, quando em altas concentracdes, a solucdo nutritiva pode causar desequilibrio
osmotico, resultando na morte imediata do embrido (CAMPOS et al., 2011).

No final do processo de incubacdo, o saco vitelino € gradualmente internalizada na
cavidade abdominal do embrido, constituindo a Unica fonte de nutrientes apds o nascimento até
o fornecimento de alimentacdo exdgena no alojamento dos galpdes de producdo (NOY et al.,
2001). Assim, a alimentacdo precoce do embrido pela administracdo de nutrientes durante o
periodo embrionario pode ter efeito positivo sobre a eclodibilidade, desenvolvimento do
sistema digestivo, peso vivo e estado nutricional pds-eclosdo, considerando que 0 acesso ao
alimento é fundamental para o desenvolvimento precoce de pintos recém-eclodidos (UNI e
FERKET, 2004).

3.3 Metodologia e otimizacao da nutri¢do através da aplicacdo de substancias in ovo

A tecnologia de inoculagdo de nutrientes in ovo, ou “nutri¢gdo in O0V0”, ou mesmo
“alimentag@o in 0v0”, deriva da tradugdo da terminologia em inglés “in egg feeding” ou “in ovo
feeding”, e é considerada uma pratica recente na ciéncia e na industria avicola (RUFINO, 2018).
Atualmente, tem sido considerada uma alternativa viavel para o desenvolvimento dos pintos,

com a utilizacdo de solucdes nutritivas injetaveis no final do periodo de incubacdo (UNI e



FERKET, 2004). Considerando que a deficiéncia de nutrientes no &mnio pode prejudicar o
desenvolvimento perinatal, a suplementacdo destas substancias diretamente neste conteldo
poderia acelerar o desenvolvimento intestinal e sua capacidade de digerir nutrientes (UNI e
FERKET, 2004).

Embora ainda ndo seja comercialmente utilizada, a aplicagéo de vacinas, medicamentos,
hormonios, probidticos, prebidticos e outros varios nutrientes suplementares tém como objetivo
aumentar potencialmente a imunidade e crescimento do pinto e tém sido continuamente
estudados em varios laboratdrios nos altimos 20 anos (PEEBLES, 2018).

Visando atender as exigéncias de mercado, o enfoque das pesquisas tem sido a busca
por alimentos e nutrientes que, ao serem suplementados as dietas, atuem melhorando a
qualidade dos produtos sem afetar a eficiéncia alimentar (NUNES et al., 2010). Considerando
que alguns destes alimentos e nutrientes possuem a capacidade de alterar eventos genéticos,
influenciando a salde e desenvolvimento dos animais (GONCALVES et al., 2009), a
suplementacdo destes nutrientes na fase embrionaria possibilitaria melhores respostas
metabolicas em um organismo em formacéo, favorecendo a expressao de genes de interesse em
fase posterior.

A aplicacdo de nutrientes in ovo para frangos de corte tem sido estudada como
alternativa para estimular o desenvolvimento fisiol6gico e morfoldgico do trato gastrointestinal
de pintos. O método de “alimentacdo precoce” e/ou “alimentag@o in ovo” pode ajudar a suprir
alguma deficiéncia nutricional dos embriGes e possibilitar ao pinto de corte atingir todo o
potencial de crescimento, principalmente nos primeiros dias de idade, quando ha maior
crescimento relativo (CAMPOS; GOMES e ROSTAGNO, 2010).

Todavia, estas respostas positivas ndao s6 dependem da composicdo da solucdo, mas
também do volume e osmolaridade da solugdo injetada no amnio (FERKET et al, 2005). Em
altas concentragdes, a solugdo nutritiva pode causar um desequilibrio osmético resultando no
obito do embrido em fase intermediaria (pintos e/ou embrides mortos entre 16 e 18 dias de
incubacdo, apds a inoculacdo, sem bicagem da casca do ovo), tardia (pintos e/ou embrides
mortos entre 19 e 21 dias de incubagdo, apos a inoculagdo, sem bicagem da casca do ovo) ou
pos-bicagem (pintos e/ou embriGes mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, apds a inoculacéo,
com bicagem da casca do ovo) (DAMASCENO et al., 2017).

Ja se comprovou que os embrides avicolas apresentam em suas reservas fisiologicas
uma quantidade limitada de nutrientes disponiveis para seu desenvolvimento. E o fornecimento
de nutrientes exdgenos intra ovo durante o desenvolvimento embrionério pode funcionar como

uma fonte extra de nutrientes para esse desenvolvimento, resultando em um maior peso ao



nascimento, maior viabilidade, maior vigor, entre outros. Para tanto, é necessario definir quais
nutrientes utilizar, o periodo e local da administragdo, a forma de fazer esta administracéo entre
outros fatores (RUFINO, 2018).

3.4 Principais nutrientes utilizados na inoculagao in ovo

Conforme Abed et al. (2011), o acesso imediato ao alimento logo apds a eclosdo,
asseguram um 6timo desempenho de frangos de corte na idade de abate, visto que estas aves
ndo possuem potencial compensatdrio para crescimento devido a um longo periodo de privacéo
nutricional durante o periodo embrionario. Contudo, o acesso a nutrientes podera ocorrer ja na
fase embrionaria, diminuindo este periodo de privacao.

Os nutrientes utilizados podem estar envolvidos com diferentes fungdes: fontes de
energia (sacarose, dextrina, maltose e glicose), ativacdo do sistema imunoldgico (vitamina E,
cobre e probidticos), metabolismo e anabolismo proteico (HMB e aminoacidos: metionina,
lisina, treonina, arginina e leucina) e/ou agentes troficos da mucosa intestinal (glutamina, zinco
e acido butirico) (GEYRA; UNI e SKLAN, 2001; UNI et al., 2005; CAMPOS; GOMES e
ROSTAGNO, 2010; LEITAO et al., 2014).

Os carboidratos estdo sendo amplamente testados na nutricdo embrionaria, por serem
componentes importantes do ovo e de grande importancia para a fase final do desenvolvimento
embrionario (UNI et al., 2005). Esses sdo utilizados como fonte para producdo de glicose, que
é crucial para o desenvolvimento embrionario (MORAN, 1985), além de elevar as atividades
das enzimas produzidas no intestino aumentando a capacidade de digestdo e absorcdo dos
nutrientes e, consequentemente, o desempenho do animal. Entre os carboidratos mais utilizados
estdo a glicose, sacarose, maltose e dextrina (RUFINO et al., 2018).

Outros nutrientes que podem ser destacados para uso na alimentagcdo in ovo com
importancia no desenvolvimento embrionario séo as vitaminas e 0s minerais. A deficiéncia de
vitaminas durante a incubacgéo, por exemplo, pode causar anormalidades como bicos pequeno
ou alto, protrusdes desorganizadas no cérebro, visceras expostas, membros encurtados e
torcidos, corpo curto e degeneracdo (CAMPOS; GOMES e ROSTAGNO, 2010).

Enquanto as deficiéncias de minerais especificos também podem ser rapidamente
induzidas em embrifes em desenvolvimento quando as reprodutoras recebem quantidades
insuficientes destes, levando a reduzido crescimento, desenvolvimento anormal de todos os

Orgaos e em casos extremos a morte do embrido (SAVAGE, 1968).



Pesquisas com a utilizacdo de aminoacidos na alimentagdo in ovo sdo escassas na
literatura. Entretanto, alguns ensaios e trabalhos de pesquisa ja realizados verificaram que 0s
aminoacidos podem ser administrados tanto sozinhos como conjuntamente em solucdes, com
destaque para a glutamina e a R-hidroxi-metil-butirato (metabdlico da leucina), podendo ainda
ser utilizada a arginina. O objetivo principal de se fornecer estes aminoécidos seria o papel
importante desses no metabolismo da proteina muscular e sua relagdo positiva com a sintese
proteica e com o horménio do crescimento (glutamina) (OHTA et al., 1999; CAMPOS;
GOMES e ROSTAGNO, 2010).

3.5 Creatina

A creatina pode ser produzida pelo organismo animal, sendo sua sintese realizada no
pancreas, figado e rins, a partir de outros aminodcidos: arginina, glicina e metionina
(BROSNAN et al. 2009; COSTALLAT et al. 2007). Em humanos é utilizada como suplemento
para atletas com intuito de incrementar a sintese proteica, aumentar a massa e forca muscular,
devido ao aumento da energia intracelular e aumento da taxa de ressintese de fosfocreatina,
possuindo a capacidade de fornecer energia de forma rédpida durante atividades de alta
performance (COSTALLAT et al. 2007; FRANCO et al. 2007).

Nas aves as duas etapas de formacdo da creatina acontecem no figado. A creatina
produzida pelo organismo animal e a obtida pela dieta, entram na corrente sanguinea por
difusdo e sdo levadas para dentro das células por meio de transportadores especificos,
dependentes de sodio e potassio (DEMINICE et al. 2009). A inclusdo de creatina na dieta além
de fornecer energia faz com que os aminodacidos glicina, arginina e metionina, que sao utilizados
para sintese da creatina dentro do organismo sejam destinados a outras fungdes, como a sintese
proteica e crescimento muscular (BORGES, 2017).

A glicina é classificada como um aminoacido ndo essencial para aves e mamiferos
(YUAN et al. 2012). Entretanto, tem sido considerado aminoacido essencial para o desempenho
maximo de pintos de corte em crescimento (CORZO et al. 2004). Dessa forma, esse aminoacido
é considerado condicionalmente essencial nos primeiros dias de vida das aves. A glicina é
necessaria para sintetizar acido urico, promovendo excrecdo do excesso de nitrogénio nas aves
(CORZO et al. 2004). Este aminoacido possui funcao proteica, mas, além disso, tem uma série
de funcbes metabolicas (YUAN et al. 2012), algumas dessas fungdes estdo relacionadas a
sintese da creatina, DNA e RNA, e afeta diretamente a sintese proteica (YUAN et al. 2012).



A arginina é um aminodcido essencial para os frangos de corte, pois ndo conseguem
sintetiza-la no organismo. As aves sdo animais uricotelicos e ndo possuem o ciclo da ureia
funcional, sendo assim, ndo conseguem sintetizar citrulina e por isso ndo podem fazer a
conversdo renal de citrulina em arginina (FERNANDES e MURAKAMI, 2010; MURAKAMI
et al., 2012). A arginina possui importancia na sintese de varios compostos, como ornitina,
poliaminas (espermidina, espermina e putrescina), prolina, creatina, proteinas, dxido nitrico,
citrulina e glutamato, e por isso, deve ser fornecido na dieta das aves (MURAKAMI et al.
2012).

A metionina é o primeiro aminodcido limitante para as aves, sua disponibilidade
adequada garante que outros aminodcidos sejam utilizados de forma eficiente para sintese
proteica (VIANA et al. 2009). Sua funcéo principal é participar da sintese proteica, sendo ainda
uma fonte de enxofre que pode ser doado para a sintese de outros componentes quimicos que
apresenta o enxofre em sua composicdo (WU, 2003). Tem grande participacao na sintese da
cisteina que é também utilizada para a sintese da proteina corporal, formacdo da pele, penas e
pelos, sendo este aminoacido importante frente ao estresse e ao status inflamatorio
(TESSERAUD et al. 2009).

Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) relataram que livros de bioquimica negligenciam a
importancia do sistema de creatina quinase, fosforilcreatina e creatina no metabolismo
energético. Geralmente, supBe-se que o transporte de fosfato de alta energia entre os locais de
producdo de ATP (mitocondrias, glicolise) e o consumo de ATP (todos os tipos de ATP-celular)
dependem apenas da difusdo de ATP e ADP. Esse conceito pode refletir a situacdo em tecidos
desprovidos de creatina quinase e fosfocreatina, como o figado, mas é claramente inadequado
para creatina quinase que estd contida em tecidos com alta e flutuante demanda de energia,
como musculo esquelético ou cardiaco (WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000). O sistema de
creatina e fosfocreatina desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase
energética que pode transferir um grupo fosfato para o ADP para a ressintese do ATP (ALLEN,
2012).

A creatina esta presente em alimentos que possuam proteinas animais ou subprodutos
de origem animal. Ndo sendo encontrada em plantas e consequentemente ndo esta presente em
dietas exclusivamente de origem vegetal (LEMME et al. 2012). Ainda segundo Lemme et al.
(2012), o potencial de ressintese da creatina em frangos de corte é limitada, podendo assim ser
tida como uma substancia semi-essencial.

Em dieta exclusivamente vegetal, a suplementacéo de creatina ou de seu precursor acido

guanidinoacético (AGA), pode melhorar o desempenho dos animais, pois restaura a
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disponibilidade de creatina e fosfocreatina nos tecidos (ARAUJO et al. 2013). A exigéncia de
creatina em animais em crescimento é proporcionalmente maior do que animais adultos, pois
além de fornecer creatina que € perdida na forma de creatinina, ainda fornece a creatina para
crescimento dos tecidos (BROSNAN et al. 2009).

De acordo com Costallat et al. (2007), a creatina é considerada importante reservatorio
de energia prontamente disponivel para contragdo muscular, sendo 95% da creatina do corpo é
armazenada no muasculo esquelético sob a forma livre (40%) e como fosfocreatina — PCr (60%),
sua forma fosforilada. Apenas um grama por dia, em uma dieta onivora, € obtido de creatina
através da dieta e o restante da necessidade do animal é sintetizado dentro do seu prdprio
organismo (1 g/dia) (PERSKY e BRAZEAU, 2012).

Para a sintese enddgena de creatina é importante que todos os aminoacidos necessarios
sejam fornecidos na dieta. A sintese se divide em duas etapas, a primeira inicia-se com a
transferéncia reversivel do grupo amino do aminoacido arginina para glicina para formar o
AGA e ornitina em uma reagéo catalisada pela enzima L-arginina: glicina amidinotransferase
(AGAT) (DILGER et al. 2013; DEMINICE et al. 2009). A metionina € ativada pelo ATP para
formar S-adenosilmetionina (SAM) (DEMINICE et al. 2009). A SAM atua principalmente
como doadora de metil universal na sintese de compostos metilados como a creatina (WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000; DEMINICE et al. 2009).

Na segunda etapa, 0 AGA é metilado em uma reacdo irreversivel, pelo grupo metil da
metionina, que se encontra como SAM, e é doado ao AGA pela enzima S-adenosilmetionina:
guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT), dando origem a creatina (WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000). Através dessa reacdo, a sintese endégena de creatina consome
um namero considerdvel de grupos metil (DEMINICE et al. 2009).

Nos mamiferos, a ornitina produzida durante a sintese de creatina no organismo pode
ser reciclada a arginina, porém, as aves ndo realizam esse processo por ndo possuirem as
enzimas responsaveis por essa reagdo, como a carbamilfosfatasesintetase e a
ornitinacarbamiltransferase (FERNANDES e MURAKAMI, 2010).

A degradacdo de creatina e fosfocreatina em vertebrados é um processo ndo enzimatico
gue ocorre de forma espontanea (WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000). O metabdlito gerado
nesta degradacdo é a creatinina, encontrada no sangue e na urina (RIEHL; FONTANA e
LOPEZ, 2004). De acordo com Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) a creatinina é gerada todos 0s
dias no organismo, sendo filtrada nos rins e excretada na urina. Por isso, ha a necessidade de
uma reposicao continua da creatina que é perdida na forma de creatinina (BROSNAN et al.
2009).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de desenvolvimento do estudo
O estudo foi conduzido no Laboratério de Tecnologia Avicola do Setor de Avicultura

do Departamento de Produgdo Animal e Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrérias da

Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil (Figura 1).

Figura 1 - Imagem aérea do local de realizacdo da pesquisa, Setor de
Avicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Amazonas

Fonte: Brelaz, K.C.B.T.R. (2017)

Todos o0s procedimentos para avaliacdo da bioeficacia da creatina para fins de
inoculagdo in ovo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA - Protocolo n° 043/2018) da Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas,

Brasil.

4.2 Montagem do experimento

Foram incubados 500 ovos oriundos de matrizes da linhagem Rhode Island Red com

idade aproximada de 72 semanas (Figura 2). Os ovos foram identificados, pesados e
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distribuidos em maquina de incubacdo modelo PETERSIME 168 com compartimentos
regulados a 37,6 °C de temperatura e 66% de umidade relativa do ar, onde a viragem dos ovos

acontecia em intervalos de uma hora (Figura 3).
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Figura 2 - Ovos dispostos na maquina de incubagédo
Fonte: Melo, L. D. (2018)
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Figura 3 - Maquina de incubacéo realizando a viragem dos ovos
Fonte: Melo, L. D. (2018)

Aos 16 dias de incubacao, os ovos foram submetidos & ovoscopia para sele¢édo dos ovos
embrionados que foram utilizados na inoculacdo (Figura 4). Estes foram higienizados e
perfurados na regido da cdmara de ar evitando-se perfurar a membrana interna da casca do ovo,

sendo as solucbes formuladas com diferentes concentragdes de creatina injetadas a 0,5 mL na
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regido do amnio utilizando-se seringas com agulha 7 x 2,5 mm (Figura 5). Em seguida, o
orificio da casca do ovo foi lacrado com parafina fundida.

Figura 4 - Ovoscopia para observacéo dos ovos ferteis
Fonte: Melo, L. D. (2018)

Figura 5 - Perfuragao da casca do ovo e inoculagdo in ovo das solucGes
Fonte: Melo, L. D. (2018)

Apbs esta etapa, os ovos foram transferidos para maquina de eclosdo modelo
PETERSIME 168 (Figura 6) com compartimentos regulados a 36,6 °C de temperatura e 76%
de umidade relativa do ar, onde permaneceram até a retirada dos pintos aos 21 dias de incubacgéo
(504 + 02 horas) (Figura 7).
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Figura 6 - Retirada dos pintos da méquin de ecloséo
Fonte: Melo, L. D. (2018)

Figura 7 - Pesagem dos pintos de um dia de idade
Fonte: Farias, T. M. (2017)

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), onde os tratamentos
do experimento (Tabela 1) consistiram de sete solucdes formuladas a partir da inclusdo de niveis
crescentes de creatina, sendo desenvolvidas com base em solugéo salina 0,5%, formulada com
agua deionizada estéril e cloreto de sodio (NaCl), na qual foi incluso cada componente
nutricional na dosagem necessaria para se obter ao final a concentracéo desejada (Figura 8). O
namero de repeticBes foi estimado com base no percentual de fertilidade dos ovos incubados,
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considerando cada ovo como uma repeticdo, sendo estes distribuidos igualmente entre 0s
tratamentos, utilizando-se assim 61 ovos por tratamento (peso médio de 45,89 + 3,91 g).

Tabela 1 - Tratamentos contendo os grupos controle e solucdes com creatina (Cr)*

Tratamentos Solucdes Osmolaridade (mOsm/L)?
Ovo integro - -
Solucéo salina 0,5% NacCl 170,94
Solucédo 1 0,5% NaCl + 0,5 % Cr 247,20
Solugdo 2 0,5% NaCl + 1,0 % Cr 323,47
Solugéo 3 0,5% NaCl + 1,5 % Cr 399,73
Solugéo 4 0,5% NaCl + 2,0 % Cr 476,00
Solucdo 5 0,5% NaCl + 2,5 % Cr 552,27

IAs solugdes experimentais injetadas foram calculadas em 100 mL de solugdo base.
2Determinado pelo calculo do peso molecular e concentragdo das substancias em cada solugéo.

Figura 8 - Tratamentos contendo os grupos controle e as solugdes com creatina
Fonte: Melo, L. D. (2018)

4.3 Variaveis analisadas

Foram avaliadas as variaveis de rendimentos de incubacao, relagdo pinto/ovo, biometria
dos pintos de um dia e rendimento termodinamico.

Os rendimentos de incubacdo foram: eclodibilidade (n° de pintos nascidos/n® de ovos
férteis x 100), mortalidade intermediaria (percentagem de pintos e/ou embrides mortos entre 16
e 18 dias de incubacdo, apés a inoculacdo, sem bicagem da casca do ovo), mortalidade tardia
(percentual de pintos e/ou embrides mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, apos a inoculagéo,
sem bicagem da casca do ovo), mortalidade pds-bicagem (percentual de pintos e/ou embrides
mortos entre 19 e 21 dias de incubacdo, apds a inoculacdo, com bicagem da casca do ovo)
(Figura 9).
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Figura 9 - Mortalidade intermediaria, tardia e pds-bicagem (esquerda para a direita)
Fonte: Rufino, J. P. F. (2017)

Com base nos resultados de eclodibilidade, selecionou-se aleatoriamente cinco pintos
de cada tratamento para serem eutanasiados por meio de deslocamento cervical para realizacdo
de biometria dos seguintes 6rgdos: peso do saco vitelino (g), peso do coracgéo (g), peso do figado
(9), peso do proventriculo (g), peso da moela (g), comprimento total do trato gastrointestinal
(cm), comprimento da orofaringe + esdfago (cm), comprimento da al¢a duodenal (cm),
comprimento do jejuno + ileo (cm), comprimento dos cecos (cm) e comprimento do colon +
reto (cm) (Figura 10).
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Figura 10 - Orgéos do sistema digestivo de um pinto de 1 dia de idade
Fonte: Rufino, J. P. F. (2017)

O rendimento termodinamico foi calculado através da metodologia de Richard (1971)
para temperatura média superficial (°C) = (0.12 x T. asa) + (0.03 x T. cabeca) + (0.15 x T.
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canela) + (0.70 x T. dorso), e a temperatura retal (°C) utilizando termdmetro para medicao das
temperaturas dessas diversas areas do corpo dos pintos (Figura 11).

Figura 11 - Medicg8o das temperaturas corporais dos pintos
Fonte: Melo, L. D. (2018)

4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa computacional SAS (2008), onde
os dados coletados foram submetidos a analise de variancia e as estimativas dos tratamentos

foram submetidas a analise de regressdo polinomial a 0,01 e 0,05 de significancia.
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5 RESULTADOS

A eclodibilidade foi linearmente diminuida (Y = - 15.117x + 105.18 R? = 0.85) por
todos os tratamentos que utilizaram inoculagéo in ovo em comparacao com o tratamento de ovo
integro (Tabela 2 e Gréfico 1). Inversamente, a mortalidade intermediaria (horas apds os
procedimentos de inoculacdo) do embrido aumentou linearmente (Y = 17,607x + 17,429 R? =
0,86) nos tratamentos com inoculagéo in ovo em comparagdo ao ovo integro (Tabela 2 e Grafico
1).

Outrora, um efeito quadratico (y = 0,0456x? - 0,958x + 5,4071 R? = 0,82) foi observado
na mortalidade embrionéaria tardia em resposta a utilizacdo de creatina, onde 0s niveis maximos
de mortalidade embrionéria tardia foram observados nos tratamentos ovo integro e solugédo
salina (Tabela 2). Nao foram observadas diferengas nos ovos bicados.

Em resumo, até o nivel de 0,5 % de inoculacdo de creatina, as taxas de eclodibilidade e
mortalidade intermediaria sdo relativamente aceitaveis (Tabela 2 e Grafico 1). A partir do
tratamento com nivel de 1,0 % de inoculacdo de creatina, ocorreu uma queda extremamente
acentuada na eclodibilidade (61,56 %) e um aumento extremamente acentuado na mortalidade

intermediéaria (61,56 %) em relacdo ao tratamento anterior ( Tabela 2 e Gréfico 1).

Tabela 2 - Efeitos da inoculagdo in ovo de creatina no 16° dia do desenvolvimento embrionario sobre a
eclodibilidade e mortalidade embrionéria de pintos Rhode Island Red

1 I Mortalidade Mortalidade Ovos bicados,
Tratamento Eclodibilidade, % intermediaria, % tardia, % %
Ovo integro 87,17 1,66 4,70 6,47

Solucdo salina 83,61 11,59 4,80 0,00
0,5% Cr. 80,04 16,38 3,58 0,00
1,0% Cr. 18,48 77,94 3,58 0,00
1,5% Cr. 15,37 81,06 3,57 0,00
2,0% Cr. 14,89 90,61 3,48 1,02
2,5% Cr. 13,45 91,75 3,22 1,58

p-valor 0,01 0,01 0,05 0,57
Efeito? LN LP Q ns
CV (%)® 3,92 10,78 14,10 16,64

Solucdo salina é a solucdo com 0,5% de NaCl; Cr. = concentracéo de creatina. Toda a creatina utilizada
na inoculacéo in ovo foi dissolvida em solucéo salina tamponada.

2Q = Quadratico. LP = Linear Positivo. LN = Linear Negativo. ns = ndo significativo.

3CV = Coeficiente de variacao.
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Grafico 1 - Eclodibilidade vs mortalidade intermediaria
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Os resultados de peso do pinto ao nascer foram melhorados linearmente (Y = 0,2532x
+ 4,86 R? = 0,75) por todos os tratamentos que utilizaram inoculagdo in ovo em comparagio ao
ovo integro (Tabela 3 e Gréfico 2). A proporcao do peso do pinto para o peso do ovo fértil em
todos os tratamentos com inoculacdo in ovo aumentou significativamente (Y = 0,0111x +

0,6786 R? = 0,79) em relacio ao ovo integro (Tabela 3 e Gréfico 3).

Tabela 3 - Efeitos da inoculacdo in ovo de creatina no 16° dia do desenvolvimento embrionario sobre o
peso de eclosdo de pintos Rhode Island Red

Proporc¢éo do peso do pinto em

Tratamento? Peso do pinto a ecloséo, g < .
relacdo ao peso do seu respectivo ovo

Ovo integro 31,94 0,68
Solucdo salina 33,30 0,71
0,5% Cr. 33,40 0,72
1,0% Cr. 33,62 0,73
1,5% Cr. 33,70 0,72
2,0% Cr. 33,79 0,73
2,5% Cr. 36,08 0,77
p-valor 0,01 0,01
Efeito? LP LP
CV (%)? 2,43 3,59

Solucdo salina é a solucdo com 0,5% de NaCl; Cr. = concentracdo de creatina. Toda a creatina utilizada
na inoculagéo in ovo foi dissolvida em solugéo salina tamponada.

2LP = Linear Positivo.

3CV = Coeficiente de variacao.
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Gréfico 2 - Peso do pinto a eclosdo, ¢
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Gréfico 3 - Proporcéo do peso do pinto em relagéo
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Houve ainda um aumento linear no peso do saco vitelino (Y = 0,3868x + 1,5186 R? =
0,90) (Gréfico 4) e peso da moela (Y = 0,1025x + 1,8129 R? = 0,81) (Gréfico 5) por todos 0s
tratamentos com inoculagdo in ovo em comparacdo ao ovo integro (Tabela 4). Efeitos
quadraticos no peso do coragdo (Y = 0,0061x? - 0,0319x + 0,4543 R? = 0,73) (Grafico 6) e peso
do proventriculo (Y = 0,0117x? - 0,0655x + 0,5929 R? = 0,91) (Gréafico 7) também foram
observados em resposta ao aumento dos niveis de creatina, com niveis elevados de creatina

(2,5%) proporcionando os melhores resultados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeitos da inoculacdo in ovo de creatina no 16° dia do desenvolvimento embrionério sobre o
peso dos 6rgdos de pintos Rhode Island Red

Tratamento? Saco vitelino, g Coracdo,g  Figado, g Proventriculo, g Moela, ¢
Ovo integro 1,69 0,34 1,12 0,35 2,04
Solucéo salina 2,09 0,28 1,17 0,32 2,08
0,5% Cr. 3,09 0,28 1,23 0,33 2,09
1,0% Cr. 3,39 0,29 1,27 0,30 2,09
1,5% Cr. 3,26 0,33 1,88 0,31 2,11
2,0% Cr. 3,91 0,36 1,84 0,40 2,32
2,5% Cr. 4,03 0,36 1,90 0,47 2,83
p-valor 0,01 0,01 0,14 0,05 0,05

Efeito? LP Q ns Q LP

CV (%)3 12,61 14,45 16,98 18,54 11,08

Solugdo salina é a solugdo com 0,5% de NaCl; Cr. = concentracéo de creatina. Toda a creatina utilizada
na inoculacdo in ovo foi dissolvida em solucéo salina tamponada.

2Q = Quadratico. LP = Linear Positivo. ns = ndo significativo.

3CV = Coeficiente de variacao.

Gréfico 4 - Saco vitelino, g
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Gréfico 6 - Coracéo, g
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O comprimento total do trato gastrointestinal (Y = 1,155x + 39,913 R? = 0,95) (Grafico
8), orofaringe + esdfago (Y = 0,1432x + 6,6271 R? = 0,93) (Grafico 9), alca duodenal (Y =
0,1868x + 6,3457 R? = 0,87) (Grafico 10), jejuno + ileo (Y = 0,7286x + 17,22 R? = 0,94)
(Gréfico 11), cecos (Y = 0,1421x + 5,3829 R? = 0,82) (Grafico 12) e colon + reto (y = 0,2532x
+1,9914 R? = 0,88) (Grafico 13) foram todos linearmente melhorados pelos tratamentos com

inoculacdo in ovo em comparacéo ao ovo integro (Tabela 5).
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Tabela 5 - Efeitos da inoculacgdo in ovo de creatina no 16° dia do desenvolvimento embrionério sobre o

comprimento das regides do trato gastrointestinal de pintos Rhode Island Red

T 1 Comprimento  Orofaringe + Alca Jejuno+ Cecos, Célon +
ratamento A .
total, cm esofago, cm  duodenal, cm  ileo, cm cm reto, cm
Ovo integro 41,60 6,80 6,50 17,60 5,40 2,50
Solucdo salina 41,90 6,90 6,82 18,60 5,64 2,46
0,5% Cr. 43,70 7,00 7,03 19,90 6,00 2,60
1,0% Cr. 43,81 7,30 7,00 20,45 6,00 2,90
1,5% Cr. 45,60 7,21 7,00 20,50 6,20 3,10
2,0% Cr. 46,32 7,57 7,50 21,90 6,00 3,40
2,5% Cr. 48,80 7,62 7,80 22,00 6,42 4,07
p-valor 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01
Efeito? LP LP LP LP LP LP
CV (%)® 5,63 11,48 11,59 9,85 14,63 13,15

Solucdo salina é a solugdo com 0,5% de NaCl; Cr. = concentracéo de creatina. Toda a creatina utilizada

na inoculacéo in ovo foi dissolvida em solucéo salina tamponada.
2LP = Linear Positivo.
3CV = Coeficiente de variacao.

Gréfico 8 - Comprimento total, cm
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Gréfico 10 - Alga duodenal, cm
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Grafico 13 - Célon + reto, cm
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Os rendimentos termodindmicos, tanto temperatura média superficial (Y = 0,2286x +
35,291 R? = 0,89) quanto temperatura retal (Y = 0,3668x + 34,66 R = 0,93) foram linearmente
aumentados pelos tratamentos com inoculagdo in ovo em comparacao ao ovo integro (Tabela 6
e Gréfico 14).

Tabela 6 - Efeitos da inoculagdo in ovo de creatina no 16° dia de desenvolvimento embrionario sobre os
rendimentos termodinamicos de pintos Rhode Island Red

Tratamentos® Temperatura média superficial (°C) Temperatura retal (°C)
Ovo integro 35,81 34,96
Solucdo salina 35,64 35,42
0,5% Cr. 36,00 35,54
1,0% Cr. 36,09 36,28
1,5% Cr. 36,15 36,83
2,0% Cr. 36,29 36,88
2,5% Cr. 37,46 36,98
p-valor 0,01 0,01

Efeito? LP LP

CV (%)® 1,56 1,61

Solucdo salina é a solucdo com 0,5% de NaCl; Cr. = concentracéo de creatina. Toda a creatina utilizada
na inoculacéo in ovo foi dissolvida em solucéo salina tamponada.

2LP = Linear Positivo.

3CV = Coeficiente de variagao.
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Gréfico 14 - Rendimento termodinamico 37 46
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6 DISCUSSAO

Os resultados de eclodibilidade corroboram com os observados por Pedroso et al.
(2006), que relataram maior mortalidade embrionaria utilizando solucéo de glicose injetada no
liquido amnidtico de embrides aos 16 dias de idade. Segundo esses autores, 0s nutrientes
inoculados in ovo apresentam alta energia livre e podem causar alta osmolaridade na solugéo
inoculada. Assim, essas solucdes afetam diretamente o desenvolvimento embrionario,
sugerindo que a menor taxa de eclodibilidade e a alta mortalidade intermediaria dos ovos
injetados com alto teor de amino&cidos, verificados nos resultados obtidos neste experimento,
podem ser causadas por desequilibrio osmético (UNI e FERKET, 2004).

Esta mortalidade intermediaria elevada (a partir dos tratamentos com 1% de inoculacéo
in ovo de creatina observada nessa pesquisa) e também pelos autores Ohta, Kidd e Ishibashi
(2001), e Jochemsen e Jeurissen (2002) testando outros aminodcidos, pode ser atribuida
justamente ao aumento gradual da concentracdo de nutrientes nas solucbes, 0 que causa
desbalanceamento consideravel do equilibrio osmético na fisiologia do embrido, causando um
efeito de “dose letal”.

Por outro lado, Pedroso et al. (2006) e Santos et al. (2010) nédo relataram efeito da
inoculagdo de glutamina no liquido amni6tico de embrides sobre a eclodibilidade. No entanto,
Salmanzadeh et al. (2016) mostraram que a eclodibilidade foi significativamente reduzida ao
inocular glutamina no 7° dia de incubacdo. Estudos relataram que a inoculacdo in ovo na fase
final de incubacdo, como utilizado neste estudo, pode fornecer efeitos melhores do que na fase
inicial, incluindo aumento na eclodibilidade (UNI et al., 2005). A diferencga significativa na
eclodibilidade entre os grupos inoculados neste estudo e em outros estudos (AL-MURRANI,
1982; OHTA et al., 1999; SALMANZADEH et al., 2016), indica que o tipo de nutriente, sua
funcdo metabdlica e como isso afeta a osmolaridade da solucdo injetavel séo as principais
causas de alteracdes na eclodibilidade e na mortalidade intermediaria dos embrides.

O papel da sintese de creatina nas variagdes do requerimento de outros aminoacidos dos
pintos é incerto (AUSTIC e NESHEIM, 1972). Alguns estudos indicaram que as concentragoes
plasmaticas ou teciduais de creatina podem ser reduzidas quando os pintos sdo alimentados com
dietas deficientes em aminoacidos e que a suplementacéo de tais dietas com creatina resulta em
crescimento destes pintos (ALMQUIST; MECCHI e KRATZER, 1941; FISHER; SALANDER
e TAYLOR, 1956).

Ohta, Kidd e Ishibashi (2001) relataram que 0 aumento no peso do pinto ao nascer pode

ser devido a um acrescimo no contetdo de aminoacidos do saco vitelino ou na utilizacéo de



28

aminoacidos pelo embrido. North e Bell (1990) comentam que existe uma relagdo direta entre
0 peso do ovo e 0 peso do pinto ao nascer, e por conseguinte com o peso do frango ao abate,
sendo que o0 peso do pinto representa cerca de 70% do peso do ovo. E cada grama a mais no
peso do pinto pode representar até 13 gramas no peso do frango ao abate. Neste estudo, pintos
oriundos de ovos inoculados com o nivel maximo de creatina apresentaram 4,14g a mais de
peso em relagdo aos pintos do tratamento com ovo integro, o que pode representar um aumento
significativo de peso final da ave.

Yang et al. (2017) inoculando piruvato de creatina relataram que a maior capacidade de
tamponamento de energia nos musculos dessas aves provavelmente reduziu a necessidade de
sintese de glicose via gliconeogénese a partir de proteinas musculares, e foi benéfico para a
maior construcdo muscular dos embrides. No entanto, Zhang et al. (2017) relataram que a
injecdo individual de monoidrato de creatina foi insuficiente para promover o crescimento do
frango pos-eclosdo. Isso pode ser explicado pelas diferentes formas aditivas de creatina usadas
para injecdo, bem como pelas diferengas na dosagem.

Kornasio et al. (2011) relataram que a inoculacdo de nutrientes no liquido amnidtico do
embrido, varios dias antes da eclosdo, favorece o crescimento de frangos porque seu peso
corporal e peso muscular séo afetados apenas marginalmente em idade precoce. E como 0s
embrides modernos mostram uma alta exigéncia de energia, nossa hipotese era que a injecao
de creatina no liquido amniédtico de embriGes em estagio avancado levaria ao seu consumo,
absorcéo intestinal e circulacdo para areas de armazenamento de gordura, como o saco Vitelino,
facilitando o catabolismo de acidos graxos para energia. Além disso, as maiores reservas de
glicogénio provavelmente reduziram a necessidade de sintese de glicose via gliconeogénese a
partir de proteinas musculares, concentrando as reservas de energia disponiveis para o
desenvolvimento muscular (KORNASIO et al., 2011; CHEN et al., 2009; NOY e UNI, 2010).

Neste aspecto, 0 uso de aminoacidos na alimentag&o in ovo busca atuar justamente sobre
estas vias metabolicas, podendo inclusive possibilitar diversos outros efeitos benéficos ao
desenvolvimento dos embrides avicolas (OHTA; KIDD e ISHIBASHI, 2001; YANG et al.,
2019), tal como o atendimento do requerimento ideal de aminoacidos essenciais e nao
essenciais para a sintese de proteinas durante o desenvolvimento do embrido, e,
consequentemente, favorecer a producdo muscular (UNI e FERKET, 2004; EBRAHIMI et al.,
2017; COSKUN; AKKAN e ERENER, 2018). A creatina, a sintese endogena de glicina,
arginina e metionina, que pode ser fosforilada como a fosfocreatina, sdéo moléculas nitrogenadas

que podem justamente atuar nestas fungdes, sendo especialmente importantes para o
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metabolismo energético do embrido (BROSNAN e BROSNAN, 2007; NABUURS et al.,
2013).

No ambito da alimentacdo in ovo, em estudo desenvolvido por Elwan et al. (2019)
utilizando metionina + cistina, verificou-se uma melhora no desenvolvimento embrionario,
especialmente na area intestinal, resultando em pintos mais pesados ao nascimento. Ao mesmo
tempo, constatou-se valores aumentados do horménio da tireoide, onde os autores associaram
este resultado a um melhor metabolismo embrionario ocasionado justamente pela
suplementacdo de aminoacidos exdgenos. Além disso, Coskun et al. (2018) também relataram
que o uso da metionina na alimentacdo in ovo ndo ocasionou efeitos negativos sobre o
desempenho até 21 dias. Nesta mesma linha de raciocinio, Coskun et al. (2014) verificaram que
a inoculacdo in ovo de metionina (50 mg de metionina para 1 mL de solucéo) na regido do
amnio chega a aumentar o peso relativo do pinto de 70 para 73%, mas pode diminuir a
eclodibilidade em cerca de 5% em comparagéo ao grupo controle.

Ohta et al. (1999) verificaram que no final da incubacdo, o contetdo de lisina diminui
com o tempo de incubacdo, o que facilmente leva a uma insuficiéncia de lisina nos nutrientes a
serem disponibilizados aos embrides das linhagens industriais modernas. Entretanto, quando
utiliza-se uma suplementacdo in ovo de lisina, esta deficiéncia pode ser corrigida e ainda
melhorar o peso muscular, a morfologia intestinal e a concentracdo de metabdlitos sanguineos
dos pintos (EBRAHIMI et al., 2017). Zhu et al. (2019) comenta ainda que o uso da lisina na
alimentacdo in ovo pode também ocasionar uma leve reducdo na eclodibilidade.

O desenvolvimento dos 6rgdos digestivos é critico durante o periodo po6s-ecloséo,
qguando as aves mudam para a nutri¢do enteral, pois desempenham um papel vital na digestdo
e absorcdo dos nutrientes (UNI; YAEL e SKLAN, 1999). Além disso, o perfil dos nutrientes
exogenos fornecidos ao embrido fornece respostas diferentes ao desenvolvimento embrionario.
A inoculagdo in ovo utilizando fontes de energia (carboidratos e alguns aminoécidos) pode
acelerar o desenvolvimento intestinal e sua maturidade funcional, agindo como uma ferramenta
para superar as limitacbes de crescimento impostas pela capacidade digestiva limitada em
embrides modernos, aumentando sua fungéo intestinal e maturagéo antes da eclosédo (TAKO;
FERKET e UNI, 2004; FOYE; UNI e FERKET, 2006; LEITAO et al., 2010; LEITAO et al.,
2014).

Neste sentido, é possivel afirmar que o uso de aminoacidos na alimentacéo in ovo pode
estimular o desenvolvimento estrutural dos pintos, produzindo individuos mais pesados e com
maior desenvolvimento do trato gastrointestinal, principalmente na &rea intestinal visando o

aumento da area para absorcao de nutrientes. Assim, o pinto oriundo de embrido submetido a
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alimentacéo in ovo pode apresentar uma maior capacidade de digerir e absorver nutrientes de
uma fonte exdgena em relacéo ao controle (TAKO; FERKET e UNI, 2004).

Estudos anteriores relataram que os aminoacidos injetados foram absorvidos pelos
musculos devido a acao da insulina e incorporados a proteina (FOYE; UNI e FERKET, 2006;
CHEN et al., 2009; SALMANZADEH et al., 2016). Os amino&cidos da dieta sdo importantes
mediadores de sinalizagdo na secregdo de insulina de células 3 pancreaticas in vitro e liberagéo
de fatores de crescimento semelhantes a insulina in vivo (XU et al., 2019), e que as reservas de
aminoéacidos presentes no saco vitelino sdo insuficientes para atender aos requisitos do processo
de crescimento das aves, especialmente no periodo final de desenvolvimento embrionério e
primeiras 72 horas pds-eclosdo (OHTA; KIDD e ISHIBASH]I, 2001). O pinto recém-eclodido
requer uma dieta balanceada com aminoacidos para apoiar um crescimento ideal. Como o saco
vitelino é usado para fornecer nutrientes ao embrido, pesquisas futuras devem abordar a
administracdo de aminodcidos in ovo nos atributos subsequentes de crescimento e
processamento das aves.

O aumento do rendimento termodindmico verificado nessa pesquisa, através do
crescimento linear da temperatura média superficial e temperatura da cloaca dos pintos, pode
de certa forma, constatar possiveis alteragdes fisioldgicas relacionadas a utilizacdo da creatina
na alimentacdo in ovo. O aumento dos 6rgédos digestivos e a morfologia intestinal melhorada
indicaram um desenvolvimento mais rapido do trato gastrointestinal nos pintos que receberam
creatina in ovo. Uma compreensao abrangente do crescimento do embrido e da trajetoria do
desenvolvimento pode langar luz sobre a possivel contribuicdo da creatina (ZHANG et al.,
2017).

No presente estudo, observou-se que as alteracdes dos 6rgdos digestivos devido a
injecdo de creatina foram muito pronunciadas. Apos a injecdo da solugdo de nutrientes no
liqguido amnidtico, o embrido consome oralmente o contetido amnidtico, o que leva & exposigdo
de nutrientes suplementados ao trato gastrointestinal. Isso pode contribuir para o
desenvolvimento mais rapido do trato gastrointestinal antes, no momento, e depois que 0s
pintos perfuram a casca (CHEN et al., 2010; XU et al., 2019).
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7 CONCLUSOES

A utilizacdo de niveis crescentes de creatina na alimentagéo in ovo provocou aumento
significativo no peso do pinto, correlacdo pinto-ovo, desenvolvimento de todas as regides do
trato gastrointestinal, saco vitelino e moela, além do rendimento termodindmico. A creatina
inoculada em concentracOes de 2,5% proporcionou um melhor desenvolvimento do coracéo e
proventriculo. A inoculacédo in ovo de creatina afeta diretamente os rendimentos de incubacao,
podendo ser utilizada até um nivel de 0,5% com resultados satisfatorios para percentual de

eclodibilidade e mortalidade embrionéria intermediaria.
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