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RESUMO

A identificagdo precoce de pintainhas com condi¢des de qualidade boas ou ruins permite destina¢ao
correta das aves no incubatério e uma melhor composi¢ao dos lotes que irdo para a granja. Uma
maneira de selecionar pintainhas pela qualidade pode ser através da identificacdo de biomarcadores
em amostras bioldgicas. Paralelamente a isso, conhecer o perfil metabdlico de pintainhas oriundas
de matrizes de diferentes idades ¢ base para pesquisas que visem desenvolver estratégias para
diminuir o efeito da idade da matriz nos resultados de eclosdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar se a qualidade da pintainha e a idade da matriz que as geram causam diferenga no perfil
metabolico em meconio da pintainha poedeira. Para isso, 198 pintainhas oriundas de matrizes
Lohmann, categorizadas nas faixas de idade de matriz jovem, média e velha, foram classificadas,
por meio da avalia¢do visual, como de boa ou ma qualidade, e em seguida tiveram meconio coletado
para teste de metabolomica. Pintainhas boas apresentaram 16 metabolitos que variaram entre as
idades da matriz com acurdcia geral 72,9%. A acurécia para predizer, baseando-se no perfil
metabolito, se a pintainha tinha origem de matriz jovem foi de 92,31% com alta sensibilidade
(92,30%) e especificidade (93,75%). Em pintainhas ruins, foram discriminados 4 metabdlitos, com
acuracia geral de 66,17%. Houve melhor separacdo de metabodlitos na PSL-DA na categoria de
pintainhas boas, e 6 destes apresentaram alto valor de area sob a curva (AUC) individual em
pintainhas boas de matriz jovem. Foram estes, “Thyrotropin releasing hormone” TRH, “Creatine”
(CR), “Semilepidinoside B” (SB), “Gly Pro Lys” (GPL), “Pirimicarb” (PIR) e “la-hydroxy-23-[3-
(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 / 1a-
hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorcholecalciferol” (DT3). Ao desconsiderar a idade da matriz, 5 metabolitos variaram entre
pintainhas boas ou ruins, porém, com um acurdcia baixa de 63,38% para discriminar a qualidade
através dos metabdlitos encontrados. Pintainhas de matrizes novas, médias ou velha tiveram,
respectivamente, 12, 11 e 2 metabdlitos que variaram entre as qualidades boa e ruim e a acuracia
para cada faixa de idade foi de 74,46%, 70,83% e 51,6%. Ao final, alguns metabdlitos se
apresentaram como potenciais biomarcadores para distinguir pintainhas de boas e ruins oriundas
das idades jovens “Z12-oxo0-10Z-octadecenoic acid” (OXO), “Dihydro Isorescinnamine” (DI),
“PS(0-16:0/15:0)” (PS), “N-stearoyl tryptophan” (NST), “Creatine” (CR), “7-methyl-1-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-1,4a,5,6,7,7a-
hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid” (7M), médias “N — nitrosoguvacine” (NN), “Asn
Phe” (AP), “AFMK” (AF), “HC Blue No.2” (HC2), “Pentahomomethionine” (PTN),
“Hydroxyprolyl-Valine” (HV) e velhas, “l1-(O-alpha-D-mannopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-
dotriacontanetriol” (OAM). Esse ¢ o primeiro trabalho da literatura que apresenta potenciais
biomarcadores que distinguem a pintainha poedeira pela idade da matriz e pela qualidade da

pintainha poedeira.



Palavras-chave: Metabdlitos, metabolomica, embrides, pintainhas de um dia



ABSTRACT

Early identification of either good or poor-quality chicks is crucial for proper hatchery
allocation and optimal farm flock composition. One approach to selecting chicks based on
quality involves identifying biomarkers in biological samples. Concurrently, understanding the
metabolic profile of chicks from different-aged breeders is essential for developing strategies
to mitigate the age-related effects on hatchability. This study investigated whether chick quality
and breeder age influence the metabolic profile in layer chick meconium. A total of 198 chicks
from Lohmann breeder hens, categorized as young, middle-aged, and old, were visually
assessed for quality, and meconium samples were collected for metabolomic analysis. Good-
quality chicks exhibited 16 metabolites that varied across breeder ages with an overall accuracy
of 72.9%. Using metabolite profiles, the accuracy for predicting if a chick originated from a
young hen was 92.31%, with high sensitivity (92.30%) and specificity (93.75%). Four
metabolites were discerned in poor-quality chicks with an overall accuracy of 66.17%. The
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) showed enhanced metabolite separation
in good-quality chicks, with six metabolites exhibiting high area under the curve (AUC) values
in chicks from young hens, namely "Thyrotropin releasing hormone" (TRH), "Creatine" (CR),
"Semilepidinoside B" (SB), "Gly Pro Lys" (GPL), "Pirimicarb" (PIR), and "1a-hydroxy-23-[3-
(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 /
la-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorcholecalciferol" (DT3). Not taking into account

maternal age, five metabolites varied between good and poor-quality chicks, but with a low
accuracy of 63.38% for quality discrimination. Chicks from young, middle-aged, and old hens
exhibited 12, 11, and 2 varying metabolites between good and poor qualities, with accuracies
of 74.46%, 70.83%, and 51.6%, respectively. Certain metabolites emerged as potential
biomarkers to distinguish between good and poor-quality layer chicks from young age groups.
These include "Z12-oxo0-10Z-octadecenoic acid" (OXO), "Dihydro Isorescinnamine" (DI),
"PS(0-16:0/15:0)" (PS), "N-stearoyl tryptophan" (NST), "Creatine" (CR), and "7-methyl-1-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-1,4a,5,6,7,7a-
hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid" (7M) for chicks from young hens, “N —
nitrosoguvacine” (NN), “Asn Phe” (AP), “AFMK” (AF), “HC Blue No.2”

(HC2), “Pentahomomethionine” (PTN), “Hydroxyprolyl-Valine” (HV) for middle-aged, and
“1-(O-alpha-D-mannopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol” (OAM) for old ages.
. This study represents the first in the literature to present potential biomarkers distinguishing

layer chicks by maternal age and chick quality.
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1 INTRODUCAO

Na ultima década, o Brasil testemunhou um aumento na produgdo de pintainhas de
corte e postura comercial. Em 2012 foram alojadas 46,5 milhdes e 907 mil matrizes de frango
e poedeira, respectivamente. Ao passo que em 2022, os numeros subiram para 56,3 milhdes e
1,9 milhdes de matrizes alojadas (ABPA, 2023). Consequentemente, a avicultura brasileira
registrou um notavel crescimento na produ¢do de carne de frango e ovos. O pais é o maior
exportador e segundo maior produtor de carne de frango do mundo, e produz em média 1.500
ovos por segundo para consumo humano (XIMENES, 2023; ABPA,2023). Isto faz com que a
avicultura assuma protagonismo na economia e na segurang¢a alimentar do mundo todo.

A avalia¢do da qualidade de pintainhas na avicultura ¢ uma etapa crucial para
garantir o sucesso da producdo avicola. Melhorias na qualidade do pintinho resultam em
producao mais eficiente e mais lucrativa do lote, ¢ métodos de avaliagdo acurados para
classificar pintainhas sdo ferramentas para evitar perdas econdmicas futuras (NARINC, 2021).
Durante o desenvolvimento embriondrio de pintainhas, ocorrem varias mudangas metabdlicas
cruciais a medida que as células se multiplicam e se diferenciam para formar os tecidos e 6rgaos
do embrido (GIVISIEZ et. al., 2020). Situacdes que possam comprometer o metabolismo do
embrido, acarretardo prejuizos na qualidade do pintinho eclodido (UDDIN e HAMIDU, 2014).

A pratica de avaliacdo precoce da qualidade do pintinho € importante para o
incubatorio e para a granja. Para o incubatdrio esse € um parametro util para avaliar a eficiéncia
do processo de incubagdo, pois anormalidades nos pintainhas resultam em perda financeira e
diminui¢do de lucro da empresa, devido a diminuig¢do de pintainhas vendaveis (OGUNMOYO
& ODUNSI, 2018). Para a granja, a presenca de pintainhas de baixa qualidade esta associado a
um lote de baixo desempenho. Isso porque pintainhas de qualidade ruins sdo mais predispostos
a infecgdes, 0 que consequentemente gera prejuizos no bem-estar animal, piora a conversao
alimentar e a uniformidade das aves (VAN et. al., 2012).

A definicdo de um método para avaliar a qualidade do pintinho ¢ algo dificil de se
conseguir, ha muita subjetividade nos julgamentos das variaveis entre os avaliadores
(WILLEMSEN, et. al, 2008, YEBOAH et. al., 2019). Dentre as principais técnicas para avaliar
a qualidade do pintinho recém eclodido, destacam-se: avalia¢do visual, peso corporal, massa
corporal menos massa de gema, comprimento do pintinho, porcentagem do peso do pintinho

em relacdo ao ovo incubado, e os métodos de avaliacdo Tona ou Pasgar (MOLENAAR, 2011).



Além da qualidade da pintinha, varidveis podem interferir nos resultados de eclosdo,
como por exemplo a idade da matriz (NASRI et.al., 2020, YAMAK et. al., 2023). Nesse sentido,
uma abordagem para se conhecer melhor biomarcadores que variam com a idade da reprodutora
¢ interessante para pesquisar métodos que minimizem os efeitos da idade.

Tecnologias “Omicas” (genOmica, transcriptdmica, protedmica ¢ metabolomica)
possuem como objetivo avaliar de forma abrangente as biomoléculas de um tecido, célula,
fluido ou organismo. Especificamente, a metaboldomica surgiu como uma ferramenta poderosa
para a compreensdo de sistemas biologicos complexos, permitindo a deteccdo e analise de
milhares de metabolitos em uma unica amostra (MANJULA e GOWDA, 2010). No campo de
pesquisa geral da avicultura, estas tecnologias “Omicas” desempenham papel promissor na
descoberta de novos entendimentos em patologia e fisiologia, além de auxiliar na identificacao
de biomarcadores importantes para desempenho das aves (GOOSSENS et. al., 2022).

Dado a importancia da melhoria constante nos processos de eclosao e de definir a
qualidade dos pintainhas eclodidas, as limitagdes das técnicas visuais ¢ a versatilidade da
metabolomica esse trabalho buscou de maneira exploratéria encontrar possiveis biomarcadores

de idade e qualidade em meconio de pintainhas poedeiras.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Metabolismo do embriao

O metabolismo do embrido ¢ determinado basicamente pelo nivel de suprimento de
oxigeénio e pelo tipo de substrato disponivel em cada fase. O ovo constitui-se praticamente de
lipidios e proteinas, enquanto carboidratos representa cerca de 1% da composicdo total de

nutrientes (GIVISIEZ et. Al., 2020).

MORAN em 2007, segmentou o desenvolvimento embriondrio em trés fases:

estabelecimento do disco germinativo, conclusdo do embrido e eclosdo.

A fase inicial ocorre durante a primeira semana, € consiste na formacao dos
compartimentos embrionarios (dmnio, corio, alantdide e saco da vitelinico). Nesta etapa, devido
a imaturidade de células sanguineas e da membrana coérioalantdide, a oferta de oxigénio €
limitada. Portanto, a principal fonte de energia € relacionada as vias glicoliticas anaerobias,
suplementadas pela quantidade de glicose no ovo (KUCERA et al., 1984; MORAN, 2007). A
glicolise resulta em 2 moléculas de piruvato e 6 ATPS. Normalmente o piruvato ¢ oxidado para

gerar mais ATP, porém este processo ¢ dependente de oxigénio. Logo, em momentos de baixa



concentragdo de oxigénio o piruvato ¢ armazenado na forma de lactato, € no momento que os
niveis de oxigénio forem reestabelecidos, a glicose pode ser gerada a partir do lactato via ciclo

de Cori (DE OLIVEIRA, 2008).

A mantenca de desenvolvimento embrionario ¢ a formagdo de novos tecidos
demandam a maior parte de energia produzida pelo embrido. Via de regra, o custo da formacao
de 1 grama de tecido, em média, necessita 3 vezes mais o custo de manté-lo. Ao final da
incubacdo, niveis de energia também serdo utilizados para o processo de eclosdo e

termorregulagdio (MORTOLA e COONEY, 2008; MUELLER et. al., 2022).

A segunda fase, de conclusdo do embrido, tem como ponto principal o término do
desenvolvimento da membrana cérioalantoide, que sustenta a troca de O2-CO2 suficientemente
para atender o crescimento rapido do embrido (MORAN, 2007). Como ocorre um decréscimo
no conteudo de glicose na gema, a principal fonte de energia torna-se triglicerideos e
fosfolipidios (PULIKANTI et. al., 2010; DE OLIVEIRA et. al., 2008), que serdo metabolizados
via ciclo de Krebs e f-oxidagao para producao de ATP (DE OLIVEIRA, 2008).

Por fim, a terceira etapa proposta por Moran 2007, ¢ composta pela ingestdo do
amnio pelo embrido, o acimulo de glicogénio em musculos e figado, inicio da respiragdao
pulmonar, absor¢do da gema residual, bicagem da casca e eclosdo propriamente dita.
(CHRISTENSEN et. al., 2001; MORAN, 2007). A ingestdo do fluido amnidtico garante
substratos para serem armazenados como glicogénio, que sera fundamental para garantir
energia no momento de baixa disponibilidade de oxigénio poés ruptura da membrana

corioalantoide (UNI e FERKET, 2003; MORAN, 2007).

Nao diferentemente de outros animais, o figado ¢ o 6rgdo de maior atividade
metabodlica no embrido de aves (DE OLIVEIRA, 2008). Este o6rgdo desempenha um papel
crucial na absor¢do, armazenamento, modificagdo e exportagdo de nutrientes provenientes da
circulacdo vitelina, do trato digestorio e dos tecidos periféricos. Desde antigamente, sabe-se que
além disso, o figado € responsavel por metabolizar os residuos de outros tecidos para excre¢cao
ou recicla-los em metabolitos tteis (ROMANOFF, 1960). Juntamente com a gema, o figado
assegura a reserva principal de glicogénio para o embrido (Uni et. al., 2005; YADGARY e UNI
2012). A gliconeogénese que ocorre no figado € crucial como fonte de energia para 0 momento
que vai da bicagem interna até a alimentac¢ao do pintinho. A glicose obtida desta via podera ser
exportada a outros tecidos ou armazanadas como glicogénio para uso posterior (DE

OLIVEIRA, 2008).

Para finalizar o contexto geral do metabolismo do embrido de aves, os principais



hormdnios atuantes no processo sdo insulina, glucagon, tri-iodotironina (T3), tiroxina (T4) e
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I e IGF-II) (ZHOU et. al., 2007). A insulina e
glucagon irdo atuar no equilibrio das concentracdes de aminoacidos e glicose no organismo do
embrido. (LU et. al., 2007). Os hormoénios tireoidianos (T3 e T4) desempenham papel
fundamental na termorregulagdo, crescimento muscular e mobilizagdo de glicogénio
(CHRISTENSEN et. al, 2003). Por fim, IGF-I e IGF-II, atuam na mobiliza¢do de aminoacidos
do amnio (KARCHER et. al., 2005) e contribuem na producao de glicogénio e proteina no
figado (DE OLIVEIRA, 2008).

2.2 Avaliacido na qualidade do pintinho

Em 2008, WILLEMSEN e colaboradores, ja estudavam a importancia de testes
objetivos que investigassem a qualidade do pintinho no primeiro dia de vida, a fim de detectar
pintinho com um bom potencial de desenvolvimento. A pratica de avaliacdo precoce da
qualidade do pintinho ¢ importante para o incubatério e para a granja. Para o incubatdrio esse ¢
um parametro util para avaliar a eficiéncia do processo de incubagdo, pois anormalidades nos
pintainhas resultam em perda financeira e diminui¢ao de lucro da empresa, devido a diminuicao
de pintainhas vendaveis (OGUNMOYO & ODUNSI, 2018). Para a granja, a presenca de
pintainhas de baixa qualidade estd associado a um lote de baixo desempenho. Isso porque
pintainhas de qualidade ruins sdo mais predispostos a infec¢des, 0 que consequentemente gera
prejuizos no bem-estar animal, piorar a conversao alimentar e a uniformidade das aves (VAN

et. al., 2012).

A primeira semana de vida do pintinho ¢ um periodo que apresenta alto risco de
infeccao bacteriana pelo fato do sistema imune da ave ainda ndo estar totalmente desenvolvido
(OUATARRA et. al., 2020). Este quadro pode ser potencializado por pintainhas de baixa
qualidade. Alteragdes, por exemplo, na qualidade do umbigo de pintainhas aumentam as
chances de infec¢do do saco da gema (ULMER- FRANCO et. al., 2012; AGBEHADZI et. al.,
2019)

A definicdo de um método para avaliar a qualidade do pintinho ¢ algo dificil de se
conseguir, ha muita subjetividade nos julgamentos das variaveis entre os avaliadores
(WILLEMSEN, et. al, 2008, YEBOAH et. al., 2019). Dentre as principais técnicas para avaliar
a qualidade do pintinho recém eclodido, destacam-se: avaliagdo visual, peso corporal, massa

corporal menos massa de gema, comprimento do pintinho, porcentagem do peso do pintinho



em relagdo ao ovo incubado, e os métodos de avaliagdo Tona ou Pasgar (MOLENAAR, 2011).

DEEMING (2000) e MEIHERHOF (2005) classificam a avaliagdo visual como
método qualitativo. Esta técnica avalia a coloragdo do pintinho, cicatrizagdo do umbigo,
limpeza, umidade da penugem, deformidades, brilho dos olhos, presenca de saco da gema no

umbigo, qualidade de pernas (IPEK & SOZCU, 2013, DECUYPERE & BRUGGEMEN, 2007).

A avaliagdo visual trata-se de um método rapido e bastante difundido, porém ¢
influenciada por percepcdes individuais e ndo permite que a qualidade seja registrada como
numero, apenas estimada (MOLENAAR, 2011). A subjetividade, a dificuldade de repeticao e
o treinamento de pessoas para a avaliagdo visual, foram os principais fatores que demandaram

andlise quantitativas para avaliacdo da qualidade dos pintainhas (IPEK & SOZCU, 2013).

O peso corporal caracteriza-se como o primeiro parametro quantitativo que pode
ser avaliado (DEEMING, 2000; DECUYPERE et al., 2002). Contudo, o peso corporal ndo
desconsidera o peso da gema no interior do pintinho, o que pode levar a uma ma4 interpretagao
do peso: um pintinho com residuo de gema serd um pintinho pesado que ndo absorveu
corretamente o saco vitelinico (MOLENAAR, 2011). Para evitar este problema deve-se
considerar a massa corporal menos massa de gema. Este ¢ um pardmetro que tende assegurar
mais corretamente a qualidade do pintinho do que o peso corporal somente (PREEZ, 2007,
MOLENAAR, 2011). No entanto, para aferir este dado ¢ necessario o sacrificio do pintinho, o
que resulta em uma anélise mais laboriosa, cara e demorada (MEIJERHOF, 2005, PREEZ,
2007, MOLENAAR, 2011).

Além do exposto acima, alguns estudos antigos ja haviam encontrado a falta de
relag@o entre o peso do pintinho ao nascimento e o peso final ao abate (DECUYPERE, 1979;
MCLOUGHLIN & GOUS 1999; WOLANSKI et al. 2003; ¢ TONA et al. 2004). Buscando
alternativas, WOLANSKI et. al., (2006), concluiram que, juntos, os comprimentos do corpo e
da perna do pintinho sdo parametros que se relacionam melhor com peso ao abate comparado
com a medida de peso corporal ao nascimento. Em outros estudos (PETEK et al., 2010,
KETELS, 2011), os pesquisadores confirmam a importancia do comprimento do pintinho ndo
s6 no desempenho de frangos de corte, mas também no desenvolvimento interno dos 6rgaos
das aves. A desvantagem deste método estd na variacdo que pode ocorrer entre diferentes

avaliadores (MAULDIN et al. 2007, MOLENAAR, 2011).

Para contribuir com a avaliacdo das aves ao nascimento, dois sistemas de escores
foram desenvolvidos para converter as verificagdes de qualitativas para quantitativas. O

objetivo destes métodos ¢ avaliar a viabilidade e performance dos pintainhas (DECUYPERE &



BRUGGEMEN, 2007). O método Pasgar avalia no pintinho a avidez, aparéncia do umbigo,
conformagdo de bico, perna e o saco da gema (MOLENAAR, 2011, HJIELM, 2018). De acordo
com estas caracteristicas ¢ estabelecida uma nota de 0 (baixa qualidade) a 10 (alta qualidade).
Ja o teste Tona a nota vai de 0 a 100, em que 100 representa melhor qualidade, e os itens
avaliados sdo: aparéncia da penugem, atividade do pintinho, absor¢do da gema, cicatrizacdo do
umbigo, aspecto do olho e pernas (TONA et. al., 2003). No entanto, foi sugerido por TONA et.
al., em 2004 que os itens de avaliagdo, o peso atribuido a cada um e a relagao entre eles deveriam
ser revisados. Além disso, ambos os sistemas requerem um nimero minimo de aves para

avali¢do de cada item, o que demanda muito tempo ¢ mao de obra (MOLENAAR, 2011).

2.3 Metabolomica

Metabolomica ¢ uma técnica capaz de identificar e quantificar de forma abrangente
os metabolitos presentes em um material bioldgico, sejam eles conhecidos ou nao (FIEHN,
2002). A metodologia mais utilizada para esta técnica ¢ a espectrometria de massa, devido sua

alta sensibilidade (CAJKA e FIEHN, 2016).

E possivel duas abordagens para esta pratica: direcionada e ndo direcionada
(Roberts et al., 2012). A metabolomica direcionada consiste em analisar um conjunto de
metabolito previamente estabelecidos, de modo que facilita a quantificacao e identificacao dos
compostos € minimiza riscos de falsa interpretacdo, porém limita a técnica em relagdo a
abordagens amplas (DEFOSSEZ, 2023). Por outro lado, a metodologia ndo direcionada, visa
identificar o méximo de metabolitos possiveis e favorece a descoberta de possiveis

biomarcadores (Ribbenstedt et al., 2018)

A metabolomica tem uma ampla gama de aplicacdes em estudos biologicos. Por
exemplo, na medicina, ela pode ser usada para identificar biomarcadores de doencas, auxiliando
no diagndstico precoce € no monitoramento de tratamentos (TRIFONOVA, 2023). Além disso,
a metabolomica ¢ aplicada em estudos de nutri¢ao e satide para compreender os efeitos da dieta
no quadro geral de sauide (CHAUDHARY et. al., 2023). Na area de toxicologia, essa abordagem
¢ empregada para avaliar os efeitos de drogas e substancias toxicas no organismo (RAMIREZ,
2023). Também tem um papel importante na ecologia como forma de deteccdo de novos

produtos naturais bioativos (WOLFENDER et. al., 2022).

No campo da avicultura, estudos utilizando metabolomica, transcriptoma e



protedmica j& foram realizados a fim de investigar efeitos do estresse térmico em aves adultas
(LI et al., 2011, WANG et al., 2015, SUN et al. 2015, NAPPER et al. 2015, WIJNEN et. al.,
2020, DAI et. al., 2020). A técnica de metabolomica e transcriptoma foi recentemente utilizada
por OUATTARA et. al., (2020) em plasma de pintainhas recém eclodidos para investigagao de

metabolitos relacionados a inclusdo de um imunoestimulador in ovo.

Tomonaga e demais pesquisadores em 2018, avaliaram o perfil metabdlico em
plasma de pintainhas submetidos a estresse térmico a partir do 5° dia de idade, e puderam
identificar alteragdes em 35 vias metabolicas diferentes. Recentemente Qin et. al. (2023)
utilizaram a técnica metaboldmica a fim de estudarem biomarcadores relacionados a miopatias

em frangos de corte.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se ha diferenca no perfil metabolito de meconio de pintainha poedeira de acordo com a
categoria da idade da matriz que a originou e a classificacdo de qualidade da pintainha.

3.2 Objetivos especificos

J Avaliar se € possivel distinguir a qualidade da pintainha de um dia pelo perfil metabotito

do meconio.

. Avaliar se ha diferenca entre metabdlitos em meconio de pintainhas oriundas de matrizes

de diferentes idades.

. Detectar possiveis metabodlitos que sirvam como biomarcadores para determinar a

qualidade do pintinho

4 MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais,
protocolo SEI n°23117.010799/2022-54. A coleta das amostras foi realizada no incubatério
comercial “Novo mundo” localizado em Uberlandia-MG. Para andlise foram utilizadas
pintainhas da linhagem “Lohmann”, coletadas durante a rotina usual do incubatdrio. Em resumo

apds a postura das matrizes os ovos eram desinfectados com formaldeido e armazenados a



temperatura controlada de 18°C entre 4-7 dias até a incubag@o. Os ovos foram incubados em
maquinas de incubagdo “CASP®” transferidos para maquinas de nascedouro da mesma marca,
com um total médio de 504 horas de incubagdo. Apds término da janela de nascimento, que
teve média de 26 horas para os lotes testados, as pintainhas foram entao transferidos para a sala
de classificacdo, onde avaliadores treinados avaliam caixa por caixa vinda dos nascedouros a
fim de realizar a sexagem e classificar as pintainhas de acordo com a qualidade. Nesta etapa
foram coletadas as aves para o estudo, de modo que nenhum manejo de vacinag¢ao ou debicagem
fora realizado nas aves do estudos. As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de
incbacdo de aves e no Laboratério de Nanobiotecnologia Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho ambos

da Universidade Federal de Uberlandia

Para delineamento do trabalho, foram determinadas trés categorias de idade de
matrizes para escolha dos lotes que seriam utilizados. A divisao foi baseada na idade das aves,
de modo que obteve-se trés faixas de idades diferentes: matriz jovem (26 - 32 semanas) matriz
média (41-48 semanas) matriz velha (76-82 semanas). Para cada faixa etaria foram amostradas
pintainhas de trés (3) lotes com idades diferentes dentro de cada faixa, totalizando nove (9)
lotes. As idades amostradas dentro de cada categoria de faixa etdria nesse trabalho foram
escolhidas dependendo do nascimento do dia no incubatorio. As pintainhas da categoria jovem
eram oriundas de lotes de matrizes das idades de 26, 30 e 32 semanas, dos médios as idades das
matrizes eram 41, 42 e 48 semanas ¢ dos velhos 76, 80, 82 semanas. Para cada lote foram
coletados meconios individuais de 22 pintainhas sendo 11 classificados como boas e 11

classificadas como ruins.

A fim de definir se as pintainhas eram de boa ou mé qualidade seguiu-se o método
de avaliagdo visual usualmente utilizado no incubatério em que foi realizado as coletas. Para
tal, apos retirada das caixas de pintainhas dos nascedouros e a chegadas destas na sala de
classificacdo, um avaliador treinado retirava da caixa pintainhas que fossem classificadas com
de ma qualidade, de modo que essas aves ndo seguiriam para alojamento na granja. Para ser
classificado desta forma, a pintainha deveria apresentar pelo menos uma destas 10
caracteristicas: comportamento sonolento, penugem encrostada, lesdo em articulagdo, penugem
muito branca, abdome e/ou cloaca emplastada, presenca de cordao umbilical, olho melado,
pernas desidratadas, penugem falha e penugem esverdeada. Pintainhas que apresentassem
nenhuma ou leve alteracdo de olho, penugem, bico, pescogo, sistema locomotor, que tivessem
umbigo normal ou apenas com presenga de residuo de até 2mm, pernas hidratadas ou levemente

desidratadas, abdome firme e ndo emplastado, eram considerados como de boa qualidade.



As pintainhas foram submetidas a coleta manual de meconio, que consiste em uma leve
pressdo da regido abdominal da ave de modo que ocorra e liberagdo de todo conteudo. O
mecoOnio foi armazenado em criotubos e congelados em nitrogénio liquido durante o transporte

para posterior armazenamento em ultra-freezer a temperatura de -80°C.

No laboratério sé foram utilizadas amostras que eram possiveis perceber a presenga
de 4cido urico visualmente, a fim de padronizar a andlise. E assim das 22 pintainhas coletadas
foram utilizadas 16 pintainhas por idade sendo 8 por grupo a excecdo da idade de 26 semanas
em que apenas cinco (5) amostras de pintainhas ruins foram usadas devido a perda de contetido

pela abertura dos ependorfes durante o transporte.

Ao chegar no laboratdrio, cada amostra de mecdnio foi triturada e homogeneizada a fim
de se obter uma amostra uniforme. Entao, foi realizada a pesagem com o objetivo de padronizar
a quantidade de 100mg de mecdnio. Nessa amostra foi adicionada 1000 pL de metanol grau
espectroscopico para entdo homogeneizacdo em vortex seguida de centrifugacdo por 15
minutos a 13.000g. O sobrenadante foi transferido a outro eppendorf que foi submetido ao
concentrador a vacuo por aproximadamente 2 horas até completa secagem. O material foi

ressuspenso em 400 uLL de metanol e filtrado em filtro de 0,22 micrometros.

As andlises de metabolitos foram realizadas utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC/MS) hifenizada em um HPLC (Agilent Infinity 1260) hifenizado para
espectrometro de massa de alta resolugao tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com
fonte de ionizacao por eletrospray (IES) instrumento de eletrospray . A separacao foi fornecida
por uma coluna Agilent Poroshell 120 2,1 x 50 mm 2,7 um. A fase movel foi utilizada: dgua
acidificada com acido formico (0,1% vv) (A) e metanol (B), com gradiente: 10% B (0 min),
98% B (0-10 min); 98% B (10-17 min). Os parametros de ionizacdo foram: pressdo do
nebulizador de 20 psi, gas de secagem a 8L/min a 220 °C e energia de 4,5KV aplicada ao capilar.
O volume de injecdo foi de 4 pL.

O software MassHunter Qualitative v. 10.0 foi usado para processar os dados brutos.
Uma ferramenta de ‘extracao de caracteristicas moleculares (MFE)’ foi usada para extracao dos
espectros de massa e conversdo para extensdo CEF. O software Agilent Mass Profiler
Professional (MPP) v. B.13.1.1 foi usado para filtrar e analisar os compostos moleculares
extraidos. Os filtros utilizados foram abundancia absoluta minima = 5.000 contagens e todas as
cargas permitidas. Os parametros de analise foram tolerancia ao tempo de retencao de 0,15 min;

janela de massa 15 ppm + 2 mDa.

Os compostos moleculares considerados foram aqueles presentes em 75% de pelo



menos um grupo. As andlises estatisticas dos dados gerados na analise metabolémica foram
realizadas com valores transformados em logz. O teste Teste T ndo pareado foi aplicado com
valor de p < 0,05 e o fold change igual ou superior a 2,00. Foram construidos os graficos de
heatmap para melhor visualizagdo e realizada a Partial Least Squares Discriminant Analysis
(PLS-DA) que utiliza a técnica de regressao multivariada por minimos quadrados (PLS) e com
validagdo cruzada que permite uma melhor visualiza¢do dos componentes e prediz a capacidade
das diferentes categorias serem classificadas corretamente de acordo com os metabodlitos
excretados. Os metabolitos foram identificados utilizando o banco de dados METLIN 2019
(incluido no MPP). Apos foi realizado um teste de regressao simples para elencar os metabolitos
que mais interferem individualmente na categorizacdo das pintainhas baseado no valor da area
sob a curva (AUC) usando o programa GraphPad Prism (10.0). Para o teste da sensibilidade e
especificidade para categoria de idade, cada faixa etdria foi comparada com as demais em

conjunto.

5 RESULTADOS

5.1. A idade da matriz influencia a expressdo de metabdlitos em mecénios de pintainhas

Para avaliacao entre idades, dos 1531 metabdlitos identificados, foi possivel aplicar
um filtro de frequéncia de 100% e encontrados 21 metabdlitos nas pintainhas classificadas como
boas e 15 nas pintainhas classificadas como ruins. Um total de 16 metabolitos apresentou fold
change maior que 2 e diferenca na excrecao entre pintainhas classificados como boas oriundas
de matrizes novas, médias ou velhas. Ao avaliar-se as pintainhas classificadas como ruins,

apenas quatro (4) metabolitos se diferiram com o decorrer da idade da matriz (Figura 1A e C).

Os quatros metabolitos que variaram entre as idades em pintainhas ruins, também
variaram nas pintainhas de boa qualidade: “PI(O-20:0/21:0)” (PI), “Trolamine” (TO), “la-
hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorvitamin D3 / la-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-
tetradehydro-24,25,26,27-tetranorcholecalciferol” (D3T) , “MG(0:0/16:0/0:0)” (MG16)
(Figura 1 A e C).

Além dos metabolitos descritos acima, nas pintainhas boas, outros metabdlitos
variaram entre as idades: “3R, 7R)- 1, 3, 7 Octanctriol” (3R), “N-Cyclopropylammelide” (NC),
PS(O-16:0/15:0) (PS), “Gly Pro Lys” (GPL), Semilepidinoside B (SB),



“MG(18:0/0:0/0:0)[rac]” (MG18), “Pirimicarb” (PIR), 1-(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-keto-
(1,3R,31R)-dotriacontanetriol (OAG), Creatine (CR), N-Nitrosoguvacine (NN), “Thyrotropin
releasing hormone” (TRH) e “Hexadecyl Acetyl Glycerol” (HCG) (Figura 1 A e C).

Os metabolitos expressos em meconio de pintainhas boas e ruins (TO, D3T e
MG16) no geral apresentaram um resultado similar entre amostras oriundas de matrizes jovens,
médias e velhas. Pintainhas oriundas de matrizes mais velhas apresentaram menor excrecao de
TO no meconio tanto em boas quanto em ruins (Figura 1 A). Amostras de meconio de pintainhas
oriundas de matrizes velhas expressaram mais MG16 tanto na categoria ruim como boa.
Pintainhas oriundas de matrizes novas, expressaram no meconio menos D3 T tanto na categoria
das pintainhas de qualidade boa quanto ruim. Para o metabolito PI a excre¢do foi maior nas
pintainhas oriundas de matrizes jovens classificadas como boas comparado as demais idades da
matriz ¢ para as pintainhas classificadas como ruins foi a idade média que apresentou maior

expressdo de PI (Figura 1 A e C).

Ja os metabdlitos que se diferenciaram exclusivamente dentre os meconios de
pintainhas boas 3R, TRH, NN, MG18, HCG e CR tiveram menor excre¢ao em pintainhas
geradas por matrizes novas. Por outro lado, a expressao de NC, PS, SB, OAG, GPL, Pl e PIR
foi maior no meconio de pintainhas de boa qualidade oriundos de matrizes novas (Figura 1A e

Q).

Para pintainhas oriundas das diferentes idades classificadas como boas hd uma
melhor separacao de componentes pelo teste da PLS-DA em especial das oriundas de matrizes
jovens (Figura 1B). O peso de cada metabolito nas componentes esta descrito na tabela
suplementar 1 e dentre aqueles que se repetiram em pintinhos de boa e mé qualidade apenas o
DT3 e MG16 apresentavam maior peso na primeira componente. Do grupo das pintainhas
classificadas como boas os metabdlitos GPL, SB, PIR, CR, D3T, TRH e MG16 apresentaram

maior peso.

A acurdcia geral para classificar as pintainhas boas, oriundas de matrizes das idades
jovens, média e velha, de acordo com os 16 metabolitos onde houve diferenca estatistica, foi
de 72,97% (Tabela 1). Na categoria de pintainhas boas, houve alta acurécia ao classificar a
idade jovem (92,31%) o que cai & medida que a idade avanga sendo 70,8% de acurécia para
pintainhas oriundos de idade média e 54% para pintainhas de idade velha com acuracia geral

de 72,9% (Tabela 1).

O teste da sensibilidade e especificidade, ao considerar cada idade em relagdo as

demais (por exemplo, a jovem em relacdo a média e velha juntas), mostrou alta sensibilidade



(92%) e especificidade (93,75%) para classificar pintainhas boas oriundos de matrizes jovens.
Para as pintainhas boas oriundas de matrizes médias a sensibilidade foi de 70,8% e a
especificidade de 78%. No caso das velhas a sensibilidade foi de 54,17% e a especificidade de
88% (Tabela 1).

Figura 1: Heatmap e distribui¢do das amostras nas diferentes componentes da PLS-DA da
expressdo de metabolitos em meconio de poedeiras classificadas em qualidade boa ou ruim,
oriundas de matrizes de idades nova, média e velha que apresentaram diferengas no teste t.
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Al. Heatmap da excrecdo média, em massa de ions log2, de metabdlitos em meconio de
poedeiras classificadas como boas oriundas de matrizes de idade jovem, média e velha. A2.
Heatmap da excregdo individual, em massas de ion log2, de metabdlitos em meconio de
pintainhas classificadas como boas oriundas de matrizes de idade jovem, média e velha. B.
PSL-DA das amostras de pintainhas classificadas como boas nas idades jovem, média e velha.
Cl. Heatmap da excrecdo média, em massa de ions log2, de metabolitos em meconio de
poedeiras classificadas como ruins oriundos de matrizes de idade jovem, média e velha. C2.
Heatmap da excregdo individual, em massa de ions log2, de metabdlitos em meconio de
pintainhas classificadas como ruins oriundos de matrizes de idade jovem, média e velha. D.
PSL-DA das amostras de pintainhas classificadas como ruins nas idades jovem, média e velha.
(3R): “3R, 7R)- 1, 3, 7 Octanctriol”, (CR): “creatine”(D3T): “la-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-
methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 / 1a-hydroxy-
23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorcholecalciferol”, (GPL): “Gly Pro Lys”, (HCG): “Hexadecyl Acetyl Glycerol”,
(MG16):  “MG(0:0/16:0/0:0)”,  (MGI18):  MG(18:0/0:0/0:0)[rac]”,  (NC):  “N-
Cyclopropylammelide”, (NN) “N — nitrosoguvacine”, (OAG): “1-(O-alpha-D-
glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol”, (PI): “PI(0-20:0/21:0), (PIR):
“Pirimicarb”, (PS): “PS(0-16:0/15:0)", (SB): “Semilepidinoside B”, (TO): “Trolamine”,
(TRH): Thyrotropin releasing hormone”

Tabela 1: Teste de diagndstico pelo PLS-DA de pintainhas poedeiras de boa qualidade

oriundas de diferentes idades da matriz

Pred Pred Pred Sens Espec Acuricia

1 (1)

Jov méd vel (%) (%) (%)
Verd jov 24 2 0 92.30 93,75 92,31
Verd 1 17 6 70,83 78.00 70,8

méd

Verd vel 2 9 14 54.16 88.00 54,16




Acuracia 72,97

geral

Verd: verdadeiro, Pred: predigdo, sens: sensibilidade, Espec: especificidade, jov: amostras de
pintainhas oriundas de matrizes jovens, méd: amostras de pintainhas oriundas de matrizes
médias, vel: amostras de pintainhas oriundas de matrizes velhas. Matrizes jovens: Idade entre
26 ¢ 32 semanas, matrizes médias: Idade entre 41 e 48 semanas, matrizes velhas: idade entre

76 € 82 semanas.

No caso das pintainhas de qualidade ruim ndo ¢ possivel ver uma separagdo clara
entre as componentes (Figura 1D) e o programa nao resultou em nenhuma componente. A
acuracia geral foi de 66,17%. Para pintainhas oriundas de matrizes de idade jovem a acuracia
¢ baixa (38%), embora aumente para a idade média (100%) e torna baixar na idade velha (56%)
com uma acurdcia geral de 66% (Tabela 2). O teste da sensibilidade e especificidade para
pintainhas de qualidade ruim considerando cada idade em relagdo as outras duas idades em
conjunto, mostrou sensibilidade baixa (38,09%) e especificidade alta (95,74%) para classificar
pintainhas boas oriundas de matrizes jovens. Para as pintainhas boas oriundas de matrizes
médias a sensibilidade foi alta (100%) e a especificidade baixa (54,54%). No caso das velhas a
sensibilidade foi 56,52% e a especificidade alta (97,77%) (Tabela 2).

Tabela 2: Teste de diagndstico pelo PLS-DA de pintainhas poedeiras de qualidade ruim

oriundas de diferentes idades da matriz

Pred Pred Pred Sens Espec Acuricia
Jov méd vel
Verd jov 8 12 1 38,09 95,74 38,09
Verd 0 34 0 100,00 54,54 100,00

méd

Verd vel 2 8 13 56,52 97,77 56,52




Acuracia 66,17

geral

Verd: verdadeiro, Pred: predicao, sens: sensibilidade, Espec: especificidade, jov: amostras de pintainhas
oriundas de matrizes jovem, méd: amostras de pintainhas oriundas de matrizes média, vel: amostras de
pintainhas oriundas de matrizes velha. Matrizes jovens: Idade entre 26 e 32 semanas, matrizes médias:

Idade entre 41 e 48 semanas, matrizes velhas: idade entre 76 e 82 semanas.

Considerando a alta acurdcia, especificidade e sensibilidade para as pintainhas
classificadas como de boa qualidade oriundas das matrizes jovens, a regressao logistica foi
avaliada. O teste mostra os maiores area sob a curva (AUC) para os metabolitos GPL, SB, PIR,
CR, D3T, TRH (Tabela 3). O heatmap mostra a distribuicdo das amostras individuais e € possivel
notar visualmente nas pintainhas classificadas como boas a melhor separagdo entre jovens e as

classificadas como médias e velhas para SB, CR, D3T, TRH, GPL (Figura 1A 2).

Tabela 3: Area sobre a curva e likehood referente a expressdo de cada metabdlito ao

comparar-se pintinhas oriundas de matrizes jovens em relacdo a médias e velhas em conjunto.

Jovem em relagdo as

Metabolito demais Likehood (p-value) AUC
3R Menos expresso 10,42 (0,001) 74,74
NC Mais expresso 9,39 (0,002) 63,86
PS Mais expresso 35,67 (<0,0001) 86,3

GPL Mais expresso 50,7 (<0,0001) 93,75
SB Mais expresso 63,86 (<0,0001) 93,91
MGI18 Menos expresso 31,89 (<0,0001) 74,12
PIR Mais expresso 64,27 (<0,0001) 96,39
OAG Mais expresso 33,16 (<0,0001) 81,09
CR Menos expresso 38,18 (<0,0001) 95,42
PI Mais expresso 18,66 (<0,0001) 78,93
NN Menos expresso 5,56 (<0,0001) 56,33
TO Mais expresso 8,96 (<0,0001) 58,49
D3T Menos expresso 52,21 (<0,0001) 96,39
TRH Menos expresso 64,35 (<0,0001) 93,23
HCG -Menos expresso 18,21 (<0,0001) 52,24




MGI16 Menos expresso 24,71 (<0,0001) 61,54
(3R): “3R, 7R)- 1, 3, 7 Octanctriol”

(CR): “creatine”, (D3T): “la-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-
tetradehydro-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 / 1a-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-
22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorcholecalciferol”, (GPL): “Gly Pro Lys” , (HCG):
“Hexadecyl Acetyl Glycerol”, (MG16): “MG(0:0/16:0/0:0)”, (MG18): “MG(18:0/0:0/0:0)[rac]”, (NC):
“N-Cyclopropylammelide”, (NN) “N — nitrosoguvacine”, (NST): “N-stearoyl tryptophan”, (OAG): “1-
(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol”, (PI): “PI(0-20:0/21:0) ”, (PIR):
“Pirimicarb”, (PS): “PS(0-16:0/15:0)”, (SB): “Semilepidinoside B”, (TO): “Trolamine”, (TRH):
“Thyrotropin releasing hormone”




5.2. Pintainhas classificadas como boas expressam metabolitos diferentes de pintainhas
classificadas como ruins a depender da idade da matriz

Ao avaliar de forma geral, sem levar a idade em consideragao, dos 1531 metabolitos
identificados, apds o filtro de frequéncia de 75%, foram selecionados 33. Desses, houve
diferenca na expressao de 5 metabolitos entre meconio de pintainhas de boa e mé qualidade no
geral (Figura 2 A). Pintainhas boas tiveram maior excrecdo em mecdonios dos metabolitos
“Hydroxyprolyl-Valine” (HV), “PI(0-20:0/21:0)” (PI) e “N — nitrosoguvacine” (NN) e menor
excrecao de N6 e 7M (Figura 4A).

A analise da PSL-DA mostra que ndo hd uma discrimina¢do evidente entre
pintainhas ruins e boas referente aos 5 metabdlitos onde houve diferenca na excrecdo em
meconio (Figura 2B). A acurdcia para discriminar pintainhas boas e ruins, com base nos
metabolitos diferente entre elas, foi de 63,38% com sensibilidade de 59,45% e especificidade
de 60,5% (Figura 4C). O N6 e o 7M tiveram maiores pesos na primeira e segunda componentes

(Tabela suplementar 2).

Ao realizar a andlise da regressdo, os maiores valores de /ikehood ratio foram para

HV, NN e N6, porém com valor da AUC inferior a 70% (Tabela 4).

Figura 2: Heatmap e distribuicdo das amostras nas diferentes componentes da PSL-DA da
expressdo de metabdlitos em meconio de poedeiras classificadas em qualidade boa ou ruim,

que apresentaram diferencas no teste t.
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Heatmap da expressao da média dos metabolitos com diferenga significativa entre a média
(A1) e individuais (A2) de pintainhas boas e ruins. B. PSL-DA das pintainhas boas ¢ ruins.
HV: “Hydroxyprolyl-Valine”. PI: “PI(0-20:0/21:0)”. NN: “N — nitrosoguvacine”. N6: “N6-
Carbamoyl-L-threonyladenosine”. 7M: “7-methyl-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3.4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic

acid”.

Ao estratificar as amostras por idade, dos 1531 metabolitos encontrados, o filtro de
75% de frequéncia permitiu identificar 43, 52 e 41 metabolitos para matriz jovem, média e
velha respectivamente. O teste Teste T ndo pareado com valor de p <0,05 e o fold change igual
ou superior a 2,00 resultou em 12, 11 e 2 metabolitos diferentes nas idades de jovem, média e

velha respectivamente (Figura 3).

Em relacdo a diferencga entre o grau de expressao de metabolitos de pintainhas boas
e ruins oriundas de matrizes novas, os metabolitos “PE (21:0:0)” (PE), “1 a,25-dihydroxy-
26,27-dimethyl-24a-homo-22-thia-20-epivitamin D3 / 1 0,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-
homo-22-thia-20-epicholecalciferol” (D3), “Bis(2-chloroethyl)ether” (BIS), “Z12-o0x0-10Z-
octadecenoic acid” (OXO0), “Dihydro Isorescinnamine” (DI), “PS(0O-16:0/15:0)" (PS) , “N-
stearoyl tryptophan” (NST), “Semilepidinoside B” (SB) e “1-(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-
keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol” (OAG) foram excretados mais em pintainhas boas. Em
contrapartida, os metabdlitos, “creatine” (CR), “L-beta-aspartyl-L-leucine” (LB) e “7-methyl-
1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl|oxy-1,4a,5,6,7,7a-
hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid” (7M), excretaram-se mais em pintainhas

ruins (Figura 3A).



Figura 3: Heatmap da expressao de metabolitos de meconio de poedeiras classificadas em
qualidade boa ou ruim, oriundas de matrizes de idades nova, média e velha que apresentaram

diferencas no teste t
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Al. Média dos metabolitos em mecdnio de pintainhas dos grupos bons e ruins oriundas de matrizes de idade
jovem. A2. Resultados individuais dos metabolitos em meconio de pintainhas oriundas de matrizes de idade
jovem. B1. Média dos metabolitos em meconio de pintainhas dos grupos bons e ruins oriundas de matrizes de
idade média. B2. Resultados individuais dos metaboélitos em mecdnio de pintainhas oriundas de matrizes de idade

média. C1. Média dos metabolitos em meconio de pintainhas dos grupos bons e ruins oriundas de matrizes de



idade velha. A2. Resultados individuais dos metabdlitos em meconio de pintainhas oriundas de matrizes de idade
velha. (40X): “4-Oxo-1-(3-pyridyl)-1-butanone”, (7M): “7-methyl-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid”, (AF): “AFMK”,
(AP): “Asn Phe”, (BIS): “Bis(2-chloroethyl)ether”, (CR): “creatine”, (D3): “1 a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-
24a-homo-22-thia-20-epivitamin D3 / 1 a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-homo-22-thia-20-epicholecalciferol”,
(D3T): “la~hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23 23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorvitamin D3 / 1a-hydroxy-23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-
tetranorcholecalciferol”, (DI): “Dihydro Isorescinnamine”, (HC2): “HC Blue No.2”, (HCG): “Hexadecyl Acetyl
Glycerol”, (HV): “Hydroxyprolyl-Valine”, (KA): “Kikkanol A”, (LB): “L-beta-aspartyl-L-leucine”, (MG16):
“MG(0:0/16:0/0:0)”, (N6): “N6-Carbamoyl-L-threonyladenosine”, (NN) “N — nitrosoguvacine”, (NST): “N-
stearoyl tryptophan”, (OAG): “1-(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol”, (OXO):
“Z12-0x0-10Z-octadecenoic acid”, (PE): “PE (21:0:0)”, (PI): “PI(O-20:0/21:0) ”, (PS): “PS(0O-16:0/15:0)", (PTN):

Pentahomomethionine”, (SB): “Semilepidinoside B”.

A PSL-DA mostra que ndo ha uma separagao nitida entre pintainhas de qualidade
ruim e boa oriundas de matrizes jovens (Figura 4A) porém as amostras de pintainhas
classificadas como boas se concentram mais em uma componente. A acuracia para discriminar
pintainhas boa, pelos metabdlitos encontrados em seus meconios, foi de 74.468% com
sensibilidade de 80,7% e especificidade de 66,66%. Os metabdlitos de maior peso na primeira
componente foram BIO, OXO, DI, OS, NST, CR e 7M (tabela suplementar 3). Na andlise da
regressdao individual os maiores valores de AUC foram para CR e DI (73,27% e 77,31%

respectivamente) (Tabela 4).



Figura 4: Distribui¢ao das amostras de pintainhas poedeiras classificadas em qualidade boa ou
ruim, oriundas de matrizes de idades nova, média e velha na Analise Discriminante de Minimos
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Em relagdo a diferenca entre o grau de expressao de metabolitos de pintainhas boas
e ruins oriundas de matrizes médias, os metabolitos “Hydroxyprolyl-Valine” (HV), “Kikkanol
A” (KA), “N — nitrosoguvacine” (NN), “4-Oxo-1-(3-pyridyl)-1-butanone” (40X), “Asn Phe”
(AP), “Hexadecyl Acetyl Glycerol” (HCG), “AFMK” (AF), “HC Blue No.2” (HC2),
“Pentahomomethionine” (PTN) e “MG(0:0/16:0/0:0)” (MG16) expressaram mais em
pintainhas de boa qualidade. Por outro lado, o metabodlito “N6-Carbamoyl-L-

threonyladenosine” (N6) se expressa mais em pintainhas ruins (Figura 3 B).

Na analise da PSD-LA as pintainhas, oriundas de matrizes médias, de qualidade
boa estdo mais concentradas na primeira componente (Figura 4B). Os metabdlitos de maior
peso na primeira componente foram NN, 40X, AP, AF, HC2 e PTN (Tabela suplementar 4). A
acuracia para discriminar pintainhas boas, ruins ou geral foi de 70.83% com sensibilidade e
especificidade apresentando este mesmo valor. A andlise individual da regressdo logistica,
mostra que os metabdlitos com maiores valores ACU (70%) foram HV, NN, AP, AF, HC2 e
PTN (Tabela 4).

Em relagdo a diferenca entre o grau de expressao de metabolitos de pintainhas boas

e ruins oriundas de matrizes velhas, os metabolitos “PI(0-20:0/21:0)” (PI) e “1-(O-alpha-D-



mannopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol” (OAM) expressaram mais em
pintainhas de boa qualidade (Figura 3 C). Embora a PSL-DA mostre uma concentragao maior
das amostras das pintainhas boas na primeira componente ndo ¢ discriminatéria o que ¢
refor¢ado pela baixa acuracia 51,6% com sensibilidade de 41,16% e a especificidade de 60,8%.

De acordo com a regressao, o valor da AUC foi maior para 0 OAM (71,56%) (Tabela 4).

Tabela 4: Area sob a curva dos metabélitos de maior peso no teste da PLS-DA de meconios de
poedeiras oriundas de matriz de idade jovem, média ou velha.

Likehood ratio AUC

Metabdlito Geral Jovem Média Velha (p-value) (%)
HV > bons ** - > bons ** ; 7,23 (0,007) 66,18
NN > bons ** . > bons ** ) 7,21 (),007) 67,25
PI > bons *** - - > bons *** 7,43 (0,0006) 50,44
™ > ruins * > ruins * _ _ 6,45 (0,011) 58,92
N6 > ruins _ > ruins ** B 10,47 (0,001) 61,03
BIS ] > bons ] ] 4,43(0,035) 55,77
D3 ; > bons ] ] 5,85(0,015) 64,13
DI ) > bons ] . 16,69 (<0,0001) 77,31
NST ] > bons . ) 5,60 (0,018) 64,42
OAG ) > bons ) ) 4,92 (0,026) 53,27
0XO ; > bons ) ) 5,66(0,17) 59,04
PE ; > bons ] . 4,56 (0,032) 64.13
PS ) > bons ) ) 10,5 (0,0012) 64,36
SB ] > bons ) . 7,32 (0,007) 65,96
CR ] > ruins ) . 6,09 (0,013) 73,27
LB _ > ruins . ) 5,12 (0,023) 64,13
™ > ruins * 5,90 (0,015) 65,48
v > ruins ** > ruins ** 8,49 (0,004) 72,40
NN > ruins ** > ruins ** 11,15 (0,0008) 71,53
N6 > ruins ** > ruins ** 10,32 (0,001) 73,70
AF ] ] > bons . 9,14 0,002\ 72,22
AP ] ] > bons . 9,77 (0,002) 75,87
HCG ] ] > bons . 8,83 (0,0029) 60,76

MG16 ] ) > bons ) 11,95 (0,0005) 64,41
40X ) ) > bons ) 4,957 (0,026) 66,49

HC2 _ . > bons ) 15,41 (<0,0001) 72,64



KA ) ) > bons ) 4,416 (0,003) 64,58
12,92 (0,0003) 78,13

PTN - - > bons
OAM - - R > bons 7,01 (0,008) 71,56
PI > bons *** - R > bons *** 8,26 (0,004) 59,85

- ndo diferencia entre bons e ruins. * repete no geral e no jovem ** repete no geral e nas médias *** repete no geral e nas
velhas. > : mais expressos. (40X): “4-Oxo0-1-(3-pyridyl)-1-butanone”, (7M): “7-methyl-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3.,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid”, (AF): “AFMK?”,
(AP): “Asn Phe”, (BIS): “Bis(2-chloroethyl)ether”, (CR): “creatine”, (D3): “1 a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-homo-22-
thia-20-epivitamin D3 / 1 a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-homo-22-thia-20-epicholecalciferol”, (DI): “Dihydro
Isorescinnamine”, (HC2): “HC Blue No.2”, (HCG): “Hexadecyl Acetyl Glycerol”, (HV): “Hydroxyprolyl-Valine”, (KA):
“Kikkanol A”, (LB): “L-beta-aspartyl-L-leucine”, (MG16): “MG(0:0/16:0/0:0)”, (N6): “N6-Carbamoyl-L-threonyladenosine”
(NN) “N — nitrosoguvacine”, (NST): “N-stearoyl tryptophan”, (OAG): “1-(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-
dotriacontanetriol”, (OAM): “1-(O-alpha-D-mannopyranosyl)-29-keto-(1,3R,3 1R)-dotriacontanetriol”, (OXO): “Z12-oxo0-
10Z-octadecenoic acid”, (PE): “PE (21:0:0)”, (PI): “PI(O-20:0/21:0) ”, (PS): “PS(0-16:0/15:0)", (PTN):
Pentahomomethionine”, (SB): “Semilepidinoside B”.

6 DISCUSSAO

6.1. Os metabolitos PI, TO, D3T e MG16 apresentam diferentes perfis de excrecio
em mecoOnio de pintainhas poedeiras dependendo da categoria de idade da matriz em
pintainhas classificadas como boas ou ruins

Metabolitos PI, TO, D3T ¢ MG16 diferem suas excre¢des entre as idades tanto em
pintainhas classificadas como ruins quanto em pintainhas classificadas como boas (Figura 1 A
e C). O TO possui acdo tamponante e surfactante, e por ser seguro, ¢ amplamente utilizado na
industria farmacéutica (FIUME et. al., 2013). Embora atualmente sejam escassos os trabalhos
relacionados com TO e embrides, um trabalho antigo mostra o efeito tamponante desse
metabolito no metabolismo embriondrio de galinhas (SISKEN et. al 1985). A origem do TO em
organismo de animais vivos ndo € estabelecida na literatura. Nosso estudo € o primeiro relato
existente deste composto em meconio de pintainhas. Uma das hipoteses possiveis para a menor
quantidade de TO em embrides de aves mais velhas pode estar relacionada com a qualidade de
casca dos ovos incubados. A medida que o embrido avanga no desenvolvimento embrionario
ocorre um aumento da concentragdo de CO> no sangue causando um consequente acumulo de
bicarbonato para o equilibrio acido basico (BRUGGEMAN et. al., 2007). Cascas de matrizes
mais novas sao menos porosas (ARAUJO, 2017) e podem dificultar a troca gasosa entre a
membrana corioalantdide e meio externo (CHRISTENSEN et al 2005), de modo que seja

necessario um maior controle interno com substancias tamponantes como, por exemplo, TO.

Amostras de meconio de pintainhas oriundas de matrizes velhas expressam mais
MG16 tanto na categoria ruim como boa (Figura 1 A e C). Os glicerideos tornam-se importantes
fontes de energia para o embrido quando os niveis de glicose da gema estdo baixos
(PULIKANTI et. al., 2010; DE OLIVEIRA et. al.,, 2008) e a via metabdlica dos

monoglicerideos ¢ a principal para sintese de triglecirideos no embrido de galinha (SPEAKE e



NOBLE, 1998). Neste sentido, o metabdlito MG16 assume grande importancia, uma vez que
se trata de um monoglicerideo. O fato de ter sido expresso mais nas pintainhas oriundas de
matrizes velhas, levanta a hipdtese de que estes embrides consumiram mais energia do que o
de matrizes mais novas. Essa hipotese ¢ embasada em estudos que mostram que embrides de
matrizes mais velhas (WAGT et al., 2020; NANGSUAY et al., 2023) e de ovos mais pesados
(WAGT et al., 2020) possuiam maior quantidade de energia disponivel, devido o maior

tamanho da gema o que contribui com maior consumo de energia pelo embrido.

Pintainhas boas e ruins, oriundas de matrizes novas, expressam no meconio menos
D3T em relagdo as de matrizes médias e velhas. (Figura 1 A e C). Esse metabolito ¢ um
produto do metabolismo da vitamina D (KIM et. al., 2022) que ¢ de extrema importancia na
osteogénese, adipogénese e miogénese (GU et al., 2021) e na atividade antioxidante (GU et al.,
2021) dos embrides. Por meio dos estudos disponiveis na literatura sobre o tema, ¢ dificil criar
hipoteses sobre o fato de D3T ter sido menos excretado em pintainhas oriundas de matrizes de
idade jovem, porém, acreditamos que possa estar relacionado ao menor peso dos ovos e,
consequentemente, menor peso do embrido comparada com os de matrizes mais velhas que sdo

maiores (NARINC, 2021).

A expressdo do PI seguiu um padrao semelhante dentre as idades, foi menor em
pintainhas oriundas de matrizes velhas tanto de qualidade boa quanto ruim, embora fosse mais
excretado em pintainhas oriundas de matrizes novas da categoria boa ou média da categoria
ruim (Figura 1 A e C). Este metabolito ¢ classificado como um dos glicerofosfolipideos que
sdo compostos resultantes da esterificacdo de glicerois, e atuam como componentes essenciais
em membranas celulares (WANG et. al., 2022; VALENTINE, 2020), compdem a membrana
do cérebro de embrides de poedeiras (FREYSZ, HORROCKS E MANDEL, 1980), além de
desempenharem fungdes como fusdo celular, fagocitose e transporte de vesiculas
(SCHLEGEL e WILLIAMSON, 2001; OHASHI et. al., 1995). Liu et. al., 2021, identificaram
enriquecimento nos metabolitos do metabolismo dos glicerofosfolipideos na gema de ovos
embrionados de frango de corte no tergo inicial do desenvolvimento embrionario. Tal, fato
foi compreendido pelos pesquisadores como um indicativo de uma alta taxa de sintese de

DNA, proliferagdo celular e armazenamento de energia.

Os resultados destacam a importancia dos metabolitos TO, D3T, MG16 e PI que se
repetiram tanto em pintainhas classificadas como boas quanto em pintainhas classificadas como
ruins mostrando que sdo metabolitos excretados dependentemente da idade da matriz. De todos
eles, o D3T parece ser o que mais apresenta associacdo com a idade da matriz visto que para
pintainhas de boa qualidade ele apresenta alta AUC (93,39%) (tabela 1). Embora tenhamos
encontrado a importancia de alguns dos metabdlitos para o embrido e termos hipotetizado

explicagdes para a influéncia dos de cada metabdlito na idade do matiz nés ndo temos base



suficiente para uma explicacdo completa. No entanto fato ¢ que esses metabolitos sdo
importantes como potenciais biomarcadores, com grande destaque para o DT3 que apresentou

alto valor de AUC.

6.2. Pintainhas de boa qualidade oriundas de reprodutoras jovens podem ser
discriminadas das demais idade da matriz pelo perfil metabdlico em meconio com alta
sensibilidade e especificidade com destaque para os metabolitos SB, CR, D3T ¢ TRH

Interessantemente, alguns metabolitos s6 se diferenciaram entre as idades nas
pintainhas de boa qualidade. Houve maior excrecdao de NC, PS, SB, OAG, GPL, PI e PIR em
pintainhas de boa qualidade da idade jovem. NC ¢ descrito na literatura como um metabolito
oriundo da degradagdo de moléculas de herbicidas (HU et. Al, 2011, ZHOU et al., 2021,
SHAPIR et. al., 2002, CRUICKSHANK-QUINN, 2017), bem como o PIR ¢ classificado como
um carbamato utilizado como inseticida em plantagdes (CHEN, 2009). Nao h4 identificagdo
prévia destes metabodlitos em meconio de pintinhos, de modo que este resultado de nosso
trabalho ndo ¢ suficiente para determinar sua atuagdo no metabolismo do embrido. Apenas

podemos supor que possam estar relacionados a uma presenca na nutricao da matriz.

Assim como a PI, o PS ¢ um glicerofosfolipideo e foi mais expresso pintainhas boas
oriundas de matrizes jovens. Ha poucas informagdes sobre o PS na literatura, mas ele ¢
encontrado em plantas (VUCO et. al., 2022), e em plasma de ratos que foram alimentados
com proteina de origem de galinha (ONUH et. al., 2016). Porém baseado nestes estudos, ndo

foi possivel elencar motivos para nosso resultado referente a este metabolito.

SB e OAG s@o compostos glicosideos. Os glicosideos, amplamente presentes em
plantas, constituem uma variedade de metabolitos secundarios com estrutura diversificada, uteis
na farmacologia devido as suas bioatividades comprovadas (BARTNIK e FACEY, 2023). Os
relatos na literatura ndo nos mune de informagdes suficientes para discutir a diferenca de
expressao destes metabolitos em meconio de pintainhas. Apenas podemos hipotetizar que a
nutricdo da matriz pode ter contribuido para essa diferenca ja que SB especificamente ¢ um
metabolito com presencga descrita em planta (ALBALAWTI et. al., 2023, AKBAR et al., 2020),
e podermos supor o mesmo para OAG, devido ser da mesma classe. E, em especial, o SB
apresentou alto valor de AUC com pintinhos bons oriundos de matrizes idade jovem o que

reforca a importancia de estudar mais esse metabolito.

Por fim, dos metabolitos que foram expressos mais em meconio de pintainhas boas
oriundas de matrizes novas, tem-se o GPL, um peptideo que atua como constituinte de proteinas
(PAN et al., 2011). Baseando-se no trabalho de PEN et., (2018), que associou o aumento de
diversos peptideos no sangue de embrides de frangos de corte com a sintese proteica das aves,

supomos que aves jovens excretaram mais peptideos do que as velhas devido ao fato que os



embrides mais velhos utilizem mais aminoacidos para a formagdo de seu corpo maior
(MACHADO et. al., 2020). Embora nao tenhamos base para compreender melhor este
resultado, o GPL ¢ um metabdlito que discrimina a pintainha de acordo com a idade e deve ser

alvo de mais estudos.

A literatura ndo traz relatos sobre a funcdo do 3R em aves, mas em humanos cle
tem um efeito protetor por ser um antioxidante (FARIAS et. Al., 2021, RADUAN et. Al., 2022).
Em embrides de aves a presenga deste composto no mecdnio das pintainhas pode ser explicada
pela presenca deste metabolito na alimentagao das matrizes, ja que ¢ um composto presente no
milho (DA HORA, 2021). Pela falta de informacdes disponiveis nao conseguimos compreender
por que ele aparece menos em pintainhas oriundas de matrizes jovens e assim, s30 necessarios

mais estudos sobre esse composto.

Em relacdo aos metabdlitos TRH, NN, MG18, HCG e CR a expressao em meconio
das pintainhas boas foi menor nas oriundas de matrizes novas. TRH ¢ um hormonio que possui
sua excrecdo realizada pelo hipotadlamo, ativa o hormonio estimulante da tireoide que por sua
vez ird atuar na liberagdo dos hormonios T3 e T4 (FLACH et al., 2021). Embora fatores
estressantes durante o periodo de incubagao de ovos de possa inibir os efeitos do TRH, e
consequentemente atrasar o crescimento € metabolismo do embrido (CHELNOKOVA et al,
2023), isso ndo explica o motivo do TRH ser menos expresso em pintainhas oriundas de
matrizes jovens. Novamente isso pode estar relacionado ao peso do ovo da matriz jovem que é
menor (WAGT et al., 2020). Apoiado no fato que esse metabodlito apresentou uma alta
associacdo com a idade da matriz com elevada AUC (Tabela 3) ¢ mandatdrio mais estudos para

entender melhor a atuagao desse horménio.

Assim como o0 MG16, o MG18, também ¢ um glicerideo com menor expressdo em
mecoOnios de pintainhas oriundas de matrizes jovens, porém so se diferiu entre as categorias de
idades das pintainhas classificadas como boas. A forma que interpretamos este resultado segue

a mesma que discutimos paragrafos acima para o MG16 com a necessidade de mais estudos.

A CR ¢ um proteina de importante valor energético e estd disponivel para o embrido
das aves gracas a deposi¢@o deste composto na gema feita pela galinha (REICHER et. al., 2020),
Além disso, os embrides também sdo capazes de sintetizar este metabolito para suprir as suas
necessidades (LIU et. al., 2021, WALKER, 1979). A CR ¢ expressa a partir do 11° dia de
incuba¢do em embrides de frango e atua como fonte energética para a ave (Dayan et al., 2023).
A injecdo de CR in ovo melhorou a taxa de eclosdo de pintinhos de frangos de corte, em
comparacao a ovos que nao receberam suplementacao, devido a um maior aporte energético
garantido pela CR no final da incubacdo (FIRMAN et. al., 2023). Assim como discutido sobre
os metabolitos MG16 e MG18, ¢ possivel que aves de matrizes novas terdo menor expressao

de metabolitos realacionados como fonte de energia, pois utilizam menos energia devido seu



menor tamanho. No entanto, reforgcamos a necessidade de estudos especificos para auxiliar

nesta constatagdo em especial para o CR que apresentou uma alta AUC.

Outro metabdlito que participa deste mesmo contexto ¢ o HCG, classificado como um
¢éter lipidico (RANGHOLIA et. al., 2021). Estes compostos possuem importantes fungdes
biologicas como constituicdo de membranas, regulagao de diferenciagao e sinalizacdo celular
e atividade antioxidante (DEAN e LODHI, 2018). No nosso trabalho, ele foi menos expresso
em mecoOnio de pintainhas oriundas de matrizes mais novas classificadas como boas sem que

a literatura traga base para entendermos tal evento.

Por fim, metabdlito que apresentou uma menor expressdo no mecdnio das
pintainhas de qualidade boa oriundas de matrizes jovens e de dificil interpretagao foi o NN. Nao
ha trabalhos recentes sobre esse metabolito, mas estudos antigos definem NN como um
composto alcaldide, oriundo de plantas e que possui propriedades citotoxicas (SUNDQVIST,

1989, OHSHIMA, 1989).

A PSL-DA exibe uma melhor separagdo entre componentes de pintainhas
classificadas como de boa qualidade oriundas de matrizes jovens (Figura 1B) o que ¢
confirmado pelo alto valor da acurécia, sensibilidade e especificidade (tabela 1). Na primeira
componente houve a maior participacdo do TRH, CR, SB, GPL, PIR D3T, MG16 (Figura
suplementar 1). Com objetivo de avaliar separadamente os componentes com a alta
sensibilidade e especificidade das pintainhas de boa qualidade nos realizamos o teste da
regressao logistica avaliando as jovens com demais. A AUC foi alta (>90%) para os metabdlitos
TRH, CR, SB, GPL, PIR e DT3 mostrando que esses metabolitos em conjunto ou isoladamente
estdo altamente associados com a idade sendo eficientes em classifica-las como jovens ou nao

jovens.

Nosso trabalho ¢ o primeiro a associar metabdlitos excretados em meconio de
pintainhas e idade da matriz. Embora o trabalho deixe muitas duvidas para entender o motivo
pelo qual alguns metabdlitos sdo mais ou menos excretados, em pintainhas oriundas de matrizes
da idade jovem, média ou velha, ele deixa muito claro que a diferenca entre essas idades existe.
E robusto na literatura trabalhos que mostram diferengas em janela de nascimento e eclosio
entre pintainhas oriundas de diferentes idades (NASRI et. al., 2020, REBOLLEDO, 2023,
YAMAK et. al, 2023). Assim, nosso trabalho refor¢a a necessidade de um tratamento especial
para cada categoria de idade. Ademais, ¢ um trabalho que abre portas para outros ja que, aqui
trazemos metabolitos que podem apresentar potencial para contribuir para melhorar resultados
de incubacdo dependendo da idade da matriz. Outro ponto a se destacar foi uma menor
associacao entre os metabolitos encontrados em pintinhos de qualidade ruim e a idade. Isso
pode ser compreendido pois nossa sele¢ao foi baseada em pintinhos ruins sem levar em conta

a causa dessa condi¢@o. Assim, trabalhos futuros devem ser realizados no sentido de separar os



pintinhos bons e ruins pelo tipo de defeito que levou a classificacdo da pintainha ruim. Outro
ponto que chama atencao ¢ o resultado do PLS-DA das pintainhas boas (Figura 1B) onde
percebemos uma boa separagao da idade jovem. Ao separar as categorias de idade usamos uma
classificagdo normalmente utilizada nas empresas avicolas, porém em relacdo a classificacao
fisiologica da matriz e do embrido, ha justificativa para supor que essa classificagdo deva ser
revista.

6.3. Ha diferenca entre o perfil metabdolito de pintainhas classificadas como boas e
ruins, porém a acuracia para associar o perfil metaboélico depende da idade

Pintainhas boas tiveram maior excre¢do em meconio dos metabdlitos
“Hydroxyprolyl-Valine” (HV), “PI(0-20:0/21:0)” (PI) e “N — nitrosoguvacine” (NN) e menor
excre¢ao de N6 e 7M (Figura 4A).

HYV ¢ um dipeptideo, oriundo de uma quebra incompleta de proteinas nos processos
de digestdo ou catabolismo destas (WISHART, 2022). Nao ha trabalhos que apresentem a
funcdo especifica deste metabdlito no embrido de aves. Sabe-se que, os dois peptideos que o
compoe, hidroxiprolina e valina, exercem fung¢des no metabolismo de embrides de aves. A
injecdo de valina em ovos embrionados de poedeira ¢ capaz de aumentar o peso do pintinho
eclodido, reduzir a janela de nascimento e incrementar producdo de mioblastos (KITA et. al.,
2015, KITA ¢ MAKINO 2016). Por sua vez, hidroxiprolina, estimula crescimento de vasos
sanguineos e cartilagem em embrides de frango de corte (BECK et. al., 2015). Nossos
resultados reforgam a importancia desses metabodlitos para o metabolismo do embrido ja que
ele foi maior em pintainhas de boa qualidade. E assim, corroborando com os autores antes
mencionados, a valina e a hidroxiprolina sdo compostos com potencial para melhorar a

qualidade do pintinho de um dia.

A excrecdo do PI e do NN foi maior em pintainhas classificadas como boas (Figura
2). Como anteriormente discutido, o PI esta associado a uma alta taxa de sintese de DNA,
proliferag¢do celular e armazenamento de energia (Liu et. al., 2021) além de desempenharem
fungdes como fusdo celular, fagocitose e transporte de vesiculas (SCHLEGEL e
WILLIAMSON, 2001; OHASHI et. al., 1995) o que provavelmente ¢ determinante para
explicar o porqué pintinhos de boa qualidade apresentam maior excrecdo de PI em seu
meconio. Novamente, torna-se dificil explicar a maior excrecdo de NN em pintainhas de boa

qualidade ja que nao ha trabalhos para nos guiar.

O N6 ¢ classificado como um nucleosideo de purina (WISHART, 2022), que por
sua vez atua como constituintes de 4cido nucleico em todos os organismos vivos (ELGEMEIE
et. al., 2022), relatos de N6 especificamente ocorrem na literatura majoritariamente como
constituinte de leite ou urina de fémeas mamiferas (SCHLIMME et. al., 1994, PALOU, 2020,

ZHOU et. al., 2022). Portanto, sem embasamentos para auxiliar nossa interpretagdo deste



metabolito no meconio das aves. O mesmo ocorre para 7M, que ¢ definido como um
monoterpenoide iridéide glicosidico (CHEBI, 2022), que ¢ uma classe de produtos naturais
normalmente derivado de plantas e com propriedades farmacologicas (LIU et. al., 2021).
Apesar de poder ser encontrados em animais (KUMAR et. al., 2005), ndo ha relatos na literatura
deste composto em aves. No entanto nosso trabalho reforca a importancia desses dois
metabolitos por apresentarem uma maior associagdo com a qualidade do pintinho com uma

AUC maior que 70% (Tabela 4).

Desconsiderando a idade, a acuracia geral (63,38%), a sensibilidade (59,45) e a
especificidade (60,5%) para classificar as pintainhas boas e ruins de acordo com metabdlitos
com diferenga no teste t foi baixa. E isso provavelmente se deve a fatores ja observados nesse
trabalho como por exemplo interferéncia da idade da matriz no perfil metabolito das pintainhas
e mesmo a necessidade de uma estratificagdo detalhada do tipo de defeito do pintinho
classificado como ruim. No entanto, mesmo assim, ¢ clara a diferenca entre a influéncia dos
metabolitos em relagdo a qualidade da pintainha que pode mostrar tais metabolitos como

potenciais compostos para estudos de qualidade.

6.4. Em relacdo a diferenca entre o grau de expressao de metabdlitos de pintainhas
boas e ruins oriundas de matrizes novas, o PE, D3, BIS, OXO, DI, PS, NST, SB, OAG foram
excretados mais em pintainhas boas (Figura 3A.).

Nao foram encontrados trabalhos sobre a fun¢ao do PE em aves. Mas o PE ¢ um
fosfolipideo e como ja discutido anteriormente, esta classe de compostos sdo componentes de
membranas celulares e desempenham fun¢des no metabolismo de embrides de aves (WANG
et. al., 2022; VALENTINE, 2020), porém ndo ha meios de justificar, baseado em nossos
achados e na literatura, o motivo de este metabolito ter sido mais excretado em pintainhas boas

de idades de matriz jovens.

D3, assim como o D3T, também ¢ classificado como participantes do metabolismo
da vitamina D (CHEBI, 2021). Visto a importancia deste metabodlito no metabolismo do
embrido, discutida anteriormente, ¢ valido considerar que nosso estudo corrobora com o fato
deste metabolito ser benéfico ao metabolismo da ave, uma vez que foi detectada maior
expressdo em mecoOnio das pintainhas boas em comparagcdo com ruins, oriundas de matrizes

novas.

O fato de termos detectado BIS no mecdnio de aves ¢ de dificil compreensao pois
os unicos relatos dos efeitos deste metabolito em animais que encontramos foi toxicidade e
carcinogénese em ratos (LINGG et. al., 1982) e a constatacao da toxicidade deste produto para
humanos (EPA, 2000). Uma hipdtese para maior quantidade de BIS em pintainhas boas

oriundas de matrizes jovens € que que as pintainhas boas foram mais eficientes em excreta-la.



O composto OXO, que esteve dentre os mais expresso no meconio das pintainhas
boas oriundas de matrizes jovens, ¢ um metabdlito da degradagdo do acido linoleico que ¢ capaz
de aumentar o metabolismo energético de ratos (KIM et. al., 2017). A suplementagdo de acido
linoleico aumenta e diminui a quantidade de &cidos graxos saturados e insaturados,
respectivemente, na gema de ovos de matrizes pesadas, o que contribuiu com uma reducao de
acimulo de gordura nos embrides de frango de corte (FU et. al., 2020). E dificil concluir o
porque esse metabolito estava mais em pintinhas de qualidade boa mas uma hipdtese é que

essas aves podem ter um metabolismo mais ativo.

O composto DI, teve sua primeira descri¢do como um alcaloide enontrado em raizes
de planta rauvolfia serpentina (SIDDIQUI et. al., 1987) e estudos mais recentes atribuem a este
composto o potencial de ser utilizado como droga contra cancer (ABUZENADAH et. al., 2022).
Baseado no que ha na literatura nao temos embasamento para discutir o porque esse composto
tem alta associagdo com a qualdiade da pintainha sendo mais expresso em pintainhas de boa

qualidade.

Como anteriormente discutido, o PS ¢ um glicerofosfolipideo cuja explicacdo de sua
presenca ¢ m meconio ¢ dificil devido a poucos estudos na literatura que relatam sua
ocorréncia, até onde sabemos foi detectado em rato (ONUH et. al., 2016) e em plantas (VUKO
et. al., 2022).

O metabolito NST ¢ um derivado do metabolismo de aminoécidos em especial do
triptofano (DA CUNHA et. al., 2022). Especificamente em embrides de aves, ndo ha relatos na
literatura do metabdlito NST especificamente. Sabe-se sobre a atuagdao do triptofano
propriamente dito no metabolismo das aves, injecdo deste aminoacido em ovos embrionados de
frango de corte contribuiram com aumento de fibras musculares do musculo do peito e teve
efeito positivo na imuno modulacdo das aves (NAYAK et. al., 2018) e estimulou crescimento
intestinal de embrides de frangos, favorecendo ganhos de performance na vida adulta (NAYAK
et. al., 2015). Dado os efeitos benéficos do triptofano no metabolismo do embrido, a expressao
maior do metabolito NST em pintainhas de melhor qualidade oriunda de jovens pode estar

relacionado a estas vias estarem mais ativas.

Os metabolitos CR, LB e 7M, foram mais expressos em pintainhas de qualidade
ruim (Figura 3A). Como antes discutido a CR ¢ uma proteina com importante valor energético
e benéfica para o embrido (FIRMAN et. al,, 2023) e foi mais expressa em pintinhos
classificados como ruins. Ma qualidade de pintinhos esta relacionado muitas vezes a processos
estressantes (NARINC, 2021) e durante tais periodos o metabolismo energético desses animais

fica comprometido o que pode explicar a maior quantidade de CR no mecdnio.

Poucos trabalhos trazem evidéncias sobre o LB. Trata-se de um composto da classe



dos peptideos hibridos, que consiste em um peptideo com dois aminoacidos em sua constitui¢ao
(HMDB, 2021). Como discutido em relagdo ao GPL, esta classe de metabdlitos esta relacionada
com a formagdo corporal do embrido, de modo que maior quantidade dele em meconio
signifique menor uso deste peptideo pelo embrido, o que pode acarretar prejuizos, porém,

garantir esta correlacao requer estudos especificos.

A acuricia para classificar a qualidade das pintainhas de acordo com o perfil
metabolico na idade jovem foi de 73,36% com boa sensibilidade (80,7%) mostrando que
pintainhas boas podem ser classificadas com maior acerto que pintainhas ruins ja que a
especificidade foi de 66,66%. Dos metabolitos que mais influenciaram nessa classificacdao
destaca-se 0 OXO, DI, OS, NST, CR e 7M (Tabela 4) que podem ser potenciais biomarcadores

para qualidade das pintainhas jovens e devem ser mais explorados para testes futuros.

6.5. Em relacdo a diferenca entre o grau de expressao de metabdlitos de pintainhas
boas e ruins oriundas de matrizes médias, os metabdélitos HV, KA, NN, 40X, AP, HCG, AF,
HC2, PTN e MG16 expressaram mais em pintainhas de boa qualidade.

Os efeitos benéficos do HV foram discutidos quando apresentamos os resultados
independentemente da idade. E novamente em pintainhas oriundas de idade média tem-se o
efeito benéfico da valina e da hidroxiprolina para qualidade do pintinho e considerando uma
AUC maior de 70% a HV ¢ sem duvida um potencial candidato como biomarcador de

qualidade.

KA ¢ um metabdlito classificado como um integrante da classe dos
sesquiterpenodides de eudesmane, compostos extraidos de plantas com propriedades medicinais
(WU et. al., 2006). Em animal, os tnicos relatos de nosso conhecimento trata-se da atividade
dele em reduzir atividade da aldose redutase, uma enzima atuante no metabolismo da glicose,
em ratos (YOSHIKAWA et. al., 1999; WU et. al., 2006). Nao ha relatos deste metabdlito no
organismo de aves e embora o KA tenha se diferenciado entre pintainhas de boa e ma qualidade,
ainda ndo somos capazes de explicar esse resultado. Mas esse resultado sugere que € possivel
que compostos de plantas oriundos da alimentacdo da matriz influencie na qualidade da

pintainha.

O metabolito NN novamente apareceu sendo mais expresso em pintainhas de boa
qualidade, porém sem informacgdes na literatura para embasarmos nossa discussdo. No
entanto, a AUC maior que 70%, apresenta-se como possivel metabdlito como marcador de

qualidade da pintainha.

Recentemente, foi identificado aumento do 40X, metabdlito presente nas vias que



participa a enzima citocromo p450, no plasma de cabras intoxicadas por aflatoxina B1 (SHI et.
al, 2022). A intoxicagdo de ovos embrionados de poedeiras por glifosato causou prejuizos ao
figado do embrido devido a expressdo da enzima p450 no 6rgdo (FATH et. al., 2020). Esta
enzima participa do metabolismo de xenobidticos (SHI et. al., 2022), que sustenta nosso
pensamento de que estes compostos ou toxinas, oriundos da alimentacdo da matriz, sdo
metabolizados pelo embrido, uma vez que um metabolito oriundo da enzima que degrada estes
produtos foi encontrado no meconio de pintainhas. E ainda que a capacidade de metabolizar os

xenobidticos ¢ maior em pintainhas de boa qualidade oriundas de matrizes de idade média.

Embora n3o tenhamos base para entender o poque AP foi mais expresso em
pintainhas de boa qualidade oriundas de matrizes de idade média, a ocorréncia dos aminodcidos
que constituem esse peptideo (asparagina e fenilalanina) é mais frequente na literatura.
Asparagina teve sua concentracdo aumentada no liquido amnioético de ovos embrionados de
frango de corte relacionado com o incremento no peso do embrido (ZHU et. al., 2022). Por sua
vez, fenilalanina, atribuida a processos de producdo de hormonios e neurotransmissores,
reduziu na gema de ovos embrionados de frangos de corte durante os dias 15 e 19 de incubacao
(LIU et. al., 2021). Assim como discutido em relagdo ao HV em paragrafos anteriores,
acreditamos que esses dipeptideos estejam relacionados ao metabolismo das proteinas pelo
embrido, e que pintainhas de melhor qualidade serdo mais eficientes em fazer uso dessas vias,

por isso a maior excre¢do destes metabolitos.

Outros metabolitos relacionados com metabolismos de aminoacidos sdo o AF,
participante do metabolismo do triptofano (LIU et. al., 2023) e o PTN que participa do
metabolismo da metionina (KEEG, 2023). Suplementa¢do de metionina em embrides de
frangos de corte tiveram efeito positivo no empenamento do embrido (CHEN et. al., 2020) e na
formagdo do intestino dos pintinhos de corte (CHEN et. al., 2021) e de poedeiras (FARIAS et.
al., 2023). Seguimos a mesma interpretacdo referente ao NST, que o AF e PTN por se tratar de
metabolitos sem a referéncia especifica em embrides de aves, consideramos a importancia dos
seus precursores triptofano e metionina no metabolismo do embrido. E da mesma forma que
NST foi mais expresso em meconio das pintainhas boas de matrizes jovens, AF e PTN tiveram
maior expressdo nas boas de idades médias, o que leva a crer que o embrido usufruir melhor

das vias de metabolismo de aminoécidos, influencia positivamente a qualidade da pintainha.

HC2 ¢ um composto quimico denominado nitrocomposto (NIH, 2023). Este
produto foi reportado ser isolado em plantas, fungos, bactérias e mamifero, possui propriedades
antibacterianas, antitumorais e de sinalizagdo celular (PARRY et. al., 2011). Nosso trabalho,
até onde sabemos, ¢ o primeiro relato dele de alguma forma presente no organismo de aves, €
os embasamentos teoricos fornecidos pela literatura ndo nos permite discutir o motivo de sua

expressdao no meconio de aves.



O HCG como anteriormente discutido faz parte de um grupo que possui importantes
funcdes bioldgicas como constituicdo de membranas, regulagdo de diferenciacao e sinalizagao
celular e atividade antioxidante (DEAN e LODHI, 2018). Esse fator de constitui¢do e prote¢ao
devido, a atividade antioxidante, pode explicar o porqué a maior quantidade desse metabolito

em meconio de pintainhas boas oriundas de matrizes de idades médias.

O MG16 também ocorreu em maior quantidade em meconio de pintainhas oriundas
de matrizes médias de boa qualidade. Como esse composto esta relacionado ao metabolismo
energético ele pode, supostamente, ter uma maior excre¢ao em pintainhas boas devido a um

metabolismo mais eficiente dessas aves.

Ainda para pintainhas de matrizes médias, o metabdlito N6 foi mais expresso em
pintainhas de qualidade ruim. Conforme antes discutido, embora o N6 seja um metabolito
importante ndo temos bases para discutir o porqué ele foi mais expresso em pintainhas de

qualidade ruim.

A acuracia, a sensibilidade e a especificidade para classificar as pintainhas da idade
média em relacdo a qualidade foi de 70,83% o que mostra que temos potenciais biomarcadores

com foco para NN, AP, AF, HC2, PTN e HV por apresentarem maio UC.

6.6 Em relacio a diferenca entre o grau de expressio de metabolitos de pintainhas
boas e ruins oriundas de matrizes velhas o PI e 0 OAM expressaram mais em pintainhas de
boa qualidade (Figura 3 C).

OAM, expresso em maior quantidade em meconio de pintainhas de boa qualidade
geradas por matrizes velhas, trata-se de um metabdlito sem relatos abundantes na literatura, mas
um trabalho associou sua maior expressao em ratos com obesidade (COWAN et. al., 2016). Por
também se tratar de um glicosideo, podemos discuti-lo da mesma forma que o OAG, ou seja, o
unico fato compreendido por nds que pode justificar sua ocorréncia no meconio de pintainhas
¢ através da nutri¢do da matriz, ja que esta classe de metabdlitos ¢ encontrada em plantas

(BARTNIK e FACEY, 2023).

Como anteriormente discutido, o PI tem importantes fun¢des como fusdo celular,
fagocitose e transporte de vesiculas (SCHLEGEL e WILLIAMSON, 2001; OHASHI et. al.,
1995) e pode estar relacionado com o armazenamento de energia no embrido (Liu et. al., 2021).
Novamente, embora ndo possamos explicar exatamente o porqué, nosso trabalho mostra a

importancia do PI em distinguir embrides classificados como bons e ruins oriundos de matrizes

de idade velha.

Na idade velha a acuricia, sensibilidade e especificidade para classificar os

pintinhos de acordo com os metabolitos que apresentaram diferenca ¢ baixa. Isso sugere que



embora haja diferenca na excre¢ao dos metabdlitos em meconio, deve haver mais variaveis
interferindo na qualidade dos pintinhos nessa idade. De todo modo, PI ¢ OAM apresentam
influéncia sobre a qualidade da pintainha, em especial o OAM que teve uma AUC maior que

70% (Tabela 4)

Além da relacio com a idade da matriz n6s apresentamos de forma inédita
metabolitos que se relacionam com a qualidade da pintainha poedeira. Houve diferenca entre
metabolitos de aves classificadas como boas e ruins de forma geral ou nas diferentes categorias
de idade. No entanto ao avaliar a associagdo entre qualidade de pintainhas e os metabolitos
encontrados a acuracia, sensibilidade e especificidade foi menor do que a classificacdo de
pintainhas de boa qualidade pela idade das matrizes. Uma das hipoteses para isso ja foi
levantada anteriormente que ¢ uma classificacdo geral de pintainhas de qualidade ruim sem
estratificar pela causa dessa qualidade e/ou um maior nimero de variaveis que interferem na
classificacdo das pintainhas. Isso pode ser refor¢ado pela andlise da PLS-DA que mostra um
melhor agrupamento das pintainhas de boa qualidade em relagdo as de qualidade ruim para as
idades (jovem e média). Interessantemente a acuracia e a sensibilidade caem para classificar
pintainhas boas e ruins de acordo com os metabolitos para a idade velha mostrando que nessa
fase também ha outras varidveis que vao interferir a qualidade da pintainha. Outro ponto a se
considerar ¢ a propria amostra escolhida. O meconio ¢ uma amostra interessante pela facilidade
da coleta, mas amostras de soro e sangue poderia explicar melhor a qualidade da pintainha e

devem ser testadas em trabalhos futuros.

7 CONCLUSOES

E possivel notar diferengas no perfil metabolito de meconio de pintainha poedeira
de acordo com a categoria da idade da matriz que a originou e a classificagdo de qualidade da
pintainha. De modo que, sensibilidade e especificidade em classificar pintinhas boas entre as
idades da matriz ¢ maior do que pintinhas ruins. Além disso, a idade mais velha da matriz

contribui para uma menor acuracia e sensibilidade em classificar pintinhas boas ou ruins.

Nosso trabalho traz diferentes metabolitos como potenciais biomarcadores abrindo
portas para futuros trabalhos com destaque para OXO, DI, OS, NST, CR, 7M para distinguir
qualidade de pintainhas oriundas de matrizes jovens, NN, AP, AF, HC2, PTN, HV para
classificar qualidade pintainhas oriundas de matrizes de idade média e OAM para classificar

pintainhas oriundas de matrizes velhas.

Além disso, esse trabalho exibe potenciais metabolitos que podem ser estudados a

fim de mitigar os efeitos da idade da matriz sobre os dados de eclosdo com destaque para os



metabolitos SB, CR, D3T e TRH.
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(GPL): “Gly Pro Lys” (SB): “Semilepidinoside B” (MG18): “MG(18:0/0:0/0:0)[rac]” (PIR): “Pirimicarb” (OAG):
“1-(O-alpha-D-glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol” (CR): “creatine”, (PI): “PI1(0-20:0/21:0) ”
(NN) “N — nitrosoguvacine” (TO): “Trolamine” (TRH): “Thyrotropin releasing hormone” (D3T): “1a-hydroxy-
23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 / 1a-hydroxy-


https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.115803

23-[3-(1-hydroxy-1-methylethyl)phenyl]-22,22,23,23-tetradehydro-24,25,26,27-tetranorcholecalciferol” (HCG):
“Hexadecyl Acetyl Glycerol” (HCG): “Hexadecyl Acetyl Glycerol” (MG16): “MG(0:0/16:0/0:0)”

Tabela suplementar 2: Peso de cada metabdlito dentro das diferentes componentes da PSL-DA de
pintinhas classificadas pela qualidade geral

Metabolito

HV -0,67
PI -0,10
NN -0,49
N6 0,73
™ 0,54

(HV): “Hydroxyprolyl-Valine” (PI): “PI(O-20:0/21:0) ” (NN) “N — nitrosoguvacine” (N6): “N6-Carbamoyl-L-
threonyladenosine” (7M): “7-methyl-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-
1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid”

Tabela suplementar 3: Peso de cada metabdlito dentro das diferentes componentes da PSL-DA de
pintinhas classificadas pela qualidade de pintinhas oriundas de matrizes jovens

Compound

PE 0,37
D3 0,51
BIS 0,69
0XO 0,68
DI 0,77
PS 0,62
NST 0,78
SB 0,40
OAG 0,06
CR -0,62
LB -0,39
™ -0,66

(PE): “PE (21:0:0)” (D3): “I a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-homo-22-thia-20-epivitamin D3 / 1
a,25-dihydroxy-26,27-dimethyl-24a-homo-22-thia-20-epicholecalciferol” (BIS): “Bis(2-
chloroethyl)ether” (OXO): “Z12-ox0-10Z-octadecenoic acid” (DI): “Dihydro Isorescinnamine” (PS):
“PS(0O-16:0/15:0)”, (NST): “N-stearoyl tryptophan” (SB): “Semilepidinoside B” (OAG): “1-(O-alpha-D-
glucopyranosyl)-29-keto-(1,3R,31R)-dotriacontanetriol” (CR): “creatine”, (LB): “L-beta-aspartyl-L-
leucine” (7M): “7-methyl-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-
1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid”

Tabela suplementar 4: Peso de cada metabolito dentro das diferentes componentes da PSL-DA de
pintinhas classificadas pela qualidade de pintinhas oriundas de matrizes médias

Compound WCO0

HV -0,52
KA -0,55
NN -0,79
N6 0,42

0XO -0,67



AP -0,63

HCG -0,54
AF -0,69
HC2 -0,73
PTN -0,66
MGI16 -0,56

(HV): “Hydroxyprolyl-Valine” (KA): “Kikkanol A”, (NN) “N — nitrosoguvacine” (N6): “N6-Carbamoyl-L-
threonyladenosine” (OXO): “Z12-o0x0-10Z-octadecenoic acid” (AP): “Asn Phe” (HCG): “Hexadecyl Acetyl
Glycerol” (AF): “AFMK” (HC2): “HC Blue No.2”

(PTN): Pentahomomethionine” (MG16): “MG(0:0/16:0/0:0)”



	Ata de Defesa - Pós-Graduação 30 (5017540)

