ANEXO 1 - MINUTA DE PROJETO DE PESQUISA

1 - IDENTIFICAGAO:

1.1 Nome do Solicitante: Marcelo Leite da Veiga
1.2 Matricula SIAPE: 1728692
1.3 E-mail de contato: marcelo.lv@ufsm.br

2 - DADOS DO PROJETO:

2.1 Titulo: Desenvolvimento dos tecidos extra e intraembrionarios de ovos fertilizados de frangos das
ragas Plymouth Rock White, Plymouth Rock Barrado e Rhode Island Red, com e sem a inoculagdao com
cantaxantina.

2.2 Registro UFSM: 059232

3 — CARACTERIZAGAO E JUSTIFICATIVA:

Devido ao constante progresso genético que vem ocorrendo nas linhagens avicolas destinadas a producdo de
carne, o tempo de abate do frango de corte foi consideravelmente reduzido. Com isso o periodo de
incubacdo se torna cada vez mais importante, representando cerca de 30% do periodo de vida do animal.
Portanto, limitacdes no desenvolvimento neonatal podem implicar em um baixo desempenho do frango
(RONDON e MURAKAMI, 2008).

A ultima fase da incubacdo, prenhez e nascimento é um dos periodos de maior impacto no crescimento pos-
natal dos vertebrados, jd que ocorre uma mudanca drdstica de um ambiente aquoso protegido para um meio
aerdbico totalmente distinto. Esta fase nas aves inclui absor¢do de agua, retracdo do saco vitelino,
maturacdo funcional do pulmao, desenvolvimento do trato gastrointestinal com foco no crescimento de vilos
e maturacdo de enterdcitos, transicdo de uma respiracdo cério-alantdide para uma pulmonar, bicagem e
nascimento, ocorrendo ao mesmo tempo um desenvolvimento da resposta homeotérmica (DECUYPERE et
al., 1991).

Apds a eclosdo as aves apresentam funcbes digestivas limitadas, o que diminui a disponibilidade de
nutrientes para seu crescimento, embora sua capacidade digestiva comece a se desenvolver quando o fluido
amnidtico é oralmente consumido, por volta do 17° dia de incubacdo (UNI et al., 2003a). Por ndo possuirem
desenvolvida a microflora intestinal, os pintos sdo muito susceptiveis a colonizagdo por patdégenos
acarretando no desenvolvimento de doengas, agregando isso ao menor tamanho de d6rgdos imunitarios
devido ao desenvolvimento genético avancado e a falta de produgdo de linfécitos devido ao jejum pds-
eclosdo. A camada de muco do epitélio intestinal é a primeira barreira fisica contra infec¢des. O
desenvolvimento da mucosa intestinal, assim como das enzimas digestivas e das vilosidades intestinais, é
estimulado pelo acesso precoce do pinto ao alimento.

Assim, para a melhor utilizagdo da técnica de inoculagdo in ovo é necessdrio se conhecer as caracteristicas
morfoldgicas dos tecidos extra e intraembriondrios de ovos fertilizados e determinar o estagio 6timo de
inoculagdo com cantaxantina, que disponibilize nutrientes ao embrido, fornega maior eficiéncia digestiva e
diminua as taxas de morbidez e mortalidade apds a eclosao.

A literatura cientifica apresenta vantagens da suplementacdo pela cantaxantina na dieta de Gallus gallus
(GARCIA et al., 2002; FERREIRA, 2010; SANTOS, 2011; ROCHA, 2011; ROSA et al., 2012; ROCHA et al., 2013;
TRIQUES, 2014; FORGIARINI, 2015; ARAUJO, 2017; LUCCA, 2017; ORSO, 2017; CESCO, 2019; ARAUJO et al.,
2020; MIRANDA et al., 2021). No entanto, o custo dessa suplementacdo é alto, visto a pequena quantidade
gue efetivamente chega ao embrido.

Estudos prévios testaram diferentes quantidades de cantaxantina inoculadas in ovo, via cavidade amniética.
Araujo (2020) testou a concentrac¢do ideal de cantaxantina a ser inoculada no dia 17, utilizando 156 ovos por
dose, concluindo que a dose de 0,035mg foi a mais promissora. Entretanto, com formulacdo comercial
utilizada ndo seria recomendado seu uso, possivelmente por outros componentes associados. Como foi
observado ganho do estado oxidativo, pode-se supor que uma formulagdo diferente e a inoculagdo em outro
dia poderiam ser vantajosas, uma vez que reduziriam os custos de aquisicdo da cantaxantina e otimizariam
os resultados.




Assim, para a melhor utilizacdo da técnica de inoculagdo in ovo é necessdrio se conhecer as caracteristicas
morfoldgicas dos tecidos extra e intraembrionarios de ovos fertilizados e determinar o estdgio 6timo de
inoculagdo com cantaxantina, que disponibilize nutrientes ao embrido, fornega maior eficiéncia digestiva e
diminua as taxas de morbidez e mortalidade apds a eclosao.

4 — OBJETIVOS E METAS:

OBJETIVO GERAL

Descrever comparativamente as caracteristicas morfoldgicas de tecidos extra e intraembrionarios de ovos
fertilizados de frangos das ragas Plymouth Rock White, Plymouth Rock Barrado e Rhode Island Red e
determinar o estagio 6timo de inoculagdo com cantaxantina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever comparativamente diferentes aspectos morfoestruturais das membranas extraembriondrias e de
diferentes tecidos intraembriondrios de frangos das racas Plymouth Rock White, Plymouth Rock Barrado e
Rhode Island Red.

- Avaliar a composi¢do celular e de matriz tissular, bem como as caracteristicas vasculares das membranas
extraembrionadrias nos periodos de incubacdo e eclosdo, com e sem inoculagdo in ovo de cantaxantina.

- Caracterizar histologicamente as membranas extraembriondrias nos periodos de incubacdo e eclosdo de
ovos das racas estudadas com e sem suplementacdo pela cantaxantina.

5 - METODOLOGIA:

Neste projeto, durante o ano de 2023 foi realizado o ensaio experimental, onde foram atendidas as primeiras
etapas, em especial a analise macroscdpica e a colheita das biopsias. No ano de 2024 foi realizada a inclusdo
em parafina de todas as amostras coletadas e realizadas as analises morfométricas que caracterizam os
aspectos vasculares da membrana corioalantdica. No corrente esta planejado o processamento histolégico
das demais amostras de membranas extraembriondrias e a realizacdo dos protocolos histoquimicos para
quantificacdo de glicogénio, mucinas e dos colagenos tipo | e lll.

No bioensaio foram utilizados ovos fertilizados de poedeiras das ragas Plymouth Rock White, Plymouth Rock
Barrado e Rhode Island Red provenientes do Laboratdrio de Avicultura da Universidade Federal de Santa
Maria. Estes ovos fertilizados sdo produzidos e disponibilizados a fim promover a melhoria da qualidade do
plantel de galinhas poedeiras e de corte dos produtores de pequeno e médio porte do sul do brasil, ao
disponibilizar novas linhagens melhoradas, de alto valor zootécnico, com diferentes gendtipos e alta
heterozigosidade.

Incubacdo, inoculacdo e coleta

No préprio LAVIC, os ovos fertilizados foram colocados em incubadora comercial onde permaneceram até o
dia da coleta. Diariamente foram colhidos 10 ovos de cada raca, totalizando 510 ovos até o dia 17. Nos dias
17, 18 e 19, foi administrada a cantaxantina na metade dos ovos incubados (“in ovo”), a fim de verificar o
melhor dia de inoculacdo. Do dia 18 ao 21, foram colhidas amostras de 10 ovos de cada rac¢a suplementados
com cantaxantina e 10 sem suplementacao, logo, 60 ovos por dia, totalizando 240 ovos durante este periodo.
Somando os dois periodos o nimero total de ovos fertilizados e em desenvolvimento embrionario projetado
foi de 750.

A técnica de inoculagdo utilizada foi a apresentada em diversos estudos da area, que consiste em higienizar a
regido da camara de ar de cada ovo com alcool iodado (2%) e perfurar na regido com a agulha 7x2,5 mm, até
atravessar a membrana interna do ovo e alcangar o liquido amniético, inoculando 0,3 mL de solugdo. Este
valor foi o menor dentre todos da literatura consultada (LEITAO, et al. 2008; LEANDRO, et al. 2010; LEITAO, et
al. 2010; CAMPQS, et al. 2011 e ARAUJO et al. 2020). Assim, na presente proposta, foi utilizada a dose de
0,035mg, previamente testado por Araujo, et al. (2020), desprovida de lignosulfonatos aglutinantes e nos
dias 17, 18 e 19 de incubacdo.




Ao serem retirados da incubadora, os ovos fertilizados foram levados ao Laboratério de Morfofisiologia
Experimental e Comparada (LABITEX), do Departamento de Morfologia, do Centro de Ciéncias da Saude da
UFSM, onde foram colhidas as estruturas propostas e realizados os processamentos e analises derivadas.
Para a eutandsia dos embriGes foram utilizadas as recomendagbes do Guia Brasileiro de Boas Praticas em
Eutanasia em Animais, referendado pelo Conselho Federal de Medicina Veterindria, pelo Ministério da
Agricultura e Pecudria e pelo CONCEA, utilizadas nas pesquisas desenvolvidas no pais, que sdo: ovos
embrionados até 14 dias, resfriamento por submersdo em agua com gelo (0 a 42C) por 20 minutos seguido
de decapitacdo; ovos embrionados acima de 15 dias, exposi¢do ao CO2 seguido de decapitacao.

Andlises microscépicas

Das membranas vitelinica, coridnica e alantdica foram coletadas amostras, imediatamente submetidas ao
processo de fixacdo pelo formaldeido. Estas passardo pelo processamento histolégico padrdo, a saber,
desidratacdo em dlcool, diafaniza¢do por xilol, inclusdo em parafina histolégica e microtomia.

As laminas histoldgicas resultantes serdo submetidas aos protocolos histoquimicos da reacdo ao Acido
periédico de Schiff (PAS), alcian blue e picrossirius.

Coleta de imagens

Para as anadlises microscdpicas serdo obtidas fotomicrografias das laminas histoldgicas no microscépio Zeiss
(AxioScope A1-AX10, camera Axioscan 305), as quais serdo submetidas a morfometria dos diferentes
parametros, segundo o drgao.

Analise estatistica

Os dados quantitativos morfométricos obtidos serdo submetidos a estatistica descritiva e testes de
comparacdao entre grupos estudados. Assim, serd realizado o teste de normalidade das varidveis
(Kolmogorov-Smirnov) seguido da comparagdo entre as médias (Mann-Whitney e Kruskall-Wallis). Valores de
p bicaudal < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas serdo
realizadas no programa GraphPad Prism 8.0.

6 — RESULTADOS E/OU IMPACTOS ESPERADOS:

Ao final do projeto espera-se haver descrito, por primeira vez, as caracteristicas morfoldgicas dos tecidos
extraembriondrios de ovos fertilizados de frangos das racas Plymouth Rock White, Plymouth Rock Barrado e
Rhode Island Red e determinar o estagio 6timo de inoculagdo com cantaxantina.

Também se pretende publicar artigos estabelecendo os valores de correlagdo entre raca e as medidas
anatdmicas de peso do ovo, peso corporal do animal e peso dos 6rgdos internos, além de caracterizar
histologicamente os periodos de incubagdo e eclosdo de frangos das ragas estudadas com e sem
suplementagdo pela cantaxantina; especificamente das membranas extraembriondrias.

7 — CRONOGRAMA DE EXECUGCAO REFERENTE AO PERIODO DO EDITAL:

Acdo MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OUT | NOV | DEZ
Manter atualizado o referencial teérico do projeto X X X X X X X X
Microtomia e processamento histoquimico das laminas X X X X X

histoldgicas das amostras das membranas vitelinica,
corionica e alantdica

Elaboracdo do resumo para congresso, apresentando os X
resultados macroscépicos
Elaboracdo do artigo apresentando os resultados X

macroscépicos e das membranas extraembrionarios




8 — ORCAMENTO:

8.1 - Bolsa (349018) = RS 4.000,00

Obs: Caso solicitar bolsa, descreva o PLANO DE TRABALHO do bolsista referente ao cronograma submetido
na minuta do projeto e preencha o TERMO DE COMPROMISSO em atencdo a Resolug¢do 023/2008 — CNPq

PLANO DE TRABALHO
As atividades planejadas para o bolsista visam a formagdo plena das capacidades inerentes a atividade de
pesquisa esperadas de um aluno de graduacado. Para isto ele devera cumprir o plano de trabalho abaixo.

Etapas Descricao Inicio Final
Bibliografia Manter atualizado o referencial tedrico do projeto 05/2024 | 12/2024
Microscopia Microtomia e histoquimicas das laminas histoldgicas das 07/2024 12/2024
amostras das membranas vitelinica, corionica e alantdica

Resumo Elaborag¢do do resumo para congresso, apresentando os 12/2024 12/2024
resultados microscépicos

Artigo Elaboragdo do artigo apresentando os resultados 12/2024 12/2024
microscopicos e das membranas extraembrionarios

Bibliografia Manter atualizado o referencial teérico do projeto 05/2024 12/2024

8.2 — Material de Consumo (349030) = RS 0,00

Detalhamento e justificativa

8.3 — Outros Servicos de Terceiros — Pessoa Fisica (349036) = RS 0,00

Detalhamento e justificativa

8.4 — Outros Servicos de Terceiros — Pessoa Juridica (349039) = RS 0,00

Detalhamento e justificativa
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TERMO DE COMPROMISSO
(Em atencdo a Resolucdo 023/2008 — CNPq)

Eu, Marcelo Leite da Veiga, SIAPE n2 1728692, uma vez contemplado(a) com cota(s) de bolsa através deste
edital, afirmo o compromisso de nao indicar bolsista que seja meu conjuge, companheiro ou parente em
linha reta, colateral ou por afinidade, até o terceiro grau, inclusive.

Declaro estar ciente de que a submissao deste documento em atendimento aos requisitos do Edital por meio
de login institucional e senha pessoal no Portal de Projetos da UFSM caracteriza aceitagao deste termo de
compromisso.




