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DESENVOLVIMENTO PRECOCE
DAS MUCOSAS INTESTINAIS E

DO STATUS SANITARIO DE AVES
POR ESTIMULOS IN OVO

Uma das técnicas que esta sendo discutida como uma oportunidade é a nutricao in
ovo, em que materiais biolégicos sdo injetados no interior do ovo embrionado, visando
melhorar o desenvolvimento da mucosa intestinal das aves

Por | jose Rodrigo Claudio Pandolfi'” e Sandra Camile Almeida Mota?

avicultura estd em constante desenvolvi-
mento para melhorar ainda mais sua per-
formance produtiva e sanitaria. Existe uma
tendéncia global para a retirada do uso de
antimicrobianos como melhoradores de desempenho na
producéao animal. Ao mesmo tempo, busca-se alternativas
viadveis e seguras de biofarmacos, fitoterapicos, suple-
mentos, probidticos, prebidticos, biomoléculas, produtos
quimicos e técnicas de manejo que possam manter ou
potencializar o status produtivo mesmo sem oS antimicro-
bianos melhoradores de desempenho (ALAGAWANY et al.,
2021). Além disso, com o custo alto de produgéo, quaisquer
medidas que possam propiciar ganhos sutis no desempe-
nho das aves serdo traduzidas em melhor produtividade e,
portanto, melhor retorno financeiro e consequente oferta de
proteina animal de alta qualidade nutricional ao consumidor
a pregos mais acessiveis.
O desenvolvimento precoce das mucosas intestinais e de
estruturas associadas tem se demonstrado uma alternativa
para permitir que os pintos recém-eclodidos apresentem
status sanitario mais robusto e maior capacidade de absor-
céao de nutrientes pelas paredes intestinais, podendo levar
a um perfodo mais curto de produgdo para que as aves
atinjam a conformagao desejada para o abate.
Isto posto, na busca para aumentar a produtividade da
avicultura, uma das técnicas que esta sendo discutida como
uma oportunidade é a nutrigdo in ovo, em que materiais
biolégicos sdo injetados no interior do ovo embrionado,
visando melhorar o desenvolvimento da mucosa intestinal

das aves. A tecnologia in ovo, focada no periodo perinatal
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que é o momento mais critico do desenvolvimento da
ave (Siwek et al., 2018), é baseada na injecao, in ovo, de
substancias com diversas atuagdes sobre o embrido em
crescimento (Bednarczyk et al., 2011).

Uma das desvantagens que pode ser apontada em relagao
a técnica de injecdo in ovo é o grande nimero de pintinhos
nascidos por lote para atender a demanda em larga escala
da industria de aves, onde este procedimento pode levar
uma quantidade de tempo significativa. Além de um acrés-
cimo no custo de produgao, onerando a cadeia produtiva
de aves que ja possui uma estreita margem de lucro. Estes
entraves tém sido suplantados com o desenvolvimento de
técnicas e equipamentos para a inoculacao automatizada,
bem como a aquisi¢ao de maior robustez do status imune
das aves e melhor desempenho zootécnico.

Na avicultura, o periodo de incubagéo das aves ¢ de vital
importancia, pois prepara o pintinho para a vida apos a sua
ecloséo. Nesta fase da vida do pintinho a tecnologia in ovo
tem como objetivo diminuir os efeitos negativos da restricao
alimentar durante a incubacéo.

Apbs a eclosao, os pintinhos recém-nascidos sdo seleciona-
dos, processados, vacinados e posteriormente transporta-
dos as granjas, criando durante esta etapa de vida das aves
uma lacuna no acesso a alimentacao e 4gua (Siwek et al.,
2018). Essalacuna afeta 0 desempenho das aves, diminuin-
do o desenvolvimento adequado do microbioma, do TGl e
da satide pela menor imunidade. Como consequéncia disto,
tem-se maior suscetibilidade das aves a infesta¢des, surtos
e doengas infecciosas, principalmente em sistemas pro-

dutivos que adotaram a retirada de antimicrobianos como
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melhoradores de desempenho, impactando negativamente
a produtividade. Entao, medidas que possam eliminar ou
minimizar esses efeitos negativos sdo necessarias para que
se atinja todo o potencial zootécnico das aves.

O desenvolvimento das mucosas intestinais esta intimamente
relacionado ao desenvolvimento das aves. Assim, modular
este desenvolvimento afim de que ocorra precocemente é
uma estratégia para potencializar o desempenho zootécnico e
o status sanitario dos animais. Neste sentido, variados estimu-
los in ovo tém sido empregados para promover a maturagao
adiantada das mucosas intestinais, coloniza-las, estimular o
desenvolvimento do sistema imunoldgico, fornecer nutrientes
e, dessa forma, produzir pintinhos mais robustos e de melhor
performance produtiva, sem a inducéo de efeitos negativos
nestes animais (Duan et al., 2021).

Inicialmente, a tecnologia de injecéo in ovo foi desenvolvida
na década de 1980, nos Estados Unidos, para vacinar pintos

contraa Doenca de Marek e, posteriormente, contra a Doenga

de Gumboro e a Doenga de Newcastle. Isso se d& devido &
capacidade dos embrides em estagio avangado de produzir
respostas imunes a antigenos virais e bacterianos. A injegdo
In ovo usada para a vacina contra a Doenca de Marek em
embrides de galinhas tem maiores indices de protegdo quan-
do vacinados em estagio embrionério (do 16° ao 20° dia de
incubagao; a vacinagao no 18° dia revelou a maior protecao)
em comparagao com aqueles vacinados na ecloséo, embora
nao tenha apresentado efeito sobre a eclodibilidade (Sharma
e Burmester, 1982).

Por causa do sucesso da vacinagdo in ovo, este tipo de
tecnologia teve uma aplicagdo ampliada, como foi o caso
da nutricdo in ovo ou também conhecida como alimentacdo
precoce. Além da vacinagao, a tecnologia in ovo tem sido
aplicada para o fornecimento de prebidticos, probidticos,
simbidticos, vitaminas, carboidratos e peptideos (Kadam
et al., 2013; Duan et al., 2021). Através dessa alimentagdo

precoce, permite-se que o animal tenha acesso antecipado
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a alimentacdo, a qual estimula o melhor desenvolvimento do
trato digestdrio, peso vivo e estado nutricional ja nos primeiros
dias de vida da ave. A disponibilizagdo rdpida ao alimento
nesta fase € importante para os pintinhos recém-eclodidos
para que estes possam expressar todo seu potencial genético
(UNI et al., 2008).

O desenvolvimento embrionério das aves € restrito aos nu-
trientes presentes no ovo. Tendo em vista que um frango vive
em média 42 dias de idade e o tempo de incubacéo é de 21
dias, isso significa que essa fase representa cerca de 30% da
vida de um frango (Gongalves et al., 2013). Durante o periodo
de incubacao dos ovos, o Trato Gastrointestinal (TCI) das
aves passa por diversas alteracdes em sua estrutura, sendo
o fluido amniético a primeira forma de ingestao de nutrientes
para o desenvolvimento dos pintinhos (Bohorquez, 2010).

A técnica de nutrigdo in ovo consiste em fornecer nutrientes
especificos para os pintinhos ainda na fase de desenvol-
vimento embrionario. Para isso, perfura-se a casca do ovo
embrionado e inocula-se o nutriente por meio de uma seringa
e agulha no liquido amniético (Leitdo et al., 2014). No estagio
tardio do desenvolvimento embriondrio, ha cinco regides as
quais a injecdo in ovo pode ser administrada: na camara de
ar, na membrana alantdide, no fluido amniético, na gema e
no corpo do embrido (Wakenell, 2002). Entretanto, apesar
do aumento nas pesquisas cientificas a esse respeito, ainda
existe a necessidade de elucidar algumas questoes sobre a
otimizagao do processo de gerenciamento dos nutrientes,
como por exemplo a idade da ave, o volume a ser aplicado,
o local da injecéo, entre outros fatores. Nao se sabe se o
estresse por este processo no ovo pode causar alguma mo-
dificagdo no embrido pela disruptura do ambiente interno ou
do equilibrio osmético. Assim como, hd poucas avaliagoes
sobre a administracdo ideal ou as substancias misturadas
para injecdo ou quais as concentragdes apropriadas para
a distribuicdo. Posto que a variedade de substancias e suas
combinagdes vém aumentando gradativamente, este campo
de pesquisa promete permanecer altamente produtivo nos
préximos anos.

Segundo Ohta et al. (2001a), dentre os locais “alvo” da ino-
culagéo in ovo, os melhores resultados foram verificados no
liquido amnidtico para ganho de peso do embrido. Isto pode
ser justificado pelo fato de o embriao, no seu desenvolvimento
no interior do ovo, utilizar o liquido amniético como principal
fonte de suprimento de nutrientes. Enquanto, nos demais
locais de inoculacao, como na gema, estes nutrientes nao sao
ainda consumidos pelo embrido, o qual demonstra ganhos
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de produtividade apds os 12 dias de desenvolvimento, pela
absorcdo mais tardia em relacdo a inoculagdo na cavidade
amnidtica (Groff, 2018). Vale observar que o local da injecéo
difere entre o dia 12° e o dia 18° de incubacéo do ovo embrio-
nado devido ao tamanho e as mudangas estruturais do ovo.
No 12° de incubagéo o local da injecéo in ovo é a camara de
ar, que é segura para o embrido e de facil automatizacao do
processo (Siwek et al., 2018). No 18° dia de incubacao ha
maior risco de causar danos no embrido se a injegao for feita
erroneamente, sendo nesta fase o local da injegdo o liquido
amniético ou 0 embrido, dependendo da sua posigao no ovo
(Kadam et al., 2013).

E importante ressaltar que, durante o perfodo embrionario, a
técnica de inoculacdo pode ser realizada a partir do 15° dia
de vida no ovo, quando o embrido ja possui a capacidade de
assimilar o liquido amniético, devendo inocular nesta fase as
substancias na cavidade alantéide (Klasing, 1998). De acordo
com Bohorquez (2010), antes da bicagem interna da casca do
ovo, o liquido amnidtico é ingerido do 13° dia de incubagéo até
0 18° dia, 0 que prepara o TCI para a nutricao pds-eclosao.
Estudos realizados por Ohta et al. (2001a) e Johri et al. (2004)
corroboram que a inoculagdo de aminodcidos no periodo em-
brionario da ave no ovo tem viabilidade pelo aumento no peso
vivo das aves através da suplementacao destes aminoacidos
para o embrido, permitindo melhor desempenho produtivo.
Todavia, dados apresentados por Bednarczyk et al. (2021)
demonstram que essa janela de inoculagao pode ser maior.
Além do peso vivo das aves, um parametro muito utilizado
para mensurar a qualidade da incubacéo é a taxa de eclo-
sdo. Esta taxa representa a quantidade de pintinhos viaveis
nascidos em relacdo aos ovos incubados, podendo também
ser utilizada como um parametro de avaliacdo do efeito
da inoculacéo in ovo. Ao se promover a injegao in ovo de
qualquer tipo de substancia, deve-se buscar, no minimo, a
manutencao da taxa de eclosao.

A variedade de substancias que podem ser inoculadas in
ovo é grande e tem aumentado juntamente com o aumento
das pesquisas na area. A seguir apresentam-se algumas das

substancias mais citadas na literatura cientifica.

VITAMINAS

No desenvolvimento inicial do sistema imunoldgico varios
nutrientes sdo importantes. A vitamina A, por exemplo, &
necessdaria para maximizar a imunocompeténcia, para o
crescimento ideal e a eficiéncia na alimentagdo das aves
(Sklan, 1994; Friedman & Sklan, 1997). Outros nutrientes que
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podem afetar o desenvolvimento imunoldgico inicial sdo:
acido linoléico, ferro, selénio e algumas das vitaminas do
complexo B (Klassing, 1998a).

Muito do desenvolvimento dos tecidos do sistema imuno-
l6gico das aves ocorre no final da incubagéo e no inicio do
periodo pds-nascimento. Assim, o estado nutricional materno
e a deposi¢ao de nutrientes, bem como a nutricdo precoce,
desempenham um papel importante na modulagdo do sis-
tema imunoldgico nutricional. J& € de conhecimento que as
vitaminas A, D e E tém fungbes regulatérias no sistema imu-
nolégico (Cook, 1991). A complexidade da resposta imune
requer varios modos de comunicagdo de células imunoldgi-
cas e moléculas imunolégicas. Verificou-se que as aves sdo
mais suscetiveis aos patdégenos invasores durante o periodo
inicial de incubagéo, pois seu sistema imunolégico néo atinge

a funcionalidade completa por essa idade.

AMINOACIDOS
Existem poucos estudos demonstrando o melhor momento
e local para a inje¢@o de aminoacidos (AA) no ovo. O teor de
AA no ovo, principalmente na gema, € suficiente para o bom
desenvolvimento no embrido durante o periodo de incubagao.
Segundo os experimentos de Ohta et al. (1999), no qual foi
injetado AA no saco vitelino no dia zero e no 7° dia; ambas
as injecdes de aminoAcidos resultaram em aumento do
peso corporal sem efeito na eclodibilidade. E a adigdo de
AA estimulou a utilizagdo e sintese de aminoacidos com
uma diminui¢do simultdnea na degradacao de aminoacidos
(bioquimica exata degradagdo ndo especificada), quando
os AA injetados eram idénticos aos naturalmente ocorrendo
no ovo. Neste mesmo trabalho de Ohta et al. (1999)

foi demonstrado que a administragdo de
AA na gema do ovo, no 7° dia melhorou o
acimulo de proteinas no embrido e houve
aumento no ganho de peso corporal de
pintinhos recém-eclodidos, que pode ter
sido devido ao aumento de AA na gema

do ovo ou pelo aumento da assimilacao
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Vale ressaltar que, quando o AA foi injetado na cavidade de
ar do ovo, os pintinhos nao eclodiram ou houve significativa
reducéao na taxa de eclosdo (Ohta & Kiddt, 2001b), tendo, por-
tanto, influéncia do local de injecao dos AA. Porém, h& poucos
estudos cientificos e conhecimento sobre a administracao de
AA em ovos de frango, principalmente com relacao a dose,

tipo de AA e local de injecao in ovo.

ProBioTicos, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS
Qutro substrato que pode ser utilizado com a tecnologia in
ovo sao os probidticos, comumente descritos como “micror-
ganismos vivos que quando administrado em quantidades
adequadas conferem um beneficio a satde do hospedeiro”
(FAO/OMS, 2001). Os probidticos sdo usados para ajudar a
manter um equilibrio microbiano saudavel dentro do intestino,
para promover a integridade intestinal e prevenir doengas
entéricas. Os mecanismos de acao dos probidticos sdo prin-
cipalmente: exclusdo competitiva, antagonismo bacteriano e
estimulagdo do sistema imunolégico.
Administrar probiéticos in ovo promove a colonizagao preco-
ce de bactérias benéficas para estimular o desenvolvimento
intestinal e do sistema imunolégico (Cox e Dalloul, 2015;
Ducan et al., 2021).
A aplicacdo precoce de probidticos, pela tecnologia in ovo,
representa um meio de aproveitar este momento crucial
e promover a colonizagdo precoce de bactérias benéficas
para estimular o desenvolvimento intestinal e do sistema
imunoldgico. Infelizmente, pouco se sabe sobre os mecanis-
mos da agdo dos probidticos e como eles alteram o sistema
imunolégico. Mais pesquisas sdo necessarias para definir
melhor a dindmica da fungdo
dos probidticos em termos
de sua capacidade de imu-
nomodulacdo. Além disso,

compreender a resposta do
embridao a probidticos e mudan-
¢as no sistema imunolégico local é
essencial para permitir a manipulagédo
da microbiota para melhorar o desem-
penho e a satde intestinal. Os probidticos
podem mudar a dindmica das bactérias no
Trato Gastrointestinal (T'CI), aumentando a po-
pulagéo de microrganismos benéficos, incluindo
lactobacilos e bifidobactérias (Ricke et al., 1999).
Os prebidticos sdo ingredientes alimentares, carboi-

dratos nao digestiveis, utilizados nas dietas das aves que
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influenciam de forma benéfica através do estimulo seletivo
no crescimento ou na atividade das bactérias no microbioma
intestinal das aves. Varios prebidticos tém sido utilizados na
alimentagdo das aves, como os mananoligossacarideos, inu-
linases e seu hidrolisado (frutooligossacarideos), e xilooligos-
sacarideos, que sao alguns dos mais comuns utilizados nas
dietas das aves (Pourabedin & Zhao, 2015). O prebidtico deve
ser resistente a exposicao do acido géstrico, hidrolisavel pelas
enzimas e com absor¢ao gastrointestinal, ser fermentado pela
microbiota intestinal, estimular seletivamente o crescimento
e atividade microbiana no célon das aves de forma benéfica
ao hospedeiro (Roberfroid, 2007). Adicionalmente, DAI et al.
(2020) demonstraram que a inoculagéo in ovo de L-arginine
foi responsével por alteragdes dindmicas no desenvolvimento
precoce dos intestinos, da microbiota e do metaboloma de
aves de postura de crescimento lento.

Ja os simbidticos sdo definidos como a mistura de probidti-
cos e prebidticos que, quando administrados, melhoram a
sobrevivéncia e a persisténcia de suplementos alimentares
de microbianos vivos no TGI, estimulando de forma seletiva
o crescimento ou o0 metabolismo de uma ou mais bactérias,
melhorando a performance aves (Huyghebaertetal., 2011). O
efeito sinérgico da administragdo combinada de probidticos
e prebidticos precisa, principalmente, de mais estudos. No
entanto, de forma semelhante ao uso destas substancias em
separado, a administracdo in ovo de simbidticos pode ter
resultados promissores sobre a satide e desempenho das
aves, conforme publicado por Dunislawska et al., (2021), que
demonstraram que a aplica¢ao in ovo de inulina associada a
probidticos (Lactobacillus lactis) induziram respostas mole-
culares em tecidos do intestine e do sistema imune.

Héa muitos estudos na literatura que comprovam os benefi-
cios do uso de probidticos, prebidticos e simbidticos sobre
o ganho de performance nas aves. Entretanto, sdo escassos
os estudos em relagdo a administragao destas substanciasin
ovo. Na literatura sdo descritos dois importantes momentos
para a administragdo in ovo, sendo o primeiro no 12° dia de
incubagao do ovo para probidticos, prebidticos e simbidticos,
e 0 segundo em torno do 17° dia de incubagao onde o embrido
da ave estd completamente desenvolvido, usando a gema
neste tltimo caso como fonte de nutrientes (Siwek et al., 2018).
Os maiores efeitos sdo demonstrados quando da aplicacao
destas substancias no 12° dia de incubacao do ovo. Estudos
como o de Siwek et al. (2018) mostram que o uso destas
substancias, quando aplicadas na camara de ar, no 12°
dia em relagdo ao 17° dia, se obtém melhores efeitos na

22 Avicultura Industrial = n°06 | 2021

microbiota, nas caracteristicas de crescimento, eficiéncia
alimentar, morfologia intestinal, microestrutura, qualidade
da carne, desenvolvimento do sistema imunoldgico, ca-
racteristicas fisiolégicas e modulagdo do transcriptoma de
aves de corte, efeito também observado por Dunislawska
et al. (2020) e Dai et al. (2020), sendo que este ultimo grupo
também demonstrou a modulagdo do metaboloma. Mais
recentemente, Bednarczyk et al. (2021) demonstraram que
estimulos durante a vida embrionaria, sejam externos ou in
ovo, podem influenciar o desenvolvimento pré e pés-eclosao,
através de modificagdes epigenéticas.

Os probidticos sdo assimilados pelo TGI quando o pintinho
rompe a membrana interna nos estagios iniciais de eclosao.
Enquanto a aplicagdo de prebidticos, principalmente aplicados
no 12° dia de incubacéo, estimula a microbiota endégena antes
da ecloséo (Siwek et al., 2018). No 12° dia, a membrana corio-
alantéide é altamente vascularizada e permite a transferéncia
do prebidtico da cdmara de ar para o sistema circulatério e
em seguida para o intestino em desenvolvimento (Siwek et al.,
2018). Portanto, ambas as substancias, ou, seu uso combinado
(simbidticos), podem atuar como colonizadores pioneiros que
aumentam o desenvolvimento da microbiota complexa, modi-
ficando o ambiente intestinal (Pedroso et al., 2016).

Ja trabalhos como os de Tako et al. (2014) e Villaluenga et al.
(2004) demonstraram que a administragdo in ovo de prebidti-
cos, tanto no 12° dia quanto no 17° dia de incubacéo, aumen-
tou o niimero de bifidobactérias em pintinhos recém-nascidos.
Enquanto, Siwek et al. (2018), mostra que 0 momento mais
eficaz de administragdo € no 12° dia de incubagao, pois do 12°
ao 18° dia o prebidtico estimula a microbiota nativa, enquanto
o probidtico ¢ ingerido a partir 18° dia, com a bicagem.
Uma das explicagdes para a maior eficiéncia da administra-
céo destas substancias no 12° dia de incubacao é que, a partir
do 17° dia, o embrido ja estd completamente desenvolvido,
diminuindo o efeito da aplicacao destas substancias. Porém,
mesmo de forma tardia a administragdo de suplementos in
ovo visa diminuir os efeitos negativos da restricdo alimentar
durante a fase de incubacéo, protegendo o pintinho recém-
-nascido (Uni & Ferket, 2005).

DESTAQUES

> A crescente tendéncia para a retirada de antimicrobianos
como melhoradores de desempenho tem estimulado a
busca de alternativas para que ela ocorra sem prejuizo para
a produtividade da avicultura. Dessa forma, a expectativa

é que seja adotado um conjunto de medidas associadas,



como manejo produtivo e sanitario, utilizagdo de prebidticos, probidticos e

simbidticos, suplementacéo da dieta, melhor qualidade microbiolégica da

racéo e da 4gua, cuidados com o bem-estar das aves, técnicas de melhora-
mento genético, produgdo de aves geneticamente modificadas com varias
finalidades e, obviamente a adogéo de técnicas de injecdo in ovo de VArios
tipos de substancias.

> O desenvolvimento precoce das mucosas intestinais pode ser obtido através
de estimulos feitos por inoculacao de substancias in ovo. Através disso, as
mucosas podem atingir sua maturidade dias antes, o que permite a absor-
cao de nutrientes e favorece com que a aves atinjam o peso de abate com
antecedéncia.

> Ao estimular-se o desenvolvimento das mucosas, propicia-se a colonizagao
precoce das mesmas e, dessa forma, esses microrganismos colonizadores
poderao impedir, por exclusao competitiva, a colonizacdo do TGI dessas
aves por patégenos.

> Os estimulos a maturagdo precoce das mucosas também estimulam o
sistema imunoldgico dos pintinhos, induzindo a produgéo de interleucinas,
imunoglobulinas e outras substancias que favorecem a manutencao de bom
status sanitario dos animais.

> Nutrientes injetados in ovo, além de favorecer o desenvolvimento adiantado
das mucosas intestinais e estruturas associadas, também garantem melhor
suplementagdo nutricional aos pintos no periodo pds-eclosdo, quando eles
enfrentam um periodo varidvel de jejum, desde seu nascimento, passando por
sua sele¢do e transporte até as granjas, minimizando os efeitos prejudiciais
dessa auséncia alimentar.

> Assim, o periodo de incubagdo vem ganhando status tao importante quanto
as fases de producéo de frangos e de aves de postura:

* O melhor momento para a realizacdo da injecao in ovo é variavel e depende
das substancias a serem injetadas, os objetivos desejados e o manejo do
incubatdrio.

* O sitio de injegdo de substancias in ovo é varidvel e estard relacionado ao
periodo de incubacéo, as substancias a serem inoculadas e ao manejo
do incubatério.

> As substancias aplicadas in ovo podem ser minerais, vitaminas, aminoacidos,
carboidratos, fitoterapicos, biomoléculas, probidticos, prebidticos, simbidti-
cos, vacinas, lipideos, farmacos, biofarmacos. A variedade de substancias

tem crescido par e passo com o desenvolvimento de pesquisas nesta area. @

!Pesquisador Embrapa Suinos e Aves
2Analista Embrapa Suinos e Aves

*Autor para correspondéncia jose.pandolfi@embrapa.br

As Referéncias Bibliogréficas podem ser obtidas no site de Avicultura

Industrial por meio do link: www.aviculturaindustrial.com.br/inovol310
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