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RESUMO

Aves alimentadas com dietas vegetais dependem da sintese endégena de creatina, que
requer a participacdo de aminoacidos, alguns deles considerados essenciais para diversas funcdes
fisioldgicas e metabdlicas, como a arginina (Arg). O acido guanidinoacético (GAA) € um aditivo
alimentar, disponivel comercialmente, mais eficaz em comparagdo com a creatina e Arg, porque é
menos oneroso que qualquer um destes compostos. O objetivo do trabalho foi avaliar a inclusdo do
acido guanidinoacético e arginina como precursor da creatina em dietas vegetais sobre o
desempenho, qualidade e rendimento de carcaca de frangos de corte em ambiente termoneutro e
submetidos ao estresse térmico. Foram utilizados 1260 pintos de corte distribuidos em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, nove repeticées e 35
aves por unidade experimental. Os tratamentos foram constituidos por: T1 - dieta a base de milho e
farelo de soja; T2- dieta controle a base de milho, farelo de soja e farinha de carne (3%); T3- dieta a
base de milho e farelo de soja acrescida de acido guanidinoacético (0,8%) e T4- dieta a base de
milho e farelo de soja acrescida de L-Arginina (0,8%). Foram registrados o peso médio das aves e 0
consumo de ragéo, aos 7, 21 e 42 dias de idade. Aos 7 dias de idade, foram sacrificadas 18 aves por
tratamento para o rendimento de peito e pernas. Aos 42 dias de idade, foi realizada a coleta de
sangue de 12 aves por tratamento para a determinacdo das concentra¢des séricas de acido Urico,
uréia, creatina, lactato e glicose. As mesmas aves foram abatidas, para o célculo de rendimento de
carcaca em relacdo ao peso vivo e rendimento de cortes nobres. O musculo pectoralis major direito
de cada ave foi utilizado para as analises de pH, de cor (luminosidade L*, indice de vermellho a* e
indice de amarelo b*) e a perda de agua por pressdo. O musculo Pectoralis major do lado esquerdo
para as analises de perdas por descongelamento e por cozimento. Aos 42 dias de idade, a
temperatura ambiente do aviério foi elevada para 32°C, por 48 horas. Aos 44 dias de idade, foram
sacrificadas mais 12 aves por tratamento para a determinacdo das mesmas avaliacdes feitas em aves
criadas em ambiente termoneutro. Os dados foram analisados pelo software SAS. As dietas com
adicdo de farinha de carne ou vegetais acrescidas de GAA ou L-Arg resultaram em maior peso vivo e
percentual de carne de peito aos 7 dias. Para o periodo total de 1 a 42 dias de idade, observou-se
melhor converséo alimentar em aves suplementadas com dieta vegetal acrescida de farinha de carne.
Para as demais caracteristicas néo foram observadas diferengas significativas. Aves submetidas ao
estresse térmico recebendo dietas vegetais com Arg ou GAA ndo apresentaram variacdes na
bioquimica sérica e na qualidade da carne. Entretanto, a suplementacao de dietas vegetais com Arg
ou GAA resultou em maior peso de carcaca e maior rendimento do peito e menor deposi¢cdo de
gordura abdominal em frangos submetidos ao estresse térmico. O uso de Arg e GAA em dietas
exclusivamente vegetais como precursor da creatina, pode contribuir para melhores indices
zootécnicos e propriedades funcionais da carne de frangos de corte submetidos ao estresse térmico.

Palavras-Chave: aminoacidos, carne, estresse térmico, ganho de peso, glicina, ressintese de ATP



ABSTRACT

Birds fed diets vegetables depend on the endogenous synthesis of creatine, which requires
the participation of amino acids, some of which are considered essential for many physiological and
metabolic functions, such as arginine (Arg). The guanidinoacetic acid (GAA) is a food additive,
commercially available more effective compared with creatine and Arg, because it is less costly than
any of these compounds. The objective was to evaluate the inclusion of guanidinoacetic acid and
arginine as a precursor of creatine in vegetable diets on performance, quality and carcass vyield of
broiler chickens in thermoneutral environment and subjected to heat stress at 42 and 43 days old.
1260 broiler chicks were distributed in a completely randomized design, with four treatments, nine
replicates and 35 birds each. The treatments were: T1- diet based on corn and soybean meal; T2- diet
from corn, soybean meal and meat meal (3%); T3 diet based on corn and soybean meal plus
guanidinoacetic acid (0.8%) and T4 diet based on corn and soybean meal plus L-arginine (0.8%). It
was reported the average weight of the birds and the feed intake at 7, 21 and 42 days of age. At 7
days of age, 18 birds were sacrificed by treatment for breast yield and legs. At 42 and 44 days, blood
collection was held from 12 birds per treatment for the determination of serum uric acid, urea, creatine,
lactate and glucose. The same birds were slaughtered for carcass yield calculation in relation to body
weight and yield of noble cuts. The pectoralis major muscle right of each bird was used for pH, color
(brightness L *, a * vermellho index and yellow index b *) and the pressure for water loss. The
pectoralis major muscle of the left side for analysis of loss on thawing and cooking. Data were
analyzed by SAS software. The diets with addition of meat or vegetables plus GAA or L-Arg resulted
in higher live weight and percentage of breast meat at 7 days. For the whole period of 1 to 42 days of
age, it was observed effect (p <0.0002) on feed conversion in birds diet supplemented with vegetable
and meat compared with the other diets. In the remaining parameters were no significant differences
between treatments. In birds under heat stress was no significant difference between T1 and T2 diets
for cooking loss. In the remaining parameters were no significant differences between treatments. The
use of Arg and vegetable diets GAA exclusively as a precursor of creatine, can contribute to improved
performance indexes and functional properties of meat of broilers subjected to thermal stress, since
the use of animal proteins is increasingly restricted in animal nutrition.

Keywords: amino acids, meat, heat stress, weight gain, glycine, ATP resynthesis
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior exportador mundial de carne de frango, exportando um
volume de 3.918 mil toneladas por ano, sendo seguido pelos Estados Unidos da
América com 3.354 mil toneladas e Europa com 1,095 mil toneladas. Em 2013 o
Brasil fechou sua producgéo de carne de frango em 12,3 milhGes de toneladas, se
tornando o terceiro produtor mundial, ficando atrds dos EUA e China. Da sua
producado 68,4% fica no mercado interno e 31,6% € destinada a exportacdo (ABPA,
2014).

O mercado interno detém 70% da carne de frango produzida no Brasil. As
projecbes mostram aumento no consumo interno, no periodo 2008/2009 a
2018/2019, o equivalente a 9,9 milhdes de toneladas. O consumo de carne de
frango no Brasil chegou a 41,80kg por habitante em 2013 (ABPA, 2014).

Atualmente, cerca de 40% da carne exportada no mundo tem origem no
Brasil. Em 2018/2019 as exportacdes de carne de frango deverao representar 90%
do comércio mundial, o que indica que o Brasil continuara a manter sua posicao de
primeiro exportador mundial de carne de frango (MAPA, 2014).

No Brasil, os estados sul e sudeste sdo os maiores produtores de frango,
sendo o Parana o primeiro com 31,12% da producdo brasileira, seguido por Santa
Catarina com 16,66% e Rio Grande do Sul com 16,66% (ABPA, 2014).

A avicultura moderna, resultado da interacdo entre genética, manejo,
ambiéncia, sanidade e nutricdo, atingiu um alto patamar de produ¢cédo, aumentando o
peso da ave aos quarenta e cinco dias de idade em média setenta e duas vezes o
seu peso de um dia de idade.

A nutricdo é responsavel por 60 a 70% do custo de producao, desta forma
impacta decisivamente nos indices de producdo e tem grande dependéncia dos
precos das matérias primas utilizadas na alimentacao animal. A nutricdo adequada é
a base de todos o0s programas nutricionais e as estratégias nutricionais sao
ajustadas de acordo com as necessidades dos consumidores e exigéncias para

maximizar o desempenho produtivo das aves.



18

As tendéncias internacionais do mercado s&o as de imposi¢cao de exigéncias
cada vez mais rigorosas a importacédo de produtos alimenticios (GOTTMANN et al.,
2008). Muitos importadores da carne de frango brasileira, como a Unido Européia e
o Oriente Médio, exigem que as aves nao recebam alimentacdo com ingredientes de
origem animal nem melhoradores de desempenho (BELLAVER et al., 2005), o que
direciona para a producdo de animais alimentados com ragbes estritamente
vegetais.

Outro ponto importante na nutricdo animal é a exigéncia do mercado de
alguns paises importadores de carne, onde se restringiu 0 uso de alguns farmacos
como melhoradores de desempenho, e o uso de farinhas de origem animal como
fonte proteica na racdo, cabendo entdo a nutricdo buscar outras opcdes de matéria
prima.

O uso exclusivo de farelo de soja pode representar um fator sensivel na
disponibilidade de aminoé&cidos considerados essenciais para as aves. Desta forma,
a suplementacdo de aminoacidos industriais e compostos bioldgicos poupadores de
aminoacidos essenciais pode corrigir essa deficiéncia, entretanto, devem ser viaveis
economicamente e ndo comprometerem o desempenho produtivo, a rentabilidade e
a qualidade da carne.

O é&cido guanidinoacético (GAA) é um composto poupador de Arginina (Arg)
e Glicina (Gly), pois é precursor direto da creatina (CREA), e desta forma, os
aminodacidos precurssores poderao ser utilizados mais eficientemente para a sintese
protéica, o que pode diminuir a exigéncia destes aminoacidos na elaboracdo das
dietas, considerando que a Arg se encontra entre os aminoacidos limitantes em
dietas a base de milho e soja para aves. (DILGER et al., 2013).

Segundo Wu e Morris (1998) a Arg é ainda necessaria para sintese de
varios outros compostos importantes tais como ornitina, poliaminas, prolina, éxido
nitrico (NO) e citrulina, além de glutamato e agmatina em mamiferos. A Arg é
também considerada um potente secretagogo, aumentando a liberacdo na corrente
sanguinea da insulina, horménio do crescimento e fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1 (IGF-I) (NEWSHOLME et al., 2005).

Para a sintese enddgena de CREA, a Arg transfere um grupo guanidino para
a glicina, pela acdo da amidinonotransferase formando ornitina e guanidinoacetato.
Numa segunda reacdo, catalisada pela guanidinoacetato N-metiltransferase, a

guanidinoacetato € metilada pela S-adenosilmetionina para formar S-
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adenosilhomocisteina e CREA (BLOCH e SCHOENHEIMER, 1941). A CREA é
liberada pelo figado e captada, principalmente, pelo tecido muscular onde é
estocada como fosfocreatina (PCr) ou convertida para creatinina e ambas as
moléculas podem ser excretadas pelos rins

Outra fonte da qual a CREA pode ser obtida & a dietética. Farinhas de
origem animal, podem conter quantidades varidveis de CREA, enquanto que
somente insignificantes quantidade podem ser obtidas em ingredientes vegetais
(MCARDLE; KATCH; KATCH, 1992). Desta forma, a suplementacdo dietética de
GAA pode ser mais efetiva porque € menos onerosa que a suplementacdo de Arg ou
CREA, além de quimicamente ser mais estavel.

A suplementacdo de GAA pode ser particularmente importante em dietas
para linhagens de frangos de corte de rapido crescimento inicial devido a grande
demanda de energia para o crescimento e o desenvolvimento muscular (BROSNAN
et al., 2009).

Metabolicamente, a CREA tem habilidade de ressintetisar Adenosina tri-
fosfato (ATP), isto é, fornecer energia quando ocorre intensa sintese de proteina
muscular. A CREA ao perder seu grupamento fosfato libera energia que € utilizada
para regenerar a adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico em ATP, isto €, a
CREA fornece energia para a ressintese do ATP. Cerca de 95% da CREA corporal
estd armazenada na musculatura esquelética (GREENHAFF, 1997).

Uma vez dentro da célula, a CREA é fosforilada a PCr durante o repouso
pela enzima creatina quinase. Essa enzima possui as seguintes fungdes: criar um
reservatorio energético prontamente disponivel; promover um sistema de transporte
de energia onde a PCr seria um carreador de energia; prevenir um aumento do ADP
livre intracelular; criar um reservatoério de protons, permitir sinalizacao para inicio da
glicogendlise no exercicio e suprir sitios subcelulares com taxas apropriadas de
ATP/ADP (STRYER, 1995)

A reserva energética muscular também é muito importante na regulacéo da
queda do pH post mortem (PETRACCI et al., 2001). Animais com desenvolvimento
muscular acelerado podem ter alteracbes na velocidade da glicdlise, o que pode
acarretar alteracdes nas caracteristicas de qualidade da carne. Adicionalmente, aves
submetidas ao estresse por calor usam mais rapidamente suas reservas de

glicogénio, o que pode resultar em seu esgotamento in vivo, que por sua vez gera
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consequéncias negativas sobre as propriedades funcionais da carne (MCKEE e
SAMS, 1997).

Carne PSE é uma denominacao originaria das iniciais das palavras da lingua
inglesa Pale, Soft e Exudative que, em traducéo literal significa, carnes com
caracteristicas péalida ou amarelada, flacida ou mole e exsudativa ou molhada,
respectivamente (KOMIYAMA, 2006). Na pratica, é o resultado das condi¢cbes de
manejo ante-mortem mal conduzidos e estressantes a que sdo submetidos os
animais, provocando um rigor-mortis acelerado (BARBUT, 1998; KOMIYAMA, 2006).
Explica-se o fendbmeno pela combinacdo de baixo pH, em geral menor do que 5,8
com elevada temperatura muscular, acima de 35°C, resultando na desnaturagdo das
proteinas provocando, em consequéncia, 0 surgimento da carne amaciada, sem
aderéncia e descolorida, com propriedades funcionais comprometidas. Isto ocorre
em funcdo de uma rapida transformacédo metabdlica do glicogénio em acido latico
alcancando pH final antes do resfriamento da carcaca, o que faz com que a carne se
torne palida. (KOMIYAMA, 2006).

As condicdes climaticas sdo as que mais diretamente afetam as aves, por
comprometer a manutencdo da homeotermia, que é uma funcéo vital (OLIVEIRA et
al., 2006). O desequilibrio fisiolégico causado por altas temperaturas e umidade
relativa do ar, no periodo ante morten, tem efeito direto sobre as reservas de
glicogénio muscular, responsaveis pelo desenvolvimento das reacdes bioquimicas
post mortem (PETRACCI et al., 2001), que determinardo a qualidade da carne e
suas propriedades funcionais.

Estudos, visando o melhor entendimento da influencia do efeito
estimulatorio da Arg ou GAA como precursores da CREA sobre o desenvolvimento
muscular e a relacdo com as propriedades funcionais da carne de frangos de corte
submetidos ao estresse térmico, sdo importantes para que estratégias possam ser
empregadas para aumentar a eficiéncia de crescimento do musculo e melhor

qualidade da carne.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Um terco da producéo global de carne consiste de produtos de aves. Este
setor produz uma série de fontes diversificadas e acessiveis de proteina — frangos,
perus, ovos, patos, etc. Com as mudancgas no cenario agricola e com o crescimento
da populacdo mundial, o maior desafio a ser enfrentado € assegurar maior
produtividade dos lotes de aves para atender a demanda por alimentos.

Os gastos com alimentacao representam em torno de 70% do custo total de
producdo das aves, gerando a necessidade de se buscarem novas alternativas que
atendam as exigéncias nutricionais dos animais nas diferentes fases de producéo.
Conhecendo os valores nutricionais dos alimentos alternativos, pode-se utiliza-los de
maneira correta, reduzindo os custos das racdes (VIEITES, 1999).

O mercado consumidor de alimentos exige um nivel de qualidade superior
para os produtos que adquire, introduzindo requisitos de analises e padrbes de
qualidade a serem seguidos pela cadeia de producao, integrando uma rigorosa
rastreabilidade, que controla desde a matéria prima fornecida na nutricdo das aves
até o produto final na prateleira. Devido as exigéncias destes mercados
importadores de carne de frango, o uso de proteina animal, como as farinhas
resultantes do abate de aves, suinos e bovinos na formulagéo de dietas para frango
de corte é limitado. Desta forma, as dietas de frangos de corte sao elaboradas
basicamente com milho e farelo de soja e essa restricdo pode comprometer o
balanco adequado de nutrientes e limitar principalmente o desenvolvimento
muscular de frangos de corte.

O uso exclusivo de farelo de soja pode representar um fator sensivel na
disponibilidade de aminoacidos considerados essenciais para as aves. Desta forma,
a suplementacdo de aminoacidos industriais e compostos bioldgicos poupadores de
aminoacidos essenciais pode corrigir essa deficiéncia, entretanto, devem ser viaveis
economicamente e ndo comprometerem o desempenho produtivo, a rentabilidade e

a qualidade da carne.
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2.1. METABOLISMO DA CREATINA NO TECIDO MUSCULAR

A CREA, acido a-metilguanidinoacético, € um composto aminoacidico
atipico encontrado naturalmente nos alimentos principalmente nas carnes e nos
peixes. Em humanos, 95% da CREA total sdo encontrados no musculo esquelético.
Os 5% restantes se distribuem entre o encéfalo, figado, rins e testiculos. No entanto,
apenas metade da necessidade corporal diaria de CREA (~1 g/dia) € obtida na dieta,
o0 restante € obtido por meio de sintese endégena de CREA (WILLIANS et al., 2000;
DEMINICE et al, 2009).

Na sintese enddgena esse composto nitrogenado inicia seu ciclo de
formacdo nos rins. O primeiro passo na sintese de CREA envolve a transferéncia
reversivel do grupo amidino da Arg para Gly a fim de formar GAA e ornitina em uma
reagdo catalisada pela enzima arginina: glicina amidinotransferase (AGAT). Tal
reacdo ocorre nos rins e posteriormente 0 GAA € transportado da corrente
sanguinea para o figado (BLOCH e SCHOENHEIMER, 1941). Em seguida (Figura
1), ocorre a transferéncia irreversivel, de um grupo metila da metionina (Met) através
da S-adenosilmetionina (AdoMet) para o GAA, reacdo catalisada pela enzima
guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT), sintetizando finalmente S-adenosil-
homocisteina (AdoHcy) e CREA (WALKER, 1960; WILLIANS et al., 2000; PERSKY e
BRAZEAU, 2001).

Em mamiferos, a formacdo do GAA mediante a enzima AGAT ocorre nos
rins e, portanto, o acido deve ser transportado pela corrente sanguinea para o
figado, onde ocorre o acoplamento do grupo metila da Met. Ao contrario do que
acontece nos mamiferos, nas aves estas duas etapas ocorrem no mesmo 6rgao, o
figado, possivelmente, esta seja a razdo da CREA dietética induzir maiores
respostas positivas em aves que em alguns mamiferos (WALKER, 1960).

A CREA adquirida pela dieta é absorvida na sua forma molecular intacta no
intestino, apos sua absorc¢do intestinal, a CREA ¢€ liberada para os varios tecidos do
corpo, incluindo o coracdo, musculatura lisa, cérebro e testiculos. Entretanto, a
grande maioria dos estoques corporais encontra-se localizada nos musculos
esqueléticos. (SOUZA et al., 2006)

O armazenamento da CREA ocorre tanto na forma livre quanto na

fosforilada. Cerca de 95% da CREA corporal estd armazenada na musculatura
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esquelética. Desta quantidade, cerca de 60-70%, € armazenada na forma de PCr,
que é incapaz de passar por membranas, mantendo, dessa forma, a CREA na célula
(GREENHAFF, 1997), enquanto os 30-40% restantes permanecem como creatina
livre. Entretanto, ha diferencas na concentracédo intracelular de CREA nos varios
tipos de fibras musculares. Em musculos constituidos por fibras predominantemente
brancas (metabolismo glicolitico), contém 31% mais PCr que aqueles com
predominéancia de fibras vermelhas (metabolismo oxidativo).

A PCr é formada quando um grupo fosfato rico em energia é removido do
ATP e ligado a CREApela creatina quinase (CK) em uma reacao reversivel (Figura
2). O ciclo de fosforilagdo da CREA e PCr é extremamente importante para
distribuicio manutencédo de energia nas células (GUIMARAES-FERREIRA, 2014). A
CK facilita a troca de grupos fosfato de alta energia entre a CREA e a PCr, utilizando
assim ATP eADP como intermediarios metabdlicos (GUIMARAES-FERREIRA, 2014;
BROSNAN e BROSNAN, 2010; WYSS e KADDURAH-DAQUK, 2000).

A CK é composta por quatro isoformas observadas no citosol dos musculos
(CK-M) e cérebro (CK-B), e nas mitocondrias dos musculos e de todos os outros
tecidos (Cit-MIT) (GUIMARAES-FERREIRA, 2014; WYSS e KADDURAH-DAOUK,
2000). E através da compartimentalizagdo da CK que permite a CREA a teoria do
“langcamento” (GUIMARAES-FERREIRA, 2014; WYSS e KADDURAH-DAOUK,
2000).

A teoria "do lancamento” € o movimento ciclico de ATP e ADP através da
utilizacdo de PCr. Esse mecanismo tem inicio com a formacdo de ATP na
mitocondria, em seguida a CK mitocondrial cliva fosfato do ATP formando ADP e
PCr. A PCr, devido principalmente ao tamanho e facilidade de difusdo (MINAJEVA et
al., 1996; YOSHIZAKI et al., 1990), move-se a partir da mitocondria para o
citoplasma, onde é clivada formando CREA e ATP a partir do ADP. O ATP
regenerado é convertido novamente em ADP por uma ATPase muscular e o grupo
fosfato gerado é utilizado para o trabalho metabdlico, como a contragcdo do muasculo.
A CREA difunde-se de volta para a mitocdndria para ser usada novamente no ciclo
(GUIMARAES-FERREIRA, 2014; WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000).

Desta forma, sem a suplementacdo adequada de Arg, ndo somente a
sintese de proteica muscular poderia ser prejudicada, mas também a distribuicdo

ATP nos musculos.
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Figura 1 - Reacdo de formacédo e metabolizacdo do GAA e CREA
Fonte: EFSA (2009).

Uma vantagem da sintese hepatica de CREA para os mamiferos € que a
ornitina, gerada nesta reacdo, pode ser reciclada a Arg, assim, este processo hao
seria “consumidor” de Arg (BROSNAN e BROSNAN, 2004). As aves, porém, nao

podem reciclar a Arg, via ornitiha, uma vez que nao possuem

carbamilfosfatasesintetase e ornitinacarbamiltransferase, enzimas necessarias para
esta reacao.

Os niveis de CREA sdo mais baixos em humanos vegetarianos, que estéo
privados do fornecimento de CREA exdgena. (DELANGHE et al., 1989;
MACCORMICK et al., 2004).

Em dietas exclusivamente vegetais, a exigéncia de Arg para a sintese de
CREA ¢é aumentada, uma vez que 0s vegetais ndo se constituem em fontes de
CREA. Por outro lado, os subprodutos de origem animal séo fontes ricas de CREA e
dietas suplementadas com estes consideradas

ingredientes podem ser

‘economizadoras” de Arg no metabolismo das espécies uricotélicas.
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Figura 2 - Sistema “langadeira” da creatina fosfato

Fonte: Adaptado de Guimaraes-Ferreira (2014).

2.2. SUPLEMENTACAO DE ARGINA COMO PRECURSSORA DE CREATINA

A Arg € considerada um aminoacido essencial para aves, devido a
capacidade insuficiente de produzir Arg de novo, e por isso exigem cerca de duas
vezes mais Arg que suinos. As aves nao sintetizarem citrulina e por isso ndo podem
fazer a conversdo renal de citrulina para Arg aves (TAMIR e RATNER, 1963;
BOORMAN e LEWIS, 1971). Além disso, por serem animais uricotélicos, o ciclo
bioquimico da uréia (Ciclo de Krebs-Henseleit) ndo é funcional em aves e por isso
apresentam o metabolismo de Arg completamente diferente dos mamiferos (TAMIR
e RATNER, 1963; BAKER, 1991).

As aves sao totalmente dependentes da Arg dietética e entre as espécies
animais estudadas, sdo as que tém a mais alta exigéncia de Arg (BALL et al., 2007),
gue se deve, além da falta de sintese endogena, a alta taxa de deposi¢cao protéica
pelo rapido crescimento das atuais linhagens de corte e o antagonismo com a lisina
(Lys).

Wu e Morris (1998) descrevem a Arg como “um dos mais versateis

aminoacidos nas células animais”. De fato, a Arg é requerida para sintese de varias
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compostos tais como ornitina, poliaminas, prolina, creatina, sintese de proteinas, NO
e citrulina, além de glutamato e agmatina em mamiferos. A Arg é também
considerada um potente secretagogo, aumentando a liberacdo na corrente
sanguinea da insulina, hormoénio do crescimento e IGF-I (NEWSHOLME et al.,
2005), devido a rapida despolarizacdo da membrana plasmética ligada ao transporte
de aminoacidos com a cadeia lateral positiva

O IGF-I esta envolvido em numerosos eventos anabolicos e catabdlicos do
musculo esquelético, como a agregacao de proteina miofibrilar pela combinacéao dos
efeitos sobre a sintese e a degradacgédo protéica, e a diferenciacdo e proliferacdo das
células satélite (FLORINI et al., 1996), fundamentais no processo de hipertrofia
muscular.

Estudos mostraram que Arg melhora as fun¢gBes do sistema digestivo em
mamiferos e aves, reduz a permeabilidade intestinal devido ao seu papel na
producdo de NO e auxilia na reparacado de danos do trato digestivo, Arg também
aumenta a diferenciacdo celular e numero de enterdcitos do jejuno e assim a
digestdo de carboidratos e proteinas (UNI e FERKET, 2003).

Dieta suplementada com Arg em niveis acima do os recomendados para a
fase de crescimento pode ser necessérias para melhor desenvolvimento muscular
em frangos de corte (FERNANDES et al., 2009).

Os chamados aminoacidos funcionais, que incluem Arg, cisteina, glutamina,
leucina, prolina e triptofano, podem maximizar a eficiéncia da alimentacdo e a
agregacao de proteinas, reduzir adiposidade, e melhorar a saude de seres humanos
e animais (WU et al., 2011).

Gadelha (2004) comprovou que a suplementacdo de Arg em niveis elevados
(2,06%) pode contribuir para reduzir problemas de perna de aves e em problemas
devido ao estresse por calor se mantidas relagdes de 1,05 a 1,1 com Lys.

Estudo inicial mostrou que o uso de dietas de frango deficientes em Arg
resultou em reducdo significativa ndo sé no rendimento de peito e perna, mas
rendimento também em CREA muscular (KRATZER e EARL, 1975). A CREA é um
composto organico original que estd envolvido no metabolismo da proteina é
responsavel pelo fornecimento de energia muscular (KHAJALI e WIDEMAN, 2010;
CHEN et al, 2011).

A adicdo de L-Arg em dietas de aves também mostrou ser efetiva no

combate aos radicais livres em excesso que sao produzidos durante o metabolismo
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normal (ATAKISI et al., 2009) e para aliviar os efeitos negativos do estresse térmico
(ATTIA et al., 2011).

Srinongkote et al., (2004) também demonstraram que a suplementacdo da
dieta com Arg reduziu os efeitos negativos do estresse crbnico por calor e alta
densidade de alojamento em frangos de corte.

Fernandes et al. (2009) observaram melhorias significativas no peso do
peito, peso do file do peito e aumento no didmetro da fibra muscular de frangos de
corte, quando alimentados com dietas suplementadas com L-Arg ao nivel de 0,1, 0,2
ou 0,3% de 1 a 21 dias de idade em comparacéo com as dietas de controle.

Al-Daraji et al., (2011) observaram uma significativa redugcdo da
porcentagem de gordura abdominal e uma significativa melhoria no rendimento de

carcaca, musculo do peito e perna de codornas suplementadas com Arg.

2.3. SUPLEMENTACAO DE ACIDO GUANIDINOACETICO COMO PRECURSSOR
DA CREATINA

Compostos bioldgicos poupadores de aminoacidos essenciais podem ser
incluidos nas dietas desde que sejam viaveis economicamente e ndo comprometam
o desempenho produtivo e a rentabilidade e qualidade da carne.

O GAA é um composto poupador de Arg e Glicina, pois é precursor direto da
CREA, e desta forma, estes aminoacidos poderao ser utilizados mais eficientemente
para a sintese protéica, o que pode diminuir a exigéncia aminoacidica na elaboracdo
das dietas e resultar em maior producao de carne.

A sintese de novo de GAA representa 40-60% do total da CREA produzida
em ratos (GOLDMAN e MOSS, 1959), indicando que uma grande quantidade de Arg
€ utilizada para a producédo de GAA.

Desta forma, Arg € o substrato limitante na producdo de GAA, o que pode
ser problematico se os animais foram alimentados com dietas deficientes em Arg.
Nos mamiferos isso ndo € uma preocupacao, pois a sintese de Arg é eficiente e
continua a partir do glutamato. Nas aves e em outros animais uricotélicos, no

entanto, podem surgir muitas consequéncias metabdlicas, como diminuicdo do
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crescimento, prejuizos em algumas fun¢Bes metabdlicas e menor desenvolvimento
muscular (WIETLAKE et al., 1954).

Trabalhos de pesquisa a cerca do efeito da suplementacédo de creatina ou
acido guanidinoacético ainda séo bastante restritos. Ringel et al., (2008) propuseram
que o acido guanidinoacético pode ter propriedades promotoras sobre o crescimento
e eficiéncia alimentar quando adicionado em dietas a base de milho e farelo de soja
em frangos de corte.

Ringel et al., (2008) relataram que o uso do GAA em dietas iniciais para
pintos de corte, contribuiu significativamente com o melhor desempenho produtivo,
mesmo quando alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja e
adequadas em L-Arg.

Halle et al., (2006) encontraram efeitos inconsistentes sobre o desempenho
produtivo e nenhum efeito da CREA (0.5-10 g/kg) sobre os atributos de qualidade
da carne. Stahl et al., (2003) encontraram apenas melhora na conversao alimentar
pelo uso de CREA na dieta das aves. Ja, Murakami et al., (2013) relataram melhora
no ganho de peso e conversado alimentar da progénie de codornas suplementas com
GAA.

Lemme et al., (2007) suplementaram GAA nas ragdes de frangos de corte e
mostraram aumento gradual no conteudo de CREA muscular. Uma hora post-
mortem, o conteddo de ATP muscular foi significativamente maior quando
comparado aqueles que ndo receberam GAA, provavelmente devido a melhoria no
metabolismo energético celular.

Bryant-Angeloni (2010) suplementou a dieta de frangos de corte com 1,2%
de GAA e encontrou melhor desempenho mesmo com o nivel adequado de Arg. O
autor conclui que a razdo para esta resposta positiva do GAA pode ser atribuida ao
efeito poupador de Arg, entretanto considera que mais estudos devem ser
desenvolvidos para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos.

Ja Stahl et al., (2003) e Nissen e Young (2006) observaram alteracdo do pH
e luminosidade da carne do peito de frangos quando suplementados com o GAA.
Por outro lado, Ringel et al., (2008) relataram maior rendimento de peito pela
suplementacao dietética com o GAA (0,6 e 1,2 g/kg). Michiels et al., (2012) utilizaram
GAA nas mesmas concentracdes e observaram aumento da CREA muscular. A
suplementacdo de dietas vegetais com GAA, segundo estes autores, melhora o

desempenho e as caracteristicas de carcaca sem comprometer atributos importantes
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como a capacidade de retencdo de &gua. A suplementacdo de GAA pode ser
particularmente importante em dietas para linhagens de frangos de corte de rapido
crescimento inicial devido a grande demanda de energia para suprir 0os niveis de
CREA muscular (BROSNAN et al., 2009) e ressintese de ATP a partir da CREA pela
fibra muscular cardiaca de frangos dessas linhagens modernas (NAIN et al., 2008).

O GAA pode ser aditivo mais eficiente em comparacdo com a creatina
porque € menos oneroso e € guimicamente mais estavel. O GAA € um precursor
imediato da CREA, que requer apenas uma transferéncia de grupo metil da S-
adenosil-metionina para a converséo em CREA (BAKER 2009). Assim, a
suplementacdo de GAA nas dietas de frangos de corte tem efeito poupador de Arg e
Gly. A Arg, aminoacido essencial para as aves, € 0 quinto aminoacido limitante em
dietas a base de milho e soja para aves (DILGER et al., 2013), principalmente em
dietas com reducao de proteina bruta. Por outro lado, a Gly considerada aminoacido
condicionalmente essencial, além das inumeras funcbes na sintese proteica,
participa do metabolismo dos acidos biliares (acido glicocdlico), da glutationa e
exerce importante funcdo na excrecdo de nitrogénio pelo fornecimento de dois
atomos de carbono e um de nitrogénio para a sintese de acido urico (KIDD e KERR,
1996; MAPES e KREBS, 1978).

O GAA também pode ser favoravel em animais de rpido crescimento
devido a sua elevada necessidade de fornecer CREA para os muasculos em
crescimento (BROSNAN et al., 2009) e porque a regeneracdo de ATP a partir do
sistema CREA e PCr foi demonstrado ser vital no desempenho cardiaco (NAIN et al.,
2008). E importante ressaltar, que em linhagens de rapido crescimento pode haver
quadro de débito cardiaco seguido de morte subita (sindrome da morte subita)
devido a ineficiéncia do sistema cardio-repiratério atender a demanda em oxigénio.
Além disso, em quadros de estresse térmico, sdo desencadeados ajustes
fisiolodgicos, tais como no ritmo cardiaco e respiratério 0s quais ocorrem durante a
exposicao do animal a condigcBes adversas na tentativa de manter a homeostase
organcia (HEDRICK et al., 1994), o que exige uma demanda cardiaca superior a
fisiologica.

Coletivamente, os resultados de pesquisa indicam que o GAA pode servir
como um composto comercialmente viavel para melhorar o desempenho do
crescimento de frangos de corte por ser poupador de Arg e para uso na sintese

protéica e também a reserva energética do masculo.
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Entretanto, & necessario estudar os efeitos metabdlicos no organismo, uma
vez que a metilacdo do GAA a CREA consideravelmente aumenta a demanda de
metilacdo (STEAD et. al., 2006), o que pode induzir ao acumulo de homocisteina no
sangue (SETOUE et al, 2008) ou a uma deficiéncia de metionina, colina, acido folico,
vitamina B12 ou a combinacdo destes compostos envolvidos nas reagdes de
metilacdo, dependendo da disposicdo dietética destes nutrientes. A AdoMet é
principal doador biolégico de grupos metila (metilacdo) para varios substratos
endogenos (FINKELSTEIN e MARTIN, 2000). Decorrente das reacdes de metilagdo
€ gerada a AdoHcy, a qual é simultaneamente hidrolisada produzindo adenosina e
homocisteina (FRIEDMAN et al., 2001). Em humanos, a sintese de creatina utiliza
uma alta porcentagem dos grupos metila derivados da AdoMet e, portanto, é
responsavel da formacdo de mais do 70% da homocisteina total (STEAD et al.,
2006)

Altos niveis de homocisteina nos tecidos de suinos, ratos e humanos tém
demonstrado induzir a formacédo de espécies reativas de oxigénio (HUANG et al.,
2001; BYDLOWSKI et al., 1998; YOUNG et al.,, 1997), os quais podem danificar
qualquer classe de estrutura celular e promover um stress oxidativo (desequilibrio

entre radicais livres e moléculas antioxidantes).

2.4. METABOLISMO MUSCULAR E CONVERSAO DE MUSCULO EM CARNE

A qualidade da carne de aves é avaliada pela sua aparéncia, textura,
suculéncia, sabor e funcionalidade. Destes, os mais importantes tradicionalmente
tem sido a aparéncia e textura sendo os parametros que mais influenciam na
satisfacdo do consumidor com relacdo aos produtos de carne de aves.

O desenvolvimento do muasculo esquelético em vertebrados é um processo
bem organizado que envolve diversos eventos, inicia na fase embrionaria e continua
durante toda a vida. Esses processos bioldégicos envolvem a adesdo celular,
migracéo celular e a interacédo célula-célula (BUCKINGHAM et al., 2003).

A massa muscular é determinada, principalmente, pelo numero de fibras

musculares e pelo tamanho dessas fibras. Animais com maior nimero de fibras
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musculares de tamanho moderado produzem carnes de melhor qualidade. Durante a
miogénese, o numero de fibras musculares € determinado pelos fatores genéticos e
ambientais (REHFELDT et al., 2000).

O crescimento da fibra muscular apresenta quatro etapas: formacdo dos
mioblastos, fusdo dos mioblastos para formar miotubos, diferenciagédo dos miotubos
para formar miofibras e crescimento das miofibras. As trés primeiras etapas ocorrem
somente durante o desenvolvimento pré-natal, e a Ultima etapa ocorre antes e apos
eclosdo. No entanto, ha evidencias de que pode haver pequeno aumento do nimero
de miofibras no periodo pés ecloséo, através de células satélites. O ndmero de
células satélites diminui durante o processo de crescimento e aumenta nos
processos de regeneracdo (GONZALES; SARTORI, 2002).

Nos frangos de corte, 0 musculo peitoral, de cor branca, tem
predominantemente fibras de contracdo rapida e glicolitica e, histologicamente,
apresenta-se com pequena densidade de capilares sangliineos e contém pequeno
namero de mitocondrias. Os muasculos vermelhos, da coxa e sobrecoxa, por outro
lado, sé@o ricamente vascularizados e com grande niamero de mitocondrias em suas
fibras, principalmente do tipo contracdo lenta e oxidativa e contracdo rapida e
oxidativa (MACARI et al., 1994). Sendo assim o musculo peitoral dos frangos de
corte, necessitam de um grande aporte de energia, ou seja, a CREA, que é
convertida no metabolismo em creatinina para gerar ATP e ADP.

Héa diferencas na concentracdo intracelular de creatina nos varios tipos de
fiboras musculares. Musculos constituidos por fibras predominantemente brancas
(glicoliticas) como as que compdem a musculatura do peito (pectoralis major e
pectoralis minor) contém 31% mais creatinina que o musculo flexor longo do halux
da perna, musculo com predominancia de fibras vermelhas (oxidativo).

A energia no tecido muscular é armazenada na forma de PCr e glicogénio. O
ciclo do &cido citrico, que ocorre no interior das mitocondrias, desempenha papel
central nos mecanismos metabdlicos de obtencdo de energia das células. Na
presenca de oxigénio, a degradacdo do glicogénio muscular se da via glicolise
aerobica, onde o acido piravico produz acetil-COA (GUYTON, 1998). Na primeira
etapa do ciclo, a enzima citratosintase, catalisa a reacado de condensacédo do acetil-
CoA juntamente com o oxaloacetato, produzindo o citrato, formando, em ultima
instancia, CO; e H,0 e liberando energia na forma de ATP. Ja no post mortem, com

auséncia de oxigénio, a degradacdo do glicogénio muscular ocorre via glicolise
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anaerodbica e leva a formacédo de &cido lactico a partir do piruvato, reduzindo o pH
muscular. Essa reducdo é necesséaria para uma correta maturacdo da carne no
processo denominado conversdo do musculo em carne.

Neste sentido, a reserva energética muscular € muito importante na
regulacdo da queda do pH post mortem. Animais com desenvolvimento muscular
acelerado podem ter alteracdes na velocidade da glicélise, o que pode acarretar
alteracbes nas caracteristicas de qualidade da carne. Adicionalmente, aves
submetidas ao estresse por calor usam mais rapidamente suas reservas de
glicogénio e, portanto, sdo dependentes da velocidade de ressintese de ATP pelo
ADP, via sistema CREA e PCr, o que pode resultar em seu esgotamento in vivo, que
por sua vez gera consequéncias negativas sobre as propriedades funcionais da
carne.

As linhagens comercializadas e criadas atualmente sdo geneticamente
melhoradas para rapido crescimento e maximo desempenho, constituindo o objetivo
principal da industria avicola. O constante melhoramento genético aplicado sobre as
populacdes na avicultura industrial resulta em mudangcas no crescimento das
linhagens disponiveis no mercado brasileiro, como também no desenvolvimento da
carcaca e dos principais cortes comerciais e em animais com metabolismo mais
acelerado (LAGANA, 2005). Por outro lado, sua capacidade termorreguladora
parece ser deficiente para enfrentar condicdes de altas temperatura e umidade
(LAGANA, 2005) considerando o sistema intenso de criacdo em alta densidade.

Essas condi¢cbes podem afetar as caracteristicas de qualidade tecnolégica e
sensorial da carne de maneira irreversivel, tanto para o processamento como para o
consumo in natura. O glicogénio muscular tem um papel primario na conversao do
musculo em carne, expressando diferentes niveis de qualidade da mesma. Os dois
problemas mais comuns séo a carne PSE (pélida, mole e exsudativa) e a carne DFD
(escura, dura e seca), sendo ambas resultantes do metabolismo post mortem. A
condicdo PSE é muito mais importante economicamente pelo comprometimento do
processamento de produtos industrializados (KOMIYAMA, 2006).

A condicdo PSE em aves também € caracterizada pelo processo de rigor-
mortis acelerado, com pH baixo (menor que 5,80) e uma temperatura muscular
elevada (acima de 35°C), levando a desnaturagdo das proteinas miofibrilares
(SOSNICKI et al., 1998). OLIVO et al., (2001) constataram que em frangos pode-se

obter valores de pH abaixo de 5,8 em até 15 minutos post-mortem, indicando que o
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rigor-mortis € mais acelerado que em suinos, cujo pH final € atingido apés 45
minutos.

Nos animais estressados pouco tempo antes do abate, o pH final da carne é
atingido antes de completar uma hora post mortem devido a alta velocidade da
glicolise. Este fendbmeno pode levar a ocorréncia da anomalia carne PSE (cor palida,
textura mole, exsudativa). As carnes PSE apresentam coloracdo mais clara porque a
baixa capacidade de retencdo de agua faz com que pigmentos, como a mioglobina,
sejam carreados junto com a agua para fora das células. Também, o acumulo de
agua nos espacos extracelulares resulta em menor absorcdo e maior refracdo da luz
(LAWRIE, 2005).

O desequilibrio fisiolégico causado por altas temperaturas e umidade relativa
do ar, no momento do abate, tem efeito direto sobre as reservas de glicogénio
muscular, responsaveis pelo desenvolvimento das rea¢des bioquimicas post mortem
(PETRACCI et al., 2001)

Barbut (1997) verificou que a ocorréncia de PSE na carne de frangos de
corte varia de 0 a 28% em diferentes plantas de abate. Barbut (1998) e Vimini (1996)
encontraram situacdo semelhante em outros estudos, em que a incidéncia de PSE
em filés de peito de frango variou de 2 a 20% dependendo das condicbes
ambientais.

As condi¢cdes de manejo pré-abate a que sdo submetidas as aves, como
transporte, temperatura, umidade relativa do ambiente, sdo fatores que conduzem
ao estresse, influenciando a qualidade da carne e aumentando a incidéncia de
carnes PSE (SAMS, 1999). Segundo McCurdy et al., (1996) e Barbut (1998), a
incidéncia de PSE em perus € maior nos meses de verdo, quando a temperatura
ambiente é elevada, sugerindo a susceptibilidade das aves ao estresse térmico. Da
mesma forma, McKee e Sams (1997) sugeriram que 0 estresse térmico sazonal
acelera o metabolismo post-mortem e mudancas bioquimicas no mauasculo,
produzindo assim carnes de perus com caracteristicas PSE.

Mugler e Cunninghan (1972) revisaram muitos dos fatores que afetam a cor
da carne de aves, tails como sexo, idade, linhagem, procedimentos de
processamento, exposi¢cdes quimicas, temperatura de cozimento, irradiacdo e
condicbes de congelamento. Todos estes fatores foram associados como
causadores de alteracdes na cor da carne de aves. Em alimentos, a andlise da cor é

determinada por escalas de cores (HunterLab, CIELAB entre outras). Este sistema
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compde-se de trés variaveis: L* (luminosidade), a* (teor de vermelho), b* (teor de
amarelo).

O trabalho de Bianchi et al., (2007) evidenciou que a incidéncia de carnes
palidas e com propriedades funcionais prejudicadas € maior no verdo, demonstrando
a influéncia do calor para a ocorréncia da baixa qualidade em carne de frangos.

Portanto, grande parte dessas alteracdes pode ser relacionada com a
aceleracdo do metabolismo ocorrido em razdo do aumento da exigéncia metabdlica
dos animais selecionados para a producdo de carne. A energia armazenada no
tecido muscular € de fundamental importancia para prevenir ou contornar 0S
possiveis problemas e prejuizos na qualidade de carne. Entretanto, cabe a pesquisa
cientifica direcionar esforcos no sentido de compreender os mecanismos envolvidos
na maior disponibilidade de energia para o crescimento muscular e a conversao do

musculo em carne. A nutricdo tem papel relevante neste cenario.
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4. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacdo do &cido
guanidinoacetico em dietas vegetais como poupador de aminoacidos envolvidos em
importantes vias metabdlicas e sua influéncia sobre o desempenho produtivo,
desenvolvimento e rendimento muscular e na qualidade de carne, em frangos de

corte aves submetidos ao estresse térmico no periodo pré-abate.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do &cido guanidinoacético e da arginina como precursores da
creatina em dietas vegetais sobre o desempenho produtivo, desenvolvimento
muscular e propriedades funcionais da carne de defrangos de corte de 1 a 42 dias de
idade.

Avaliar o efeito do &cido guanidinoacético e da arginina como precursores da
creatina em dietas vegetais sobre o rendimento de carcaca e as propriedades
funcionais da carne de frangos submetidos ou ndo ao estresse térmico no periodo

pré-abate.
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5. CAPITULO 1 - ACIDO GUANIDINOACETICO E ARGININA EM DIETAS
VEGETAIS PARA FRANGOS DE CORTE SOBRE O DESEMPENHO,
RENDIMENTO DE CARCACA E QUALIDADE DA CARNE

RESUMO - Aves alimentadas com dietas vegetais dependem da sintese enddgena de
creatina, que requer a participacdo de aminodacidos, alguns deles considerados essenciais para
diversas fung0es fisiologicas e metabdlicas, como a arginina (Arg). A creatina limita-se a células de
alto gasto energético, em particular as células musculares. O objetivo do trabalho foi avaliar a
inclusdo do acido guanidinoacético e de arginina como precursor da creatina em dietas vegetais
sobre o desempenho, qualidade e rendimento de carcaca de frangos de corte. Foram utilizados 1260
pintos de corte distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, nove repeticdes e 35 aves por unidade experimental. Os tratamentos foram constituidos
por: T1 - dieta a base de milho e farelo de soja; T2- dieta a base de milho, farelo de soja e farinha de
carne (3%); T3- dieta a base de milho e farelo de soja acrescida de acido guanidinoacético (0,8%) e
T4- dieta a base de milho e farelo de soja acrescida de L-Arginina (0,8%). Foram registrados o peso
meédio das aves e o consumo de racdo, aos 7, 21 e 42 dias de idade. Aos 7 dias de idade, foram
sacrificadas 18 aves por tratamento para o rendimento de peito e pernas. Aos 42 dias de idade, foi
realizada a coleta de sangue de 12 aves por tratamento para a determinacdo das concentracdes
séricas de acido Urico, uréia, creatina, lactato e glicose. As mesmas aves foram abatidas, para o
célculo de rendimento de carcaga em relagdo ao peso vivo e rendimento de cortes nobres. O muasculo
pectoralis major direito de cada ave foi utilizado para as analises de pH, de cor (luminosidade L*,
indice de vermellho a* e indice de amarelo b*) e a perda de agua por pressdo. O musculo Pectoralis
major do lado esquerdo para as andlises de perdas por descongelamento e por cozimento. Os dados
foram analisados pelo software SAS. As dietas com adicdo de farinha de carne ou vegetais
acrescidas de acido guanidionacético ou L-Arginina resultaram em maior peso vivo e percentual de
carne de peito aos 7 dias. Para o periodo total de 1 a 42 dias de idade, observou-se efeito (p<0,0002)
sobre a conversdo alimentar. As aves suplementadas com dieta vegetal e farinha de carne
apresentaram melhor conversdo alimentar quando comparada com as demais dietas. Para o
rendimento de carcaca e dos cortes comerciais, percentual de perda por cozimento, por pressdo e
por descongelamento da carne de peito de frangos de corte e para os valores de cor L, ae b e de pH
nao foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos.

Palavras-Chave: ganho de peso, ressintese de ATP, glicina,
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CHAPTER 1 - GUANIDINOACETIC ACID AND ARGININE IN VEGETABLE DIETS
FOR BROILER ON PERFORMANCE, CARCASS YIELD AND MEAT QUALITY

ABSTRACT - Birds fed diets depend solely on vegetable synthesis of creatine, which
requires the participation of amino acids, some of which are considered essential for many
physiological and metabolic functions, such as arginine (Arg). Creatine is limited to high energy
expenditure cells, in particular muscle cells. The objective was to evaluate the inclusion of
guanidinoacetic acid and arginine as a precursor of creatine in vegetable diets on performance, quality
and carcass yield of broilers. 1260 broiler chicks were distributed in a completely randomized design,
with four treatments, nine replicates and 35 birds each. The treatments were: T1 - diet based on corn
and soybean meal; T2- diet from corn, soybean meal and meat meal (3%); T3 diet based on corn and
soybean meal plus guanidinoacetic acid (0.8%) and T4 diet based on corn and soybean meal plus L-
arginine (0.8%). It was reported the average weight of the birds and the feed intake at 7, 21 and 42
days of age. At 7 days of age, 18 birds were sacrificed by treatment for breast yield and legs. At 42
days of age, blood collection was held from 12 birds per treatment for the determination of serum uric
acid, urea, creatine, lactate and glicose. As same birds were slaughtered for carcass yield calculation
in respect live weight and yield of noble cuts. The pectoralis major muscle right of each bird was used
for pH, color (brightness L *, a * vermellho index and yellow index b *) and the pressure for water loss.
The pectoralis major muscle of the left side for analysis of loss on thawing and cooking. Data were
analyzed by SAS software. The diets with addition of meat or vegetables plus guanidionacético acid or
L-arginine resulted in higher live weight and percentage of breast meat at 7 days. For the whole period
of 1 to 42 days of age, it was observed effect (p <0.0002) on feed conversion. The birds supplemented
with vegetable and meat meal diet showed better feed conversion when compared to other diets. For
the carcass yield and commercial cuts, cooking for loss percentage, by pressure and by thawing of the
breast meat of broilers and the color values L, pH and b and no significant differences were observed
between treatments.

Key Words: weight gain, resynthesis of ATP, glycine
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5.1. Introducao

A creatina, acido a-metilguanidinoacético (CREA), como um precursor de
creatina fosfato (PCr), tem duas importantes fungbes no metabolismo muscular;
carreia moléculas de fosfato de alta energia a partir das mitocondrias para os
filamentos de miosina e atua como um reservatorio de fosfato de alta energia que
pode regenerar adenosina tri-fosfato (ATP) a partir de adenosina difosfato (ADP)
(WALKER, 1960).

A CREA nédo ocorre em todas as células, limitando-se a células de alto gasto
energético, em particular as células musculares. O armazenamento da CREA ocorre
tanto na forma livre quanto na fosforilada. Cerca de 95% da CREA corporal esta
armazenada na musculatura esquelética. Desta quantidade, cerca de 60-70%, é
armazenada na forma de PCr, que é incapaz de passar por membranas, mantendo,
dessa forma, a CREA na célula (GREENHAFF, 1997).

Aves alimentadas com dietas vegetais dependem exclusivamente da sintese
enddgena, que requer a participacdo de sintetizada a partir dos aminoacidos glicina
(Gly), metionina (Met) e arginina (Arg). O primeiro passo na sintese de CREA
envolve a transferéncia reversivel do grupo amidino da Arg para Gly a fim de formar
GAA e ornitina em uma reacdo catalisada pela enzima arginina:glicina amidino
transferase (AGAT). Numa segunda reacado, catalisada pela guanidinoacetato N-
metiltransferase, a guanidinoacetato € metilada pela S-adenosilmetionina (SAM)
para formar S-adenosilhomocisteina e CREA (BLOCH e SCHOENHEIMER, 1941). A
CREA ¢ liberada pelo figado e captada, principalmente, pelo tecido muscular onde é
estocada como PCr ou convertida para creatinina.

Nesse sentido, ha uma dependéncia de Arg e Gly para o fornecimento de
CREA para o adequado aporte de energia para a sintese proteica muscular,
principalmente quando considerada a velocidade de crescimento muscular das
linhagens atuais. Por outro lado, as aves ndo podem sintetizar Arg e por isso sao
dependentes do fornecimento deste aminoacido nas dietas, cuja exigéncia € alta
(BALL et al., 2007), seja pela falta de sintese endogena, pelo elevado teor de
proteinas e taxa de deposicdo devido ao rapido crescimento do frango ou pelo
antagonismo de interacdo metabolica entre Lys e Arg (EDMONDS e BAKER, 1987).
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A Arg, aminoécido considerado essencial para as aves, também é
importante para uma série de funcbes biolégicas e fisiologicas, incluindo a
biossintese de proteinas, o transporte e a excrecdo de nitrogénio, a producdo de
poliaminas e de Oxido nitrico (NO) e estimulacdo de secrecdo hormonal como IGF-I
(EFRON e BARBUL, 2000). Ja, a Gly considerada aminoacido condicionalmente
essencial, além das inimeras funcdes na sintese proteica, participa do metabolismo
dos acidos biliares (acido glicocdlico), da glutationa e exerce importante funcéo na
excrecdo de nitrogénio pelo fornecimento de dois atomos de carbono e um de
nitrogénio para a sintese de acido urico (KIDD e KERR, 1996; MAPES e KREBS,
1978).

Devido as exigéncias de mercados importadores de carne de frango, o uso
de proteina animal, como as farinhas resultantes do abate de aves, suinos e bovinos
na formulacdo de dietas para frango de corte € limitado, apesar de consideradas
“‘economizadoras” de Arg e Gly, uma vez que sado fontes de CREA. Desta forma,
dietas de frangos de corte elaboradas basicamente com milho e farelo de soja
podem comprometer o balan¢o adequado de nutrientes.

A suplementacdo das dietas vegetais com CREA nao € considerada viavel
devido a sua instabilidade e custo elevado (WIETLAKE et al., 1954).Assim como,
dietas com altos niveis de Arg podem estimular a formacdo de CREA no tecido
muscular de frangos de corte (CHAMRUSPOLLERT et al.,, 2002), mas esse
aminoacido ndo é disponivel comercialmente para dietas animais. Por outro lado, o
GAA também referido como glucosamina ou guanidinoacetato € um precursor de
CREA e tem potencial econdmico para ser utilizado como um aditivo na formulagao
de racdo para frangos de corte. Uma vez que o GAA é um precursor imediato da
CREA, necessitando apenas da transferéncia de um grupo metil da Met, este
composto pode poupar Arg dietética e Gly (BAKER, 2009).

Na literatura consultada ha relatos de resultados a respeito da
suplementacdo de GAA. Stahl et al., (2003) e Nissen e Young (2006) observaram
alteracao do pH e luminosidade da carne do peito de frangos quando suplementados
com o GAA. Ja Ringel et al., (2008) encontraram melhorias significativas de
desempenho e uma maior percentagem de carne de peito de suplementacao
dietética de GAA (0,6 - 1,2 g / kg).

Michiels et al., (2012) utilizaram GAA em dietas vegetais nas mesmas

concentracbes e observaram aumento da CREA muscular, além de melhor
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desempenho produtivo e maior rendimento de peito sem comprometer atributos
importantes como a capacidade de retencao de agua.

Dilger et al., (2013) utilizaram pintos de 8 a 17 dias de idade como um
sensivel marcador de deficiéncia nutricional. Ao adicionarem GAA a dieta a base de
dextrose e caseina, portanto deficiente em Arg, observaram melhora significativa no
ganho de peso e conversao alimentar. Segundo estes autores, o GAA pode
substituir a Arg dietética, o que ja havia sido demonstrado com linhagens de frangos
de corte da década de 60 (SAVAGE e O'DELL, 1960).

Outro fator importante a ser considerado é que a metilagdo do GAA para
CREA consome mais SAM que todas as outras reacdes de metilagdo combinados
(STEAD et al., 2001). Altos niveis de homocisteina nos tecidos de suinos, ratos e
humanos tém demonstrado induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(YOUNG et al.,, 1997; BYDLOWSKI et al.,, 1998; HUANG et al., 2001), os quais
podem danificar qualquer classe de estrutura celular e promover um stress oxidativo
(desequilibrio entre radicais livres e moléculas antioxidantes).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do acido guanidinoacético e da
arginina em dietas vegetais sobre o desempenho produtivo, desenvolvimento
muscular e propriedades funcionais da carne de frangos de corte de 1 a 42 dias de
idade.

5.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Aviario Experimental da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina. Todos os procedimentos de criacdo dos animais
e de coleta de material biologico foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais em Experimentagao.

Foram utilizados 1260 pintos de corte, de 1 dia de idade, sexo misto, da
mesma linhagem provenientes de matrizes de cerca de 40 semanas distribuidos em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos,
nove repeticbes e 35 aves por unidade experimental. Os tratamentos foram

constituidos por:
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T1- dieta controle vegetal a base de milho e farelo de soja

T2 - dieta controle vegetal a base de milho farelo de soja acrescida de
farinha de carne (3%)

T3- dieta vegetal a base de milho e farelo de soja acrescida de acido
guanidinoacético (0,8%)

T4- dieta vegetal a base de milho e farelo de soja acrescida de L-Arginina
(0,8%)

A fonte comercial do acido guanidinoaceético utilizada foi o CreAMINO® (96%
acido guanidinoacético; Evonik Degussa) e a de Arg, a L-Arginina (99% Arginina,;
Ajinomoto). As racdes foram formuladas de acordo com os valores de composi¢céo
guimica dos alimentos, e as recomendacdes nutricionais adotadas pelas integracées
avicolas da regido, num programa de alimentacdo composto por 3 fases: Inicial (1 a
21 dias), Crescimento (22 a 37 dias) e Abate (38 a 42 dias) (Tabela 01). As aves
receberam racéo e 4gua a vontade durante o periodo experimental.

Foram registrados o peso médio das aves e o consumo de racdo, por
parcela experimental, aos 7, 21 e 42 dias de idade das aves. Em caso de
mortalidade, as aves eram pesadas para a correcdo do calculo da converséo
alimentar.

Aos 7 dias de idade, foram sacrificadas 18 aves por tratamento através de
deslocamento cervical. O musculo Pectoralis major e a perna esquerda das duas
aves sacrificadas por unidade experimental foram retirados, desossados e pesados.
Apoés a colheita, duas amostras do musculo Pectoralis major direito por unidade
foram retiradas e mantidas a temperatura ambiente durante 15 minutos (KHAN,
1977). Depois de aparadas e reduzidas a fragmentos de aproximadamente 1 cm X
0,5 cm, as amostras foram identificadas, congeladas e armazenadas em botijao,
contendo nitrogénio liquido até o processamento.

Para o processamento do material colhido, os segmentos musculares foram
transferidos para a camara do criostato, utilizando-se para isto o adesivo OCT
Tissue TK. Os segmentos foram orientados para a obtencdo de cortes transversais
das fibras, com oito micras de espessura e submetidos a coloracdo de Hematoxilina-
Eosina. A captura de imagens para analise morfométrica foi realizada por meio de
camera digital de alta resolucdo PRO SERIES da Midia Cibertecnics, acoplada ao
microscoépio OlimpusB x40. Para a leitura das imagens, foi utilizado um analisador
de imagem computadorizado IMAGE PROPLUS 5.2, da Midia Cibertecnics. Foram
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capturadas 5 imagens do tecido muscular, por ave avaliada, com ampliacdo final
equivalente a ocular 10X e objetiva 10X. As fibras foram contadas e mensuradas 20
fibras musculares em cada imagem, utilizando-se para isso o0 método do menor
diametro conforme DUBOWITZ (1985) e contadas todas as fibras musculares por

campo.

Tabela 1 - Composicao nutricional das dietas experimentais nos periodo inicial de 1 a 21
dias, crescimento de 22 a 37 dias e abate 38 a 42 dias.

Ingredientes, kg Inicial Crescimento Abate
T2 T1,T3,T4 T2 T1,7T3,T4 T2 T1,T3,T4

Milho 62,20 60,30 65,08 62,64 67,76 65,13
Farelo de Soja 32,40 35,20 27,60 30,80 18,13 17,07
Soja Integral Desativada - - - - 9,33 14,67
Oleo de Soja - 0,8 2,2 3,10 - -
Farinha de Carne 3 - 3 - 2,93 -
Cloreto de Sddio 0,300 0,340 0,280 0,320 0,320 0,373
Caulim! 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Calcéreo 0,560 0,940 0,460 0,940 0,480 0,907
Fosfato Bicalcico 0,140 1,060 0,080 0,900 - 0,853
Bicarbonato de Sédio 0,100 0,100 0,100 0,100 - -
DL-Met 98% 0,284 0,279 0,191 0,183 0,192 0,189
L-Lisina 50,7% 0,385 0,358 0,418 0,372 0,360 0,333
L-Treonina 98% 0,086 0,078 0,032 0,020 0,059 0,053
L-Triptofano 98% - - 0,006 - - -
Colina % 0,042 0,040 0,045 0,042 0,031 0,025

Premix vit. e mineral*® 0,400 0,400 0,400 0,400 0,300 0,300

Valores calculados

Proteina bruta, % 21,67 21,43 19,64 19,51 18,66 18,44
EM (Kcal/kg) 2950 2950 3130 3130 3153 3153
Calcio 0,881 0,850 0,817 0,821 0,800 0,786
Fosforo Disponivel 0,439 0,442 0,420 0,419 0,400 0,395
Lisina Dig., % 1,199 1,201 1,100 1,101 1,001 0,999
AAS Dig., % 0,864 0,864 0,727 0,727 0,701 0,700
Treonina Dig., % 0,780 0,780 0,660 0,660 0,648 0,648
Triptofano Dig., % 0,222 0,230 0,203 0,208 0,182 0,190
Leucina Dig., % 1,636 1,643 1,510 1,525 1,435 1,432
Isoleucina Dig., % 0,824 0,843 0,737 0,763 0,678 0,690
Valina Dig., % 0,902 0,904 0,816 0,825 0,758 0,753
Arginina Dig., % 1,296 1,297 1,158 1,159 1,080 1,080
Na+K+Cl, meq/100g 236 241 212 219 194 202

Caulim: Substituido por GAA e L-Arg (800mg/ton).

’Premix Inicial e crescimento (Conteldo por kg de premix): Acido Félico 625,00MG; Acido
Pantoténico 4500,00MG; Amilase 50000,00U, Bacitracina de Zinco 13,75G; Biotina 50,00MG; Cobre
2000,00MG; Etoxin 16,65G; Ferro 17,50G; Fitase 125000,00U; lodo 250,00MG, Manganés 30,00G;
Niacina 10,00G; Protease 1000000,00U; Selénio 60,00MG; Vitamina A. 3000000,00Ul; Vitamina B1.
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750,00 mg; Vitamina B12. 5000,00 mg; Vitamina B2. 2000,0 mg; Vitamina B6. 1250,00MG; Vitamina
D3. 875000,00Ul; Vitamina E. 7500,00Ul; Vitamina K3. 750,00 mg; Xilanase 500000,00U; Zinco
25,00G.

*Premix Abate (Contetido por Kg de premix): Acido Félico 333,40MG; Acido Pantoténico 4000,00MG;
Amilase 66668,00U; Biotina 66,67MG; Cobre 2667,00MG; Ferro 20,00G; Fitase 166570,00U;
Hidroxido de Tolueno Butilado 33,33G; lodo 334,00MG, Manganés 33,33G; Niacina 10,00G; Protease
1333360,00U; Selénio 80,00MG; Vitamina A. 2333333,30UI; Vitamina B1. 500,00 mg; Vitamina B12.
4000,00 mg; Vitamina B2. 1567,00 mg; Vitamina B6. 1187,00MG; Vitamina D3. 833989,00Ul;
Vitamina E. 5657,00Ul; Vitamina K3. 1000,00 mg; Xilanase 565580,00U; Zinco 25,57G.

Aos 42 dias de idade, foi realizada a coleta de sangue de 12 aves por
tratamento com peso vivo = 2% da média de peso vivo das aves do box para a
determinacdo das concentragBes séricas de &cido Urico, uréia, creatina, lactato e
glicose. As amostras de soro permaneceram congeladas até o momento das
analises bioguimicas, que foram realizadas no analisador quimico BS-200 Mindray®
(Mindray Medical International Limited). Foram utilizados kits comerciais da marca
DIALAB®.

Em seguida, as mesmas aves foram abatidas por atordoamento com
eletricidade e posterior sangria e na sequéncia submetidas a escaldagem,
depenagem, evisceracdo. Para o célculo de rendimento de carcaca, foi considerado
0 peso da carcaca eviscerada quente, sem 0s pés, cabeca e gordura abdominal, em
relacdo ao peso vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o
rendimento dos cortes nobres, foi considerado o rendimento do peito inteiro com
pele e 0ssos e das pernas (coxa e sobrecoxa com 0ssos e pele) que foi calculado
em relacdo ao peso da carcaca eviscerada.

A gordura abdominal presente ao redor da cloaca, da bolsa cloacal, moela,
pré-ventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi retirada conforme descrito
por SMITH (1993). Em seguida, foi pesada e também calculada em relacdo ao peso
da carcaca eviscerada.

O musculo pectoralis major direito de cada ave foi identificado e mantido em
temperatura ambiente por 15 minutos post-mortem para as medidas do pH através
da introducdo direta do eletrodo de vidro na regido apical do musculo. As medidas
foram realizadas 1 hora (pH inicial) e 24 horas apés o abate sob refrigeracédo de 0+2
°C (pH final), sendo uma leitura em cada tempo.

Nas mesmas amostras, foram realizadas as medidas de cor na face ventral
do filé apds 24h post mortem, tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra.

A medida de cor foi realizada utilizando o colorimetro Minolta CR10. Os valores de
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luminosidade L*, indice de vermellho a* e indice de amarelo b* foram expressos no
sistema de cor CIELAB.

A perda de agua por pressao foi avaliada utilizando-se uma porcao de dois
gramas da amostra do musculo do peito direito em balanca semi-analitica. A
amostra foi posicionada entre dois papéis filtro (Whatman n.1) e foi pressionando-se
a amostra entre duas placas de acrilico com um peso de 10 kg por cinco minutos.
Apols a prensagem a amostra foi pesada novamente para ser calculada a perda de
agua por pressao.

O musculo Pectoralis major do lado esquerdo foi pesado e em seguida
assado em forno elétrico pré-aquecido a 180°C até atingirem a temperatura interna
de 72°C (em torno de 5 minutos de cada lado). Apds a coccdo, as amostras foram
armazenadas resfriadas por 12 horas a 4 + 2°C e pesadas novamente para ser
calculada a perda por coccgéo.

O mdasculo Pectoralis minor (sassami) do lado esquerdo foi pesado e
congelado e pesado novamente apds 24 horas de descongelamento a 4 + 2°C para
avaliacdo da perda de liquido por descongelamento.

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposicoes de normalidade
dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de homogeneidade de
variancia (teste de Brown-Forsythe). Depois de constatada a n&o violacdo dessas
pressuposicoes, os dados foram submetidos a analise de variancia através do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002), em caso de diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

5.3. Resultados e Discussao

De acordo com os dados da tabela 2, pode ser observado efeito
significativo (p=0,0562) das dietas sobre o0 peso vivo das aves aos 7 dias de idade.
As dietas com adicéo de farinha de carne ou vegetais acrescidas de GAA ou L-Arg
apresentaram desempenho semelhante. O consumo da dieta exclusivamente

vegetal resultou no menor peso vivo das aves na primeira semana de vida.
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Entretanto, para o periodo de 1 a 21 dias e 21 a 42 dias, nao foi observada diferenca
significativa no desempenho de frangos de corte.

Para o periodo total de 1 a 42 dias de idade, observou-se efeito significativo
(p<0,05) sobre a conversdo alimentar. O consumo da dieta suplementada com
farinha de carne resultou na melhor conversao alimentar quando comparada com as

demais dietas.

Tabela 2 - Desempenho produtivo de frangos de corte recebendo dietas com inclusdo de
farinha de carne, GAA ou L-Arg

1 a7 dias
Peso Consumo Ganho Conversao
Vivo, g de racao, g de peso, g Alimentar

Dieta Vegetal 204,07° 193,00 159,46 1,210
Dieta Vegetal + FC 212,65% 203,86 168,56 1,209
Dieta Vegetal + GAA 205,982 197,79 163,44 1,209
Dieta Vegetal + L-Arg 206,23% 198,89 163,05 1,220
CV, % 3,24 5,48 5,07 3,12
Valor de P 0,0562 0,2305 0,1611 0,9052

1 a 21 dias
Dieta Vegetal 954,63 1355,94 847,12 1,595
Dieta Vegetal + FC 961,89 1294,04 821,69 1,583
Dieta Vegetal + GAA 942,00 1346,40 863,37 1,588
Dieta Vegetal + L-Arg 954,85 1340,32 837,19 1,606
CV, % 3,13 5,76 4,46 2,62
Valor de P 0,5641 0,3424 0,1599 0,6827

21 a 42 dias
Dieta Vegetal 3142,01 1704,12 1,824
Dieta Vegetal + FC 2931,01 1692,23 1,829
Dieta Vegetal + GAA 3078,70 1670,88 1,799
Dieta Vegetal + L-Arg 3097,93 1678,89 1,815
CV, % 5,95 6,30 3,86
Valor de P 0,0992 0,9148 0,8091

1 a 42 dias
Dieta Vegetal 2691,67 4498,0 2551,23 1,763°
Dieta Vegetal + FC 2709,03 4225,0 2495,90 1,694°
Dieta Vegetal + GAA 2684,42 4425,1 2354,24 1,7462
Dieta Vegetal + L-Arg 2673,81 4438,2 2516,08 1,7642
CV, % 4,29 4,97 5,09 1,87
Valor de P 0,9302 0,0650 0,8196 0,0002

CV: coeficiente de variacao.

Bryant-Angeloni (2010), ndo observou nenhuma resposta positiva sobre o
ganho de peso quando adicionou GAA em dietas deficientes de Arg, no entanto,
houve um ganho na conversédo alimentar. Entretanto, em dietas suficientes de Arg,

os resultados foram significativos no ganho de peso e conversao alimentar. Este
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resultado confirma que a adicdo de GAA pode poupar Arg e pode produzir respostas
de desempenho, mesmo quando incluidos em dietas suficientes de Arg.

De acordo com prévios estudos, a alteracdo do peso corporal em virtude da
suplementacdo com GAA tem mostrado efeito contraditorio, pois alguns autores
mostram efeitos positivos (VOLEK et. al., 2004, VOLEK e BRANCH, 1998; RINGEL
et al., 2008; DILGER et al., 2013), enquanto outros n&o observam altera¢cdes (LOUIS
et. al., 2003).

O estudo desenvolvido pelo EFSA Journal (2009) com frangos de corte,
utilizando uma dieta vegetal peletizada (milho / trigo / farinha de soja) suplementada
com 0 a 800 mg de GAA por Kg, de 1 a 42 dias de idade, mostrou melhorias no
ganho de peso com a suplementacdo de 400mg e 800 mg/kg, enquanto que a
conversao alimentar foi significativamente melhorada a partir de 400 mg/kg.

Avaliando a suplementacédo do GAA (0,04% a 0,12%) em ragOes de frangos
de corte, Rostagno (2005) observou que as aves alimentadas com a racao vegetal +
GAA apresentaram melhor conversdo alimentar, melhor ganho de peso diario e
rendimento de peito quando comparado aos frangos de corte alimentados apenas
com a dieta vegetal sem suplementacao de GAA.

Esses resultados indicam que ainda h&d a necessidade de mais estudos
envolvendo a suplementacdo de aditivos visando o fornecimento de substratos
energéticos para o musculo. A busca por melhorias no desempenho produtivo é
fundamental visto que os investimentos na nutricdo séao altos e deste modo o retorno
deve ser economicamente viavel.

Houve efeito significativo das dietas (p=0,0585) para o percentual do peso
do peito sem osso (Tabela 03). Pintos alimentados com a dieta adicionada de
farinha de carne e a dieta vegetal acrescida de GAA resultaram no maior percentual.
Esse resultado é interessante, visto as restricdes de alguns mercados exportadores
qguanto ao uso de farinhas de origem animal na dieta das aves. Nao houve efeito
significativo (p>0,05) em relacdo aos pesos de peito e pernas com e sem 0SSO,
assim como para o numero e medidas das fibras musculares.

O processo de hipertrofia das fibras musculares pdés-eclosdo ocorre,
primeiramente, no sentido longitudinal da fibra pelo aumento do numero de
sarcbmeros e, posteriormente, ocorre aumento do didmetro pela deposicdo de
proteinas miofibrilares. Assim, a contribuicdo do comprimento da fibra, aos 7 dias

pode ter sido maior que do diametro, ja que a soma dos dois fatores resulta no maior
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peso do peito, como observado neste trabalho, para as aves que consumiram tanto
a dieta acrescida de farinha de carne quanto de GAA.

O numero de fibras musculares também pode estar associado aos
programas de selecdo das linhagens comerciais de corte. Scheurmann et al., (2004)
comprovaram que as linhagens de corte tém duas vezes mais fibras neste musculo
que as de postura. A contagem de fibras musculares do peito é dificultada pela
orientacdo das fibras musculares, entretanto, podem auxiliar no entendimento das
exigéncias de aminoacidos na deposicao de proteina muscular.

Para o peso absoluto e relativo das pernas de frangos de corte (Tabela 04),
observou-se resultado similar ao descrito para o percentual peito sem 0sso. Dietas
acrescidas de farinha de carne ou GAA levaram ao maior percentual de pernas sem

0SSO0.

Tabela 3 - Desenvolvimento muscular (pesos absolutos e relativos) e nimero e diametro da
fibra muscular de peitos de frangos de corte aos 7 dias de idade recebendo dietas com
incluséo de farinha de carne, GAA ou L-Arg

Dietas Peito com 0sso Peito sem 0sso Fibra muscular

g % g % n/campo mp
Vegetal 34,25 15,60 25,53 11,59° 116 21,99
Vegetal + FC 34,37 15,85 26,35 12,142 117 22,26
Vegetal + GAA 34,68 16,29 26,77 12,702 115 21,83
Vegetal + L-Arg 32,80 15,36 25,53 11,69° 112 21,57
CV,% 11,923 7,79 15,52 10,58 16,68 20,66
Valor de P 0,5169 0,1481 0,5636 0,0585 0,9430 0,9854

Tabela 4 - Desenvolvimento muscular (pesos absolutos e relativos) de pernas de frangos de
corte aos 7 dias de idade recebendo dietas com inclusdo de farinha de carne, GAA ou L-Arg

Dietas Pernas com 0sso Pernas sem 0sso

g % g %
Vegetal 34,23 15,59 26,45 11,59"
Vegetal + FC 33,34 15,40 25,61 12,142
Vegetal + GAA 34,53 15,79 26,62 12,70°
Vegetal + L-Arg 33,47 15,57 25,59 11,69"
CV,% 10,13 4,22 12,73 10,58
Valor de P 0,6748 0,3894 0,6920 0,0585

Fernandes et al., (2009) observaram melhorias significativas no peso do
peito, peso do file do peito e aumento no didmetro da fibra muscular de frangos de
corte, quando alimentados com dietas suplementadas com até 300mg/kg de dieta de
L-Arg de 1 a 21 dias de idade em comparacéo com as dietas controle. Entretanto, no

presente experimento a suplementacdo com GAA foi mais efetiva do que com L-Arg.
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Os dados referentes a bioquimica sérica sdo mostrados na Tabela 05. Nao
houve efeito significativo (p>0,05) das dietas sobre nenhuma das variaveis

analisadas.

Tabela 5 - Concentracdo sérica de acido Urico, creatina, glicose, lactato e uréia em frangos
de corte aos 42 dias de idade recebendo dietas com inclusao de farinha de carne, GAA ou
L-Arg

Dietas Acido Urico, Creatina Glicose Lactato Uréia,
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Vegetal 3,78 0,19 245,45 5,13 3,94
Vegetal + FC 3,16 0,24 237,66 5,31 4,63
Vegetal + GAA 3,85 0,25 252,25 5,30 4,23
Vegetal + L-Arg 3,20 0,26 247,89 5,66 4,68
CV,% 24,53 53,05 9,69 58,74 27,28
Valor de P 0,0980 0,4265 0,5296 0,9115 0,4379

A composicdo bioguimica sanguinea reflete de modo fiel a situacéo
metabdlica dos tecidos animais, de forma a poder avaliar lesdes teciduais,
transtornos no funcionamento dos 6rgdos, adaptacao do animal diante de desafios
nutricionais e fisiologicos e desequilibrios metabdlicos especificos ou de origem
nutricional (KANEKO et al., 1997).

A interpretacdo do perfil bioquimico, tanto aplicado a rebanhos ou lotes
guanto a individuos é complexa. A variabilidade de respostas apresentadas pelos
frangos de corte sugerem que dados dessa natureza deveriam ser observados em
um numero mais expressivo de aves por tratamento, entretanto, isso se torna
inviavel em termos de custos e procedimentos.

Considerando esse quadro, € possivel destacar o efeito da adicdo de farinha
de carne, GAA ou L-Arg sobre os niveis de CREA quando comparado com a dieta
vegetal, indicando que estas dietas podem representar uma reserva extra de energia
para as necessidades metabdlicas do tecido muscular.

Nas tabelas 06 e 07, estdo demonstrados os resultados referentes ao
rendimento de carcaca e cortes comerciais, pesos absolutos e relativos,
respectivamente. Nao foram observados efeitos significativos (p>0,05) das dietas

sobre estas caracteristicas.
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Tabela 6 - Peso (g) da carcacga, de cortes comerciaise gordura abdominal de frangos de
corte aos 42 dias de idade recebendo dietas com inclusdo de farinha de carne, GAA ou L-
Arg

Dietas Carcaca Peito Pernas Filé Sassami  Gordura
Vegetal 2375,82 811,82 660,64 271,09 57,25 50,18
Vegetal + FC 2390,17 840,17 646,67 282,33 57,48 51,55
Vegetal + GAA 2472,00 881,50 685,00 294,83 63,05 52,97
Vegetal + L-Arg 2409,09 834,33 671,50 273,50 58,07 46,19
CV, % 4,79 8,22 5,42 10,50 9,58 14,78
Valor de P 0,2206 0,1213 0,0786  0,2128 0,0536 0,2091

Tabela 7 - Rendimento (%) de carcaca, de cortes comerciais e gordura abdominal de
frangos de corte aos 42 dias de idade recebendo dietas com inclusédo de farinha de carne,
GAA ou L-Arg

Dietas Carcaca Pernas Peito Filé Sassami  Gordura
Vegetal 76,11 27,83 34,12 11,44 2,42 2,09
Vegetal + FC 75,93 27,05 35,15 11,84 2,40 2,25
Vegetal + GAA 76,76 27,73 35,22 11,92 2,55 2,05
Vegetal + L-Arg 75,93 27,57 34,17 11,28 2,38 2,10
CV, % 2,68 511 4,31 12,12 9,54 20,42
Valor de P 0,9637 0,5535 0,1532 0,6339 0,3255 0,719

Este resultado encontrado diverge com a literatura consultada. Ringel et al.,
(2008) encontraram maior percentual de carne de peito de frangos suplmentados
com GAA (0,6 ta 1,2 g / kg), assim como o estudo desenvolvido pelo EFSA Journal
(2009) constatou que o uso de GAA em doses de 800 mg/kg de dieta contribuiu
significativamente com o aumento do peso do peito e com a diminuicdo da gordura
abdominal.

Michiels et. al., (2012) também constataram que a suplementacdo dietética
com GAA em dieta vegetal, resultou numa maior porcentagem de carne de peito
guando comparada com as aves ndo suplementadas e as aves alimentadas com a
dieta animal. Ja o peso de gordura e pernas ndo apresentou diferenca significativa
em funcéo da suplementacdo com GAA.

Os resultados referentes as perdas por cozimento, descongelamento e
pressdo estdo demonstrados na Tabela 08. Nao houve efeito significativo (p>0,05)
das dietas para nenhuma das caracteristicas avaliadas, assim como para os valores

referentes a cor (L, a e b) e ao pH aferido antes e apds o rigor mortis (Tabela 09).
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Tabela 8 - Perdas por cozimento, congelamento e pressdo de filés de frangos de corte
recebendo dietas com incluséo de farinha de carne, GAA ou L-Arg

Dietas Perdas (%)

Cozimento Congelamento Presséao
Vegetal 24,93 3,98 10,75
Vegetal + FC 26,95 471 10,47
Vegetal + GAA 27,78 5,28 10,81
Vegetal + L-Arg 26,23 4,75 11,17
CV, % 13,23 56,82 19,02
Valor de P 0,2525 0,3575 0,8817

Tabela 9 - Valores de luminosidade L*, indice de vermellho a* e indice de amarelo b*
(expressos no sistema de cor CIELAB) e pH de filés de frangos de corte recebendo dietas
com inclusdo de farinha de carne, GAA ou L-Arg.

Dietas Cor pH

L* a* b* antes depois
Vegetal 50,74 3,04 6,89 6,42 5,58
Vegetal + FC 51,47 2,77 6,19 6,37 5,40
Vegetal + GAA 52,99 2,92 7,23 6,36 5,45
Vegetal + L-Arg 53,77 2,80 6,88 6,46 5,56
CV, % 58,76 38,58 19,28 2,55 4,03
Valor de P 0,9148 0,9299 0,2757 0,4346 0,1660

Michiels et. al., (2012) encontraram o valor de pH ligeiramente mais baixo
para as dieta suplementada com GAA quando comparados com a dieta vegetal nao
suplementada e dieta com proteina animal. A cor valor L* foi maior (carne palida)
para os tratamentos com GAA em comparagcdo com o tratamento de dieta com
ingredientes de origem animal, sem, no entanto, comprometer atributos importantes
como a capacidade de retencao de agua.

Nissen e Young (2006) encontraram um pH post mortem inferior e uma cor
mais clara na carne de peito de frangos de corte quando suplementados com CREA
e glicose por 48 horas antes abate. Stahl et al., (2003) encontraram resultados
semelhantes quando os frangos foram suplementados com CREA durante todo o
periodo de criacao.

A suplementacdo de CREA antes do abate em estudos com suinos, mostrou
que o declinio do pH muscular foi mais lento, positivamente relacionado com a
retencdo de agua (BERG e ALLEE, 2001; JAMES et al., 2002; YOUNG et al., 2005).

A maioria dos trabalhos cientificos a cerca do metabolismo da CREA no
tecido muscular foi conduzida com mamiferos, o que dificulta a compreensao dos
mecanismos envolvidos, ja que o metabolismo aminoacidico em aves é distinto em

relacdo aos mamiferos.
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Portanto, os efeitos do GAA sobre as caracteristicas da carne de frangos de
corte devem ser estudados e melhor compreendidos. Nesta linha de estudos, é
importante considerar que a suplementacao dietética com GAA consideravelmente
aumenta a demanda por metilacdo (MICHIELS et al., 2012), que pode induzir a ao
acumulo de homocisteina no sangue (SETOUE et al., 2008) ou a uma deficiéncia de
metionina, e ainda de colina, acido félico, vitamina B1, ou uma combinacéo destes

fatores, dependendo da disponibilidade dietética destes nutrientes na dieta.

5.4. Conclusao

A inclusdo de GAA ou L-Arg em dietas vegetais resultou em maior peso
vivo, percentual de musculo no peito e pernas de frangos de corte na 12 semana de
idade. Para o periodo total de criacdo, de 1 a 42 dias de idade, a conversédo
alimentar foi melhor nas dietas vegetais acrescidas de farinha de carne.

A inclusdo de GAA ou L-Arg em dietas vegetais ndo influenciou o

rendimento e a qualidade de carne de frangos de corte ao abate.
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6. CAPITULO 2 - EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE ACIDO
GUANIDINOACETICO E ARGININA EM DIETAS VEGETAIS PARA FRANGOS DE
CORTE SUBMETIDOS AO ESTRESSE TERMICO NO PERIODO PRE-ABATE.

RESUMO - Dietas exclusivamente vegetais, ndo se constituem em fontes de creatina
(CREA) e com isso a exigéncia de arginina (Arg) é aumentada. Em ambiente termoneutro, Arg
interage com metionina através da via de biossintese da CREA, no entanto, sob condi¢cdes de
estresse térmico, este metabolismo pode diminuir. O acido guanidinoacético (GAA) é um aditivo
alimentar, disponivel comercialmente, mais eficaz em comparacdo com a CREA e Arg, porque é
menos oneroso do que qualquer um destes compostos. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do
GAA e da Arg como precursores da CREA em dietas vegetais sobre o rendimento de carcaca e as
propriedades funcionais da carne de frangos submetidos ao estresse térmico no periodo pré-abate.
Foram utilizados 1260 pintos de corte distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos, nove repeticdes e 35 aves por unidade experimental. Os
tratamentos foram constituidos por: T1 - dieta a base de milho e farelo de soja; T2- dieta a base de
milho, farelo de soja e farinha de carne (3%); T3- dieta a base de milho e farelo de soja acrescida de
acido guanidinoacético (0,8%) e T4- dieta a base de milho e farelo de soja acrescida de L-Arginina
(0,8%).. Aos 42 dias de idade as aves foram submetidas ao estresse térmico por 48 horas.. Aos 44
dias de idade, foi realizada a coleta de sangue de 12 aves por tratamento para a determinacéo das
concentracdes séricas de Acido Urico, uréia, creatina, lactato e glicose. As mesmas aves foram
abatidas, para o célculo de rendimento de carcaga em relacéo ao peso vivo e rendimento de cortes
nobres. O musculo pectoralis major direito de cada ave foi mantido em temperatura ambiente por 15
minutos post-mortem para as medidas do pH. Nas mesmas amostras, foram realizadas as medidas
de cor na face ventral do filé apds 24h post mortem. Os valores de luminosidade L*, indice de
vermellho a* e indice de amarelo b*. A perda de agua por presséo do foi avaliada no musculo do
peito. O musculo Pectoralis major do lado esquerdo avaliado a perda por coccdo. O musculo
Pectoralis minor (sassami) do lado esquerdo foi avaliado a perda de liquido por descongelamento. A
suplementacgdo de dietas vegetais com Arg ou GAA ndo alterou a bioguimica sérica e a qualidade da
carne de frangos submetidos ao estresse térmico. A suplementagdo de dietas vegetais com Arg ou
GAA resultou em maior peso de carcaga e maior rendimento do peito e menor deposi¢cdo de gordura
abdominal em frangos submetidos ao estresse térmico.

Palavras-Chave: carne, pintos, ganho de peso, aminoacidos, estresse térmico.
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CHAPTER 2 - EFFECT OF GUANIDINOACETIC ACID SUPPLEMENTS AND
ARGININE VEGETABLES DIETS FOR BROILER SUBMITTED TO HEAT STRESS
ON PRE-SLAUGHTER PERIOD

ABSTRACT - Only vegetable diets do not constitute sources of creatine (CREA) and with it
the requirement for arginine (Arg) is increased. In a thermoneutral environment interacts with Arg
methionine through CREA biosynthesis pathway, however, under conditions of thermal stress, this can
decrease metabolism. The guanidinoacetic acid (GAA) is a food additive, commercially available more
effectively in comparison with the CREA and Arg, because it is less costly than any of these
compounds. The objective was to evaluate the effect of the GAA and Arg as precursors of CREA in
vegetable diets on carcass yield and the functional properties of broilers submitted to heat stress
during pre-slaughter period. 1260 broiler chicks were distributed in a completely randomized design,
with four treatments, nine replicates and 35 birds each. The treatments were: T1 - diet based on corn
and soybean meal; T2- diet from corn, soybean meal and meat meal (3%); T3 diet based on corn and
soybean meal plus guanidinoacetic acid (0.8%) and T4 diet based on corn and soybean meal plus L-
arginine (0.8%). At 42 days of age the birds were subjected to heat stress for 48 hours. After 44 days
of age, blood samples of 12 birds per treatment for the determination of serum uric acid was carried
out, urea, creatine, lactate and glucose. The same birds were slaughtered for carcass yield calculation
in relation to body weight and yield of noble cuts. The right pectoralis major muscle of each bird was
kept at room temperature for 15 minutes post-mortem measures of pH. In the same samples were
performed color measurements on the ventral surface of the fillet after 24 hours post mortem. The
lightness values L *, a * vermellho index and yellow index b *. The loss of water pressure was
evaluated in the breast muscle. The left side of the pectoralis major muscle rated the cooking loss.
The pectoralis minor muscle (sassami) the left side was assessed fluid loss by thawing.
Supplementing diets with vegetables Arg or GAA did not change the serum biochemistry and quality of
broilers subjected to heat stress. The supplementation of diets with Arg or vegetable GAA resulted in
greater yield of the lower chest and abdominal fat in chickens subjected to heat stress.

Key Words: meat, chicken, gain weight, aminoacids, heat stress.
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6.1. Introducao

Em ambiente termoneutro, arginina (Arg) interage com metionina (Met)
através da via de biossintese da creatina (CREA). Devido a esta via, qualquer
depressao do crescimento devido aos altos niveis de Met é parcialmente atenuada
pela suplementacdo de Arg ou em combinacdo com glicina (Gly) (BOORMAN E
FISHER, 1966; SMITH, 1968). Arg transfere um grupo guanidina para a Gly formar
acido guanidinoacético (GAA) e a sintese de CREA é completada por uma
subsequente  metilacdo por  S-adenosil-metionina (SAM) (BLOCK E
SCHOENHEIMER 1941; BORSOOK e DUBNOFF, 1945). A CREA pode ser
armazenado nos musculos ou convertida em creatinina e ambas podem ser
excretadas pelos rins, resultando na liberagéo de grupos metil.

No entanto, sob condi¢cdes de estresse térmico, este metabolismo pode
diminuir como sugerido pelos achados de Chamruspollert (2001) que relataram que
os niveis de CREA e creatinina nas excretas de aves estressadas pelo calor
diminuiram, sem aumento nas concentra¢des destas substancias no musculo, o que
implica que aves sob estresse térmico apresentaram menor biossintese de CREA
(GONZALEZ-ESCARA e LEESON, 2006).

Essas alteracdes sdo acompanhadas por uma menor atividade da arginase,
enzima que hidroliza a Arg em uréia e ornitina (CHAMRUSPOLLERT, 2001). Em
consequéncia, menores niveis plasmaticos de ornitina tém sido relatadas em aves
submetidas a elevadas temperaturas ambientais (MAY et al., 1987;. BALNAVE e
BRAKE, 1999). Isso demonstra que a Arg, nestas condi¢cdes pode estar sendo
utilizada para a sintese de 6xido nitrico (NO) (FORSTERMANN et al., 1991) via
oxido nitrico sintetase (NOS).

O NO funciona como uma importante molécula sinalizadora capaz de facilitar
a dilatacdo dos vasos sanguineos e de reduzir a resisténcia vascular (DIMMELER e
ZEIHER, 1999). Esta molécula gasosa se propaga rapidamente através das
membranas celulares dentro da parede arterial, onde se une com a enzima guanilato
ciclase, ativando-a. Isso desencadeia uma cascata de reacbes que induz o
relaxamento do musculo liso arterial para aumentar o fluxo sanguineo nos vasos
sanguineos vizinhos (MARLETTA, 1993).
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O aumento da atividade da NOS pode ocorrer também quando ha um
aumento da demanda metabdlica no masculo esquelético (deplecdo de glicogénio).
Tem sido relatado em alguns estudos que o NO também desempenha um
importante papel no transporte de glicose para o musculo durante a contracao
muscular (BALON et al., 1997; ROBERTS et al.,, 1999). Assim, a producao
aumentada do NO durante o estresse térmico pode estar envolvida no aumento do
fluxo sanguineo e transporte de glicose para o musculo esquelético, o que sugere
que o NO, nestas condi¢cdes, possa ser um mediador chave no metabolismo
(ROBERTS et al., 1999, CARTEE et al., 1989).

Em situacbes de estresse térmico, além do aumento da temperatura retal
das aves, ocorre também aumento da frequéncia respiratoria e consequente
consumo das reservas energéticas musculares (SILVA et al., 2001; MACARI et al.,
2004). A reserva energética muscular no momento do abate € muito importante, que
€ ainda, altamente influenciada pela duracdo do transporte e 0 estresse antes e
durante o abate. O esgotamento in vivo do glicogénio gera consequéncias negativas
sobre as propriedades funcionais da carne.

Bianchi et al., (2007) observaram que a incidéncia de carnes palidas e com
propriedades funcionais prejudicadas € maior no verdo, demonstrando a influéncia
do calor para a ocorréncia da baixa qualidade em carne de frangos.

No tecido muscular, a CREA desempenha um papel muito importante na
transferéncia de energia e reposicdo das reservas celulares de adenosina trifosfato
(ATP). Nos mdusculos, € utilizada para alimentar o processo de contracdo
combinando-se com o fosfato e convertendo-se em fosfocreatina (PCr), a qual é
essencial para produzir rdpidos e curtos surtos de energia (WILLIAMS et al., 2000).
Quando ocorre a contracdo muscular, o combustivel inicial € o ATP, este fornece
energia através da liberacdo de uma das moléculas de fosfato, convertendo-se em
adenosina difosfato (ADP) (FEBBRAIO et al., 1995). Entretanto, esse sistema &
capaz de fornecer energia durante apenas alguns segundos, a partir dos quais se
torna necessaria a producdo de novas moléculas de ATP. O PCr participa doando
uma molécula fosfato para o ADP restaurando, dessa forma, o ATP (FEBBRAIO et
al., 1995).

Entretanto, ha diferencas na concentracdo intracelular de CREA nos Vvarios
tipos de fibras musculares. Musculos constituidos por fibras predominantemente

brancas (glicoliticas) como as que compdem a musculatura do peito (Pectoralis
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major e Pectoralis minor), contém 31% mais PCr que o musculo flexor longo do
hélux da perna, musculo com predominancia de fibras vermelhas (oxidativo).

O conteudo de CREA no musculo dependendo de sua disponibilidade na
dieta e desta forma a suplementacdo de CREA aumenta os estogues desse
nutriente. Entretanto, um fator preocupante e crescente € o atendimento as
exigéncias do mercado consumidor por carne de qualidade e a baixo custo. Em
dietas exclusivamente vegetais, a exigéncia de Arg para a sintese de CREA é
aumentada, uma vez que 0s vegetais ndo se constituem em fontes de CREA. Por
outro lado, os subprodutos de origem animal, apesar de boas fontes de CREA,
apresentam restricbes em relagdo ao mercado exportador internacional.

O GAA é um aditivo alimentar, disponivel comercialmente, mais eficaz em
comparacdo com a CREA e Arg, porque € menos oneroso do que qualquer um
destes compostos é quimicamente mais estavel do que a CREA e pode poupar Arg
e Gly. Este é um ponto importante, considerando que a Arg € o quinto aminoacido
limitante em dietas a base de milho e soja (DILGER et al., 2013), além de que as
aves nao sintetizam Arg de novo e dependem exclusivamente da suplementacao
dietética (TAMIR e RATNER, 1963; BOORMAN e LEWIS, 1971).

Um estudo desenvolvido por Srinongkote et al., (2004) mostrou que o
aumento na suplementacdo dietética de lisina (Lys) e Arg foi benéfico quando
frangos criados em alta densidade foram submetidos a altas temperaturas. Os
autores destacaram o efeito positivo sobre o bem estar das aves.

Entretanto, Michiels et. al., (2012) observaram valores menores para o pH
final da carne e maior perda de agua por pressdo e por cozimento quando as aves
foram suplementadas com GAA, em comparacdo a uma dieta controle. Quando
comparados estes resultados a uma dieta com ingredientes de origem animal nao
foram observadas diferencas significativas. Assim como Halle et. al., (2006) que ja
haviam relatado nenhum efeito da suplementacdo de CREA obre a qualidade das
carcacas de aves.

Neste sentido, o estudo da suplementacdo de GAA em dietas para
frangos de corte submetidos as condigcbes adversas climaticas, como as
temperaturas elevadas no periodo pré-abate, pode contribuir no melhor
entendimento da participacdo do metabolismo da CREA sobre a reserva energética
do muasculo e a relacdo com as propriedades funcionais da carne de frangos de

corte.
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O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do GAA e da Arg como precursores
da CREA em dietas vegetais sobre o rendimento de carcaca e as propriedades
funcionais da carne de frangos submetidos ao estresse térmico no periodo preé-

abate.

6.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Aviario Experimental da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina. Todos os procedimentos de criagdo dos animais
e de coleta de material biologico foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais em Experimentacao.

Foram utilizados 1260 pintos de corte, de 1 dia de idade, machos e fémeas,
da mesma linhagem provenientes de matrizes de cerca de 40 semanas distribuidos
em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, nove repeticbes e 35 aves por unidade experimental. Os tratamentos
foram constituidos por:

T1 - dieta controle vegetal a base de milho e farelo de soja

T2- dieta controle vegetal a base de milho farelo de soja acrescida de farinha
de carne (3%)

T3- dieta vegetal a base de milho e farelo de soja acrescida de 0,8% de
acido guanidinoacético

T4- dieta vegetal a base de milho e farelo de soja acrescida de 0,8% de L-
Arginina

A fonte comercial do acido guanidinoacético utilizada foi o CreAMINO® (96%
acido guanidinoacético; Evonik Degussa) e a de arginina, a L-Arginina (99%
Arginina; Ajinomoto). As rac¢des foram formuladas de acordo com os valores de
composicdo quimica dos alimentos, e as recomendac¢des nutricionais adotadas
pelas integracdes avicolas da regido, num programa de alimenta¢cdo composto por 3
fases: Inicial (1 a 21 dias), Crescimento (22 a 37 dias) e Abate (38 a 44 dias). As

aves receberam racéo e agua a vontade durante o periodo experimental.
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Tabela 10 - Composi¢éo nutricional das dietas experimentais nos periodo inicial de 1 a 21
dias, crescimento de 22 a 37 dias e abate 38 a 44 dias.

Ingredientes, kg Inicial Crescimento Abate
T2 T1,T3,T4 T2 T1,T3,T4 T2 T1,T3,T4

Milho 62,20 60,30 65,08 62,64 67,76 65,13
Farelo de Soja 32,40 35,20 27,60 30,80 18,13 17,07
Soja Integral Desativada - - - - 9,33 14,67
Oleo de Soja - 0,8 2,2 3,10 - -
Farinha de Carne 3 - 3 - 2,93 -
Cloreto de Sdédio 0,300 0,340 0,280 0,320 0,320 0,373
Caulim* 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Calcéreo 0,560 0,940 0,460 0,940 0,480 0,907
Fosfato Bicalcico 0,140 1,060 0,080 0,900 - 0,853
Bicarbonato de Sodio 0,100 0,100 0,100 0,100 - -
DL-Met 98% 0,284 0,279 0,191 0,183 0,192 0,189
L-Lisina 50,7% 0,385 0,358 0,418 0,372 0,360 0,333
L-Treonina 98% 0,086 0,078 0,032 0,020 0,059 0,053
L-Triptofano 98% - - 0,006 - - -
Colina % 0,042 0,040 0,045 0,042 0,031 0,025

Premix vit. € mineral®® 0,400 0,400 0,400 0,400 0,300 0,300

Valores calculados

Proteina bruta, % 21,67 21,43 19,64 19,51 18,66 18,44
EM (Kcal/kg) 2950 2950 3130 3130 3153 3153
Calcio 0,881 0,850 0,817 0,821 0,800 0,786
Fosforo Disponivel 0,439 0,442 0,420 0,419 0,400 0,395
Lisina Dig., % 1,199 1,201 1,100 1,101 1,001 0,999
AAS Dig., % 0,864 0,864 0,727 0,727 0,701 0,700
Treonina Dig., % 0,780 0,780 0,660 0,660 0,648 0,648
Triptofano Dig., % 0,222 0,230 0,203 0,208 0,182 0,190
Leucina Dig., % 1,636 1,643 1,510 1,525 1,435 1,432
Isoleucina Dig., % 0,824 0,843 0,737 0,763 0,678 0,690
Valina Dig., % 0,902 0,904 0,816 0,825 0,758 0,753
Arginina Dig., % 1,296 1,297 1,158 1,159 1,080 1,080
Na+K+Cl, meq/100g 236 241 212 219 194 202

'Caulim: Substituido por GAA e L-Arg (800mg/ton).

’Premix Inicial e crescimento (Contetdo por kg de premix): Acido Fdlico 625,00MG; Acido
Pantoténico 4500,00MG; Amilase 50000,00U, Bacitracina de Zinco 13,75G; Biotina 50,00MG; Cobre
2000,00MG; Etoxin 16,65G; Ferro 17,50G; Fitase 125000,00U; lodo 250,00MG, Manganés 30,00G;
Niacina 10,00G; Protease 1000000,00U; Selénio 60,00MG; Vitamina A. 3000000,00Ul; Vitamina B1.
750,00 mg; Vitamina B12. 5000,00 mg; Vitamina B2. 2000,0 mg; Vitamina B6. 1250,00MG; Vitamina
D3. 875000,00Ul; Vitamina E. 7500,00Ul; Vitamina K3. 750,00 mg; Xilanase 500000,00U; Zinco
25,00G.

*Premix Abate (Contelido por Kg de premix): Acido Félico 333,40MG; Acido Pantoténico 4000,00MG;
Amilase 66668,00U; Biotina 66,67MG; Cobre 2667,00MG; Ferro 20,00G; Fitase 166570,00U;
Hidroxido de Tolueno Butilado 33,33G; lodo 334,00MG, Manganés 33,33G; Niacina 10,00G; Protease
1333360,00U; Selénio 80,00MG; Vitamina A. 2333333,30UI; Vitamina B1. 500,00 mg; Vitamina B12.
4000,00 mg; Vitamina B2. 1567,00 mg; Vitamina B6. 1187,00MG; Vitamina D3. 833989,00Ul;
Vitamina E. 5657,00Ul; Vitamina K3. 1000,00 mg; Xilanase 565580,00U; Zinco 25,57G.
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Aos 42 dias de idade, a temperatura ambiente do aviario foi elevada para
32°C, por 48 horas, sendo mantida a ventilacdo. Aos 44 dias de idade, foi realizada a
coleta de sangue de 12 aves/tratamento com peso Vivo + 2% da média de peso vivo
das aves do box para a determinacdo das concentracdes seéricas de acido Urico,
uréia, creatina, lactato e glicose. As amostras de soro permaneceram congeladas
até o momento das andlises bioquimicas, que foram realizadas no analisador
quimico BS-200 Mindray® (Mindray Medical International Limited). Foram utilizados
kits comerciais da marca DIALAB®.

Em seguida, as mesmas aves foram atordoadas com eletricidade, e
posterior abate por sangria, e na sequéncia submetidas a escaldagem, depenagem,
evisceracdo. Para o célculo de rendimento de carcaca, foi considerado o peso da
carcaca eviscerada guente, sem 0s pés, cabeca e gordura abdominal, em relacédo ao
peso vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o rendimento
dos cortes nobres, foi considerado o rendimento do peito inteiro com pele e 0ssos e
das pernas (coxa e sobrecoxa com 0ssos e pele) que foi calculado em relacédo ao
peso da carcaca eviscerada.

A gordura abdominal presente ao redor da cloaca, da bolsa cloacal, moela,
pro-ventriculo e dos muasculos abdominais adjacentes foi retirada conforme descrito
por SMITH (1993). Em seguida, foi pesada e também calculada em relacdo ao peso
da carcaca eviscerada.

O musculo Pectoralis major direito de cada ave foi identificado e mantido em
temperatura ambiente por 15 minutos post-mortem para as medidas do pH através
da introducao direta do eletrodo de vidro na regido apical do musculo. As medidas
foram realizadas 1 hora (pH inicial) e 24 horas ap6s o abate sob refrigeracdo de 0+2
°C (pH final), sendo uma leitura em cada tempo.

Nas mesmas amostras, foram realizadas as medidas de cor na face ventral
do filé apds 24h post mortem, tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra.
A medida de cor foi realizada utilizando o colorimetro Minolta CR10. Os valores de
luminosidade L*, indice de vermellho a* e indice de amarelo b* foram expressos no
sistema de cor CIELAB.

A perda de agua por pressdao foi avaliada utilizando-se uma porcéo de dois
gramas da amostra do muasculo do peito direito em balanca semi-analitica. A

amostra foi posicionada entre dois papéis filtro (Whatman n.1) e foi pressionando-se
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a amostra entre duas placas de acrilico com um peso de 10 kg por cinco minutos.
ApOs a prensagem a amostra foi pesada novamente para ser calculada a perda de
agua por pressao.

O masculo Pectoralis major do lado esquerdo foi pesado e em seguida
assado em forno elétrico pré-aquecido a 180°C até atingirem a temperatura interna
de 72°C (em torno de 5 minutos de cada lado). Apds a coccdo, as amostras foram
armazenadas resfriadas por 12 horas a 4 + 2°C e pesadas novamente para ser
calculada a perda por coccéo.

O mdasculo Pectoralis minor (sassami) do lado esquerdo foi pesado e
congelado e pesado novamente apds 24 horas de descongelamento a 4 + 2°C para
avaliacdo da perda de liquido por descongelamento.

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposicoes de normalidade
dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de homogeneidade de
variancia (teste de Brown-Forsythe). ApoOs constatada a nao violacdo dessas
pressuposicoes, os dados foram submetidos a analise de variancia através do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002) com nivel de 5% de
significancia e em caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey.

6.3. Resultados e Discussao

Na Tabela 02 estdo apresentados os dados referentes a bioquimica sérica
de aves suplementadas com farinha de carne, GAA e L-Arg e submetidos ao
estresse térmico. Nao houve efeito significativo (p>0,05) das dietas sobre nenhuma
das variaveis analisadas.

A CREA ¢é fortemente envolvida no metabolismo energético, através da
CREA e PCr. A CREA e a PCr ndo ocorrem em todas as células; em vez disso,
limita-se a ceélulas de alto gasto energético, em particular as células musculares.

Este sistema funciona como um “backup” para o ciclo ADP — ATP com o objetivo de
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armazenar e mobilizar energia quando necessario em curto prazo (MICHIELS et al.,
2012).

Ha indicios também de que a creatina pode tamponar o acido lactico e
melhorar o tempo de recuperacdo apoés intenso trabalho muscular decorrente da
exposicdo as altas temperaturas (ROBERGS et al, 2004). Entretanto, este fenbmeno

ainda nao foi comprovado em aves.

Tabela 2 - Concentracao sérica de 4cido Urico, creatina, glicose, lactato e uréia em frangos
de corte aos 44 dias de idade recebendo dietas com inclusdo de farinha de carne, GAA ou
L-Arg e submetidos ao estresse térmico pré-abate.

Dietas Acido Urico, Creatina Glicose Lactato Uréia,
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Vegetal 3,00 0,20 267,58 4,91 4,79
Vegetal + FC 2,87 0,19 272,19 4,99 4,72
Vegetal + GAA 2,83 0,20 265,16 4,85 5,08
Vegetal + L-Arg 2,81 0,21 252,02 5,34 4,31
CV,% 25,41 34,59 5,82 16,25 33,23
Valor de P 0,3955 0,9699 0,6195 0,9117 0,6036

A avaliacdo do rendimento de carcaca e de cortes comerciais esta
demonstrada nas tabelas 03 (pesos absolutos) e 04 (pesos relativos). Houve efeito
significativo (p<0,05) da adicdo de GAA e L-Arg sobre o peso da carcaca dos
frangos de corte. Em comparagdo com a dieta vegetal e a dieta acrescida de farinha
de carne, o peso da carcaca aumentou em 3,20%. Em relacdo aos dados de
rendimento relativo, observou-se menor rendimento (p=0,0685) para o peito das
aves que receberam apenas dietas vegetais em comparacdo aquelas
suplementadas com farinha de carne, GAA ou L-Arg.

A suplementacdo de GAA pode ser particularmente importante em dietas
para linhagens de frangos de corte de rapido crescimento inicial devido a grande
demanda de energia para suprir os niveis de CREA muscular (BROSNAN et al.,
2009) como em situacfes de estresse térmico e para ressintese de ATP a partir da
CREA pela fibra muscular cardiaca de frangos (NAIN et al., 2008).

O percentual de gordura abdominal foi menor (p=0,0508) em aves
suplementas com GAA e L-Arg em relacéo as demais dietas.

O efeito positivo da Arg na reducdo da gordura abdominal de frangos de
corte também foi observado por MENDES et al., (1997) e COSTA et al., (2001).

Furtado et. al., (2009) também encontraram efeitos significativos em dietas vegetais
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suplementadas com GAA para rendimento de peito e reducdo na gordura abdominal.
Al-Daraji et al., (2011) observaram uma significativa reducdo da porcentagem de
gordura abdominal e uma significativa melhoria no rendimento de carcaca, musculo
do peito e perna de codornas aos 42 dias de idade suplementadas com Arg.

Uma hipotese que pode explicar esta acdo da Arg pode ser embasada no
estudo de SUN et al., (2006), que encontraram uma correlacdo negativa entre 0s
niveis plasmaticos de fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I) e o
percentual de gordura das matrizes de corte alimentadas ad libidum. A Arg
comprovadamente estimula a secre¢cdo de hormonio do crescimento (GH) e IGF.
McMurtry (1998) em uma revisdo a respeito da acdo dos fatores do crescimento
envolvidos no desenvolvimento pos-natal de aves, também demonstraram que a
diminuicdo da gordura abdominal esta associada com o aumento do IGF-I
plasmético e que o sistema IGF pode estar mais relacionado ao metabolismo

intermediario que propriamente ao crescimento per se em frangos de corte.

Tabela 3 - Peso (g) da carcaga, de cortes comerciais e gordura abdominal de frangos de
corte aos 44 dias de idade recebendo dietas com inclusdo de farinha de carne, GAA ou L-
Arg e submetidos ao estresse térmico pré-abate.

Dietas Carcaca Peito Pernas Filé Sassami Gordura
Vegetal 2492,17° 827,33 680,33 291,66 60,53 60,90
Vegetal + FC 2492,25" 871,17 655,33 309,00 63,44 62,85
Vegetal + GAA 2571,832 844,80 691,67 298,40 63,53 52,64
Vegetal + L-Arg 2508,00% 856,64 673,83 292,00 60,42 55,11
CV, % 6,06 7,23 7,15 7,81 12,79 24,89
Valor de P 0,0335 0,3658 0,3252  0,2536 0,6332 0,2774

Tabela 4 - Rendimento (%) de carcaca, de cortes comerciais e gordura abdominal de
frangos de corte aos 44 dias de idade recebendo dietas com inclusdo de farinha de carne,
GAA ou L-Arg e submetidos ao estresse térmico pré-abate.

Carcaca Pernas Peito Filé Sassami  Gordura
Vegetal 76,24 27,30 33,21° 11,73 2,433 2,752
Vegetal + FC 76,10 26,29 34,932 12,42 2,552 2,952
Vegetal + GAA 76,61 26,90 34,042 11,62 2,484 1,83
Vegetal + L-Arg 77,12 26,59 34,812 11,98 2,408 2,25°
CV, % 1,60 3,97 5,06 9,12 13,41 5,603
Valor de P 0,1921 0,1348 0,0685 0,3160 0,7235 0,0508

Em relacéo as analises das perdas por cozimento, congelamento e pressao

(Tabela 05), houve efeito significativo (p<0,05) das dietas, com menor perda por
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cozimento dos filés dos frangos alimentados com dieta suplementada com farinha de
carne em relagéo a dieta vegetal.

Michiels et. al., 2012, observaram que perda de agua por pressao e a perda
de agua por cozimento foi maior para a dieta vegetal suplementada com GAA, em
comparacao com as do tratamento sem GAA, mas né&o diferiram da dieta de origem
animal.

Os valores de luminosidade, indice de vermellho e amarelo e pH de filés de
frangos estdo demonstrados na Tabela 06. Nao houve efeito significativo (p>0,05)
das dietas sobre essas caracteristicas. O estresse térmico agudo pode aumentar a
atividade creatina quinase (CK) muscular, alterar a integridade da membrana celular
no metabolismo glicolitico do musculo do peito e aumentar o efeito osmaético da
membrana (WANG et al., 2009).

A reserva energética muscular € muito importante na regulacdo da queda do
pH post mortem. Animais com desenvolvimento muscular acelerado podem ter
alteracbes na velocidade da glicdlise, o que pode acarretar alteracbes nas
caracteristicas de qualidade da carne. As aves submetidas ao estresse por calor
usam mais rapidamente suas reservas de glicogénio, o que pode resultar em seu
esgotamento in vivo, que por sua vez gera consequéncias negativas sobre as
propriedades funcionais da carne. No presente trabalho, apesar do estresse térmico
ao quais as aves foram submetidas, nao foi observado efeito sobre as propriedades

funcionais da carne.

Tabela 5 - Perdas por cozimento, congelamento e pressdo de filés de frangos de corte
recebendo dietas com inclusédo de farinha de carne, GAA ou L-Arg e submetidos ao estresse
térmico pré-abate.

Dietas Perdas (%)

Cozimento Congelamento Pressédo
Vegetal 28,432 3,56 8.45
Vegetal + FC 24,94° 3,26 8,46
Vegetal + GAA 26,64 2,93 8,38
Vegetal + L-Arg 26,03 ® 3,40 10,54
CV, % 7,72 34,48 27,26

Valor de P 0,0068 0,8418 0,0960
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Tabela 6 - Valores de luminosidade L*, indice de vermellho a* e indice de amarelo b*
(expressos no sistema de cor CIELAB) e pH de filés de frangos de corte recebendo dietas
com inclusdo de farinha de carne, GAA ou L-Arg e submetidos ao estresse térmico preé-
abate.

Dietas Cor pH

L* a* b* antes depois
Vegetal 52,64 3,159 6,430 6,16 5,37
Vegetal + FC 52,13 3,310 7,478 6,11 5,40
Vegetal + GAA 53,47 2,321 7,319 6,27 5,34
Vegetal + L-Arg 52,81 3,053 6,229 6,25 5,39
CV, % 7,02 40,16 24,86 3,08 3,7826
Valor de P 0,6650 0,1949 0,1995 0,3083 0,9022

As condicBes climéaticas sdo as que mais diretamente afetam as aves, por
comprometer a manutencao homeotérmica, que € uma funcao vital (OLIVEIRA et al.,
2006). O desequilibrio fisiolégico causado por altas temperaturas e umidade relativa
do ar, no momento do abate, tem efeito direto sobre as reservas de glicogénio
muscular, responsaveis pelo desenvolvimento das rea¢des bioquimicas post mortem
(PETRACCI et al.,, 2001), que determinardo a qualidade da carne e suas
propriedades funcionais (CHEFTEL et al., 1989)

Na fisiologia muscular, com oxigénio, a degradacédo do glicogénio se da via
glicolise aerdbica, onde o &cido piravico produzido continua com o ciclo dos acidos
tricarboxilicos, formando, em Gltima instancia, diéxido de carbono (CO?) e agua
(H20) liberando energia na forma de ATP. J& no post mortem, com auséncia de
oxigénio, a degradacéo do glicogénio muscular ocorre via glicélise anaerdébica e leva
a formacédo de &cido lactico a partir do piruvato, reduzindo o pH muscular. Essa
reducdo € necessaria para uma correta maturacdo da carne no processo
denominado conversédo do musculo em carne.

Lemme et al., (2007) suplementaram GAA nas ra¢des dos frangos de corte
e mostraram aumento gradual no conteddo de CREA muscular. Uma hora post
mortem, o conteaddo de ATP muscular foi significativamente maior quando
comparado aqueles que ndo receberam GAA, provavelmente devido a melhoria no
metabolismo energético celular.

Srinongkote et al., (2004) relataram que o aumento da suplementacdo com
Lys e Arg reduziu os efeitos negativos do estresse cronico em frangos de corte

criados em alta densidade de alojamento.
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A falta de resultados mais consistentes em relacdo a suplementacao de Arg
e GAA na dieta de frangos de corte submetidos ao estresse térmico pode ser
atribuida aos niveis altos de Arg nas dietas controle: 1,296; 1,158 e 1,159%,
respectivamente nas dietas iniciais, crescimento e final. Desta forma, provavelmente
0s niveis de Arg eram suficientes para o ciclo Arg-NO e Arg-CREA mesmo em
situacdes de estresse térmico.

Aparentemente, a suplementacdo dietética com Arg em situacdes de
estresse térmico, mostra ser benéfica baseada em trés mecanismos inter-
relacionados e interdependentes, os quais sao desencadeados simultaneamente
pela vasodilatacdo: o aumento da perfusdo sanguinea (MENEILLY et al., 2001), que
facilita o aporte de oxigénio e nutrientes aos tecidos; a maior oferta de glicose para o
musculo em atividade proporcionando mais substrato energético para a contracao
muscular e a reducao da concentracao plasméatica de aménia e lactato (SCHAEFER
et al., 2002).

Schaefer et al.. (2002) afirmam ainda, que a suplementacéo de Arg favorece
o mecanismo Arg-NO desencadeado pelo exercicio fisico, aumentando a formacao
de NO a partir da Arg, e agir sobre a vasodilatacdo dos vasos sanguineos com
consequente aumento da perfusdao muscular. Assim, a suplementagcdo com GAA
poderia poupar Arg para essa funcdo e servir de substrato para a formacao de
CREA muscular, fundamental na conservacéo de energia muscular.

A maior parte destes trabalhos com suplementacdo de Arg ou CREA foi
desenvolvida com atletas, porém mostram que had um grande potencial de aplicacao
na producao de frangos de corte em condi¢Oes de altas temperaturas ambientais ou
em altas densidades de alojamento. O metabolismo da Arg em aves difere em
relacdo aos mamiferos e por isso mais estudos Sdo necessarios para permitir a

aplicacdo destes conceitos na cadeia avicola.

6.4. Conclusao

A suplementagdo de dietas vegetais com L-Arg ou GAA néo alterou a

bioquimica sérica e a qualidade da carne de frangos submetidos ao estresse
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térmico, e resultou em maior rendimento do peito e menor deposi¢cdo de gordura

abdominal em frangos submetidos ao estresse térmico.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Devido as exigéncias de mercados importadores de carne de frango, o uso
de proteina animal, como as farinhas resultantes do abate de aves, suinos e bovinos
na formulacdo de dietas para frango de corte € limitado. Deficiéncias nutricionais
especificas em dietas exclusivamente vegetais ja sdo conhecidas, como de creatina.
Desta forma, a suplementacdo de aminoacidos sintéticos e compostos bioldgicos
poupadores de aminoacidos essenciais pode corrigir essa deficiéncia.

As dietas vegetais acrescidas de GAA ou L-Arg resultaram em melhor peso
vivo ao final da primeira semana de vida dos pintos. Este resultado € bastante
animador, uma vez que as dietas foram elaboradas com altos niveis de proteina, os
quais atendiam plenamente as exigéncias em aminoacidos. Niveis proteicos estdo
sendo reduzidos seja pelo alto custo ou em detrimento ao efeito poluidor e toxico da
liberacdo de nitrogénio nas excretas das aves, o que implica na suplementacéo de
aditivos que possam manter a maxima produtividade, a lucratividade e
principalmente a producdo de carne de frango de qualidade que atenda aos altos
padrées do consumidor, ndo somente em termos de preco e inocuidade, mas
também sob o0s aspectos de criacdo e bem estar.

Em situacdes de estresse térmico, a suplementacdo de dietas vegetais
acrescidas com L-Arg ou GAA resultou em maior peso de carcaga, rendimento do
peito e menor deposi¢cdo de gordura abdominal quando comparado as dietas de
origem animal.

Ha uma perspectiva otimista em relacdo ao uso de Arg e GAA em dietas
exclusivamente vegetais como precursores da creatina, principalmente em
condicbes de altas temperaturas ambientais ou em altas densidades de alojamento.
Entretanto, a maior parte dos trabalhos com suplementacdo de Arg ou creatina é
desenvolvida com humanos, além de diferengcas marcantes no metabolismo da Arg
nas aves em relagdo aos mamiferos. Assim, muitos estudos ainda s&o necessarios

para uma aplicacao efetiva destes conceitos na producao de frangos de corte.



