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RESUMO

RUI, B. R. Efeito da aplicagcao de inibidores de aromatase na reversao
sexual e desempenho zootécnico de frangos de corte [Effect of the
application of aromatase inhibitors on sex reversal and zootechnical
performance of broiler chickens]. 2018. 67 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2018.

Na avicultura industrial, diferengas no desempenho zootécnico de machos e
fémeas de linhagens pesadas forgam o setor a alojar separadamente os sexos
com o proposito de facilitar manejo, uniformizar lotes, reduzir custos e otimizar
a produgdo. Desse modo, meios que reduzam ou eliminem a disparidade entre
sexos no ambito zootécnico podem resultar em ganhos gerenciais e
econbmicos no mercado avicola. A masculinizagdo de fémeas objetivando
aproximar sua performance aquela manifestada por machos pode ser
considerado um recurso interessante. Sendo assim a aplicacao de inibidores
ou bloqueadores da aromatase P450 durante o desenvolvimento embrionario
pode induzir graus variados de masculinizagao das fémeas sem a utilizagao de
protocolos hormonais, em um fendmeno chamado reversdo sexual. Assim, os
objetivos desse projeto foram: (1) comparar a agao de inibidores de aromatase
de terceira geragao (Droga B e droga C) em relagdo ao fadrozole (farmaco
amplamente citado em literatura) sobre a taxa e o grau de reversao sexual em
frangas de corte; e (2) estimar o impacto desses tratamentos sobre parametros
de incubacéo (mortalidade embrionaria e eclodibilidade) e indices zootécnicos
(peso ao nascer, ganho de peso, conversao alimentar e peso final aos 42 dias).
Os resultados, deste estudo, mostraram que o inibidor de aromatase droga B
obteve maior propor¢cdo machos quando comparado aos outros IAs testados.
Contudo, quando avaliamos as aves tratadas por este farmaco, em relacédo aos
indices zootécnicos, estas apresentaram resultados similares ao grupo misto e
inferior quando comparadas aos machos genéticos. Na sexagem morfoldgica
aos 42 dias de idade foi observado que no grupo tratado com a droga B, 58%
das aves apresentavam ovario ou ovostestis ao invés de testiculos o que

impactou negativamente no ganho de peso deste grupo.

Palavras-chave: Reversao sexual, Inibidor de aromatase, Aromatase P450,
ganho de peso, frangos de corte



ABSTRACT

RUI, B. R. Effect of the application of aromatase inhibitors on sex reversal and
zootechnical performance of broiler chickens [Efeito da aplicacdo de
inibidores de aromatase na reversao sexual e desempenho zootécnico de
frangos de corte]. 2018. 67 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sio Paulo,
2018.

Performance diferences between male and female broilers compel the poultry
industry to rear sexes separately in order to favor management, uniform flocks,
reduce costs and optimize production. Notwithstanding, this practice has
logistical implications that create additional expenses, and in some cases,
broiler companies encounter producer preferences for a particular sex due to its
productive traits. Thus, methods that reduce or eliminate gender disparity in
meat production efficiency can result in operational and economical benefits to
poultry market. Masculinization of females aiming to bring performance closer to
those expressed by males may be viewed as an interesting alternative.
Therefore, the application of aromatase inhibitors or blockers during embryonic
development can induce varying degrees of female masculinization without the
use of hormonal protocols, in a process called sex reversal. Therefore, our
objectives herein were: (1) to compare the action of third generation aromatase
inhibitors (Drug B and Drug D) in relation to fadrozole (a drug widely used in
literature) on the rate and degree of sexual reversal in broiler pullets; and (2) to
estimate the impact of these treatments on incubation (embryonic mortality and
hatchability) and performance parameters (birth weight, weight gain, feed
conversion and final weight at 42 days). The results, from this study, showed
that the aromatase inhibitor drug B obtained a higher rate of sexual reversion
when compared to the other Als tested. However, when we evaluated the birds
treated by this drug, in relation to the zootechnical indexes, these presented
similar results to the mixed and inferior group when compared to the genetic
males. In the morphological sexing at 42 days of age, it was observed that in
the group treated with Al, 58% of the birds presented ovary or ovostestis

instead of testicles, which impacted the weight gain of this group.

Key-words: Sexual reversal, aromatase inhibitors, P450 aromatase, weight
gain, broilers
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1. INTRODUGAO

A contribuigdo da industria avicola para a economia do Brasil é
inquestionavel. Em 2016, a produgéo brasileira de carne de frango atingiu 12,9
milhdes de toneladas para atender um consumo per capita de 41,1
quilos/habitante, enquanto que as exportagdes totalizaram 4,38 milhdes de
toneladas gerando uma receita anual de U$6,84 bilhdes (ABPA, 2017). Tais
indices colocam o Brasil no posto de segundo maior produtor e primeiro
exportador mundial de carne de frango (ABPA, 2017), condigdo alcancada
gracas a constantes melhorias nas mais variadas areas da avicultura como
manejo, nutricdo, bem-estar, reprougéo, sanidade, entre outras.

Todavia, a despeito desses avangos tecnoldgicos, a criagao intensiva de
aves domésticas tanto para a producdo de carne quanto de ovos é alvo
frequente de pressdes, ndo sé pela maximizagdo de resultados zootécnicos
mas também pela adequacao dos sistemas produtivos as expectativas dos
consumidores (bem-estar animal, a otimizagdo no uso dos recursos naturais,
etc.). Um exemplo disso é a conscientizagéo publica sobre o abate de pintinhos
machos entre as linhagens de poedeiras, processo que segundo Klein et al.
(2003) acarreta na morte de 300 milhdes de animais/ano apenas na
Comunidade Econdmica Europeia. Este impasse levou a intensificacdo dos
estudos relacionados a sexagem de pintinhos in ovo e a manipulagdo da
propor¢cao de sexos via incubagao dos ovos, a fim de contornar os problemas
éticos relacionados ao abate em larga escala na avicultura industrial (STEINER
et al.,, 2011; COLLINS et al. 2013; WEISSMANN et al., 2013). Porém, até o
momento, nenhuma destas linhas de pesquisa apresentou resultados
consistentes e adaptaveis a rotina dos incubatérios e, por essa razao,
continuam a ser investigadas quanto a sua futura aplicabilidade.

Neste contexto, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
determinagédo e diferenciacdo sexual em aves domésticas (e de possiveis
métodos de controle destes fendbmenos) pode também trazer incrementos
econOmicos para linhagens de pesadas. Por exemplo, diferengas sexuais no
desempenho zootécnico levam muitas vezes a preferéncia de produtores por
machos, em virtude de seus melhores resultados quanto ao ganho de peso,

peso ao abate e conversdo alimentar. Além disso, tais discrepancias ligadas ao
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sexo resultam no alojamento separado de machos e fémeas com o propdsito
de oferecer manejo e nutricdo diferenciados, fato que onera tanto industria
quanto produtores. Assim, o desenvolvimento de ferramentas que mitiguem as
diferengas na performance de fémeas pode gerar em um impacto financeiro
consideravel no setor avicola (MOHAMMADREZAEI et al., 2014). Uma maneira
de atenuar algumas caracteristicas produtivas indesejaveis de frangas (p.e.
maior acumulo de gordura corporal e menor conversao alimentar) é induzir a
masculinizagdo destas, mas o uso de hormdnios com esse propdsito, além de
ilegal, é extremamente oneroso tornando esse método impraticavel sob o ponto
de visto ético e econdbmico (SCHEUERMANN et al., 2012). Alternativamente,
graus variados de masculinizagdo em fémeas de aves podem ser alcangados
pela agdo de inibidores de aromatase durante a fase embrionaria, em um
processo chamado reversdo sexual (RASHEDI et al., 1983). No entanto,
grande parte das publicagbes disponiveis nesse tema utilizam o mesmo inibidor
de aromatase (fadrozole) e seus impactos produtivos além de terem sido
superficialmente explorados, mostram-se muitas vezes contraditérios.

Desse modo, o presente projeto visa avaliar inibidores de aromatase de
terceira geragdo em relagdo ao farmaco usualmente empregado na reversao
sexual de aves (fadrozole), considerando nado apenas a eficacia desses
tratamentos na reversao sexual, mas também o impacto desses principios
sobre a eclodibilidade dos ovos tratados, performance das frangas e custos de
producdo. Dados preliminares sugerem que, quando bem-sucedida, a reversao
sexual com fadrozole resulta em galinhas maiores e mais pesadas (VAILLANT
et al., 2001; VAILLANT et al., 2003), porém com taxas de crescimento e
conversdo alimentar aguém das apresentadas por machos da mesma linhagem
(BURKE; HENRY, 1999). Logo, acreditamos que os resultados deste estudo
contribuiram para o estabelecimento de protocolos mais eficientes para
reversdo de pintainhas de linhagens pesadas e que induzam fendtipos com
caracteristicas de desempenho mais préoximos aqueles manifestados pelos

machos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O dinamismo e a competitividade da industria avicola nas ultimas
décadas tém motivado o setor a intensificar os programas de melhoria genética
afim de selecionar cruzamentos que produzam aves superiores e que atendam
as crescentes demandas do mercado consumidor. Tais ag¢des resultaram no
desenvolvimento das mais variadas linhagens de frango de corte que
apresentam diferentes performances e rendimentos de carcaga (STRINGHINI
et al. 2003). Entretanto, um ponto comum a maioria das linhagens comerciais &
o efeito do sexo sobre diversas caracteristicas produtivas, com machos
frequentemente apresentando maior ganho de peso e peso ao abate (Tab. 1),
além de melhor conversdo alimentar e rendimento de carcaga (STRINGHINI et
al. 2003; SHIM et al., 2012; APl 2014). Algumas destas diferengas entre sexos
sao frequentemente exploradas pela avicultura, com machos sendo muitas
vezes encaminhados para a industria de cortes e processados, enquanto as
fémeas (abatidas mais precocemente) sdo conduzidas para o mercado de
frango inteiro (BEG et al., 2016).

Paralelamente, cada sexo possui necessidades nutricionais e ambientais
diferentes, fatores que influenciam na uniformidade dos animais e custos de
producdo quando os lotes sdo mantidos mistos ou separados por sexo
(ALBUQUERQUE et al., 2006). Por exemplo, fémeas podem ser criadas em
maior densidade por metro quadrado, sdo menos exigentes em nutrientes
(tendo um custo de alimentagdo mais baixo) e completam seu desenvolvimento
em um tempo menor (podendo ser abatidas antes dos machos) (BUTERI,
2003; RONDELLI et al., 2003). Juntas, essas informagdes ressaltam os
beneficios infraestruturais e econdbmicos da criacdo de lotes sexados, ao
mesmo tempo que esclarecem porque a sexagem foi integrada a rotina de
praticamente todos os incubatdrios industriais no Brasil.

Por outro lado, a separagao dos sexos em linhagens pesadas também
ocasiona desdobramentos logisticos e financeiros que levam cada vez mais
empresas brasileiras a considerar a criagdo de lotes mistos em seus plantéis
(AVISITE, 2010). Isto porque o sistema de lotes separados acarreta em custos
adicionais que vao desde da aquisicdo equipamentos e mao-de-obra nos

incubatérios, a alimentagao diferencial nas granjas e regulagens especificas
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das maquinas em abatedouros. Esta questdo evidencia as possiveis vantagens
que a uniformizacdo de performance entre machos e fémeas oferecerem para
a avicultura industrial. Porém, os custos, o conflito ético e a repercussao
publica que tratamentos hormonais visando a masculinizacdo de fémeas
trariam a cadeia avicola excederiam quaisquer ganhos obtidos com essa
ferramenta (SCHEUERMANN et al., 2012). Além disso, dados prévios
contestam a crenga geral de que o uso de hormdnios exdgenos (sejam eles
esterdides, horménio de crescimento ou horménios tireoideanos) promovam
reais incrementos em parametros produtivos como ganho de peso e/ou
conversao alimentar (SCHEUERMANN et al,, 2012). Neste sentido, um
provavel caminho para atenuar o impacto do sexo sobre caracteristicas
zootécnicas € induzir fendtipos masculinos em fémeas genéticas pela
manipulagcdo do processo de diferenciacdo sexual. Este processo poderia
atenuar a diferenga de ganho peso e conversdo alimentar entre machos e
fémeas. Caso as fémeas obtivessem o mesmo peso e conversao alimentar que
0os machos isto resultaria em um incremento de R$ 3 bilhdes para o setor

avicola.

Tabela 1 — Peso corporal para idade (PC), ganho médio de peso (GMP) e
conversdo alimentar acumulada (CAA) de dois gendtipos comerciais de frangos
de corte (Cobb 500 e Ross 308), machos e fémeas no periodo de 1 a 42 dias
de idade.

Machos Fémeas Machos Fémeas

PC(g GMP CAA PC(g GMP CAA [PC(g GMP CAA PC  GMP

(9) (9/9) (9) (9/9) (9) (9/9) (9) (9)

41 — — 41 — — 42 — — 42 —

170 243 0,836 158 226 0,876 186 29 0,871 185 28
449 32,1 1047 411 29,4 1,071 481 53 1,132 466 49
885 42,1 1243 801 38,1 1,280 945 76 1,289 886 67
1478 52,8 1417 1316 47,0 1475 | 1553 94 1429 1406 79

2155 61,6 1569 1879 53,7 1,653 | 2250 103 1,546 1977 &3

2896 67,6 1700 2412 574 1,820 | 2979 104 1,703 2557 82

CAA
(9/9)

0,915

1,140

1,293

1,440
1,587

1,734

*Informagdes obtidas a partir dos manuais de performance oferecidas pelas empresas Cobb e Aviagen.
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Apds a determinagao genética do sexo, dada pelos cromossomos Ze W,
a diferenciagdo gonadal nas aves é controlada pela expresséo de certos genes
(DMRT1, Foxl2, Rspo1, Sox9, etc.), que juntos regulam a atividade do
horménio anti-Mulleriano (AMH) e da aromatase P450 (Fig. 1) (SMITH, 2007;
Chue; SMITH, 2011). Em embrides femininos (gendtipo ZW) essa modulagao
genética culmina na ativagdo da aromatase P450, a qual inibe a expressao do
fator de transcricdo masculino Sox9 e converte andrégenos em estrégenos,
levando a transformacdo das gbénadas indiferenciadas em ovarios e, por
conseguinte, a expressao de caracteristicas sexuais femininas (SMITH, 2007;
CHUE; SMITH, 2011).

Figura 1 — Modelo esquematico do processo de diferenciagéo sexual em aves.

77 DMRT1 —— Sox9 » Testis
Foxl2 — Aromatase—— Estrogen

v y >—b Ovary
Bipotential Rspol —— Wnt4 —— Stabilised
gonads B-catenin

Adaptado de Chue; Smith (2011)

Segundo Nomura et al. (1999) a janela de diferenciacdo sexual em aves
se inicia no terceiro dia de desenvolvimento embrionario sendo completada no
décimo dia. Baseado no sexo genotipico, os machos apresentardo testiculos
bilaterais enquanto as fémeas possuem apenas ovario e oviduto esquerdo
desenvolvidos, ja o direito sofre um processo de regressdo culminando com

sua atrofia (Fig. 2).



20

Figura 2 — Modelo esquematico da janela de diferenciagdo sexual gonadal em
embrides de galinha.
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Adaptado de Pereira (2014)

Com base nestes conhecimentos, diversos estudos confirmaram ser
possivel induzir um fendétipo masculino em fémeas geneticamente
comprovadas via aplicacao de farmacos que inibem ou inativem a aromatase
P450 durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (RASHEDI
et al., 1983; ELBRECHT et al., 1992; ABINAWANTO et al., 1998; VAILLANT et
al., 2001; VAILLANT et al., 2003). Entretanto, até o momento, grande parte dos
protocolos testados utilizaram apenas um principio ativo (fadrozole) e
demonstraram uma elevada diversidade nos graus de reversao sexual,
variando da manutencao do ovario esquerdo até a formacao de dois testiculos
produtores de espermatozoides (ABINAWANTO et al., 1998; BURKE; HENRY,
1999; VALLIANT et al., 2001; VAILLANT et al., 2003; YANG et al., 2013).

A enzima P450 aromatase € responsavel pela conversdao de
androtestosterona e testosterona em estrogeno, essencial na diferenciagao
sexual das fémeas em aves (CHUE; SMITH, 2011). Os inibidores de aromatase

(IA) sdo definidos como bloqueadores da enzima aromatase P450, e este
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blogueio pode ser classificado como reversivel ou irreversivel (CHEUNG et al.
2001). As drogas categorizadas quimicamente como inibidores propriamente
ditos sdo nao-esterdides ligam-se a aromatase P450 de modo reversivel, ao
passo que os farmacos inativadores s&o esterdides que se ligam
irreversivelmente a mesma enzima. Os inativadores unem-se ao sitio ativo da
aromatase resultando em uma hidroxilagdo, a qual origina uma ligagéao
covalente permanente e irreversivel. Ja os inibidores se prendem de maneira
reversivel a subunidade citocromo P450 da enzima, através da ligacdo do
atomo de ferro do grupo heme com o anel azdlico dos IAs (BUZDAR, et al.
2002; BUZDAR, 2005).

Os |IAs foram usados primeiramente na década de 70 no tratamento de
canceres de mama positivos para receptores de estrégeno. Os primeiros
principios a serem utilizados foram classificados cronologicamente como
inibidores aromatase de primeira geragdo, como por exemplo a
aminoglutetimida (BUZDAR, et al. 2002). O fadrozole foi classificado como
inibidor de segunda geragdo, enquanto os farmacos mais recentes sao
denominados inibidores de terceira geracdo. O exemestano também é
classificado como de terceira geragédo, no entanto € um inativador, portanto
esteroidal (BUZDAR; 2005).

Estudos prévios demonstram que a reversao sexual de grande parte de
fémeas geneticamente sexadas € obtida com a aplicagdo do fadrozole entre os
dias 0 e 3 de incubagdo em doses que variam de 0,1 a 1,3mg por ovo
(RASHEDI et al., 1983; ELBRECHT et al., 1992; ABINAWANTO et al., 1998;
BURKE; HENRY, 1999; VAILLANT et al., 2001; VAILLANT et al., 2003; YANG
et al. 2013). No entanto, todos esses trabalhos mensuraram o sucesso do
fadrozole como agente reversor levando apenas em conta a taxa e o grau de
masculinizagdo das fémeas, sem considerar indices importantes na rotina dos
incubatdrios industriais, como mortalidade embrionaria e eclodibilidade. Esse
viés impossibilita a projecdo dessa metodologia em condigdes de campo,
inviabilizando quaisquer conclusdes sobre sua aplicabilidade futura no setor
avicola.

Ademais, poucos trabalhos avaliaram detalhadamente o impacto da
masculinizacdo sobre aspectos produtivos, e aqueles que o fizeram

apresentam dados extremamente variaveis devido as diferengas no
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delineamento experimental (p.e. linhagens de aves, doses, dia de aplicagao,
etc.), tornando dificeis quaisquer conclusdes sobre a aplicabilidade da reversao
no contexto produtivo (BURKE; HENRY, 1999; YANG et al. 2013;
MOHAMMADREZAEI, et al., 2014). Por exemplo, Burke e Henry (1999)
observaram que fémeas oriundas de ovos tratados com fadrozole mantiveram
desempenhos inferiores aos machos, enquanto que Mohammadrezaei et al.
(2014) nado apenas registraram uma uniformidade de peso entre machos e
fémeas como também comprovaram um sinergismo na aplicagdo in ovo do
fadrozole com IGF-I.

E possivel que essas discrepancias tenham ocorrido devido ao dia de
inoculagéo do fadrozole (0 e 3 dias, respectivamente), uma vez que o tempo de
acao desse inibidor é extremamente curto. Paralelamente, Yang et al. (2013)
relatam que diferentes concentracdes de fadrozole ndo afetaram o crescimento
pos-natal das fémeas revertidas, mas é importante ressaltar esses autores
utilizaram uma linhagem de postura, ou seja aves que ndo sao possuem
grande potencial para ganho de peso. Além disso, como mencionado
anteriormente, Burke e Henry (1999) e Yang et al. (2013) ndo fazem mengéao a
influéncia do fadrozole sobre a eclodibilidade dos ovos. Juntos, esses fatos
evidenciam a fragilidade dos dados existentes e reforcam a necessidade de
pesquisas adicionais compreendendo aspectos zootécnicos, inclusive com o
emprego de inibidores de aromatase mais avangados. Dewil et al. (1998)
descrevem que a aplicacdao de um inibidor de terceira geracdo no dia 6 de
incubagdo reduziu significativamente a gordura abdominal das fémeas
masculinizadas. Porém, novamente, esses autores falham em relatar os efeitos
desse farmaco sobre indices importantes como mortalidade embrionaria,
eclodibilidade e conversao alimentar.

Essa baixa regularidade de resultados revela a necessidade de
pesquisas que aprimorem varios fatores relacionados a metodologia da
reversao sexual tais como principio ativo, dose, idade embrionaria para o
tratamento, método de aplicagao, entre outros. Além disso, o nimero reduzido
e a precariedade dos trabalhos contemplando as repercussdes zootécnicas da
reversao sexual em frangas e peruas (BURKE; HENRY, 1999; YANG et al.
2013), torna esse campo de investigacao extremamente relevante no que

tange o impacto dessa abordagem sobre parametros produtivos das fémeas
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masculinizadas (p.e. eclodibilidade, peso ao nascer, ganho de peso, conversao
alimentar, desempenho de carcaga, etc.). Assim, este projeto propde ampliar
nosso conhecimento sobre o uso de inibidores de aromatase de terceira
geragao na masculinizagdo de frangas de corte e, por conseguinte, avaliar os

efeitos desses tratamentos in ovo sobre os mais variados indices produtivos.
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3. HIPOTESE

Nossa hipotese é que a aplicacao in ovo de inibidores de aromatase de
terceira geracao (ao invés do fadrozole) promova taxas superiores de reversao
sexual em embrides de galinha, além de resultar em frangas de corte com
indices zootécnicos similares aqueles apresentados pelos machos. Isto porque,
IAs de terceira geragéo, séo considerados farmacos mais potentes e seletivos
que o fadrozole (REQUENA et al., 2008), fato que teoricamente propicia uma
inibicdo mais acentuada e persistente da aromatase P450 e, por conseguinte,
niveis estrogénicos mais baixos e durante periodos mais prolongados do

desenvolvimento embrionario.
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4. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a aplicagdo de inibidores de
aromatase (IA) de terceira geragao melhora a taxa e o grau de reversao sexual
de frangas de corte quando comparados ao fadrozole. Paralelamente, temos
como obijetivos especificos:

- avaliar o local de aplicagao (via lateral, média e superficial) da inje¢do no ovo
- avaliar o momento de incubagao (0 e 72 horas) adequado para a aplicagao
dos farmacos

- avaliar a eficacia dos inibidores de aromatase de terceira geragcdo na
masculinizacdo das fémeas e momento de aplicacao destes farmacos.

- avaliar trés diferentes doses (0.025, 0.05 e 0.1mg/ovo) dos inibidores de
aromatase de terceira geragdo na masculinizagao das fémeas

- avaliar a influéncia de dois volumes injetados (50 e 100ul) nos ovos na
eclodibilidade

- avaliar a influéncia de dois métodos de selagem (parafina e cola) dos ovos na
eclodibilidade

- avaliar ganho de peso, conversao alimentar e rendimento de carcaga de aves

tratadas com inibidor de aromatase.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Delineamento Experimental

O projeto foi dividido em duas etapas distintas denominadas de estudo
em laboratério e a campo. Todos os protocolos descritos neste projeto foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ — USP. A
figura 3 sumariza os experimentos realizados em ambos os estudos.

O primeiro estudo teve como escopo a determinagéo do local e dose
mais adequados para aplicacao in ovo dos diferentes inibidores de aromatase
para reversao sexual das fémeas genéticas. Esse primeiro ensaio foi subdivido
em diversos experimentos (Tab. 2) que foram realizados no Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (VRA/FMVZ/USP).

O estudo a campo foi inteiramente realizado em um incubatdrio industrial
com objetivo de maximizar o numero de ovos testados e avaliar a aplicabilidade
do projeto em escala industrial. Apés o nascimento foi avaliado, em todos os
grupos testados, a porcentagem de eclodibilidade, fertilidade, mortalidade
embrionaria, peso ao nascer, sexagem morfolégica (fenotipica) através de
sexagem cloacal e também através da necropsia. Para controle da influéncia
dos IAs, do processo de inje¢ao e selagem, na eclosao, foram coletados dados

de eclodibilidade dos ovos que estavam na mesma incubadora que os tratados.
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Figura 3 — Esquema do delineamento experimental do estudo em laboratério e
a campo.
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5.2. Estudo em laboratorio

5.1.2. Ovos embrionados

Os ovos embrionados utilizados no estudo no laboratério foram
produzidos por galinhas da linhagem Lohmann LSL inseminadas artificialmente
(BURROWS; QUINN, 1937) mantidas no Departamento de Reprodug¢ao Animal
da FMVZ — USP. Neste primeiro estudo foram utilizadas apenas linhagens
leves para diminuir custos de manutengao dos animais, e porque o objetivo era
otimizar local e dose de dos |IAs de terceira geragcao (ou seja, ndao houve

interesse em avaliar indices produtivos) .
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Tabela 2 — Quadro resumo de todos os experimentos realizados durante o

estudo em laboratorio.
Experimento Objetivo Farmaco Parametros Pagina

analisados Resultados

Avaliacéao Droga B Eclobibilidade
local de NaCl Sexagem morfologica
aplicagéo’
2 Avaliagao Fadrozole 105 Fertilidade 37
farmacos Droga B Eclodibilidade,
Droga C Sexagem morfologica
Droga D
NaCl
3 Avaliagéo Fadrozole 105 Fertilidade 38
doses?® Droga B Eclodibilidade,
NaCl Sexagem morfoldgica
4 Avaliacao Fadrozole 104 Fertilidade 39
doses* Droga D Eclodibilidade,
NaCl Sexagem morfoldgica

Sitio de aplicagdo dos IAs e NaCl no ovo.

2Aplicacdo dos IAs utilizando protocolo padrdo descrito em literatura (0,1mg farmaco/ovo
injetado com 72 horas de incubag&o) (Abinawanto et al., 1998; Vaillant et al., 2001; Vaillant et
al., 2003).

3Analise realizada apenas com as drogas B e D nas concentragdes de 0.02, 0.04 e 0.1mg/ovo
(uma vez que o fadrozole foi apenas utilizado nesse projeto como farmaco de controle dado
seu amplo emprego em literatura).

5.1.3. Preparo das solugdes

A excecdo do inibidor de aromatase fadrozole, ndo foram revelados os
farmacos utilizados neste projeto pois solicitaremos a analise para pedido de
patente através da Agéncia USP de Inovagdo. Todos os principios ativos
empregados nesse projeto (fadrozole, droga B, C e D) foram diluidos em
solucgao fisioldgica (NaCl 0.9%), e todas as solugdes foram agitadas em vortex
segundos antes de cada aplicagdo. Nos experimentos 1 e 2, todas as drogas
foram diluidas até a concentragdgo de 1mg/mL (resultando em
0,1mg/100uL/ovo). Posteriormente, no experimento 3 e 4, os farmacos B e D
foram também diluidos em trés concentragdes: 0.1 mg/mL/ovo, 0.04mg/mL/ovo

e 0.02 mg/mL/ovo com o objetivo de testar sua eficacia em doses menores.
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5.1.4. Injegbes in ovo dos I|As e incubagdo dos ovos em condigbes
experimentais

No experimento 1, cujo objetivo foi determinar o melhor local de
aplicagcado in ovo dos IAs, tanto o veiculo (NaCl) quanto a droga B foram
injetados em trés sitios diferentes: (1) via lateral (agulha introduzida
lateralmente a camara de ar); (2) via média (agulha introduzida no albume logo
abaixo da camara de ar); e (3) via superficial (agulha introduzida no interior da
camara de ar entre as membranas interna e externa da casca). Com base nos
resultados do experimento 1, todas as injegcbes in ovo subsequentes foram
realizadas pela via superficial, e tiveram como base o protocolo descrito por
Mohammadrezaei et al. (2013). Apdés 72 horas da incubagao, todos os ovos
foram posicionados verticalmente e um pequenos orificios foram feitos na
extremidade larga dos ovos (agulha 18G 1 7%2). Em seguida, um total de 100uL
da solugao contendo IAs foi injetado entre as membranas interna e externa da
casca na altura da cdmara de ar (concentragdées/ovo variaveis em fungdo do
experimento). Os orificios foram posteriormente selados com parafina, e os
ovos foram incubados verticalmente (Chocadeiras Brinsea Ova-Easy Advance
190 EX, Inglaterra) a 37.8°C, 50-60% de umidade relativa e viragem de 90°
(uma vez por hora) até o 18° dia de incubagdo. Os ovos foram entdo
transferidos para um nascedouro e mantidos sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura e umidade até o momento da eclosdo. Para controle tanto do
processo de incubagdo quanto do processo de injecéo, todos os lotes de ovos
incubados também contaram com um grupo sem nenhuma injegao (grupo

controle) e um grupo injetado apenas com o veiculo (grupo NaCl).

5.1.5. Avaliagéo da fertilidade, eclodibilidade e embriodiagndstico.

Apds 21 dias de incubagdo eram avaliadas as taxas de fertilidade e
eclodibilidade (ovos eclodidos/ovos férteis). Apos este periodo, os ovos nao
eclodidos, eram quebrados para realizagdo do embriodiagnéstico visando
estabelecer se eram férteis ou em qual momento da incubacéo ocorreu a morte
embrionaria. Deste modo, morte embrionaria entre 1 e 7 dias foi considerada

como mortalidade inicial, de 8 a 14 mortalidade média e de 15 a 21 dias final
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(Aviagen, 2012)

5.1.6. Sexagem morfologica

Todos os pintinhos recém-eclodidos foram eutanasiados através da
técnica de deslocamento cervical. Durante a necropsia suas gbnadas foram
classificadas macroscopicamente nas seguintes categorias: ovario, ovotestis ou
testiculo (Fig. 15).
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5.2. Estudo a campo

A tabela 3 sumariza os experimentos realizados no estudo a campo.

Tabela 3 - Quadro resumo de todos os experimentos realizados durante o

estudo a campo.
Objetivo

Experimento Farmaco Momento Numero Parametros Pagina

de ovos analisados resultados

incubagao’

Avaliagao Fadrozole Fertilidade
farmacos e Droga B horas Eclodibilidade,
momento de Droga D Sexagem
aplicagéo ' NaCl morfoldgica
Peso
Avaliagéo de Fadrozole 0 hora 1512 Fertilidade 42
farmacos e Droga B Eclodibilidade,
doses? NaCl Sexagem
morfolégica
Peso
Avaliagao de Fadrozole 0 hora 2184 Fertilidade 44
volume e Droga B Eclodibilidade,
método de NaCl Sexagem
vedag&o® morfologica
Peso
Avaliagéo de Droga B 0 hora 1596 Fertilidade 46
ganho de Controle Eclodibilidade
peso e Ganho de
conversao peso
alimentar* Conversao
alimentar
Rendimento
de carcaca
Avaliagao NaCl 72 horas 150 Fertilidade 49
vacinadora® Eclodibilidade

"Horas que os ovos foram incubados previamente a aplicagdo de fadrozole, droga B e D.
2Avaliagdo do efeito de fadrozole (0.1mg) e droga B em diferentes concentragdes (0.1mg,
0.05mg e 0.025mg) administrados sem incubagao prévia.

3Avaliagdo do volume de veiculo (50 e 100pLl) administrados nos ovos, sem incubagéo prévia, e
dos métodos de selagem com parafina e cola.

4Avaliagdo dos indices zootécnicos das aves revertidas e dos grupos controle criadas em
aviario experimental.

5Andlise realizada dentro de um incubatério industrial empregando uma vacinadora de ovos
(simulando condi¢des de campo).



32

5.2.2. Ovos embrionados

Os ovos utilizados, em todos os experimentos que compdem o estudo a
campo (tabela 3), eram oriundos de granjas de avos pesadas da linhagem
Ross308ap (Aviagen LTDA). Em cada experimento, que compdem o estudo a
campo? campo, também foi analisada uma amostragem de 672 ovos que nao
foram tratados. Estes ovos eram oriundos do mesmo lote dos grupos tratados e
foram incubados na mesma incubadora, este grupo foi denominado controle da
incubadora (CON).

5.2.3. Sexagem cloacal e morfoldgica

A sexagem cloacal foi realizada nas aves com 1 dia de idade, por
técnicos do incubatério, contudo por ser um procedimento protegido por
segredo industrial o seu protocolo nao foi fornecido. Ja a sexagem morfoldgica
foi realizada como no estudo em laboratério, e aconteceu logo apds a sexagem
cloacal (Anexo A). Apenas no experimento 4 a sexagem morfolégica foi
realizada com 42 dias (Anexo B), ja que as aves foram criadas para avaligao

dos indices zootécnicos.

5.2.4. Avaliagéo da fertilidade, eclodibilidade e embriodiagndstico

Em todos os experimentos, do estudo a campo, apds 21 dias de
incubagcdo eram avaliadas as taxas de fertilidade e eclodibilidade (ovos
férteis/ovos totais incubados). Os ovos ndo eclodidos eram quebrados para
realizagdo do embriodiagnéstico visando estabelecer se eram férteis e em qual
momento da incubagao ocorreu a morte embrionaria. Os padrdes de avaliagao

da mortalidade embrionaria foi o mesmo utilizado no estudo laboratério.

5.2.5. Injecbes in ovo dos IAs em OH e 72H e incubagdo dos ovos em
incubatorios industriais (experimento 5)

O escopo deste experimento foi avaliar o momento mais adequado, (OH
— sem incubagdo prévia e 72H — com 72 horas de incubagido), para a

administracao dos IAs e também determinar a eficiéncia quanto a reversao
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sexual e influéncia na eclodibilidadede, de trés IAs. Os ovos utilizados em OH e
72H eram provenientes das mesmas granjas e lotes, e foram incubados juntos
na mesma incubadora. Contudo, os ovos do 72H foram retirados da incubadora
para a aplicacao dos farmacos e novamente incubados.

Nos ovos foram administrados os seguintes tratamentos: fadrozole (n =
115), Droga B (n = 336), Droga D (n =336), além do veiculo (NaCl, n = 336)
através de método descrito anteriormente no estudo em laboratorio, no OH e
72H de incubagao. Os farmacos (fadrozole, Droga B e D) foram administrados
na dose 0.1mg/ovo e volume de 100ul/ovo. Apds as inoculagdes, todos os
orificios feitos nos ovos foram selados com parafina e os ovos foram incubados
seguindo o protocolo padrédo da empresa. Para reduzir possiveis variagbes na
eclodibilidade, decorrentes das condigdes de incubagdo, os ovos provenientes
dos quatros grupos foram distribuidos igualmente nas mesmas bandejas. Para
controle das condi¢gdes de incubagdo, os dados referentes a fertilidade e

eclodibilidade de todo o lote de ovos da incubadora foram registrados.

5.2.6. Injegdes in ovo da Droga B em diferentes doses em OH e incubacgao dos
ovos em incubatdrio industrial (experimento 6)

Com base nos resultados do experimento anterior foi escolhido o OH
como momento de aplicagao e foi testada a Droga B em trés concentragdes
(0.1mg, 0.05mg e 0.025mg por ovo), além do fadrozole (0.1mg/ovo) com 168
ovos por grupo. Os procedimentos de aplicagdo dos farmacos, selagem dos
ovos e incubacdo foram realizados da mesma forma que no experimento

anterior, assim como as avaliagdes apds 0 nascimento das aves.

5.2.7. Injecbes in ovo da Droga B em diferentes volumes com selagens
distintas e incubagéo dos ovos em incubatério industrial (experimento 7)

Apods a definicdo da dose da Droga B (0.025mg/ovo) a ser utilizada, foi
testado dois métodos de selagem (parafina ou cola) dos ovos apds a aplicagéao
da injecao. Além disso, também foi avaliado o volume de veiculo administrado
(50ul ou 100ul) por ovo. Desta forma, os grupos foram divididos da seguinte
maneira: Droga B administrado em 50ul e selagem com parafina, Droga B

administrado em 100ul e selagem com cola, Droga B administrado em 100ul e
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selagem com parafina; Droga B administrado em 100ul e selagem com cola;
Droga B administrado em 100ul selagem com parafina; NaCl administrado em
50ul e selagem com parafina; NaCl administrado em 50ul e selagem com cola;
apenas selagem com cola e orificio do ovo sem selagem. Foram utilizados 168

0VO0S por grupo.

5.2.8. Avaliacao dos indices zootécnicos de aves revertidas com a Droga B em
aviario experimental (experimento 8)

A droga B foi administrada em 672 ovos, no volume de 100ul por ovo e
selagem por cola. Apés os 21 dias de incubacdo foi realizada a sexagem
cloacal das aves para confirmar que todos eram machos fenotipicos. Para
analise de ganho de peso e conversdo alimentar foram utilizados quatro
grupos: Grupo machos genéticos (n=352), grupo fémeas genéticas (n=352),
grupo misto composto por machos genéticos (n=176) e fémeas genéticas
(n=176) e grupo tratado, composto das aves com fendtipo macho
anteriormente sexadas pela cloaca (n= 352). Os pintinhos utilizados nos quatro
grupos foram incubados juntos na mesma incubadora.

As aves foram alojadas em um aviario experimental em condi¢des
similares a criagcdo e manejo a campo. Cada grupo era composto por 8
repeticdes sendo que cada repeticao foi alojada em um box, contendo 44 aves,
com fornecimento de agua e ragdo ad libitum. As aves foram pesadas no
aviario com 1, 7, 14, 28, 35 35 e 42 dias assim como racao fornecida para
estas, com o intuito de calcularmos a conversdo alimentar de cada grupo, ja
qgue este parametro é obtido através da divisdo da quantidade ragao consumida
pelo peso vivo da ave. Aos 43 dias de idade uma amostragem de 48 aves por
grupo foi transferida para um abatedouro comercial e antes da eutanasia todas
as aves foram pesadas individualmente para mensuracao do peso vivo. Apos a
eutanasia as aves passaram pelos processos de depenagem e evisceragao e
foram novamente pesadas individualmente para avaliacdo do peso da carcaca,
que consiste no peso da ave sem penas e visceras. Cada carcaca foi

subdividida em asa, peito, perna e pé e cada corte foi pesado individualmente.
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5.2.9. Injegdes in ovo administrados por vacinadora incubagéo dos ovos em
incubatério industrial (experimento 9)

Para o teste de automatizagdo da aplicagdo do IA em larga escala foi
administrado NaCl com corante em 150 ovos empregando um equipamento de
vacinagao in ovo (OvodJector, Merial) (n=150). O corante foi utlizado com
objetivo de determinar em qual area do ovo o NaCl foi injetado. Nao houve
nenhuma modificagdo, na vacinadora, na profundidade da entrada da agulha

NosS OVOS.

5.2.10. Analise estatistica

Os dados referentes as taxas de reversdo sexual, fertilidade e
eclodibilidade nas diferentes concentragdes de cada um dos inibidores de
aromatase foram avaliados através do teste Qui-quadrado com o nivel de
significancia para rejeitar Ho (hipétese de nulidade) foi de 5%. Ja os dados
relativos ao peso ao nascer, ganho de peso, conversao alimentar, peso ao
abate, peso da carcagca e peso dos cortes (asa, peito, perna e pé€) nos
diferentes tratamentos foram analisados usando ANOVA e teste de Tukey. As
analises foram conduzidas utilizando-se o procedimento GLM do SAS (SAS
Institute, Cary). O nivel de significancia para rejeitar Ho (hipétese de nulidade)
foi de 5%.
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6. RESULTADOS

Todos os resultados que compdéem o estudo em laboratério tinham o
escopo de determinar o local, dose e momento mais adequados para aplicagao
in ovo dos diferentes inibidores de aromatase para a reversao sexual de
fémeas genéticas. Neste sentido, o teste referente a avaliagdo dos diferentes
locais de aplicagdo in ovo (Experimento 1) demonstrou que a via superficial
resultou em uma taxa superior de eclodibilidade em relacdo as demais vias de
inoculagdo (mesmo com a adigdo de um principio ativo), nado diferindo
estatisticamente do grupo controle (ou seja, ovos intactos) (Fig. 4, p< 0,05).
Consequentemente, a via superficial foi empregada em todos os experimentos

subsequentes.

Figura 4 — Taxas de eclodibilidade das inje¢des in ovo da Droga B efetuadas
pelas vias lateral, média e superficial (Experimento 1/n= 70 ovos). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).
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A andlise inicial de todos os farmacos de interesse utilizou como base a
dose de fadrozole descrita em literatura (0.1mg/100ul/ovo), e os resultados
deste teste tanto sobre a eclodibilidade quanto na proporcdo de machos e
fémeas encontram-se detalhados na Figura 5. A fertilidade foi de 98, 100, 83,
85 e 90 para o controle, NaCl, fadrozole, droga B e droga C. A excegdo da
droga C, que causou a mortalidade em todos os embrides (por volta do 10° dia
de desenvolvimento embrionario), os inibidores fadrozole e droga B nao
demonstraram diferencas na eclodibilidade. Ja4 a droga B apresentou

porcentagem superior de machos inclusive comparado ao fadrozole. (P < 0.05).
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Figura 5 — (A) Taxas de fertilidade e eclodibilidade e (B) porcentagens de
machos e fémeas nascidos apods injecdes in ovo usando um inibidor de
aromatase de primeira geracao (fadrozole), droga B e droga C (Experimento
2/n = 105 ovos). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
grupos (P < 0.05).

1004
A - : a

(=]
o
1

[=2]
o
1

IS
i

Eclodibilidade (%)

N
i

b

Controle NaCl Fadr;zole DrolgaB Droéac
(21) (21) (21) (21) (21)

o
I

Il Macho [] Fémea

B _ c b a (4

-
o
=]

o o«
.2

e fémeas (%)
-y
o
T

Proporgao de machos

N
<

=)
T

Controle Fadrozole Droga B
(21) (21) (21) 21)

No experimento 3 (estudo em laboratério), durante os testes com as
diferentes doses da droga B, observou-se que o percentual de eclodibilidade foi
superior na dose de 0.04mg/ovo e NaCl. Porém foi inferior no grupo que
recebeu a droga B na concentragado de 0.1mg/ovo (inclusive sendo menor que
a eclobilibidade obtida com o mesmo farmaco no Experimento 2) (Fig. 6). Por
outro lado, mesmo em diferentes concentragdes, em todas as aves tratadas
com a droga B observou-se, na necropsia, testiculos e nenhum ovotestis ou
ovario. A fertilidade nos grupos droga B 0.1mg, droga B 0.04mg, droga B
0.02mg e NaCl foi de 39, 56, 35 e 81 respectivamente.
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Figura 6 — (A) Taxas de fertilidade e eclodibilidade e (B) porcentagens de
machos e fémeas nascidos apds injegbes in ovo usando o inibidor de
aromatase, droga B, nas doses de 0.1mg/ovo, 0.04mg/ovo e 0.02mg/ovo
(Experimento 3/n = 104 ovos). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (NaCl) (P < 0.05).
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Em relacdo a droga D (experimento 4 em laboratorio), as taxas de
eclodibilidade nao foram afetadas pelas diferentes doses injetadas in ovo, visto
que seus resultados foram similares aqueles de ovos injetados apenas com o
veiculo (Fig. 7A). Todavia, em relagdo a porcentagem de machos,
comprovamos que esse inibidor de aromatase se mostrou menos eficiente
quando comparado a droga B (Fig. 7B). A fertilidade foi de 90, 90, 83 e 100%
para os grupos droga D 0.1mg, droga D 0.04mg, droga D 0.002mg e NaCl

respectivamente.
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Figura 7 — (A) Taxas de fertilidade e eclodibilidade e (B) porcentagens de
machos, fémeas nascidos apds inje¢des in ovo usando o inibidor de aromatase
droga D nas doses de 0.1mg, 0.04mg e 0.1mg. (Experimento 4/n = 104 ovos).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).
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Os resultados obtidos nos experimentos do estudo em laboratério ndo
foram conclusivos devido ao baixo numero de ovos testados. Desta forma, no
estudo a campo as avaliagbes foram realizadas em um incubatério industrial o
que possibilitou maximizar o numero de ovos, além da exposigdo dos ovos
tratados as condigbes de incubacgdo industrial. Ademais, foram usados ovos
provenientes de linhagens pesadas (corte) ja que objetivo final era avaliar
ganho de peso e conversao alimentar.

Em relacdo a avaliagdo do melhor momento para aplicacéo dos |IAs, foi
testado em ovos sem incubacgéo prévia (Oh) e ovos com 72 horas de incubagao
(72h). Em todos os grupos testados OH obteve taxas mais altas de eclobilidade
quando comparado com 72h (Fig. 8A). Ja a mortalidade embrionaria foi maior
nos grupos em que o farmaco foi administrado em 72h com exceg¢ao do grupo
NaCl (Fig. 8B). A mortalidade inicial foi mais alta em Oh que mortalidade média
e final e em 72h houve um aumento na incidéncia de ovos contaminados. Em
relagcdo a porcentagem de machos (Fig. 8C), esta foi superior ao controle da
incubadora, independente do momento de aplicagdo da droga. Entretanto a

droga D apresentou um numero maior de fémeas e ovotestis quando
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comparado as outras duas drogas. Ja o peso dos pintinhos ao nascer foi similar
em todos os grupos tanto em Oh quanto em 72h (8D). Os dados de fertilidade
em Oh para fadrozole, droga B, droga D e NaCl foram de 92,8, 91.5, 86.5% e
86.1 respectivamente. Enquanto que em 72h foi de 86.5, 85.7, 90.4 e 85.7%
para fadrozole, droga B, droga D e NaCl respectivamente. A fertilidade do

controle da incubadora foi de 90%.

Figura 8 — (A) Taxas de eclodibilidade, (B) mortalidade embrionaria, (C)
porcentagens de machos, fémeas e ovotestis e (D) peso ao nascer. Os
tratamentos fadrozole, droga B, droga D e NaCl foram administrados, na dose
de 0.1mg/0.1ml/ovo, sem incubacgao prévia (Oh) e com 72 horas de incubagéao
(72h) (Experimento 5/n = 1790 ovos).
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Peso (g)

CON Fadrozole DrogaB DrogaD NaCl Fradazole DrogaB DrogaD NaCl
(672) (55) (168) (168) (168) (55) (168) (168) (168)

Oh 72h

Baseado nos achados do experimento anterior que mostrou que a droga
B obteve maior porcentagem de machos quando comparado com a droga D,
aquela foi escolhida para os proximos experimentos. Testamos trés diferentes
dosagens de droga B (0.1, 0.05, 0.025mg/ovo). O fadrozole continuou sendo
usado pois € a droga mais utilizada na literatura para reversdo de aves.
Também foi escolhido Oh devido sua melhor porcentagem de eclodibilidade
frente a 72h.

Sendo assim, o quinto experimento (estudo a campo) mensurou o efeito
na reversao sexual do fadrozole (0.1mg), e droga B em trés concentragbes
distintas (0.1mg, 0.05mg e 0.025mg). A eclodibilidade do controle incubadora
foi superior a todos os outros tratamentos. Ja a eclobilidade do grupo da droga
B na dose de 0.1mg foi superior ao grupo que recebeu 0 mesmo na farmaco na
dose de 0.05mg (Fig. 9A). Este tratamento (droga B 0.01mg) também obteve
uma mortalidade embrionaria inferior quando comparada a todos os outros
tratamentos com excecao do controle incubadora que, por sua vez, foi inferior a
todos os outros grupos (Fig. 9B). A fertilidade foi de 90, 88, 91, 88, 89.9 e
86.7% para controle incubadora, fadrozole, droga B (0.1mg), droga B (0.05mg),
droga B (0.025mg) e NaCl respectivamente.

Todos os inibidores de aromatase foram superiores na porcentagem de
machos quando comparados aos grupos controle da incubadora e NaCl (Fig.
9C). Entretanto, nas trés doses observou-se aves com ovotestis. Ndo houve

diferenca entre os grupos em relagéao ao peso (9D).
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Figura 9 — (A) Taxas de eclodibilidade, (B) mortalidade embrionaria, (C)
porcentagens de machos, fémeas e ovotestis e (D) peso ao nascer. Os
tratamentos controle incubadora fadrozole 0.1mg, droga B 0.1mg, droga B
0.05mg, droga B 0.025mg e NaCl (Experimento 6/n = 1512 ovos). Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).
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Como o experimento anterior mostrou que a dose da droga B de
0.025mg/ovo foi eficiente, ou seja produziu mais de 90% de machos
fenotipicos, esta foi definida como dose padrdao para os proximos
experimentos. Sendo assim, o sexto experimento (estudo a campo) avaliou o
volume de veiculo injetado (50ul ou 100ul) nos tratamentos. Além disso,

também testamos o tipo de vedacgéo (parafina ou cola) dos orificios feitos nos
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ovos para aplicagéo dos IAs. A eclodibilidade entre os grupos que receberam a
droga B foi maior no tratamento com vedagdo com cola e no volume 100ul. A
taxa de eclodibilidade foi similar entre os grupos que receberam apenas NaCl
no volume de 50ul tanto para vedagdo com cola quanto para parafina. O
mesmo resultado ocorreu nos grupos em que foi testado apenas a vedagao
com cola, parafina e sem vedacgéo (Fig. 10A). A mortalidade embrionaria foi
maior no grupo droga B 0.025mg no volume de 50ul vedado com cola. Esta
taxa foi similar entre os tratamentos que receberam apenas NaCl e também
nos que foram apenas vedados e sem vedagdo (Fig. 10B). A maior
eclodibilidade e consequentemente menor mortalidade embrionaria foi
observada no controle da incubadora.

O numero de machos, de todos os grupos que receberam a droga B,
foi proxima a 100% (Fig. 10C). Os pesos de nascimento foram similares para
todos os grupos (Fig. 10D). A fertilidade observada nos grupos controle
incubadora (CON), droga B 0.025mg vedado com parafina no volume de 50y,
droga B 0.025mg vedado com cola no volume de 50ul, droga B 0.025mg
vedado com parafina no volume de 100ul, droga B 0.025mg vedado com cola
no volume de 100ul, NaCl vedado com parafina no volume de 50ul, NaCl
vedado com cola no volume de 50ul, vedado com parafina, vedado com cola,
sem vedagéo foi de 89.9, 83.1, 80, 87.5, 82,1, 81.5, 81.9, 76.2, 86.5 e 83.9%

respectivamente.
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Figura 10 — (A) Taxas de eclodibilidade, (B) mortalidade embrionaria, (C)
porcentagens de machos, fémeas e ovotestis e (D) peso ao nascer. Os
tratamentos foram controle incubadora (CON droga B 0.025mg vedado com
parafina no volume de 50ul, droga B 0.025mg vedado com cola no volume de
50ul, droga B 0.025mg vedado com parafina no volume de 100ul, droga B
0.025mg vedado com cola no volume de 100ul, NaCl vedado com parafina no
volume de 50ul, NaCl vedado com cola no volume de 50ul, vedado com
parafina, vedado com cola, sem vedagao (Experimento 7/n = 2184).
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O experimento 8 (estudo a campo) foi realizado com intuito de fornecer
as aves tratadas e os controles para a criacdo das aves em aviario
experimental. Deste modo, foi utilizada a droga B na dose de 0.025mg aplicada
em um volume de 100ul vedado com cola. Nao houve diferenga estatistica
sobre eclodibilidade do grupo controle da incubadora e droga B, apesar deste
ser numericamente menor (tabela 4). As taxas de mortalidade e peso em
ambos os grupos também nao diferiram entre os grupos (Tab. 4). Ja propor¢ao
de machos foi superior no grupo droga B (Tab. 4). A fertilidade foi de 90.9 e

90.5% para controle da incubadora e droga B respectivamente.

Tabela 4 — (A) Taxas de eclodibilidade, (B) mortalidade embrionaria, (C)

porcentagem de machos (D) peso ao nascer. Os tratamentos controle

incubadora, droga B (Experimento 8/n = 1596 ovos). Letras diferentes indicam

diferencas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).

Parametro Controle Droga B Valor de p
(1176) (420)

Eclodibilidade 80.8 74.0 0.31338
Mortalidade 10.8 16.8 0.22144
Machos 50.0° 99.3° 0.00001
Peso 43.2 42.4 0.89888

As aves do grupo tratado com droga B e as do controle foram divididas
em grupos de machos, misto (machos e fémeas) e fémeas e alojadas em um
aviario industrial para a mensuragao do ganho de peso, conversao alimentar e
rendimento de carcaga. O grupo de machos genéticos teve peso superior ao de
a todos os outros grupos testados. O grupo misto e droga B nao diferiram entre
si, entretanto foram superiores as fémeas genéticas (Fig. 11A). Nao houve
diferenca na conversao alimentar entre os grupos, embora o grupo droga B

apresentou uma conversao alimentar numericamente menor (Fig. 11B).
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Figura 11 — (A) Peso aos 42 dias, (B) conversdo alimentar dos tratamentos
controle incubadora e droga B 0.025mg (Experimento 8/n = 1596 ovos). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).
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Embora a porcentagem de machos, nas aves tratadas com a droga B, foi
proxima a 100% durante a sexagem cloacal com 1 dia de idade, na necropsia
aos 42 dias foi observado que 58% das aves apresentavam ovarios ou
ovotestis (Fig. 12A). Por isso, apds a necropsia, separamos as aves em
machos, fémeas e revertidos e as pesamos novamente. O peso dos machos foi
superior ao das fémeas e ovotestis (Fig. 12B). A mortalidade durante o
experimento foi 35 (9,9%), 26 (7,3%), 23 (6,5%) e 24 (6.8%) aves para os

grupos macho, fémea, misto e droga B respectivamente.
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Figura 12 — (A) Proporgéo de machos, fémeas e ovofestis, e (B) peso com 42
dias idade da droga B. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre
os grupos (Experimento 8/n= 352) (P < 0.05).
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Contrariamente ao que foi observado na pesagem das aves com 42
dias, o peso da amostragem (n= 48/grupo), enviada ao abatedouro com 43 dias
de idade, a droga B foi superior ao grupo misto e isso também ocorreu para o
peso da carcaga (13A e 13B). Esta diferenga também foi observada em relagao
ao peso do peito e perna. No peso de asa e pé nao houve diferenga entre

droga B e macho, e ambos foram superiores ao grupo misto e fémea.
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Figura 13 — (A) Peso vivo e rendimento de carcaca (B) rendimento de cortes de
aves abatidas com 43 dias dos grupos macho, fémea, misto e droga B. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos (Experimento 8/n=
192) (P < 0.05)
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No experimento 9 (estudo a campo), aproveitando uma circunstancia
dentro de um incubatorio industrial, realizamos um piloto para avaliar o efeito
da injecdo apenas do veiculo (NaCl acrescido de corante) utilizando uma
vacinadora automatica in ovo (sem quaisquer altera¢cdes quanto a profundidade
da injecdo). Sem essas adequacgdes foi observado que o conteudo foi entregue
em grande parte dos casos no albumen espesso, sendo em alguns ovos
injetado muito préximo ao disco germinativo ou até mesmo dentro da gema.
Isto reduziu a taxa de eclobidilidade a 11% com a maioria dos embrides

morrendo entre 0 e 7 dias de incubagao (Fig. 14).



49

Figura 14 — Resultados de embriodiagnostico de ovos injetados apenas com
veiculo (NaCl) apés 72 horas de incubagdo via vacinadora automatica
(Ovodector) dentro de um incubatoério industrial (Experimento 9/n=150 ovos).
Mortalidade inicial (entre 0 e 7 dias de incubagao), mortalidade intermediaria
(entre 8 e 14 dias de incubagao) e mortalidade final (entre 15 e 21 dias de
incubacgao).
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7. DISCUSSAO

Embora a industria avicola nacional seja muito produtiva caracterizando
o Brasil como um dos principais produtores mundiais de carne de frango, ainda
ha espagco para muitas mudangas que podem elevar ainda mais esta
produtividade. Uma destas, é diminuir a diferengca de ganho de peso entre os
sexos. Frangos machos ganham peso mais rapidamente que as fémeas
causando uma diferenca, dependendo da genética da ave, de mais de 100g de
peso para aves de igual idade manejadas de maneira semelhante no mesmo
aviario (ALBUQUERQUE et al. 2005; API et al. 2017). Por isso, tanto para
produtores quanto para integradoras e frigorificos €& mais vantajoso
economicamente a produgédo de machos.

Sabendo desta disparidade no desempenho produtivo entre os sexos
nosso estudo teve como objetivo diminuir esta diferenga, fazendo com que a
fémea atingisse um peso semelhante ao do macho através do processo de
reversdo sexual pelo uso de IAs antes da diferenciacdo sexual. Entretanto, s&o
escassos na literatura estudos com a administracdo de |IAs avaliando indices
zootécnicos. Além disso, na maioria dos estudos com |As o farmaco utilizado é o
fadrozole (ELBRECHT; SMITH; 1992; BURKE; HENRY, 1999; VAILLANT, et al.
2001). Apesar de eficiente esta droga tem alto custo, portanto sua utilizacdo em
larga escala € economicamente proibitiva. Deste modo, foi necessario avaliar
outros |IAs testando a dose ideal além da via de aplicacao.

Sendo assim, iniciamos avaliando as diferentes vias de aplicagdo. A
eclodibilidade referente as diferentes vias de administracdo testadas
(experimento 1), mostrou que a via superficial obteve uma maior percentagem
de eclodibilidade quando comparada as demais vias. Este resultado serviu como
base para a escolha desta via de administracdo nos demais experimentos. A
maior taxa de eclodibilidade da via superficial, deve se o ao fato que esta via
apresenta uma profundidade de entrada da agulha no ovo menor quando
comparada as outras vias. Uma profundidade maior pode atingir o embrido
causando sua morte.

No segundo experimento o farmaco fadrozole apresentou uma alta
porcentagem de machos porém foi superior ao grupo controle. Diversos estudos
(ELBRECHT; SMITH; 1992; BURKE; HENRY, 1999; VAILLANT, et al. 2001)
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usando o fadrozole na mesma concentragdo do nosso estudo (0.1mg/ovo),
obtiveram uma taxa de reverséo de 100%.

Apesar da droga da droga C nao ser um inibidor de aromatase (mas sim
um inativador esteroidal), esta foi testada para avaliar sua eficiéncia na reverséo
sexual de aves. Contudo o farmaco resultou em morte embrionaria de todas as
aves. No embriodiagndstico foi possivel observar que os embrides morreram no
10° dia de incubagao provavelmente devido a toxicidade do farmaco, entretanto
nao ha estudos na literatura com uso desta droga em aves.

A eclodibilidade do grupo tratado com a droga B foi semelhante ao grupo
controle negativo, portanto € possivel inferir que o farmaco, nesta concentragao,
nao € toxico para o embrido pois nhdo houve queda na taxa de nascimento. Este
fator é essencial para nosso experimento, visto que o objetivo principal do
projeto € a aplicagdo do inibidor de aromatase em escala industrial. Caso
houvesse uma queda na eclodibilidade, a droga ndo poderia ser aplicada na
industria avicola mesmo apresentando uma alta taxa de reversdao. O peso de
nascimento dos pintinhos também é um fator muito importante para a aplicacao
da técnica em escala industrial. Neste experimento a média de peso das aves
que receberam droga B foi similar aos grupos controle negativo e NaCl. Portanto
a droga B nao reduziu o peso de nascimento, este € um fator importante para a
sua aplicabilidade em larga escala. Pintos com peso de nascimento menor
ganham menos peso durante o periodo de criagdo comparados as aves que
nascem mais pesadas. (STRINGHINI et al. 2003; LARA et al. 2005)

Com base nos resultados obtidos no experimento com a droga B,
decidimos diminuir a concentragdo da droga, com intuito de minimizar os custos
do tratamento ja que o objetivo final é utilizar o farmaco em escala industrial
dentro da industria avicola. Como era esperado o grupo tratado na concentragao
de 0.1mg/ovo apresentou uma alta taxa de aves machos (100%). Nos grupos
tratados com 0.04mg e 0.02mg/ovo de droga B o niumero de machos também foi
proxima de 100%, entretanto devido ao numero amostral de ovos ser muito
baixo nao foi possivel comprovar a eficiéncia do farmaco. Neste experimento
observamos uma queda na fertiidade e eclodibilidade, o que pode estar
relacionado com a idade avangada das matrizes (80 semanas).

Com relagdo a droga D a porcentagem de machos foi menor que o

esperado. Como n&o ha na literatura nenhum registro de aplicagdo da droga D
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em aves com o objetivo de causar reversao sexual, sdo necessarios novos
experimentos utilizando dosagens maiores que estas utilizadas (0.1mg, 0.04mg
e 0.02mg/ovo) com o escopo de alcangar a reversdao sexual nas fémeas
genéticas. O custo da droga D € menor quando comparado a droga B, e por isso
era importante encontrar uma dose que apresentasse uma porcentagem de
machos maior que 80% e nao diminuisse a eclodibilidade dos ovos submetidos
ao tratamento com este inibidor.

Os experimentos realizados no estudo em laboratério ndo foram
conclusivos para determinar as doses e os farmacos a serem utilizados, devido
ao reduzido numero de ovos ja que o estudo foi realizado no departamento de
reproducdo animal (VRA/FMVZ/USP). Desta forma, o estudo a campo foi
inteiramente realizado em um incubatdrio industrial o que além de maximizar o
numero de ovos testados possibilitou testar a eclodibilidade dos tratamentos em
incubadora industrial.

Primeiramente avaliamos o momento mais adequado para a aplicagao
dos IAs. Nos estudos com fadrozole (ELBRECHT; SMITH; 1992; BURKE;
HENRY, 1999; VAILLANT, et al. 2001) a aplicagédo era realizada ap6s 72 horas
de incubacgao. Isto em escala industrial € um fator prejudicial pois demandaria
um manejo mais laborioso dentro do incubatério ja que seria necessario retirar
os ovos de dentro da incubadora para aplicacdo dos IAs. Ademais, este
procedimento poderia influenciar negativamente na eclodibilidade pois como os
ovos seriam retirados da incubadora durante o periodo de aplicacdo da droga
ficariam fora das condicbes de umidade, temperatura e viragem que sao
essenciais para a eclosdo (YALSIN; SIEGEL, 2003). Neste sentido, avaliamos a
aplicagdo dos IAs (fadrozole, droga B, droga D e NaCl) com 72 horas de
incubagado (72H) e sem incubacéo prévia (OH). A excegdo de NaCl, em todos os
outros tratamentos foi observado uma eclodibilidade maior em OH em relacao a
72H.

A eclodibilidade menor nos grupos tratados no 72H pode estar
relacionada com a retirada dos ovos, para a aplicacao dos IAs, das condigcbes
ideais de incubagao (YALSIN; SIEGEL, 2003). Deste modo OH foi escolhido
como momento de aplicagdo para os posteriores experimentos deste estudo.
Pois além de reduzir consideravelmente o manejo dos ovos no incubatério

também minimiza o risco de quedas na esclodibilidade. A alta contaminagao
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nos ovos tratados com 72H também influenciou negativamente a eclodiblidade.
Contudo foram tomados os mesmos procedimentos de desinfeccdo dos ovos
(aplicacao de alcool 70%) em OH e 72H.

Em relacdo ao numero de machos fadrozole e droga B apresentaram
porcentagens maiores que a droga D. A dose de 0.1mg/ovo na droga D foi
escolhida com base nos outros |As utilizados, ja que ndao ha estudos sobre o
uso da droga D em aves. Provavelmente seria necessario aumentar a dose de
droga D para uma melhor quantidade do numero de machos. Entretanto, tal
procedimento encareceria o tratamento o que inviabilizaria economicamente o
uso desta droga em escala industrial. Por esta, razdo a droga B foi o farmaco
de escolha para os proximos experimentos, assim como o fadrozole que
apesar do seu alto custo foi usado com um controle positivo ja que este IA é
amplamente utilizado na reversao sexual de pintinhos, ao contrario da droga B.
O peso de nascimento nao foi diferente entre os tratamentos este fator &
essencial para a continuidade dos experimentos com IAs. Pintinhos que
nascem com peso menor terdo consequentemente um ganho de peso menor,
durante a fase de criacdo quando comparados a aves que nascem mais
pesadas.

Além disso foi necessario adequarmos a aplicagédo dos inibidores antes
da incubacdo, diminuindo assim o impacto do tratamento na rotina do
incubatério. Nao ha estudos sobre a farmacodindmica e farmacocinética dos
inibidores de aromatase em aves, contudo as pesquisas sobre a farmacologia
destes em humanos mostram que a meia-vida da droga D é de 41 horas
enquanto da droga B gira em torno de 48 a 96 horas (BUZDAR, et al. 2014). A
diferenciacdo sexual em aves ocorre entre o terceiro e o quarto dia de
incubagao (CHUE; SMITH; 2011). Sendo assim, é possivel que a concentragao
da droga D no embrido esteja muito baixa devido a sua metabolizagdo ocorrer
anteriormente a diferenciagcdo sexual (BUZDAR, et al. 2014). Isto, pode
também ter influenciado na menor propor¢ao de machos encontrada.

Como a droga B foi o farmaco escolhido devido sua melhor eficiéncia,
esta foi avaliada em diferentes dosagens com objetivo de diminuir os custos do
tratamento. Além disso, era importante avaliar se doses mais baixas deste
farmaco resultaria em eclodibilidade mais alta, isto poderia estar relacionado a

toxidade da droga B. Contudo, ovos tratados com a dose mais alta de droga B
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(0.1mg/ovo) obtiveram uma eclodibildiade superior a dose média (0.05mg/ovo)
e nao diferiram da dosagem mais baixa (0.025mg/ovo). Sendo assim, foi
descartado que a queda na eclodibilidade tinha relacdo com a toxicidade do
farmaco, ao menos nestas concentragbes testadas. Como futuramente o
farmaco sera aplicado em escala industrial a dose mais baixa (0.025mg/ovo) foi
escolhida por uma questdo de custo e facilidade na aplicagédo. A droga B tem
dificil solubilidade em NaCl o que torna sua aplicagédo na dose 0.1mg/ovo
dificultosa, ao que passo que a concentragdo menor da droga facilitou sua
aplicagéo nos ovos.

Em relagdo ao numero de machos todas as doses da droga B e
fadrozole foram similares. A mortalidade inicial foi maior em todos os
tratamentos o que pode ser indicativo do processo de injecdo dos farmacos
e/ou veiculo nos ovos, pois neste experimento todos os ovos foram incubados
previamente a incubacdo, portanto os embrides eram mais sensiveis quando
comparados aos de 72 horas de incubacdo, devido a diferenca no
desenvolvimento embrionario ente os dois periodos. Enquanto um embrido
com 72 horas de incubagédo possui coracdo, batimento cardiaco e formacéao
dos principais vasos sanguineos o que ainda nao foi incubado, apresenta
apenas por volta de 60 mil células e ainda n&o iniciou a gastrulacao
(HAMBUERGER; HAMILTON, 1951) sendo portanto muito mais sensiveis
as manipulagdes. Neste experimento também nao houve diferengca no peso ao
nascer em nenhum grupo testado. O método de selagem dos orificios feitos
para aplicagao das inje¢cées também pode ter influenciado na mortalidade dos
embrides. Desde o primeiro estudo vedamos os furos nos ovos com parafina
liquida, entretanto, esta poderia escorrer pelo orificio penetrando na gema e
causando a morte do embrido. Além disso o volume aplicado (100ul) poderia
ser outro fator que causaria aumento na mortalidade embrionaria, pois seria um
volume muito alto aplicado no ovo.

Desta maneira, decidimos comparar o método de vedagao com parafina
com uma solugao contendo cola. Este método € menos laborioso e mais rapido
para a vedacao dos ovos. Também testamos dois volumes distintos 50l e
100ul por ovo. Em todos os tratamentos ovos selados com cola obtiveram
eclodibilidade maior aos selados com parafina, portanto este método de

vedacéao foi o escolhido para os proximos experimentos, por sua facilidade de
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execucdo. E possivel presumir que a parafina liquida possa ter penetrado no
interior dos ovos causando a morte do embrido e consequentemente
diminuindo a eclodibilidade.

Contrariamente ao que esperavamos, no volume menor de aplicacéo
(50ulI) foi observada uma eclodibilidade menor que o volume de 100ul, portanto
um volume maior de aplicagdo nao foi prejudicial para o embrido.
Exclusivamente neste experimento a mortalidade final (15-21 dias) foi maior,
em todos os grupos. Isto poderia estar relacionado a alguma falha na
incubadora, porém nenhuma anormalidade foi observada pelos técnicos do
incubatorio.

Testamos ovos sem nenhuma aplicagdo de veiculo e/ou farmaco mas
que foram perfurados com a agulha. Neste grupo esperavamos uma alta taxa
de contaminacgao, visto que os ovos estavam com os oficios abertos e isto
poderia aumentar consideravelmente a entrada de microrganismos. Porém isto
ndo ocorreu ja que a taxa de contaminagéo foi muito baixa (menor que 1%)
assim como nos outros grupos. A selagem dos orificios ainda € um processo
laborioso ja que foi realizada de maneira manual, portanto deixar os ovos sem
vedacéao poderia ser uma alternativa para este problema.

A proporgéao de machos foi similar para ambos o0s volumes e o processo
de vedacao também nao influenciou na agao dos farmacos. Novamente nao foi
encontrada diferengca entre os pesos de nascimentos de todos os grupos
testados. Como foi observada que a droga B foi eficiente em produzir um alto
numero de machos, neste experimento e no posterior ndo utilizamos o
fadrozole como controle positivo.

Apos a escolha do IA, dose, volume e método de selagem dos ovos
(cola) avaliamos a eficiéncia dos pintinhos tratados com a droga
B comparados com machos e fémeas genéticas além de um grupo com ambos
em aviario experimental. Para este experimento os pintinhos dos quatro grupos
eram provenientes do mesmo lote de ovos, portanto eram oriundos das
mesmas matrizes e granjas, incubados juntos na mesma incubadora. A
eclodibilidade foi menor na droga B quando comparada ao controle, mas a
diferenca foi menor que 7% entre os grupos. Como a aplicagdo das injecoes
eram manuais esta melhor eclodibilidade pode ser reflexo de um refinamento

maior na técnica de aplicagdo apds a realizacdo de varios experimentos. O
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numero de machos do grupo droga B, como esperado, foi superior ao controle.
O peso foi similar entre os grupos, esta condigdo é fundamental ja que como
estas aves foram encaminhadas para o teste de ganho de peso era
fundamental que partissem de pesos iniciais similares.

A partir de 28 dias ja foi possivel notar dimorfismo sexual, e no grupo
droga B as aves foram categorizadas como machos fenotipicos. Entretanto a
partir de 35 dias algumas aves que anteriormente apresentavam fendtipo de
machos foram caracterizadas com fémeas fenotipicas, e partir desta pesagem
ocorreu diferenga no peso entre os grupos, isto ndo havia ocorrido nas
pesagens de 7, 14, 1 e 28 dias (graficos em anexo). Esta mudancga refletiu no
ganho de peso final pois com 42 dias, pois 0s machos controle apresentavam
peso superior a todos os grupos. Aves do grupo droga B e misto ndo diferiram
entre si mas tiveram peso superior as fémeas.

Baseados nestes pesos realizamos a necropsia de todas as aves do
grupo droga B e novamente as dividimos e pesamos com base na morfologia
das gbnadas (testiculos, ovarios e ovotestis). As aves que apresentavam
testiculos apresentaram peso superior as com ovario e ovotestis, comprovando
a maior voracidade alimentar e ganho de peso do macho. Provavelmente
devido a baixa dose da droga B as aves que até os 28 dias eram
fenotipicamente machos desenvolveram novamente ovario ou ovotestis e isto
influenciou negativamente no ganho de peso destas.

Em relacdo ao peso de abate os resultados encontrados diferiram dos
obtidos no aviario. Enquanto no galpédo nao foi encontrada diferenga estatistica
em relagdo ao peso aos 42 dias entre as aves da droga B e as do grupo misto,
na pesagem aos 43 dias no abatedouro o grupo B foi superior ao misto. A
pesagem no abatedouro e rendimento de carcaga foi realizada com uma
amostragem de 48 aves por grupo ao passo que no aviario todas foram
pesadas. Entretanto, no abatedouro, as aves foram pesadas individualmente e
as balancas eram mais precisas que as utilizadas no aviario, isto pode explicar a
discrepancia encontrada entre as pesagens.

Houve diferenga, entre misto e droga B, no peso vivo no abatedouro e
isto também se repetiu no peso da carcacga, e a droga B novamente foi superior
ao misto. Este resultado corrobora com nossa hipétese que o tratamento com |A

nas fémeas ocasionaria um peso maior que as fémeas nao tratadas. Como néao
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foi possivel realizar a sexagem genotipica devido aos altos custos, ndo é
possivel quantificar machos genéticos e fémeas revertidas no grupo tratado com
a droga B. Porém é provavel que dentro da amostragem selecionada haviam
fémeas revertidas ja que o peso vivo e rendimento de carcaga foi inferior ao do
grupo de machos controle. No rendimento dos cortes também foi observado um
peso superior de peito, perna e pé para o grupo droga B comparado ao misto e
fémea. Em pés e asas o grupo tratado nao diferiu dos machos e ambos foram
superiores ao grupo misto e fémeas.

No entanto, é necessario que as aves tratadas com IA alcancem um
peso de abate maior e consequentemente maiores rendimentos de carcaga para
que se justifique o investimento realizado com a aplicagdo da droga.
Albuquerque et al. (2004) observaram um ganho de peso superior e conversao
inferior dos machos genéticos comparados as fémeas genéticas e misto (ambos
os sexos). Api et al. (2017) também observaram os mesmos resultados.
Entretanto ndo houve diferenca, entre os sexos, acerca do rendimento de
carcaga.

Sendo assim, sera necessario aumentar a dose da droga B na tentativa
de manter fenétipo masculino das fémeas e assim esperamos que essas tenham
pesos similares aos machos nao tratados. Sao escassos na literatura estudos
avaliando ganho de peso e conversdo alimentar de fémeas masculinizadas
através de |As. Burke e Henry (1999) analisaram o ganho de peso de frangos
tratados com fadrozole (0.015mg e 0.045mg/ovo) e perus (0.02mg e
0.06mg/ovo). Nao observaram diferenga de peso entre as fémeas néo tratadas e
as fémeas revertidas em frangos. Em perus nas fémeas revertidas foi observado
um peso superior as fémeas controle. Mohammadrezaei et al. (2014)
encontraram uma taxa de reversdo de 90% em ovos tratados com fadrozole
(0.1mg/ovo). No grupo tratado com fadrozole (0.1mg/ovo) mais IGF-1 a taxa de
reversao foi 100%. Neste experimento os autores compararam o ganho de peso
das fémeas revertidas com os machos, e observaram que no grupo que recebeu
fadrozole o ganho de peso entre ambos os sexos foi similar, portanto a droga foi
eficiente na reversao sexual das fémeas além de reduzir a diferenca de peso
entre 0s sexos.

Essa grande variagdo no peso das fémeas revertidas com uso de |As,

pode estar atrelada aos diferentes graus de reversdo observados. Diversos
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estudos com aplicagdo de fadrozole (ELBRECHT; SMITH; 1992; BURKE;
HENRY, 1999; VAILLANT, et al. 2001) tém encontrado diferentes graus de
reversao sexual, desde fémeas que ndo responderam ao tratamento e
apresentavam ovarios, em outras foi observado ovotestis enquanto algumas
possuiam testiculo unilateral e bilateral. Abinawanto et al. (1998) utilizaram
fadrozole (0.1mg/ovo) e mantiveram as fémeas revertidas até o periodo de
maturidade  sexual. @ Algumas fémeas  masculinizadas  produziram
espermatozoides, inclusive com a produgédo espermatozoides W. Isto comprova
que o grau de masculinizagao das fémeas é muito variado.

Trukhina et al. (2014) testaram a eficiéncia de 1As na reversao sexual de
pintinhos, utilizando a dose de 0.1mg/ovo. Os autores analisaram a reversao
sexual com a aplicagao dos IAs no 4° dia de incubagao e no 4° e 11° dia. Porém,
0 escopo deste estudo se basearam apenas na avaliagdo histoldgica das
gbnadas. Deste modo, os autores ndo informaram a porcentagem de reversao
sexual e também n&o houve calculo de eclodibilidade ja que a incubacéao foi
interrompida no 19° dia, e a eclosdo em frangos ocorre geralmente com 21 dias
(504 horas) (HAMILTON; HAMBUERGUER, 1951).

Com relacao a utilizagao dos IAs na industria avicola, iniciamos os testes
de aplicagdo através da maquina de vacinagdo em ovo. Em nossos testes
prévios em incubatério, com a aplicacdo de NaCl 0.9% nos ovos através da
maquina de vacinagdo houve alta mortalidade embrionaria inicial. As
vacinadoras aplicam as vacinas na altura albume, contudo isto ocorre no 18° dia
de incubacdo durante a transferéncia dos ovos da incubadora para o
nascedouro. Ja a aplicagdo dos inibidores de aromatase foi definida no dia 0 de
incubacao, e a agulha deve ser inserida no interior da camara de ar, baseado
nos experimentos que realizamos. Como a profundidade da agulha da
vacinadora nao foi ajustada para ovos com desenvolvimento embrionario inicial,
a agulha esta penetrando no albume espesso e/ou na gema ocasionando a
morte do embrido. Isto foi comprovado com a adigcdo de um corante junto ao
NaCl.

Para uma eclodibilidade superior sera necessario diminuir a
profundidade de penetracdo da agulha no ovo, penetrando preferencialmente
apenas na camara de ar. E fundamental aprimorar este procedimento pois a

vacinadora € imprescindivel para a aplicagdo dos farmacos em larga escala, ja
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que o IA sera administrado em milhdes de ovos. Por esta razdo, também sera
necessario desenvolver um método automatizado para a selagem dos ovos.

Diante do exposto é possivel afirmar que a droga B foi eficiente em
aumentar o numero de machos fenotipicos na eclosdo. A dose mais baixa
utilizada (0.025mg) apresentou quase 100% de machos fenotipicos no primeiro
dia de vida. Entretanto, apds os 42 dias de criacao observou-se que 58%destas
aves desenvolveram ovarios ou ovotestis o que influenciou negativamente no
ganho de peso. Desta maneira sera necessario aumentar a dose da droga B e
repetir o experimento de avalicdo de peso e observar, através da necropsia, as
gbnadas avaliando se as aves se manterdo com testiculos até o abate (42 dias
de idade) e se este fator contribuira com um maior ganho de peso das aves
tratadas comparadas as fémeas genéticas e lote misto.

Além disso, caso os resultados esperados sejam promissores, ou seja,
as aves tratadas com a droga B tenham peso superior as fémeas e ao grupo
misto, sera necessario automatizar a aplicagcao do IA através da vacinadora e
também padronizar um método de selagem mais rapido, ja que o farmaco sera
aplicado em milhées de ovos.

Apos solucionados estes desafios acreditamos que a droga B possa ser
empregada em escala industrial diminuindo a diferenga de peso entre os sexos.
Isto aumentara a lucratividade dos produtores e da industria além de trazer

melhorias no manejo das aves durante o periodo de criagéo.
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8. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos foi possivel afirmar que:

- a injecao por via superficial apresentou uma eclodibilidade maior que as vias
lateral e média;

- 0 grupo de ovos no qual o farmaco foi aplicado sem incubacdo prévia (Oh)
apresentou uma maior eclodibilidade que o grupo em que o farmaco com 72
horas de incubacéo;

- a droga B apresentou uma maior propor¢gao de machos quando comparada
com fadrozole e droga D;

- ndo houve diferengca no numero de machos entre as trés concentragdes da
droga B;

- nao houve diferenca em relagdo a eclodibilidade entre os volumes de
aplicacao de 50 e 100ul;

- 0 método de selagem dos ovos por cola apresentou uma eclobilidade maior
que o método de selagem por parafina;

- as aves do grupo droga B obtiveram peso vivo, no aviario, igual ao grupo
controle misto, superior ao grupo controle fémea e inferior ao controle macho.;
- as aves do grupo droga B obtiveram peso vivo e de carcaga, no abatedouro,
superior ao grupo misto e fémea e inferior ao machos;

- as aves do grupo droga B obtiveram rendimento de cortes (asa, peito, perna e

pé) superiores aos grupos misto e fémeas.
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Apéndice A

Figura 15 — Imagem da avaliagdo do sexo morfolégico por meio de necropsia
em aves com um dia de idade tratadas com |As. (A) ave com testiculos, (B) ave
com ovario e (C) ave com ovotestis.
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Apéndice B

Figura 16 — Imagem da avaliagdo do sexo morfolégico por meio de necropsia
em aves com 42 dias de idade tratadas com |As. (A) ave com testiculos, (B)
ave com ovario e (C) ave com ovotestis.

A
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Apéndice C

Figura 17 - (A) Peso aos 7 dias, (B) 14, (C) 21, (D) 28 e (E) 35 dias dos
tratamentos controle incubadora e droga B 0.025mg (n = 1408 ovos). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos (P < 0.05).

— —
150
50

Macho Fémea Misto Droga B

N
=]
=3

Peso 7 dias (g)
g

(340) (345) (345) (348)
Controle
5007
B __ -
C) 400
»
.8 300
©
3
° 200
a
o
2 1004
0- T T
Macho Fémea Misto Droga B
(333) (338) (338) (332)
Controle

C 1000+
J—
c) 800
]
.8 600
°
&
o 4001
a
4]
8 2004
0- T T
Macho Fémea Misto Droga B
(328) (334) (334) (332)
Controle

Peso 28 dias (g)
©
(=3
<

1500

1200+

600+

3001
0- T

Macho Fémea Misto Droga B
(326) (332) (333) (330)

Controle



Peso 35 dias (g)

2400
2200+

2000+

1800
1600

1400

1200-

Macho
(325)

b b
c
Fémea Misto Droga B
(329) (332) (329)

Controle

67





