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CAMINHAR

As vezes o caminhar ¢ lento, mas o importante ¢ nio parar.
Mesmo um pequeno progresso ¢ um avango na direcao certa.
E qualquer um ¢ capaz de fazer um pequeno progresso.

Se vocé ndo pode conquistar algo importante hoje, conguiste algo menor.
Peguenos riachos se transformam em rios poderosos.
Continue em frente...

O que de manha parecia fora do alcance, pode ficar mais proximo
a tarde se vocé continuar em frente.

O tempo que usar trabal hando com paixao
e intensidade aproximara vocé do seu objetivo.

E bem mais dificil comegar de novo se vocé para completamente.
Entao, continue em frente...

Nao desperdice a chance que vocé mesmo criou.

Existe algo que pode ser feito agora mesmo, ainda hoje.
Pode ndo ser muito, mas fara com que vocé continue no jogo.
Caminhe rapido enquanto puder.

Caminhe lentamente quando for preciso.

Mas, sgja 0 que for, continue andando.

E vocé conseguira alcancar suas metas...

Realizar seus planos, sonhos...

Portanto, nao desista, nunca!

Autor desconhecido
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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos com 0 objetivo de estudar o efeito da
suplementagdo de arginina (Arg) e lisina (Lys), na dieta inicia, sobre as caracteristicas
produtivas, 0 metabolismo e crescimento dsseo, o desenvolvimento muscular e dos 6rgéos
linféides e a morfometria da pele e mucosa intestinal de frangos de corte. No primeiro
experimento, o objetivo foi avaliar o efeito do antagonismo entre Arg e Lys sobre os
parametros zootécnicos, a morfometria da pele e os niveis plasmaticos do IGF-I e seu
reflexo sobre o metabolismo e crescimento 6sseo dos frangos de corte. Foram utilizados
1.760 pintos de corte, Cobb, machos, os quais foram alocados aleatoriamente de acordo
com um delineamento inteiramente casualizado em esguema fatorial quatro x quatro
(niveis de Lys e Arg) totalizando 16 tratamentos com duas repeticdes e 55 aves por
unidade experimental. As dietas iniciais foram formuladas para conter 1,189%; 1,427%;
1,665% e 1,902% de Lys digestivel e 1,217%; 1,416%; 1,615% e 1,814% de Arg
digestivel. Aos 21 dias, foi observada interagdo (p<0,05) entre os hiveis de Lys ¢ Arg para
O peso Vvivo e a conversio alimentar, demonstrando que niveis de Lys acima do
recomendado deprimem o peso das aves, mas este efeito pode ser contornado pela adi¢ao
de niveis extremamente altos de Arg. O desempenho das aves, na fase de crescimento (22 a
42 dias), foi influenciado pela suplementacdo na dieta inicial. A taxa de mortalidade
aumentou (p<0,05) em resposta a suplementagao de ambos os aminoacidos. Por outro lado,
a combinagdo de niveis acima da exigéncia de ambos os aminoacidos na fase inicial
contribui positivamente (p<0,05) na espessura da camada da derme da pele dos frangos de
corte na idade de abate, provavelmente pelo envolvimento de Arg e Lys na biossintese do
colageno. Niveis excessivos de aminoacidos interferem no desempenho em conseqiiéncia
do desequilibrio na dieta € do maior gasto energético para sua biotransformacdo e

eliminagao. O excesso de Lys, ainda, pode estar envolvido com a degradagao da Arg em
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ornitina e uréia, o que pode alterar a sintese de 6xido nitrico. A adigdo de Arg contribuiu
(p<0,05) com 0 aumento do diametro, da densidade e da espessura 6ssea. Entretanto, niveis
excessivos de Arg, na fase inicial, levaram ao aumento (p<0,05) da area hipertrofica da
placa de crescimento e da atividade da fosfatase alcalina na idade de abate. Por outro lado,
a Lys afetou postivamente (p<0,05) a resisténcia o0ssea a quebra, mas também pode
contribuir negativamente com a ocorréncia da discondroplasiatibial. Este efeito positivo da
Lys sobre o tecido 6sseo pode estar relacionado a produgdo de colageno como reflexo do
aumento (p<0,05) dos niveis plasmaticos de IGF-I pela suplementagao de Lys. Arg ndo
aterou IGF-1, provavelmente, devido a degradagdo pela Lys, o que inibiu seu papel
secretagogo descrito em mamiferos. Os parametros 6sseos avaliados, no final da fase de
crescimento (22 a 42 dias), foram influenciados pela suplementagido na dieta inicial. No
segundo experimento, o objetivo foi avaliar o efeito da suplementacio de Arg, em
diferentes niveis, sobre comportamento das caracteristicas produtivas, o desenvolvimento
da fibra muscular esquelética e dos 6rgaos linfoides e na morfometria da mucosa intestinal
de frangos de corte. Foram utilizados 990 pintos de corte, Cobb, machos, os quais foram
alocados aleatoriamente de acordo com um delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e seis repeticdes de 33 aves cada. Os tratamentos consistiram de uma
dieta basal com 1,390% de Arg digestivel (sem suplementacdo) e quatro niveis
suplementares (1,490%; 1,590%; 1,690% e 1,790%), mantendo uma relagdo com a Lys de
1,103; 1,183; 1,262; 1,341 e 1,421%, respectivamente. A suplementacdo de Arg melhorou
(p<0,05) 0 peso vivo e a conversio alimentar, sem alterar o consumo das aves na fase
inicial. Entretanto, esse efeito nao foi observado (p>0,05) ao final da fase de crescimento
em que as aves nhdo receberam suplementacdo dietética de Arg, indicando que a
suplementagio acima dos niveis recomendados pode ser necessaria para que a ave expresse
0 Seu maximo potencial de ganho de peso. O efeito positivo (p<0,05) da suplementacdo de
Arg sobre 0 peso dos 6rgaos linfoides foi mais evidente na primeira semana parao bago ¢ a
bolsa cloacal, sendo que o timo ainda respondeu positivamente até o final da fase inicial.
Nao houve efeito (p>0,05) da suplementagdo de Arg sobre o peso e comprimento do
intestino delgado em nenhuma idade avaliada, no entanto houve aumento (p<0,05) da
relagdo vilo:cripta do duodeno na primeira semana. O efeito positivo da suplementagio de
Arg, possivelmente, envolveu a formagdo de ornitina por meio da degradagdo de Arg e a
biossintese de poliaminas. Houve efeito (p<0,05) no peso do peito e filé e no didmetro das
fibras musculares, porém, nio foi observado efeito (p>0,05) sobre arelagao proteina/DNA,

demonstrando que a Arg nao interferiu na atividade mitotica das células satélite via agdo
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estimulatéria sobre a secrecdo de IGF-1. Todavia, independente deste mecanismo, a Arg
afetou positivamente o crescimento muscular na fase inicial. Nao houve efeito (p>0,05) da
suplementacdo de Arg nafase inicial sobre o rendimento da carcaga dos frangos de corte
aos 42 dias. A suplementacdo de Arg acima dos niveis atualmente recomendados para a
fase de crescimento pode ser necessaria no desenvolvimento muscular dos frangos de

corte.

Palavras-chave: aminoacidos, |GF-1, qualidade dssea, sistema imune, células-satélite



ABSTRACT

Effect of arginine (Arg) and lysine (Lys) supplementation was evaluated in two trails
during the initial diet on the productive characteristics, metabolism and growth bone,
muscle and lymphoid organ development and skin and intestine morphometrics of broiler
chickens. The first trial evaluated the effect of antagonism between Arg and Lys on
performance, skin morphometrics and plasma levels of IGF-I and its consequences on the
metabolisn and growth bone of broiler chickens. One thousand seven hundred and
seventy-six male Cobb broilers were reared in a randomized factorial four x four design
(Lys and Arg levels) with two replications of 55 birds each. Experimental diets were
formulated to contain 1.189%; 1.427%; 1.665% and 1.902% digestible Lys levels and
1.217%; 1.416%; 1.615% and 1.814% digestible Arg levels. Arg level addition increased
the diameter, density, bone’s total cortical thickness. However, extreme levels of Argin
the initial phase increased (p<0.05) the hypertrophic zone cartilage of growth plate and
alkaline phosphatase activity on the 42™ day. On the other hand, the lysine positively
affected (p<0.05) bone strength, although it may have a so contributed negatively towards
tibial dyschondroplasia. This positive effect of the lysine on bone tissue may be related to
the production of collagen as seen by the increase (p<0.05) of IGF-I levels in Lys
supplementation. Arg did not alter IGF-I, probably owing to Lys degradation, which
inhibited their secretagogo role in mammals. Bone parameters evaluated at the finish of
growth phase (22-42 days) were influenced by amino acids which supplemented the
initial diet. There was an interaction (p<0.05) between Lys and Arg levels to weight gain
and feed:gain ration, demongtrating that Lys levels above the recommended ones
decreased broilers’ weight. Such effect may be lowered by the addition of extremely high
Arg levels. The productive characteristics in the growth phase (22 - 42 days) were
affected by supplementation in the initial diet. Mortality increased (p<0.05) in response to
Lys and Arg supplementation. On the other hand, the addition of levels above the
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requirement of both amino acids in the initial phase contributed positively (p<0.05)
towards the thickness of the 42-day-old broiler chickens’ dermal skin layer. This is
probably due to the involvement of Arg and Lys in collagen biosynthesis. Extreme amino
acid levels may be harmful to performance owing to diet imbalance and highest energy
expenditure in metabolism and excretion. Excess Lys may still be involved in Arg
degradation in ornithine and urea, which modifies the nitric oxide synthesis. In the second
trial, the effect of Arg supplementation in the initial diet on the behavior of productive
characteristics, skeletal muscle fibers and lymphoid organ development and intestina
mucosa morphometrics of the broiler chickens was evaluated. Nine hundred and ninety
male Cobb broilers were reared in a compl ete randomized design with five treatments and
six replicates with 33 birds each. Dietary treatments consisted of one basal diet (Arg not
supplemented) and four supplemental digestible Arg levels (1.390%; 1.490%; 1.590%;
1.690% and 1.790%), maintaining a relationship with Lys of 1.103; 1.183; 1.262; 1.341
and 1.421%, respectively. The addition of Arg levelsimproved (p<0.05) body weight and
feed:gain ratio, without modifying the birds’ consumption in the initial phase. However,
this effect was not reported (p>0.05) till the end of the growth phase in which fowls did
not receive Arg supplementation in the diet. Supplementation of recommended levels
may be thus necessary so that the broiler chickens produce maximum performance. The
positive effect (p<0.05) of Arg supplementation on lymphoid organ weight was more
evident during the first week for spleen and Fabricius bursa, while the thymus till
answered positively until the end of the initial phase. No effect (p>0.05) of Arg on the
length and weight of the small intestine in any evaluated age was reported. However,
relation vilo:cripta of the duodeno in the first week increased (p<0.05). These findings
suggest that Arg supplementation improved these characteristics, probably by increasing
ornithine levels, due to the extra substrate availability for polyamine synthesis. A positive
effect (p<0.05) of dietary Arg supplementation was recorded on weight breast and breast
fillet weight and diameter skeletal muscle fibers. There was, however, no significant
effect on protein:DNA ratio which suggested that Arg levels did not activate the satellite
cells via IGF-1. On the other hand, dietary Arg supplementation improved breast growth
of chicks by the end of the initial phase. In the initial phase dietary Arg supplementation
did not affect (p>0.05) carcass yield up to the 42" day. Dietary Arg supplementation of
the levels currently recommended for the growth phase may be required for the muscle
development of broiler chickens.

Key words: amino acid, IGF-1, bone quality, immune system, satellite cells.



I-INTRODUCAO

A avicultura, no cenario mundial, vem se mostrando uma das maiores poténcias
econémicas da agropecuaria pelo crescimento do consumo de aves em diversos paises,
impulsionada pelo emprego de tecnologias que otimizam a produgio e geram alimento
final mais barato, saudavel e bem aceito pelo consumidor. Preocupagdes com a relagdo
entre aingestao de gordura e problemas coronarios acentuam esta tendéncia, bem como
aconfirmagdo da preferéncia por carne branca

Pelas condi¢des de clima, qualidade, sanidade e abundante oferta de graos,
cresce a cada ano aimportancia da produgdo avicola no Brasil. As exportagdes de carne
de frango cresceram 24,4% no primeiro semestre de 2007, em relagdo ao mesmo
periodo de 2006 e a expressiva variacdo percentual ¢ explicada pela acentuada queda
nas exportacdes em 2006, quando o consumo internacional da carne de frango caiu em
decorréncia dos focos da gripe aviaria na Europa e na Asia.

Em funcdo desse crescimento, o Brasil ocupa a posi¢io de lider mundial na
exportagdo de carne de frangos, com projegdes para 2007 de embarques de 3 milhdes de
toneladas de aves (Avisite, 2007). O Pais produziu mais de 9,3 milhdes de toneladas de
carne de frango, 370 mil toneladas de carne de peru e 26,5 bilhdes de ovos em 2006,
abrangendo um mercado de mais de 140 paises. Além dos volumes significativos, a
avicultura destaca-se também pelo aumento da exportagdo de produtos com maior valor
agregado.

A competitividade do mercado avicola ¢é crescente e faz com que as empresas
necessitem ajustar melhores resultados de qualidade e produgdo com o menor custo
possivel. Neste sentido, entre os aspectos fundamentais para que isso ocorra esta 0 claro
entendimento das necessidades dietéticas das aves nas diferentes fases da produgio. A

alimentagao ndo s6 ¢ responsavel pelo maior custo individual do setor, mas também



interfere na qualidade dos produtos oferecidos ao mercado, evidenciando a grande
importancia da estratégia nutricional a ser utilizada.

Os alimentos protéicos tém grande contribui¢do neste custo total. A industria de
ragdes para animais tornou-se cada vez mais dependente das fontes vegetais de proteina,
uma situagdo relacionada as fortes pressdes internacionais, particularmente pela Unido
Européia, ao proibir o uso de farinhas de origem animal como ingredientes das ragdes.

O desequilibrio nutricional de uma ragdo pode ocasionar prejuizos ao
desempenho dos animais. O consumo de aminoacidos essenciais e ndo essenciais, em
guantidades excessivas, em propor¢ao ou perfil, e em despropor¢do aos requeridos
exigidos para otima utilizagdo nos tecidos, pode ser deletério ao metabolismo,
principalmente quando o antagonismo entre aminoacidos ¢ envolvido. O antagonismo
entre arginina (Arg) e lisina (Lys) ¢ uma interagdo que envolve aminoacidos
estruturalmente semelhantes, sendo que o excesso de um eleva a exigéncia do outro
(Jones, 1964; Austic & Scott, 1975).

O antagonismo entre Arg e Lys promove expressiva elevagdo da atividade da
arginase renal e consegiientemente induz a degradagdo da Arg (Austic & Scott, 1975) e
leva a diminui¢do da atividade da glicina amidinotransferase, enzima que utiliza Arg e
glicina como substratos juntamente com a metionina na sintese de creatina muscular
(Jones et al., 1967).

Trabalhos de pesquisa (Hickling et al., 1990; Moran & Bilgili, 1990; Acar et al.,
1991; Holsheimer & Veerkamp, 1992; Leclerq, 1998) indicam que a suplementagio de
Lys acima das exigéncias para maior ganho de peso das atuais linhagens de frangos de
corte, resulta em um efeito especifico e significativo na otimizagdo dos principais
fatores econdmicos na produgdo de frangos, a conversao alimentar relacionada ao custo
alimentar e o rendimento de peito. Neste sentido, a estratégia de elevar o nivel de Lys
das ragdes pode alterar o equilibrio metabdlico ideal entre os aminoacidos,
especialmente arelagdao Arg:Lys.

A Arg ¢ considerado um aminoacido essencial para aves, sobretudo na fase
inicial, pelo fato do ciclo bioquimico da uréia ndo ser funcional em aves, ndo podem
sintetizar Arg e por isso sio dependentes do fornecimento deste aminoacido nas dietas.
Entre as espécies animais estudadas, as aves tém a mais ata exigéncia de Arg (Ball et
al., 2007), que se deve, aém da falta de sintese endogena, a ata taxa de deposi¢ao
protéica pelo rapido crescimento das atuais linhagens de corte € 0 antagonismo com a

Lys.



Além disso, 0 uso exclusivo de dietas a base de milho e farelo de soja representa
fator particularmente sensivel na disponibilidade de Arg para frangos de corte. Arg ¢ o
quinto aminoacido limitante nestas dietas, ap6s metionina + cistina, Lys, treonina e
triptofano (Atencio et al., 2004).

A Arg, aém de constituinte de proteinas, ainda esta envolvida na Sintese de
creatina e poliaminas, de prolina, como substrato para a sintese do colageno e de 6xido
nitrico (NO) e na secregdo do horménio do crescimento (GH) e dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF).

A biossintese da creatina, que envolve também a participagdo da metionina, gera
fosfocreating, um componente essencial do metabolismo energético no musculo
(Keshavarz & Fuller, 1971). As poliaminas sio consideradas de importancia nutricional
no crescimento e desenvolvimento do intestino do neonato (Quinn et al., 2002) €,
essenciais na proliferagdo das células endoteliais, além de associadas a angiogénese ¢
cicatrizagao de feridas (Hui et al., 2002). A prolina, por ser o principal aminoacido na
sintese do colageno e gerador de matriz extracelular, tem importante fungdo no
remodelamento vascular.

O NO ¢ um radical livre altamente reativo, permeavel nas células e membranas
gue participa de varios processos celulares, incluindo a neurotransmissdo o
vasorrelaxamento dependente do endotélio e a imunidade. Altas concentragcdes de NO
podem ser induzidas por uma variedade de estimulos inflamatorios como os
lipopolissacarideos de bactérias e citocinas (Hibbs Jr. et al., 1988 e Marletta et al., 1988
citados por Dusse et al., 2003). O NO, ainda, exerce pronunciados efeitos sobre os
mecanismos fisiologicos do tecido dsseo controlando o processo de remodelamento
6sseo (Collin-Osdoby, 1995).

A sintese e secrecdo do GH Sio essenciais na promogao do crescimento,
desenvolvimento e metabolismo de mamiferos e aves. Um dos efeitos mais conhecidos
do GH ocorre em nivel do disco epifisario, onde atua estimulando a sintese de IGF-I,
gue age paracrinamente, induzindo mitogénese, o que resulta no crescimento dos 0ssos
longos (Isaksson et al., 1987). O IGF-I também esta envolvido em numerosos eventos
anabolicos e catabolicos do musculo esquelético, como a agregagdo de proteina
miofibrilar pela combinagdo dos efeitos sobre a sintese e a degradagdo protéica
(Coleman et al., 1995) e adiferenciagio e proliferagdo das células satélite (Florini et al.,

1996), fundamentais no processo de hipertrofia muscular.



1.1. Metabolismo da Arg

A classificagdo dos animais, em amoniotélicos, ureotélicos e uricotélicos,
baseia-se, exclusivamente, na predominancia do metabolismo excretdrio de compostos
nitrogenados. Mamiferos e aves apresentam metabolismo nitrogenado excretorio
distintos, sendo que as aves excretam 0 seu nitrogénio, preferencialmente, na forma de
acido trico, enquanto os mamiferos o fazem na forma de uréia (Leningher, 2002).

A reconhecida inoperabilidade fisiologica do ciclo da uréia (Ciclo de Krebs-
Hanseleit) em aves domésticas (Tamir & Ratner, 1963) é devido, em parte, pela
auséncia da enzima carbamil fosfatase sintetase que catalisa o primeiro passo do
mecanismo de detoxificagao da amdnia que leva a sintese de uréia e Arg. Nas espécies
uricotélicas, a enzima mitocondrial que desempenha uma fungdo paralela é a glutamina
sintetase, contudo, gera ao final do ciclo, apenas acido urico, cuja formagdo nio é Arg
dependente. Os atomos de C e de N que fazem parte da molécula de acido trico provém
do aspartato, do CO,, daglicina e da glutamina (Scott, 1983).

O primeiro passo, na Sintese de Arg em mamiferos, ¢ a formagdo do composto
pirrolina-5-carboxilato (P-5-C) do glutamato e ou da prolina (Figura 1). A expressio de
todas enzimas necessarias para a sintese da Arg, entretanto, ¢ restrita ao figado e a
mucosa intestinal, onde a citrulina é formada pela acdo da P-5-C sintetase e ornitina
aminotransferase, que pode ser imediatamente convertida a Arg (Wu, 1997) ou liberada
paraacirculagdo. A citrulina ¢ captada pelo rim e convertida em Arg e entdo fornecida
para outros tecidos, via transportadores especificos.

Em decorréncia desta dessemelhanga metabolica, as aves sdo dependentes de
uma fonte exoégena de Arg, uma vez gque este aminoacido ndo ¢ obtido pela via de
depuragao nitrogenada utilizada pelas aves. Neste sentido, a Arg é considerada um
aminoacido essencial para as aves.

Ha mais de 60 anos, a essencialidade da Arg é reconhecida (Close et al., 1938).
Os primeiros trabalhos demonstraram que a Arg pode ser sintetizada a partir da
citrulina, mas nao da ornitina. Esta constatagdo explicou satisfatoriamente a classica
observagdo que citrulina, mas ndo ornitina, pode substituir Arg na dieta das aves, mas o
mecanismo ainda permanecia desconhecido. Tamir & Ratner (1963) atribuiram a
inabilidade das aves para sintetizar ornitina, citrulina e Arg a auséncia de outra enzima

chave do ciclo da uréia, a ornitina carbamiltransferase (Figura 2).
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Figura 1. Sintese de citrulina e ornitina em mamiferos

Abreviaturas usadas: CPS |, carbamil fosfato sintetase; OCT, ornitina carbamiltransferase; OAT, ornitina aminotransferase; P-5-C,
pirrolina-5-carboxilato.

Adaptado de Wu et al. (1995)

Em um estudo pioneiro com suinos e ratos, Windmueller, et al. (1981) e,
posteriormente, Dhanakoti, et al. (1990) demonstraram que a Sintese endogena renal de
Arg depende da sintese intestinal de ornitina e citrulina. Wu et al. (1995) estudaram a
expressio das enzimas envolvidas nos enterdcitos das aves (P-5C sintetase, ornitina
aminotransferase e ornitina carbamiltransferase), além da carbamil fosfatase sintetase
gue fornece o composto carbamil fosfato. Surpreendentemente, estes autores nao
encontraram nenhuma atividade da P-5-C sintetase, que converte glutamato em P-5-C e
uma atividade muito baixa da ornitina aminotransferase, indicando pequena conversio
de P-5-C em ornitina. A falta de conversio de glutamato em ornitina, ¢ do composto
intermediario P-5-C resulta também numa taxa muito baixa de conversdo de ornitina em
prolina, cerca de 4% da taxa de conversio observada em suinos. A P-5-C é um
precursor comum da sintese do ornitina ¢ da prolina (Figura 1) e, por isso, a prolina

também ¢é considerada um aminoacido essencial para as aves.
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Figura 2. Ciclo da uréia em mamiferos.

Nas espécies uricotélicas, ndo ha a formagdo de um ciclo completo pela falta das enzimas **ornitina carbamiltransferase e**
carbamil fosfatase sintetase.

Adaptado de Sung et al. (1991)

Apesar da auséncia do axis intestinal-renal para o fornecimento de citrulina para
a sintese renal de Arg nas aves, aguns tecidos possuem capacidade de converter
citrulina em Arg, sendo que o tecido rena é o maior sitio de conversio. As células
endoteliais e 0os macrofagos e neutrofilos também podem reciclar Arg, a partir da
citrulina produzida pelo 6xido nitrico sintetase.

Wu & Morris (1998) descrevem a Arg como “um dos mais versateis
aminoacidos nas células animais”. De fato, a Arg ¢é requerida para sintese de varias
compostos tais como ornitina, poliaminas, prolina, creating, Sintese de proteinas, 6xido
nitrico (NO) e citruling, além de glutamato e agmatina em mamiferos. A Arg é também
considerada um potente secretagogo, aumentando a liberagdo na corrente sanguinea da
insulina, hormonio do crescimento e IGF-I (Newsholme et al., 2005), devido a rapida
despolarizagao da membrana plasmatica ligada ao transporte de aminoacidos com a
cadeia lateral positiva (Figura 3).

Todas estas reagdes dependem da concentragdo intracelular de Arg e para isto
duas vias podem ser descritas. 1) sintese de Arg a partir de outros substratos, no caso
das espécies uricotélicas, citrulina, mecanismo pouco eficiente em condigdes de

homeostase organica e ou; 2) transporte de Arg do meio extracelular para



compartimentos intracelulares, mecanismo que depende da disponibilidade de Arg

dietética e daregulagio da sintese de proteinas.
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Figura 3. Principais vias de participagdo da Arg no metabolismo celular
Adaptado de Wu & Morris (1998).

1.1.1. Arg e asintese de creatina

A Arg ¢ também catabolizada para a via biossintética da creatina. A Arg
transfere um grupo guanidino para a glicina, pela agdo da amidinonotransferase
formando ornitina e guanidinoacetato. Numa segunda reagdo, catalisada pela
guanidinoacetato N-metiltransferase, a guanidinoacetato ¢ metilada pela S-
adenosilmetionina para formar S-adenosilhomocisteina e creatina (Bloch &
Schoenheimer, 1941; Borsook & Dubnoff, 1945 citados por Gonzaez-Esquerra &
Leeson, 2006). A creatina ¢ liberada pelo figado e captada, principamente, pelo tecido



muscular onde ¢ estocada como fosfocreatina ou convertida para creatinina ¢ ambas as
moléculas podem ser excretadas pelos rins (Figura 4).

Uma vantagem da sintese hepatica de creatina para os mamiferos ¢ que a
ornitina, gerada nesta reagdo, pode ser reciclada a Arg, assim, este processo nao seria
“consumidor” de Arg (Brosnan & Brosnan, 2004). As aves, porém, ndo podem reciclar
a Arg, via ornitina, uma vez que nio possuem carbamil fosfatase sintetase e ornitina
carbamiltransferase, enzimas necessarias para esta reacao.

Em dietas exclusivamente vegetais, a exigéncia de Arg para a Sintese de creatina
¢ aumentada, uma vez que 0s vegetais ndo se constituem em fontes de creatina. Por
outro lado, os subprodutos de origem animal sio fontes ricas de creatina e dietas
suplementadas com estes ingredientes podem ser consideradas “‘economizadoras”’ de
Arg no metabolismo das espécies uricotélicas.

Glycine Guanidinoacetate SA

Asginine Omithine e
= CREATINE
Fumarate HO i% Carbarwi CO, + NH,
Argininosuccinate  Citrulling

\;m

Figura 4. Via bi-ciclica proposta para a sintese de uréia e creatina no figado de mamiferos
Abreviaturas usadas: SAM, S-adenosilmetionina; SAH, S-adenosilhomocisteina.
Adaptado de: Brosnan & Brosnan (2004).

1.1.2. Arg e asintese de ornitina, poliaminas e prolina

Para que a Arg possa ser utilizada para a sintese das poliaminas (putrescina,
espermina e espermidina) ou prolina, precisa ser hidrolisada para uréia e ornitina pela
arginase (Meijer, et al., 1990; Wu & Morris, 1998). Como as aves nio podem sintetizar
ornitina, praticamente toda a ornitina plasmatica é derivada do metabolismo da Arg
(Nesheim, 1968; Austic & Nesheim, 1971; Stutz et al., 1972; Chu & Nesheim, 1979). A
uréia plasmatica ¢ associada com a suplementagdo de Arg, sendo que entre 40 a 60% da

uréia, excretada pelas aves, € resultado da sintese de ornitina (Ruiz-Feriaet al., 2001).



Em mamiferos, sdo muito bem conhecidas duas formas distintas de arginase
(arginase | e 1), que sdo codificadas por diferentes genes e diferem nas propriedades
moleculares e imunolégicas, distribuigao tecidual, localizagdo intracelular e regulagdo
daexpressio (Wiesinger, 2001; Ash, 2004).

Arginase |, uma enzima citosolica encontrada no figado, ¢ um importante
componente do ciclo da uréia, mas praticamente inexistente em outros tecidos, enquanto
a expressio da arginase II, uma enzima mitocondrial, é conhecida em varios tecidos,
como no rim, intestino delgado e cérebro (Brosnan & Brosnan, 2004). Essa
compartimentagdo intracelular das arginases tem importantes implicagdes para o
metabolismo das arginases nas células dos mamiferos. Devido a co-localizagdo com a
ornitina descarboxilase no citosol, a arginase | pode, preferencialmente, dirigir a
ornitina para a sintese de poliaminas, enquanto a arginase II pode, da mesma forma,
direcionar a ornitina para a produgio de prolina e glutamato, ja que ambas arginase Il e
ornitina aminotransferase, estdo localizadas na mitocondria (Figura5).

Por outro lado, em espécies uricotélicas, esta enzima ndo é bem caracterizada.
Grazi et al. (1975) descreveram a presenca de duas arginases, hepatica e renal,
entretanto ambas estdo localizadas na mitocondria. Segundo estes autores, o ‘pool’ de
Arg citoplasmatica pode ser hidrolisado pela arginase mitocondrial, cuja expressio
dessa enzima ¢é detectada no lado externo da membrana e, por isso, pode agir sobre a
Arg. Ja, Bedford ez al. (1987) encontraram uma relativa falta de atividade da arginase
no figado das aves indicando um minimo potencial para a regulacdo da sintese de
poliaminas neste tecido. Neste sentido, é possivel atribuir a arginase renal 0 controle da
Sintese de poliaminas via degradacao da Arg.

As aves tém a capacidade enzimatica para a degradacdo da Arg por meio da
atividade da arginase. Entretanto, ao contrario dos mamiferos, a atividade da arginase
no rim, ¢ 30 vezes maior do que no figado. Apesar do fato de ndo haver um ciclo da
uréia funcional nas aves, elas excretam uréia, que pode ser considerada “a medida da
degradagdo da Arg por meio da arginase”. Em galinhas poedeiras, a atividade da
arginase renal e a excregdo de uréia foram aumentadas pela elevagdo da suplementagio

de Arg ou pelo aumento do consumo de ragao.
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Figura 5. Metabolismo da Arg, ornitinae citrulina em células de mamiferos
Abreviaturas usadas: ASL, argininosuccinato liase; Asp, aspartato; ASS, argininosuccinato sintetase; BH,, tetrahidrobioptering;
DCAM, S-adenosilmetionina descarboxilatada; Glu, glutamato; MTA, metiltioadenosing; NO, oxido nitrico; NOS, oxido nitrico
sintetase; OAT, ornitina aminotransferase; PSCD, pirrolina-5-carboxilato desidrogenase; PSCR, pirrolina-5-carboxilato redutase; o-
KG, a-cetoglutarato; SAM, S-adenosilmetionina; SAH, S-adenosilhomocisteina.
Adaptado de Wu & Morris (1998).

Ruiz-Feria et al. (2001) referem-se apenas a arginase renal como de importancia
na degradacdo de Arg pelas aves e questionam que pode haver diferenga entre linhagens
de frangos de corte ou até¢ dentro das linhagens com relagdo a atividade desta enzima.
Sendo assim, as aves com elevada atividade enzimatica poderiam degradar a Arg ataxas
mais elevadas, favorecendo a sintese de poliaminas e prolina. NO entanto, ndo ¢
conhecido, se a exemplo do que descrito para mamiferos, existe uma via preferencial
em relagdo ao direcionamento da ornitina para a sintese de prolina ou de poliaminas.

A putrescina ¢ formada pela descarboxilagdo da ornitina e a espermina e a
espermidina sio obtidas da putrescina na presenca da S-adenosilmetionina
descarboxilatada, derivada da metionina, existindo, entdo a participagdo de ambos os
aminoacidos, Arg e metionina. Estas aminas biogénicas sdo importantes para a divisdo
celular, sintese protéica e crescimento tecidual (Seiler, 1992 citado por Gonzalez-
Esquerra & Leeson, 2006).

As poliaminas, ainda, Sio consideradas de importancia nutriciona no
crescimento e desenvolvimento do intestino do neonato (Quinn ez al., 2002). Além
disso, as poliaminas, por serem essenciais na proliferagdo das células endoteliais, sdo

associadas a angiogénese e a cicatrizagio de feridas (Hui et al., 2002). Paralelamente, a
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prolina, por ser o principal aminoacido na sintese do colageno e gerador de matriz
extracelular, tem importante fungdo no remodelamento vascular.

Estudos da década de 70 mostraram que a taxa de conversdo de Arg, em prolina,
¢ menor do que 10% da exigéncia necessaria para 0 crescimento normal das aves
(Austic, 1973). Posteriormente, estes resultados foram confirmados por Wu et al. (1995)
gue demonstraram a auséncia e ou a baixa atividade de enzimas-chave na obtencao de
prolina pelas aves, reforcando a essencialidade da prolina, principalmente na sua fase
inicial.

As concentragdes teciduais de poliaminas, nas aves, parecem ser particularmente
responsivas a manipulagdo dietética dos aminoacidos, possivelmente pela falta de um
ciclo da uréia funcional (Smith, 1981). Bedford ez al. (1987) observaram o aumento da
atividade da arginase renal, seguido de aumento da disponibilidade de ornitina rena e
elevagdo da putrescina, apos alteragao da relagao Arg:Lys pelo aumento dos niveis de
Lys. Por outro lado, elevadas concentragdes de ornitina podem inibir a atividade da
ornitina descarboxilase pela rapida formac¢ao e acumulo da putrescina (Dircks et al.,
1986).

Essa elevagdo da atividade da arginase renal também ¢ observada quando sdo
fornecidos niveis muito altos de Arg (Stuz et al., 1971). A degradacdo, excessivamente
rapida de Arg, em ornitina e uréia, pode comprometer a sintese de NO, sendo esta a
unica via fisioldgica de produgdo deste composto. Adicionamente, a elevagao da uréia
plasmatica, de acordo com Prabhakar et al., (1997), pode inibir a agdo da 6xido nitrico
sintetase (NOS), enzima que cataliza areagdo que converte Arg em NO.

1.1.3. Arg e a sintese de 6xido nitrico

A Arg ¢ convertida a citrulina e NO de forma estequiométrica (1:1), por agéo
catalitica de um grupo de isoenzimas denominadas oxido nitrico sintetases (NOS)
(Forstermann et al., 1991; Griffith & Stuehr, 1995), sendo esta a tinica via fisiologica de
producdo de NO.

Por outro lado, em espécies uricotélicas, esta reagdo ¢ a Unica via de sintese
endogena de Arg, pela agdo catalitica da argininosuccinato liase e argininosuccinato
sintetase sobre a citrulina. De acordo com Su & Austic (1999), macrofagos ativados

podem reciclar até 20% da Arg derivada dacitrulina.
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O NO ¢ um radical livre de natureza gasosa capaz de se difundir livremente por
meio da membrana plasmatica, ¢ altamente reativo e ¢ sintetizado e utilizado pelas
células endoteliais, neurdénios, macrofagos e outros tecidos, entre eles a hipdfise
(Marletta, 1993; Feelisch et al.,, 1994; Hobbs & Ignarro, 1996). Muitos tém sido os
papéis atribuidos ao NO e, muitas vezes esses papéis sdo controversos.

O surgimento do NO como um agente da sinalizagao celular ¢ uma das mais
importantes descobertas da fisiologia humana e anima nos ultimos anos. O NO
participa de varios fendémenos, como vasorrelaxamento dependente do endotélio,
citotoxicidade mediada por macrofagos, inibi¢do da ativagdo, adesdo e agregagdo
plaquetaria. O NO ¢ o principal mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas
e congtitui a mais importante molécula reguladora do sistema imune (Hibbs Jr. ef al.,
1988 e Marletta et al., 1988 citados por Dusse et al., 2003).

Na literatura, Sio descritas trés isoformas de NOS, sendo uma NOS induzida
(iINOS ou NOS 2) e duas NOS constitutivas, endotelial e neuronal (cNOS ou eNOS 3 e
NNOS 1). O NO ¢ produzido pela eNOS 3 nas células endoteliais e funciona como
vasodilatador, fator de angiogénese e fator de sobrevivéncia das células endoteliais
(Hobbs & Ignarro, 1996; Dimmeler & Zeiher, 1999). Ja, no Sistema Nervoso Central —
SNC, 0 NO ¢ produzido pela nNOS 1 neuronal, participando da neurotransmissio e no
controle do fluxo sangiiineo cerebral (Brenman & Bredt, 1996). Ambas as formas sdo
Ca’*/camodulina dependente (Adams, 1996) e sio expressas continuamente na
auséncia de agentes indutores, com sintese basal em concentragdes picomolares. A
meia-vida do NO, no estado gasoso e dissolvido nos fluidos bioldgicos, ¢ em média de 3
a 4 segundos e rapidamente é convertido em produtos estaveis da oxidagdo, nitrito
(NO2) e nitrato (NO3) (Grisham et al., 1999).

Ao contrario, a iNOS ndo depende de calcio para ativacdo, mas a sintese de
MRNA da iNOS ¢ necessaria para sua atividade. A NOS induzida ndo ¢ detectavel em
condigdes basais. LPS ou endotoxinas bacterianas, junto com citocinas, como TNFa,
IL-1B ou IF-y, induzem asintese de iNOS, de 2 a 4 h apos a exposic¢do ao agente. Como
a iNOS requer sintese protéica para sua expressdo e sua atividade persiste por mais de
24 h e sintetiza NO em concentragoes nanomolares, 1.000 vezes maior que cNOS e, por
isso, 0 NO ¢ o elemento citotoxico-chave para eliminacdo de bactérias (Hibbs et al.,
1988; Marletta, 1993; MacMicking et al., 1997).

A expressio da iNOS ¢ o resultado de uma resposta inflamatoria localizada ou

difusa, resultante de uma infec¢do ou dano tecidual. Segundo Salvemini et al. (1996), 0
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NO ¢ um potente vasodilatador e seu envolvimento na resposta inflamatéria pode ter
relagdo com sua habilidade em aumentar a permeabilidade vascular e o edema por meio
de mudangas no fluxo sangiiineo local ¢ do aumento na produgido de prostaglandinas
pro-inflamatorias.

A expressio da iINOS, em endotoxemia, ¢é citoprotetoria, inibindo
microtrombose pela prevengio de adesao plaquetaria e danos mediados por radicais. Por
outro lado, a citotoxidade do NO resulta da sua a¢do direta ou da sua reagdo com outros
compostos liberados durante o processo inflamatorio. A base bioquimica para a agdo
direta do NO consiste na sua reagao com metais (especialmente o ferro) presentes nas
enzimas do seu avo (Moncada et al., 1991; James, 1995). Desta forma, Sio inativadas
as enzimas cruciais para o ciclo de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons, para a
sintese de DNA e para o mecanismo de proliferacdo celular.

Em processos infecciosos, células ativadas como macrofagos, neutrofilos e
células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do oxigénio,
e a agdo citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reagdo com esses
intermediarios do oxigénio. O NO, por ser um radical livre, tem um de seus elétrons ndo
emparelhados e, portanto, reage com moléculas com esta mesma caracteristica. Um dos
derivados mais reativos é o peroxinitrito (ONOO") que é formado pela reagdo entre o
NO e 0 anion radical superoxido (0O2°), que oxida proteinas, aminoacidos, lipidios e
DNA, levando a injaria e morte celular (Li et al., 2007).

Destaforma, a elevada concentragao de NO, produzida pelaiNOS, pode exercer
efeitos deletérios sobre as células de mamiferos e mediar a patogénese de muitas
doengas. Entretanto, Hartman et al. (2006) relatam que as células das aves sdo menos
propensas aos efeitos nocivos do ataque destes radicais livres por terem altos niveis
circulantes de acido trico.

O acido urico vem, recentemente, sendo considerado um importante antioxidante
(Hare & Johnson, 2003) por eliminar radicais livres, quelar metais em transicao e
bloquear a agdo dos peroxinitritos. Como as espécies uricotélicas ndo possuem a enzima
urato oxidase que degrada o acido turico em alantoina, o acido turico pode atuar
diretamente como antioxidante. A concentragdo plasmatica de acido Urico, em aves, ¢
excepciona mente alta quando comparada com outros vertebrados e, por isso, a ativagao
daiNOS que eleva os niveis de NO nao teria as mesmas conseqiiéncias relatadas para os

mamiferos (Hartman et. al., 2006).
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Outro aspecto a ser considerado, no metabolismo do NO, é a competigdo da
arginase e a iNOS pela Arg como um substrato comum que pode levar a redugdo na
sintese de NO pelos leucocitos. De acordo com Wu & Morris (1998), apesar da
afinidade da iNOS pela Arg ser em torno de 1.000 vezes maior que a afinidade da
arginase, a velocidade da reagdo da arginase sobre a Arg ¢ cerca de 1.000 vezes maior
gque adaiNOS.

Nas aves, pouco tem sido elucidado a respeito desse mecanismo competitivo
entre as enzimas. Por outro lado, Ash (2004) discute. no seu trabalho de revisio. um
mecanismo inibitorio reciproco entre a arginase I e a iNOS em mamiferos, prevenindo a
produgdo de niveis demasiadamente elevados de NO ¢ por outro lado, a inibigdo da
atividade da arginase | resultaria na elevagdo da produgdo de NO. Desta forma, a
arginase Il atuaria produzindo ornitina para a sintese de poliaminas e prolina,
necessarias para o reparo tecidual (Figura 6).

Esse mecanismo consensual ¢ extremamente relevante para o funcionamento do
sistema imune. A ativagio da iNOS ou da arginase reflete o tipo de resposta
inflamatéria em uma enfermidade. Por exemplo, o processo infeccioso ¢ associado com
uma predominancia da iNOS, com liberagdo do NO, uma substincia microbicida e
sinalizadora da imunidade celular, enquanto o trauma induz. Preferencialmente. a
arginase, que degrada Arg em poliaminas e prolina para o reparo tecidual e fibrose
(Bronte & Zanovello, 2005).

Neste sentido, a suplementagio adicional de Arg nas dietas de aves
imunocomprometidas, poderia aumentar ainda mais a atividade da arginase, e com isso
menos Arg seria disponivel para a sintese de NO (Kepka-Lenhart er al. 2000).
Alternativamente, Bansal et al. (2004) sugerem como estratégia dietética para restaurar
as concentragdes plasmaticas de Arg, a suplementagéo de citrulina, principalmente em
condi¢des de imunodeficiéncia associadas com elevada atividade plasmatica da
arginase. Nas espécies uricotélicas, o ciclo Arg-citrulina ¢ funcional. A citrulina ¢ um
aminoacido que ndo ¢ encontrado em nenhuma proteina corporal, além da inabilidade
das aves na sintese endogena de citrulina, a suplementagdo dietética se constitui na

unica fonte de Arg para os macrofagos, via ciclo NO-citrulina (Wiesinger, 2001).
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Figura 6. Relacionamento entre a atividade da arginase (1 e 1) e a atividade da NOS.
Adaptado de Ash (2004)

1.2. Consideracdes sobre o Hormonio do Crescimento e a Relag¢io com a Arg

O hormoénio do crescimento (GH) é um horménio protéico, constituido de 191
aa, com peso molecular ao redor de 22 kDa. As células especializadas em sintetizar,
armazenar e liberar o GH sio conhecidas como somatotrofos e estdo localizadas,
predominantemente, na por¢ao lateral da hipofise anterior, compreendendo 40 a 50% de
suas células (Brazeau et al., 1973; Rens-Domiano & Reisine, 1992). A secregdao do GH
¢ pulsatil e regulada por um complexo sistema de controle neuroendocrino que, em
linhas gerais, determina a secregdo de dois hormdnios hipofisiotrépicos, na eminéncia
mediana do hipotalamo, que exercem efeitos de estimulagdo (o horménio liberador do
horménio do crescimento-GHRH) e de inibigao (somatostatina - horménio inibidor da
liberagdo do horménio do crescimento-SRIH - GHRIH) sobre a liberagdo de GH.

Uma vez secretado da hipofise anterior para a circulagdo, o GH age diretamente
no Seu proprio receptor, ¢ indiretamente, via IGF-I e Il (insulin-like growth factor ou
somatomedina C), sobre os tecidos periféricos. Um dos efeitos mais conhecidos do GH
ocorre em nivel do disco epifisario, em que atua estimulando a sintese de IGF-I, o qual
atua paracrinamente, induzindo mitogénese, o que resulta no crescimento dos 0ssos

longos (Isaksson et al., 1987). O GH também atua estimulando a sintese de IGF-I pelo
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figado, mecanismo pelo qual esse fator induz, entre outros efeitos, aquele descrito acima
(Schwander et al., 1983). Em sintese, o GH, via IGF-I, induz a sintese de proteinas por
estimular a captagdo de aminoacidos e a transcri¢do e a tradugdo do mRNA de varios
tecidos-alvo. Ele diminui o catabolismo de proteinas, por atuar diretamente na liberagao
de 4acidos graxos do tecido adiposo, aumentando a sua conversdo em acetil-CoA, fonte
de energia para os tecidos periféricos. Esse efeito, associado ao estimulo da Sintese
protéica, ¢ um importante mecanismo pelo qual o GH promove seus efeitos sobre o
crescimento, desenvolvimento e metabolismo.

Os fatores do crescimento semelhantes a insulina (IGF) sio componentes de um
sistema mualtiplo que controla o crescimento e 0 metabolismo. Estes peptideos
receberam a denominagdo “semelhantes a insulina” pelo reconhecimento inicia da
habilidade em estimular a captagao de glicose pelos adipdcitos e fibras musculares e a
similaridade na composi¢ao da estrutura terciaria, ambos, |IGF-I e I, compartilham com
ainsulina 50% da cadeia de aminoacidos (Roith et al., 2001).

Enquanto o IGF-I1 ¢ essencial para o desenvolvimento embrionario, o IGF-I atua
tanto no desenvolvimento pré e pos-natal (Fernandez et al., 2002). O nivel plasmatico
de IGF-I ¢ altamente influenciado pelo GH no crescimento pds-natal, enquanto o de
IGF-11 ¢ pouco dependente.

Proporcionalmente, mais IGFs (I e Il) estao presentes na forma livre no plasma
de aves do que em mamiferos (McMurtry ef al., 1997). E sugerida a participagio dos
IGFs no estabelecimento da glicemia, ja em situagdes de hiperglicemia como
observadas apés a alimentagdo, enquanto a insulina intervém normalizando os niveis
glicémicos (McMurtry, 1998). Vaores normais de glicemia sio encontrados na
literatura variando de 248 a 320 mg/dL em aves (Belo et al., 1976; Gonzales et al.,
2001), enquanto para mamiferos sdo observados valores em torno de 90 a 150 mg/dL.
Os valores de glicemia mais elevados em aves poderiam explicar esta diferenca nos
niveis plasmaticos dos IGFs.

A concentragio plasmatica de IGF-1 apresenta um pico aos 15 dias de incubagao
(Kikuchi et al., 1991) e tende a aumentar entre a primeira e Sétima Semanas apos a
eclosio, declinando de maneira linear apos este periodo. Entretanto, alguns
pesguisadores encontraram variagdes no relacionamento do IGF-I circulante e o
desenvolvimento pos-natal em aves, e atribuem-nas a influéncia da sele¢do genética
para altas taxas de crescimento em frangos de corte (Vasilatos-Youniken & Scanes,
1991; McMurtry, 1998; Duclos, 2005).
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Por outro lado, McMurtry (1998) nao encontraram relagdo dos niveis
plasmaticos de IGF-II com aidade das aves. Ao contrario de mamiferos, em aves, |GF-
[l ndo se liga ao receptor tipo 1I; destaforma, ¢ considerado que os efeitos do IGF, em
aves, sio mediados, exclusivamente, pelo receptor tipo | (Duclos et al., 1991; Duclos,
2005).

De acordo com Roith et al., (2001) o IGF-I é produzido localmente em diversos
tecidos e a sua expressio pode ser regulada pelo GH. O IGF-1 ¢ conhecido por €eliciar
numerosos efeitos anabdlicos no metabolismo do musculo esquelético, como a
agregacao de proteina miofibrilar pela combinagdo dos efeitos sobre a sintese e a
degradacao protéica (Coleman et al., 1995, Florini et al., 1996). O IGF-1, por meio de
Seu receptor, atua na formagdo, manutengdo e regeneracdo do musculo esquelético
(Tureckova et al., 2001). Na placa de crescimento 6sseo, o IGF-I estimula a proliferagao
e hipertrofia dos condrocitos, mecanismo responsavel pelo crescimento longitudina dos
0SSOS.

Os aminoacidos, aém de serem biomoléculas constituintes de proteinas e
peptideos em todos os organismos vivos, sdo precursores de muitos compostos
nitrogenados que possuem importantes fungdes fisiologicas.

A Arg participa como coadjuvante na secregdo de insulina pelas células  do
pancreas (Bolea et al., 1997) e na secrecao do hormonio do crescimento (GH) (Ghigo et
al., 1994) sendo este ultimo efeito, segundo revisdo de Gomes Filho (1999), foco de
atencdo de varios grupos de pesquisa na atualidade.

Na década de 60, estudos ja correlacionavam a ingestdo de Arg com um
aumento da secregdo hipofisaria do horménio do crescimento (Merimee et al., 1969).

Alba-Roth et al. (1988), estudando o papel da Arg sobre a secregdo de GH em
individuos normais, verificaram aumento da concentragio plasmatica desse horménio
guando esse aminoacido foi administrado. O efeito da Arg que induz a elevacdo de
secrecao de GH parece se dar no hipotdlamo, por meio da inibicdo da liberagdo da
somatostatina, por meio da ativagido de vias colinérgicas (Ghigo et al., 1990; Kelijman
& Frohman, 1991). A conseqiiéncia imediata desse efeito é o predominio da secregdo de
GHRH pelo hipotalamo e a ativag@o do processo de secre¢do de GH, pela hipofise.

Outro fato bastante conhecido é que a Arg ¢ trangportada para dentro das células -
pancreticas, € gera uma despolarizagio que provoca abertura de canais de calcio (Ca™), com
entrada desse ion na célula (Bolea et al., 1997; Hellman et al., 1971) e, consegiientemente,
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liberagdo de insulina. Dessa maneira, Nndo se pode descartar que a Arg possa auar de maneira
semelhante no somatotrofo, 0 que poderiainduzir a secregao de GH.

Ja, Valverde et al. (2001) demonstraram que a Arg estimula a secregdo de GH
por meio do NO, um neurotransmissor cerebral envolvido na regulagdo endocrina que,
por meio de seus efeitos vasodilatadores, pode atuar indiretamente na liberagao de
hormoénio hipofisarios pela regulagdo do fluxo sangiiineo no sistema porta-hipofisario
(Ceccatelli, 1997).

Entretanto, Kato (1992) relatou em seu estudo que a administragdo de altas
doses de GHRH provoca ativagio da enzima oOxido nitrico sintetase (NOS) e,
conseqiientemente inibigao da secre¢ao de GH, sugerindo que o NO, quando em niveis
supra-fisiologicos, inibe a secre¢do de GH. Outros estudos, ainda, t€m demonstrado que
0 NO ¢ quem estimula aliberagdo de somatostatina (Aguila, 1994).

O conjunto dos resultados apresentados quanto a participagdo do NO sobre o
controle da secrecao de GH e consegiientemente dos IGFs, demonstra 0 quao
controverso ainda ¢ esse assunto, e que mais estudos devem ser conduzidos para maior

esclarecimento de seu papel.

1.3. Consideracoes sobre a Ac¢ido Imunomodulatéoria da Arg como

Precursor do Oxido Nitrico

De acordo com Le Floc’h et al. (2004), duas rotas do metabolismo da Arg sio
identificadas e conhecidas por ter efeitos imunomodulatorios diretos. A primeira, na
qual a Arg ¢é convertida, a ornitina gera poliaminas, que tém papel-chave na divisio
celular, sintese de DNA e regulacdo do ciclo celular. A segunda corresponde a sintese
do NO, um radical livre altamente reativo, permeavel nas células e membranas que
participa de varios processos celulares, incluindo a neurotransmissdo e a imunidade.
Altas concentragdes de NO podem ser induzidas por uma variedade de estimulos
inflamatorios como os lipopolissacarideos de bactérias e citocinas. Essa rota é essencial
para a atividade citotoxica de macrofagos.

Todas estas investigagdes estabeleceram, de forma definitiva, uma associagdo
entre Arg, 6xido nitrico e resposta imune. Por isso, nas ultimas duas décadas, a Arg tem
sido o foco de estudos como um regulador de muitos processos imunologicos e
fisiologicos (Tayade et al., 2006).
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Trabalhos desenvolvidos com mamiferos demonstram que as respostas imune
podem ser influenciadas pela Arg dietética (Kennedy ef al., 1994; Kobayashi et al..,
1998; Lewis & Langkamp-Henken, 2000). Experimentos desenvolvidos com animais
jovens demonstraram efeitos timotroficos da suplementagdo com L-Arg, como O
aumento do peso do timo, do nimero ¢ a reatividade funcional dos linfécitos timicos.
Os efeitos imunoestimulatorios foram ainda mais expressivos em animais estressados
ou imunossupremidos.

Os efeitos benéficos da Arg ndo se limitam a imunidade celular. Segundo
LeBien (2002), estudos com mamiferos geneticamente modificados demonstraram que a
Arg ¢ requerida para diferenciagdo de pro-linfocitos B para pré-linfocitos B, na medula
Ossea, e esta envolvida na liberacdo destas células da medula.

Por outro lado, Deng et al. (2005) relatam que relevantes pesguisas em espécies
aviarias sdo esparsas. Estas pesquisas apontaram o aumento da produgdo de NO por
macrofagos de aves suplementadas com Arg (Sung et al., 1991), aumento do peso dos
oOrgdos linfoides (Kwak et al., 1999), melhora da relagdo heterofilo:linfocito em pintos
suplementados e desafiados com o agente vira da bronquite infecciosa e maior
percentual de células CD8+ (Lee et al., 2002).

Entretanto, segundo Kidd (2004), os efeitos benéficos da suplementagdo de Arg
foram observados quando os niveis empregados foram de 25 a 50% do requerimento
estabelecido. Niveis proximos ao recomendado, apesar de elevar o nivel de Arg
plasmatica, ndo melhoraram a resposta imune humoral ou celular.

Outros autores obtiveram respostas positivas com a suplementacdo de Arg, na
reducdo na mortalidade de frangos desafiados com Eimeria acervulina, Eimeria tenella
e Eimeria mdxima, dterando arelagdo Arg:Lys de 0,9 para 1,3 (Kidd et al., 2001) e na
Sindrome da hipertensdo pulmonar (Wideman et al., 1995). Ji, Kwak ef al. (1999)
observaram redugao do peso dos orgéos linfoides e Qureshi et al. (2000) diminuigio da
funcdo fagocitica dos mondcitos e dos macrofagos durante o estresse por calor, quando
utilizaram dietas com baixa relagdo Arg:Lys. Também, Corzo et al. (2003) observaram
reducdo linear de arranhdes infectados em carcagas de frangos alimentados com niveis
crescentes de Arg (0,8 a 1,25% da dieta). Apesar de esses parametros serem indices
indiretos da imunidade, os autores apontam a importancia da Arg na melhora da
imunidade e no restabelecimento do ‘status’ sanitario dos plantéis avicolas (Tayade et
al., 2006)

Entretanto, Deng et al. (2005) advertem gue a suplementacao com Arg, por um
periodo curto de tempo, tem pouco efeito sobre aimunidade e que aimunocompeténcia
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pode ser permanentemente moldada pelo ‘status’ nutricional nos estagios mais precoces
do desenvolvimento.

A inadequada ingestao de Arg dietética prejudicou a sintese de NO por ambas as
enzimas, ctNOS e iNOS em ratos (Wu et al. 1999) e reduziu a resposta imune em
frangos de corte na fase de crescimento (Konashi ez al. 2000).

Durante a resposta imune mediada por células, a maioria das células adquire a
capacidade de expressar a forma de NO induzida (Nathan & Xie, 1994). A a¢do do NO
depende da célula T reconhecer um antigeno especifico, embora sua a¢do na resposta
imune mediada por células ndo seja especifica (Schmidt & Walter, 1994).

Nos mamiferos, a homeostase da Arg plasmatica ¢ influenciada pelo ciclo da
uréia e conseqientemente,, Nao apenas pela Arg dietética, mas do ‘status’ do
metabolismo nitrogenado. Por outro lado, aves dependem basicamente da Arg dietética
e em fungdo dessa relagdo direta entre a suplementacdo dietética de Arg e a quantidade
de Arg disponivel para o metabolismo, as aves podem ser modelo valioso para estudar
os efeitos da Arg na resposta imune (Sung et al., 1991).

Resultados obtidos de estudos com diferentes espécies animais indicam que o
adequado fornecimento de Arg dietética ¢ requerido para o desenvolvimento dos
linfocitos e na melhora da fungdo imune em varios modelos de desafios imunologicos
(Field et al. 2000; Li et al., 2007). Em ratos, uma deficiéncia de Arg induzida, por uma
elevagido da atividade da arginase intestinal, prejudicou o desenvolvimento das células
progenitoras de linfocitos B na medula dssea, e diminuiu 0 naimero de linfocitos B em
orgaos linfoides secundarios (De Jonge et al, 2002), condigdo revertida com a

administragao subcutanea de Arg.

1.4. Crescimento e Desenvolvimento do Musculo-Esquelético dos

Frangos de Corte

O crescimento animal esta na dependéncia de mecanismos de expressio génica,
e por meio deles ocorre a sintese de proteinas que s3o fundamentais para o
desenvolvimento de diferentes tecidos. A sintese de proteinas, por outro lado, depende
da disponibilidade de substratos, pois a interagdo entre nutrientes e expressio génica

determinara o padrao de crescimento do frango (Gonzales & Sartori, 2002).
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A particio de nutrientes para 0 crescimento especifico de cada tecido ¢
modulada, prioritariamente, pela agdo de varios hormonios e seus receptores que, por
sua vez, atuam sobre a sintese de enzimas reguladoras dos processos anabdlicos e
catabolicos do tecido (Cogburn et al., 2000).

Niveis de nutrientes acima da exigéncia, para maximizar ganho de peso ou
conversio alimentar, podem resultar em melhor rendimento da carcaga, expresso pela
reducdo da gordura ou maior acréscimo de carne de peito, ou em melhora do ‘status’
imunologico da ave (Waldroup, 2002). Uma vez que a maior quantidade de proteina no
corpo do animal ¢é observada nos musculos; 0 crescimento depende, particularmente, do
desenvolvimento muscular.

Entretanto, em frangos de corte modernos selecionados para atas taxas de
crescimento, o desenvolvimento e a maturidade 6ssea ndo acompanham o ritmo do
crescimento muscular, em conseqiiéncia, ¢ observado dificuldade locomotora que
contribui para a redugao do crescimento, aumento da taxa de mortalidade e piores
indices de €ficiéncia econdmica da produgido comercial (Rath et al., 2000).

A base do mecanismo ainda ndo ¢ totalmente esclarecida. Parte destes problemas
pode ser pela excepcional conformagdo do musculo peitoral das modernas linhagens. Estas
aves tém, normalmente, pernas curtas com uma grande quantidade de massa muscular, com
iSO 0 peso do peito move o centro de gravidade craniamente (Corr et al., 2003). Para
compensar estas variagdes, andam lentamente com os dedos dos pés apontados para fora e
param constantemente, tornando-se cada vez menos ativos (Kestin et al., 2001).

O estimulo mecéanico juntamente com o genoétipo e alteracdes nos constituintes
da dieta podem interromper os eventos envolvidos no processo de condrogénese e
osteogénese e desencadear o processo de formacdo das lesdes no tecido 6sseo. Estas
lesdes levam a dificuldade locomotora, predispdem as infec¢des Osseas e a deformacao
6ssea como curvatura da por¢ao proximal da tibia, fratura das fibulas e defeitos de
angulagdo da articulacdo intertarsal (Emmerson, et al, 1991; Nelson, et al., 1992;
Oviedo & Ferket, 2005).

Além das perdas econdmicas decorrentes, € clara a percep¢ao que as disfungdes

do aparelho locomotor comprometem o bem-estar das aves.
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1.4.1. Desenvolvimento da fibra muscular esquelética

A unidade de organizagdo histologica do musculo esquelético ¢ a fibra muscular,
uma célula larga, cilindrica e multinucleada. O diametro das fibras pode variar entre 10
e 100um, consoante a espécie e o musculo particular examinado, podendo mesmo
apresentar variagdoes consideraveis dentro do mesmo musculo. A maior parte do
citoplasma celular da fibra muscular esta ocupada por miofibrilas de 1 a 2um de
diametro.

Segundo Dubowitz & Brooke (1984), trés tipos de fibras podem ser identificadas
nas musculaturas das aves, demonstradas por técnicas histoquimicas, tipo I - contragao
lenta e oxidativa; tipo IIA — contragdo rapida e oxidativa e glicolitica; e tipo 11B —
contragdo rapida e glicolitica, as quais correspondem as fibras SO (Slow Oxidative),
FOG (Fast Oxidative Glycolytic) e FG (Fast Glycolytic), respectivamente, pela
nomenclatura de Peter et al. (1972).

As fibras do tipo | s3o pequenas e tém numerosas mitocondrias e o pigmento
mioglobina em abundancia, o que lhes confere a cor vermelha. As fibras do tipo II sdo
células musculares grandes que possuem pequena quantidade de mioglobina e de
mitocondrias. As fibras do tipo ITA sao resistentes a fadiga, enquanto as fibras 1B sio
facilmente fatigaveis, com grande acamulo de acido latico.

As fibras aerobicas, por estarem associadas a0 processo continuo de produgdo e
consumo de energia, tém elevadas trocas de metabdlitos e oxigénio, tendo pequena area.
Ja, as fibras anaerobicas, com reduzida taxa de trocas metabodlicas ¢ de oxigénio,
apresentam maior area e, portanto, maior processo de hipertrofia (Banks, 1992).

O fendtipo definitivo de fibras musculares esqueléticas adultas ¢ resultado de
eventos que comegam no embrido e s2o modulados no decorrer da vida do organismo.
Portanto, a formagdo das fibras musculares esqueléticas esta essencialmente completa
na eclosio, sendo, incapazes de sofrerem mitoses nos musculos adultos (Sartori et al.,
2003). O aumento do tamanho das fibras, envolvendo aumento em comprimento dos
filamentos, aumento do niimero de miofibrilas por fibra ¢ aumento do didmetro médio
das fibras, ¢ um processo dependente da agregacdo de novos nucleos as fibras
musculares.

O tamanho do muasculo pode ser permanentemente reduzido se houver inibigao

da agregacdo de novos nucleos durante o desenvolvimento muscular inicial. Halevy et
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al. (2000) submeteram pintinhos a diferentes periodos de jejum na primeira semana e
observaram perdas permanentes no rendimento de peito aos 41 dias de idade.
Observaram, ainda, que a sintese de DNA muscular e o niimero de células por grama de
tecido em animais que nao sofreram restrigdo tiveram um pico entre os segundo e
terceiro dias apods a eclosdo, declinando posteriormente.

Este processo hipertrofico mediante o aumento do conteido de DNA das fibras
musculares observado no crescimento pos-eclosio ¢ atribuido a atividade das células-
satélite (Moss, 1968). As células satélite estdo localizadas entre a lamina basal e o
plasmalema e tém a potenciaidade de se multiplicar e fundir com as fibras adjacentes,
fornecendo miontcleos com maior capacidade para a sintese da proteina.

Essas células estdo presentes em grande niimero e sdo muito ativas logo apos a
eclosdo, tendo seu numero reduzido de forma acentuada com o crescimento. Em
embrides, as células satélite correspondem a 30% das células presentes no musculo
esguelético, enquanto que em adultos Sio menos de 5% (Pavlath, 1996 citado por
Hawke & Garry, 2001). Ainda, segundo Moore et al. (2005), a atividade mitotica dessas
células, aos 7 dias de idade, ¢ reduzida em torno de trés vezes quando comparada ao
primeiro dia de vida. Logo apds o periodo de desenvolvimento inicial, estas células
tornam-se quiescentes sendo ativadas apenas em condigoes de estresse, tais como a
injuria muscular. Assim, a altera¢do nas taxas de atividade mitotica das células satélite
tende a ser uma explicagdo para o aumento do numero de nticleos da fibra muscular a
medida que as aves crescem. Moss & Lebblod (1971) concluiram que a atividade
mitotica das células satélite responde por todos os nucleos incorporados em fibras
musculares normais apos o nascimento € este fendmeno representa mais de 98% do
conteido de DNA final do musculo (Moss, 1968; Duclos, 2005).

De acordo com Hawke & Garry (2001), devido a sua capacidade proliferativa e
por serem consideradas células progenitoras, as células satélite sdo importantes na
hipertrofia e regeneragdo do musculo esquelético.

O IGF-1 ¢ um potente mitogénico, que pode ser produzido localmente durante a
hipertrofia muscular e pode induzir a proliferagéo das células satélite. Segundo Machida
& Booth (2004), o IGF-I pode estimular e ou coordenar os processos metabolicos
necessarios, tanto para aumentar a proteina muscular (Duclos et al., 1991), quanto para
recrutar as células satélite (Florini ez al., 1996). Assim, novos hicleos sdo incorporados
e ¢ mantido o equilibrio entre o nimero de miontcleos ¢ o tamanho das fibras

muscul ares.
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Os autores, ainda, concluiram que o IGF-I estimula o crescimento pés-natal do
tecido muscular esquelético de forma autocrina e paracrina. Entretanto, dados recentes
mostram que a agdo paracrina do IGF-I pode ser mais importante para o crescimento
muscular que a enddcrina ou circulante (Guernec et al., 2004).

Adams & Mccue (1998) relataram que a infusio localizada de IGF-I, no
musculo esquelético de ratos ‘in vivo’, resultou em hipertrofia e que a relagdo
DNA:proteina do musculo hipertrofiado aumentou. Estes resultados indicam que houve
aincorporagio de células satélite, cuja proliferagéo foi induzida pelo IGF-I.

Segundo Baron-Davis et al. (1999), as células satélite exercem papel
fundamental na mediagdo dos efeitos paracrinos/autocrinos do IGF-1 nas miofibrilas do
tecido esguelético de ratos. Os autores usaram radiagdo gama para destruir a capacidade
proliferativa das células satélite do musculo extensor digitorium longus. Apds quatro
meses, 0s ratos tratados apresentaram redugio significativa do crescimento normal do
musculo quando comparado com ratos que ndo receberam o tratamento. Os dados
encontrados demonstram que o mecanismo pelo qua o IGF-1 induz a hipertrofia
muscular pode ser uma combinagdo via células satélite e aumento da sintese protéica, O
que ¢ confirmado na revisao de Duclos (2005).

De acordo com Gonzales & Sartori (2002), o crescimento alométrico do tecido
muscular dos frangos de corte descreve uma trgjetoria marcadamente expressiva na fase
inicial do desenvolvimento. Desta forma, parece evidente a importincia de se
determinar 0s niveis adequados dos aminoacidos requeridos para otimizar o
desenvolvimento do tecido muscular nessa fase.

Uma preocupagdo especial existe quanto a LyS, ja que este aminoacido
apresenta-se em grandes quantidades nos musculos, sendo um dos principais
constituintes das proteinas musculares. Por outro lado, na literatura, Sdo encontrados
relatos, atribuindo a Arg, o papel de coadjuvante na secrecio do hormoénio do
crescimento (GH) (Gomes Filho, 1999), ndo obstante a relagdo antagonica conhecida
entre estes dois aminoacidos.

Considerando que "carne" corresponde a musculatura esquelética, os estudos do
crescimento das aves devem avaliar as mudancas nos musculos e as influéncias no seu
uso como carne, de modo que técnicas que aumentam o crescimento muscular possam

ser identificadas (Sams, 1999).
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1.4.2. Desenvolvimento e metabolismo do tecido dsseo

O tecido 6sseo compde um sistema de suporte e protecao, além de representar a
maior fonte de ions inorganicos, participando ativamente na homeostase do calcio no
organismo (Marks Jr. & Odgren, 2002).

O osso ¢ um tecido altamente especializado, composto por células (2%)
incrustadas em uma matriz organica que ¢é enrijecida por depdsitos de sais de calcio e
fosfato na forma de hidroxiapatita e representa cerca de 60 a 70% do peso do 0sso. Esta
matriz ¢ constituida por colageno (80 a 90%), que na sua forma madura ¢ composta
pelas cross-linking das fibrilas de colageno (hidroxilisil piridinolina e lisil piridinolina),
por proteoglicanas, lipidios e proteinas ndo colagenosas (osteocalcina, osteonectina e
osteopontina) que representam 10 a 15% da matriz organica. As proteinas ndo
colagenosas estdo associadas a estabilizagio da matriz, a calcificagdo, e outras
atividades regulatorias metabolicas. A matriz mineral inorganica representa a rigidez
(forca de ruptura) e resisténcia a compressdo, enquanto que as fibrilas organicas do
colageno suportam a tensdo e a torsdo (Oviedo & Ferket, 2005).

Nos vertebrados superiores, o processo de ossificagio endocondral é o
responsavel pelo crescimento longitudinal da maioria dos ossos do esgueleto. Em
circunstancias normais, a calcificagdo ocorre no disco epifisario pela agdo de células
conhecidas como condrécitos, que obedecem aos estagios de proliferagdo, hipertrofia e
calcificagao (Leach & Gay, 1987).

Esta divisio, em zonas distintas, ¢ definida por uma terminologia que implica
em discreta arquitetura funcional e estrutural, em que uma transicdo gradual entre os
componentes ¢ observada. Os condrocitos dentro de cada regido possuem variada
morfologia celular, bem como atividade bioquimica, incluindo a secrecdo de varios
componentes da matriz extracelular e atividade enzimatica (Anderson, 1995; Gerber &
Ferrara, 2000).

A invasio vascular ¢ um ponto critico na substituigdo do modelo cartilaginoso
pelo tecido 6sseo, que além de agir como condutor de células como mondcitos,
macrofagos, condroclastos e células osteoprogenitoras, também carreia oxigénio que ¢é
essencial para o tecido 6sseo (Pines & Hurwitz, 1991). Calcio e fosforo e por ultimo

hidroxiapatita sio depositados no fluido extracelular. A taxa de mineralizagdo depende
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das concentragdes de Ca’*, POs™ no fluido extracelular, pH e a concentragao de
proteoglicanas.

Qualquer deficiéncia no crescimento 6sseo € ou na homeostase pode culminar
em desordens esqueléticas, como a discondroplasia tibial (DT), uma desordem bem
reconhecida em frangos de crescimento rapido, primeiramente descrita por Leach &
Nesheim (1965). E atribuida a uma assincronia no processo de diferenciacio dos
condrocitos, levando a formag¢do de uma camada de condrocitos pré-hipertroficos ndo
calcificada e resistente a invasdo vascular (Rath et al., 1998; Edwards Jr., 2000; Praul et
al.,, 2000). Como os condrdcitos continuam a proliferar-se normalmente, ocorre
acamulo de condrécitos pré-hipertroficos e a lesio aumenta em tamanho (Rath ef al.,
1998; Reddi, 2000).

Nessas condi¢des, o fornecimento de nutrientes ¢ de oxigénio aos condrocitos
localizados no interior da lesio ¢ inadequado, o que resultaria em maior morte celular
por apoptose (Praul et al., 2000).

A incidéncia de DT pode atingir mais de 30% dos lotes de frangos de corte e
perus. Namaioriados casos, alesio ¢ subclinica (Whitehead, 1992).

O pico de ocorréncia da doenga em frangos de corte ¢ em torno das quatro-sete
semanas, concomitante a0 periodo de taxa maxima de crescimento. Entretanto, os
desarranjos metabolicos na placa de crescimento sdo coincidentes com o periodo de
formagdo Ossea, entre 4 a 18 dias (Williams et al.,, 2000). As lesdes secundarias,
associadas com a discondroplasia, levam a dificuldade locomotora, predispoem as
infeccdes ¢ as deformagdes Osseas da por¢ao proximal da tibia, do tipo ‘valgus’ e
‘varus’, bem como a diminuigdo da resisténcia 6ssea por uma porosidade excessiva do
0sso (Thorp, 1994; Oviedo & Ferket, 2005) e susceptibilidade a futuras fraturas.

De acordo com o0 Departamento de Inspegio Final (DIF) de um abatedouro de
aves, cerca de 6,40% de carcagas de frango de corte sdo condenadas por lesdes extensas,
nas asas ou coxas provocadas por abscessos, contusdes/fraturas e artrites (Assis et al.,
2003).

Pizauro Jr et al. (2002), em um trabalho de revisio, consideram gue a ocorréncia
de DT pode estar relacionada com fatores que regulam a diferenciagdo dos condrocitos.

Hukkanem et al.. (1999) ja haviam sugerido que o NO pode participar da
regulacdo do ‘turnover’ de condrocitos da placa de crescimento. Os autores
demonstraram a expressio do mRNA da cNOS basal (6xido nitrico sintetase endotelial)

em condrocitos hipertroficos de placas de crescimento de ratos neonatos.
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Na placa de crescimento, 0 NO poderia facilitar a vascularizagio ¢ a formagao
Ossea (Rath et al., 2000), a exemplo de sua ado na cartilagem articular, onde induz
respostas biologicas que levam a degradagdo irreversivel (Pelletier et al. (1998).
Segundo Amin & Abramson (1998) o NO induz a apoptose dos condrocitos nas
osteoartrites.

Pelo grande nimero de moléculas e, conseqiientemente, processos que o NO
pode modificar, seu efeito nas células ¢ complexo e pode ser tanto deletério quanto
citoprotetor. Neste sentido, Van't & Ralston (2001), em artigo de revisio, advertem que
o efeito do NO, na atividade dos osteoblastos, pode ser bifasico. O NO, em dtas
concentragdes, tais como aquelas observadas apds estimulagdo das citocinas
inflamatorias, em que a iNOS, ¢ a isoforma envolvida, t¢ém efeito inibitorio no
crescimento e diferenciagdo osteoblastica. A combinagdo deste com espécies reativas de
oxigénio produzem efeitos deletérios como processos degenerativos, isquemia,
inflamagdo ou morte celular (Estrada & Murillo-Carretero, 2005). Um dos derivados
mais reativos é o peroxinitrito (ONOQO?) que ¢ formado pela reagdo entre o NO e o anion
superdoxido (027), considerado um dos principais efetores de morte celular induzida por
NO (Li et al., 2007).

E conhecido que a Arg ¢ precursora do NO (Palmer et al., 1988), mas é também
bem documentada a relagdo antagonica entre Arg e Lys (Austic & Scott, 1975). O
aumento, na concentragido de Lys nas dietas, favorece a sintese protéica levando a maior
rendimento de peito (Acar et al., 1991), entretanto ¢ preciso considerar o efeito sobre o
desenvolvimento 6sseo.

As deformagdes dsseas podem estar também relacionadas com a porgdo organica
do 0sso e ndo com a por¢ao mineral (EIKin et al., 1978; Moraes et al., 1984, Silvaet al.,
2001). Segundo conclusio de um trabalho de Sekine ef al. (1994), os aminoacidos agem
sobre o crescimento transverso do 0sso e que essa agéo facilita a formagdo da matriz e a
calcificagdo dssea.

Um dos primeiros estudos que confirmaram o envolvimento da deficiéncia de
Arg, no desenvolvimento de problemas locomotores em frangos, foi conduzido por
Newberne et al. (1960), que descreveram atraso no desenvolvimento 6sseo tibiotarso de
frangos de corte. Entretanto, em varias publicacdes a respeito das disfungdes
locomotoras de frangos de corte, poucas inferéncias sio feitas em relagdo a participagao
da relagao Arg:Lys (Pierson & Hester, 1982; Leeson & Summers, 1988; Edwards Jr.,
1992, Whitehead, 1992, Thorp, 1994).
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Yun et al. (1991) relataram redugdo no comprimento dos ossos em aves
alimentadas com dietas deficientes em Lys (0,6%). Sekine et al. (1996) observaram
reducdo do ganho de peso e problemas de pernas em frangos de corte, quando a dieta
continha 1,6% de Lys digestivel, entretanto com a suplementacdo de 2,0% de Arg, 0S
problemas de pernas foram amenizados ou desapareceram. Gadelha (2004) descreveu o
aumento na incidéncia de problemas de pernas nos frangos de corte, a medida que
aumentou o nivel de Lys na ragdo. Entretanto, da mesma forma que ja descrito na
literatura, com a adi¢ao de niveis crescentes de Arg, houve redugdo do problema.

A literatura, ainda, cita que atos niveis do ion cloreto podem exacerbar o
antagonismo entre Arg e Lys. Em dietas convencionais, mas com niveis elevados de
cloretos, pode ser induzida uma deficiéncia de Arg (Calvert & Austic, 1981; Gonzales
& Macari, 2000; Leeson & Summers, 2001). Murakami et al. (2001), estudando as
exigéncias nutricionais dos ions sodio e cloreto para frangos de corte, observaram que a
area da zona hipertrofica aumentou com a concentragdo do ion cloreto, sugerindo que
altos niveis de cloreto podem aumentar a probabilidade de incidéncia de DT.

Segundo Baylink et al. (1993), os efeitos dos aminoacidos essenciais, No tecido
0sseo em crescimento, Sio, provavelmente, mediados pelo IGF-I, que estimula a
proliferagdo e diferenciagdo osteoblastica, a Sintese do colageno tipo I, a produgdo de
osteocalcina e a atividade da fosfatase alcalina. Além disso, o IGF-| é considerado
importante fator para o crescimento longitudinal do osso (Froesch et al., 1985).

De acordo com revisio de Isaksson et al. (1987), 0 GH age diretamente na zona
germinativa da placa de crescimento, aumentando a diferenciagao e a proliferagao das
células progenitoras dos condrdcitos enquanto o IGF-I é requerido no desenvolvimento
final dos condrocitos (Roith et al., 2001).

Chevalley et al. (1998) demonstraram gque Arg e Lys aumentaram a produgao ‘in
vitro’ de IGF-1 por osteoblastos mantidos em cultura. Este efeito pode estar relacionado
as caracteristicas fisico-quimicas da cadeialateral dos aminoacidos basicos, como a Arg
e a Lys Pela despolarizagio da membrana ligada ao transporte de aminoacidos
carregados positivamente, estes Sio potentes secretagogos para a insulina, GH e IGF-I
(Newsholme et al. 2005).

Conconi et al. (2001) encontraram niveis significativamente aumentados de
fosfatase alcalina e sintese de colageno, trabalhando com cultura de osteoblastos
enriquecidos com solugdo de aminoacidos essenciais (Arg, Lis, Met, Thr e Trp). Estes

resultados, segundo os autores, sugerem que 0s aminoacidos podem atuar diretamente
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na formagdo da matriz 6ssea e podem também modular o crescimento e a diferenciagdo

de osteoblastos.

1.5. Interagao Metabdlica entre Lys e Arg no Desempenho Produtivo e

no Rendimento e Qualidade da Carcaca de Frangos de Corte

Lys ¢ um aminoacido dietético indispensavel para todas espécies animais ja
estudadas (Ball et al., 2007). E o aminoacido dietético mais limitante para a sintese de
proteina corporal, o que explica a vasta literatura disponivel arespeito do requerimento
de Lys em diferentes espécies quando comparada com outros aminoacidos. A
essencialidade da Arg, por outro lado, esta condicionada a espécie animal ¢ dentro da
espécie, a condigdo fisiologica, pelavariavel capacidade de sintese endogena.

A exigéncia de Lys, em qualquer espécie animal, ¢ influenciada primeiramente
pela exigéncia para a sintese protéica e para a sintese de carnitina, enquanto a exigéncia
de Arg ¢ influenciada por muitos fatores. Além da sintese protéica, inclui a Sintese ‘de
novo’, participagao do processo de depuragdo nitrogenada pelo do ciclo da uréia nas
espécies ureotélicas e a sintese de compostos ndo protéicos como a creatina, 6xido
nitrico, poliaminas, prolina e uréia.

Deste modo, a exigéncia de Arg, para as aves, ¢ resultante do requerimento
metabolico para a sintese protéica, sintese de metabodlicos ¢ para repor a Arg que é
degradada pela arginase renal, em consegiiéncia, ¢ o mais alto requerimento entre as
espécies animais estudadas, apesar das aves ndo necessitarem de Arg para o ciclo da
uréia (Ball et al., 2007). A explicagdo para esse alto requerimento de Arg ¢ a falta de
sintese enddgena, alta taxa de deposi¢do protéica pelo rapido crescimento das atuais
linhagens de corte, dém da interagdo metabolica entre Lys e Arg devido a relagao
antagbnica (Edmonds et al., 1987).

Estas diferengas metabolicas entre Lys e Arg Sio relevantes na compreensdao do
mecanismo antagonico entre estes aminoacidos, em que 0 consumo de hiveis elevados
de Lys afeta adversamente o metabolismo da Arg, aumentando sua exigéncia.

O efeito negativo do antagonismo entre Lys e Arg, no ganho de peso, ndo se
deve apenas a redugdo do consumo alimentar, como observado quando ha um
imbalango entre aminoacidos, mas por outros efeitos sobre o metabolismo e a utilizagdo

da Arg (Harper et al., 1970). Conseqiientemente, ha exigéncia metabdlica, mas ndo
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necessariamente dietética de Arg nesta situagdo. Isto ¢, particularmente, importante no
que diz respeito a variagdo da exigéncia de Arg e do efeito negativo do antagonismo em
pintinhos e aves adultas (Ball et al., 2007).

Das espécies estudadas, apenas aves, cdes e ratos apresentam relagdo antagonica
evidente entre Lys e Arg. Entretanto, 0 exato mecanismo nao foi ainda totalmente
elucidado em nenhuma destas espécies. Ambos os aminoacidos compartilham e
competem por transportadores intestinais e renais, entretanto, ndo ha evidéncias que
comprovem que o antagonismo ¢ devido a esta competicao (Kadirvel et al., 1974;
Czarnecki et al., 1985). Em aves, particularmente, a atividade da arginase renal ¢é
marcadamente aumentada pelo excesso de Lys na dieta (Jones et al., 1967), o que
poderia causar elevado catabolismo da Arg e, assm, explicar o antagonismo observado
nos pintinhos. Entretanto, a elevagio da atividade da arginase renal nao ¢ a unica causa
do antagonismo, porque o aumento plasmatico desta enzima nao ¢ detectado antes de 2
a4 dias apos a ingestdo de uma dieta rica em Lys, apesar da diminuigio significativa do
nivel plasmatico de Arg dentro de 6 h, apdés aadministragao dadieta (Ball et al., 2007).

O quadro antagonico, entre estes dois aminoacidos, parece ser multifacetado.
Segundo Balnave & Brake (2002), altas concentragdes de cations, como o potassio, em
dietas contendo excesso de Lys amenizam o efeito negativo do antagonismo sobre o
desempenho dos animais. O potassio estimula a Lys-o-cetoglutarato redutase, uma
enzima envolvida no catabolismo da Lys. Por outro lado, a elevagiao dos niveis de
cloreto atua no catabolismo da Arg. Em dietas convencionais, mas com niveis elevados
de cloretos, pode ser induzida a deficiéncia de Arg.

O excesso de Lys interfere também com a atividade da glicina
amidinotransferase, enzima que utiliza Arg e glicina como substratos na sintese de
creatina (Jones et al., 1967). Por isso, 0 requerimento de metionina também deve ser
considerado na relagao antagdnica entre Lys e Arg. Metionina ¢ o doador de grupos
metil paraaformagido de creatina e das poliaminas espermidina e espermina. Keshavarz
& Fuller (1971) encontraram uma triplainteragao entre Arg, metioninae Lys nataxa de
crescimento das aves.

Com os constantes avancos tecnologicos obtidos e a utilizagdo de aves altamente
especializadas com grande potencial genético direcionado para o crescimento ¢ demais
indices zootécnicos de interesse, tem-se tornado comum a suplementagao de Lys acima

das recomendagdes das tabelas de exigéncias nutricionais (NRC, 1994 e Rostagno et al.,
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2000; Rostagno et al., 2005), ou dos manuais fornecidos pelos detentores do material
genético, pelas grandes companhias avicolas (Nascimento, 2003).

O aumento na concentragdo de Lys, nas dietas, favorece a Sintese protéica
levando a maior rendimento de peito, tendo em vista que este ¢ um aminoacido de alta
propor¢do na proteina animal (Acar et al., 1991).

Apesar de bem documentada, a relacio antagénica entre Lys e Arg, as
constantes modificagdes na conformagdo corporal do frango aumentaram
significativamente a taxa de crescimento, impondo a premente necessidade de avaliagao
do equilibrio metabolico ideal entre estes aminoacidos (Bilgili et al., 1992).

A Lys ¢ usada como aminoacido referéncia para estimar as exigéncias nutricionais
dos demais aminoacidos, quando utilizado o conceito de proteina ideal nas formulagdes das
dietas. Neste sentido, a Arg pode ser 0 aminoacido limitante para que a ave expresse o
Seu maximo potencial de ganho de peso. Além disso, dietas a base de milho e farelo de
soja passam a representar fator, particularmente, sensivel na disponibilidade de Arg para
frangos de corte. Arg é o quinto aminoacido limitante nestas dietas, ap6s metionina +
cisting, Lys, treonina e triptofano (Atencio et al., 2004).

O NRC (1994) propde um nivel de Lys digestivel de 1,120% e uma relagio de
105% com a Arg. As recomendacdes de Rostagno et al. (2000) sio muito semel hantes.
Propdem exigéncia de 1,140% de Lys digestivel, e relagio com a Arg de 102% para
frangos de corte de 1 a 21 dias, com 3.000 kcal/kg de energia metabolizavel e 21,40%
de proteina bruta. Ji, as recomendagdes da edigdo de 2005 (Rostagno et al., 2005)
indicam um requerimento especifico para a fase de 1 a7 dias, de 1,363% e uma relagio
com a Arg de 102% e de 1,189% de Lys e com a mesma relagéo para o periodo de 8 a
21 dias.

As exigéncias tendem a ser mais elevadas, segundo Vieira & Popha (2000),
guando considerado o periodo imediatamente pds-eclosio pelas diferencas nas taxas de
crescimento e de ordem de sintese teciduais nos primeiros dias de vida, bem como a
interferéncia com a nutrigdo proveniente do contetido do saco vitelino.

Segundo revisio destes autores, estudos muito recentes com pintinhos vém
demonstrando nova faceta da nutricdo pds-eclosio relacionada com o desenvolvimento
da capacidade maxima de deposi¢do protéica e crescimento muscular. Neste sentido, a
maximizagdo do desempenho das aves nos primeiros dias de vida ndo passa apenas por
uma maximizagdo do desempenho vivo, mas também por uma visdo que inclui maiores

ganhos em rendimento de masculo.
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Hudson & Levin (1968) e Pratt & Terner (1971) ja havia demostrado que o0s
embrides sdo capazes de absorver aminoacidos antes mesmo da eclosdo. Esta habilidade
pode justificar o fato de pintinhos recém-eclodidos nao terem problema para absorver
aminoacidos. Tarvid (1992) observou que, um dia apds a eclosdo, os pintinhos ja
apresentavam carboxipeptidases A e dipeptidases ativas no limen do intestino. O autor
concluiu que a presenca de enzimas ativas ndo depende somente da idade dos pintinhos,
mas também do inicio do processo de alimentagdo com dieta solida.

Sklan & Noy (2004), estudando diferentes relagdes de aminoacidos na dieta,
verificaram que ocorre aumento na deposicio de Lys, treonina e Arg, enguanto a
deposi¢ao dos outros aminoacidos permanece constante, observando que a eficiéncia de
deposi¢ao diminui com a idade.

Burton & Waldroup (1997) encontraram exigéncia de Arg total de 1,40% em
frangos de corte de 1 a 28 dias de idade, recebendo dieta com 1,26% de Lys e 21% de
proteina bruta.

Mendes et al. (1997) e Brake et al. (1998) observaram melhor conversio
alimentar a medida que a Arg foi adicionada as dietas dos frangos de corte. Labadan et
al. (2001), também, apontaram necessidade maior de Arg para conversio alimentar do
gue para ganho de peso.

Por outro lado, Chamruspollert et al. (2001), citados por Atencio et al. (2004),
registraram exigéncia de Arg total de 1,26%, para ganho de peso, e de 1,27%, para
conversio alimentar, utilizando pintos de corte de 1 a 21 dias de idade. Labadan ef al.
(2001) encontraram exigéncias de Arg total para as duas primeiras semanas de vida de
1,24 e 1,28%, respectivamente, para ganho de peso e conversio alimentar, valores
inferiores aos de Arg total, obtidos para ganho de peso (1,31%), e conversio alimentar
(1,32%) observados por Atencio et al. (2004).

Num estudo realizado por Gadelha (2004), com incrementos dietéticos de cinco
niveis de Lys digestivel (0,98; 1,23; 1,47; 1,72 e 1,96%) e dois niveis de Arg digestivel
(1,30 e 2,06%), nafase de 1 a 21 dias, 0 autor observou que os efeitos da adi¢ao de Lys,
no desempenho produtivo dos frangos, foram dependentes do nivel de Arg. O aumento
dos niveis de Lys, no menor nivel de Arg, causou depressio do ganho de peso e do
consumo de ragdo. Entretanto, quando o nivel de Arg foi aumentado, os efeitos
depressivos desapareceram. Isto demonstra que o efeito de sobrecarga de Lys, no

frango, pode ser equilibrado com Arg.
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Ja para o periodo final de crescimento, Costa et al. (2001b) nao observaram
efeito do nivel de Arg sobre as caracteristicas de desempenho utilizando frangos de
corte de 22 a 42 dias de idade e sete relagdes Arg:Lys, variando de 95 a 132,5%,
mantendo fixo o nivel de Lys.

Em concordancia, Atencio et al. (2004) também ndo obtiveram diferencas
significativas nas caracteristicas de desempenho ¢ peso absoluto dos cortes com a
adi¢io crescente de Arg variando arelagdo com a Lys de 107 a 122%.

A crescente expansio da exportagdo de carne de frango pelo Brasil vem
exigindo da industria avicola a necessidade de melhorar a qualidade das carcagas.
Entendendo como qualidade o conjunto de atributos que condicionam a aceitagio de um
produto pelo consumidor, esta pode ser comprometida pela presenga da gordura na
carcaga.

Quando ha qualquer desbalango, no fornecimento dos nutrientes, a deposi¢ao de
gordura abdominal ¢ aumentada, conclusdo do trabalho de Gous & Morris (1985) que
observaram declinio da gordura da carcaga de 18 para 8% quando a concentragdo de
Lys da dieta aumentou de 0,6 para 1,6

Mendes et al. (1997) verificaram que 0 aumento da relagao Arg:Lys melhorou a
conversio alimentar e o rendimento de carcaca ¢ reduziu a gordura abdominal em
frangos de corte.

Costa et al. (2001b) trabalharam com dietas suplementadas com diferentes
relacdes de Arg:Lys digestivel (95,0; 102,5; 110,0; 117,5; 125,0; e 132,5%) e relataram
gue o aumento dessa relagao melhorou linearmente o rendimento de pernas e diminuiu a
deposi¢do de gordura abdominal.

Na literatura, ¢ citada a participagdo do sistema IGF no metabolismo lipidico
(Goodridge et al., 1989) e que o aumento do IGF-I plasmatico esta associado com a
diminuigdo da gordura abdominal (McMurtry, 1998; Sun et al., 2006). A Arg estimulaa
secregdo de IGF-1, mecanismo que poderia explicar o efeito positivo da Arg na redugao
da gordura abdominal.

A produgdo de filés de peito com especificagdes rigidas de peso, comprimento e
espessura para a exportagdo e producdo de produtos pds-processados ou para
restaurantes de comidas rapidas, tem implicagdes econdmicas importantes para a
rentabilidade da industria avicola. Além da quantidade de carne obtida, apos a desossa,
existem outras caracteristicas de qualidade, tais como pH, maciez, capacidade de

retencdo de agua, cor e caracteristicas sensoriais. O comprimento, a espessura e 0 peso
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dofilé do peito de frangos de corte sdo afetados por varios fatores como linhagem, sexo,
nutrigdo ¢ idade das aves (Dalanezi, 2002 citado por Mendes et al., 2003).

Neste contexto, fica evidente que a intensa atividade na selecao das linhagens,
pela necessidade econdmica de se abater aves em menor tempo de vida, com rapido
ganho de peso, possa resultar em comportamentos fisiologicos anormais.

O aumento, no consumo de produtos processados, evidenciou a ocorréncia de
problemas na qualidade de carne, associadas a dureza, baixa coesividade, cor e
capacidade de retengdo de agua (Sosnick & Wilson, 1991; Dransfield & Sosnicki,
1999). Tais problemas sio decorrentes dos programas de melhoramento genético para o
desenvolvimento de aves com crescimento rapido e com grande rendimento do peito (P.
major) em relagdo ao peso corporal. Neste tipo de sele¢ao genética, observam-se, Nnos
animais melhorados, o concomitante aumento do nimero de fibras de contragdo rapida
(metabolismo glicolitico) e redugcdo do numero de fibras de contragdo lenta
(metabolismo oxidativo); vascularizagdo limitada; glicolise ‘post mortem’ acelerada e
maior susceptibilidade ao estresse (Quiao et al., 2002; Lonergan et al., 2003). Além
disso, estudos comprovaram que este aumento no crescimento e na deposi¢ao de massa
muscular ¢ decorrente de um catabolismo protéico reduzido (Dransfield & Sosnick,
1999).

Outra preocupagio dos nutricionistas é com respeito a contamina¢ao ambiental.
De acordo com Schutte (1994), a energia de uma dieta nao pode ser criada nem
destruida, o mesmo acontecendo com o nitrogénio. A parte do nitrogénio que ndo ¢
utilizada pelo animal para o crescimento e produgdo é excretada na forma de acido
urico. O nitrogénio ¢ um dos mais sérios contaminantes ambientais oriundos da

producdo animal e notadamente da avicultura.
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II - OBJETIVOS GERAIS

Esta pesquisa foi desenvolvida com a finaidade de estudar o efeito da
suplementacdo de Arg e Lys na dieta inicial sobre as caracteristicas produtivas, o
metabolismo e crescimento 6sseo, o desenvolvimento muscular e dos orgaos linfoides e

amorfometria da pele e da mucosa intestinal de frangos de corte.

2.1. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do antagonismo entre Arg e Lys sobre os parametros
zootécnicos, a morfometria da pele e os niveis plasmaticos do IGF-I e seu reflexo sobre
0 metabolismo e crescimento 6sseo dos frangos de corte no periodo de 1 a 21 dias de
idade.

Avaliar o efeito da suplementagao de Arg, em diferentes niveis dietéticos, sobre
comportamento das caracteristicas produtivas, o desenvolvimento da fibra muscular
esquelética e dos oOrgdos linfoides e na morfometria da mucosa intestinal de frangos de
corte no periodo de 1 a 21 dias de idade.



III — Avaliacdo do Antagonismo entre Arginina e Lisina na Dieta Inicial sobre o

Desempenho Produtivo e a Espessura da Pele de Frangos de Corte

RESUMO: A finalidade deste estudo foi avaliar o efeito do antagonismo entre
arginina (Arg) e lisina (Lys) sobre os parametros zootécnicos e a morfometria da pele de
frangos de corte suplementados com niveis crescentes de Arg ¢ Lys, no periodo inicial
de 1 a 21 dias. Foram utilizados 1.760 pintos de corte, Cobb, machos, os quais foram
alocados aleatoriamente de acordo com delineamento inteiramente casualizado em
esguema fatorial quatro x quatro (niveis de Lys e Arg) totalizando 16 tratamentos com
duas repeti¢oes e 55 aves por unidade experimental. As dietas iniciais foram formuladas
para conter 1,189%; 1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel e 1,217%; 1,416%;
1,615% e 1,814% de Arg digestivel. Aos 21 dias foi observada interagao (p<0,05) entre
0s niveis de Lys e Arg para o peso vivo e a conversdo alimentar, demonstrando que
niveis de Lys acima do recomendado deprimem o peso das aves, mas este efeito pode
ser amenizado pela adi¢do de niveis extremamente atos de Arg. O desempenho das
aves na fase de crescimento (22 a 42 dias) foi influenciado pela suplementagao de Arg e
Lys na dieta inicial. A taxa de mortalidade aumentou (p<0,05) em resposta a
suplementagao de ambos 0s aminoacidos. Por outro lado, a combinagdo de niveis acima
da exigéncia de ambos os aminoacidos, na fase inicial contribuiu positivamente
(p<0,05) na espessura da camada da derme da pele dos frangos de corte na idade de
abate, provavelmente pelo envolvimento de Arg e Lys na biossintese do colageno.
Niveis excessivos de aminoacidos interferem no desempenho em conseqiiéncia do
desequilibrio na dieta € do maior gasto energético para sua biotransformagdo e
eliminagdo. O excesso de Lys, ainda, pode estar envolvido com a degradagdo da Arg em

ornitina e uréia, o que pode alterar a sintese de 6xido nitrico.

Palavras-chave: aminoéacidos, peso vivo, consumo de ragao, colageno



III — Evaluation of antagonism between Arginine and Lysine in the initial diet on

performance and skin morphometrics of broiler chickens

ABSTRACT: This trial evaluated the antagonism between arginine (Arg) and
lysine (Lys) on productive characteristics and skin layer morphometrics of broiler
chickens during the initia period (1 and 21 days of age). One thousand seven hundred
and seventy-six male Cobb broilers were reared in a randomized factorial 4 x 4 design
(Lys and Arg levels), with two replications of 55 birds each. Experimental diets were
formulated to contain 1.189%; 1.427%; 1.665% and 1.902% digestible Lys levels and
1.217%; 1.416%; 1.615% and 1.814% digestible Arg levels. There was interaction
(p<0.05) on the 21% day between Lys and Arg levels in weight gain and feed:gain
ration, demonstrating that Lys levels above the recommended |ower decreased broilers’
weight. However, effect may be lessened by the addition of extremely high Arg levels.
The productive characteristics in the growth phase (22 - 42 days) were influenced by
supplementation to the initial diet. Mortality increased (p<0.05) in response to Lys and
Arg supplementation. On the other hand, the addition of levels above requirements of
both amino acids in the initial phase contributed positively (p<0.05) to the thickness of
the dermal skin layer of the broiler chickens at 42 days of age, probably due to the
involvement of Arg and Lys in collagen biosynthesis. Extreme amino acid levels may
be harmful to performance as a consequence of the imbalance in diet and the highest
energy expenditure in metabolism and excretion. Excess Lys may till be involved in

the degradation of Arg in ornithine and urea, modifying the nitric oxide synthesis.

Key words: amino acids, body weight, feed intake, collagen.
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Introducio

Lisina (Lys) ¢ um aminoacido dietético, indispensavel para todas as espécies
animais ja estudadas (Ball et al, 2007). E o aminoacido dietético mais limitante para a
Sintese de proteina corporal, o que explica a vasta literatura disponivel a respeito da
exigéncia de Lys, em diferentes espécies, quando comparada com outros aminoacidos.
A essenciaidade da arginina (Arg), por outro lado, esta condicionada a espécie animal ¢
dentro da espécie, a condigdo fisiologica, pelavariavel capacidade de sintese enddgena.

A exigéncia de Lys, em qualquer espécie animal, ¢ influenciada primeiramente
pela exigéncia para a Sintese protéica e para a sintese de carnitina, enquanto a exigéncia
de Arg ¢ influenciada por muitos fatores. Além da sintese protéica, inclui a sintese ‘de
novo’, participagdo do processo de depuragdo nitrogenada por meio do ciclo da uréia
nas espécies ureotélicas e a sintese de compostos ndo protéicos como a creatina, 6xido
nitrico, poliaminas, prolina e uréia.

O principal produto do metabolismo excretorio de compostos nitrogenados das
aves ¢ o acido urico e sua formagdo ndo ¢ dependente de Arg, assim como ndo ha
Sintese ‘de novo’ de Arg.

Deste modo, a exigéncia de Arg, para as aves, ¢ resultante do requerimento para
a sintese protéica, sintese de metabolicos e para repor a Arg que ¢ degradada pela
arginase renal naformagéo de ornitina, que também nao ¢ sintetizada em aves, atataxa
de deposi¢do protéica pelo rapido crescimento das atuais linhagens de corte, além da
interagdo metabolica entre Lys e Arg (Edmonds et al., 1987). Em conseqiiéncia, é o
mais alto requerimento entre as espécies animais estudadas (Ball et al, 2007).

Estas diferengas metabolicas entre Lys e Arg Sio relevantes na compreensdao do
mecanismo antagonico entre estes aminoacidos, que ¢ desencadeado por hiveis elevados
de Lys que afetam adversamente o0 metabolismo da Arg, aumentando sua exigéncia.

O efeito negativo do antagonismo entre Lys e Arg, no ganho de peso, ndo se
deve apenas a redugdo do consumo alimentar, como observado quando hd um
imbalango entre aminoacidos, mas por outros efeitos sobre o metabolismo e a utilizagdo
da Arg (Harper et al., 1970). Conseqgiientemente, ha uma exigéncia metabdlica, mas ndo
necessariamente dietética de Arg nesta situagdo. Isto ¢, particularmente, importante no
que diz respeito a variagdo da exigéncia de Arg e do efeito negativo do antagonismo em
pintinhos e aves adultas (Ball et al., 2007).
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Das espécies estudadas, apenas aves, cdes e ratos apresentam relagdo antagonica
evidente entre Lys e Arg. Entretanto, o exato mecanismo nao foi, ainda, totalmente,
elucidado em nenhuma destas espécies. Ambos os aminoacidos compartilham e
competem por transportadores intestinais e renais, entretanto, ndo ha evidéncias que
comprovem gue o antagonismo ¢ por esta competicao (Kadirvel et al., 1974; Czarnecki
et al., 1985). Em aves, particularmente, a atividade da arginase renal ¢ marcadamente
aumentada pelo excesso de Lys na dieta (Jones et al, 1967), 0 que poderia causar um
elevado catabolismo da Arg, e, assim, explicar 0 antagonismo observado nestas
espécies. Entretanto, a elevagdo da atividade da arginase renal ndo ¢ a unica causa do
antagonismo, porgue 0 aumento plasmatico desta enzima nao é detectado antes de 2 a 4
dias, apds a ingestdo de uma dieta rica em Lys, apesar da diminuigdo significativa do
nivel plasmatico de Arg dentro de 6 h apds a administragdo da dieta (Ball et al, 2007).

Neste sentido, a estratégia de elevar o nivel de Lys das ragoes de frangos de
corte, nas atuais linhagens de conformagdo permite a maxima eficiéncia genética em
deposi¢ao de proteina muscular e melhor conversdo alimentar, entretanto, pode aterar o
equilibrio metabolico ideal com a Arg.

Além disso, 0 uso exclusivo de dietas a base de milho e farelo de soja, em
detrimento aos ingredientes de origem animal, passou a representar um fator
particularmente sensivel na disponibilidade de Arg para os frangos de corte. Arg é o
quinto aminoacido limitante nestas dietas, ap6s metionina + cistina, Lys, treonina e
triptofano (Atencio et al., 2004).

O desequilibrio entre Arg e Lys, em dietas de frangos de corte, pode aterar a
resposta produtiva, aincidéncia de problemas locomotores, aformagdo de penas e ainda
influir na sintese de 6xido nitrico (NO). O NO ¢é uma molécula derivada da Arg, que
atua como mensageiro celular nos mecanismos de resisténcia contra agentes infecciosos
e participa da neurotransmissio cerebral e do vasorrelaxamento dependente do endotélio
(Dusse et al., 2003). Mais recentemente, 0 NO vem sendo estudado pelo envolvimento
naregulacdo do consumo alimentar de frangos de corte (Denbow, 1999). A aplicacdo de
um inibidor da éxido nitrico sintetase, enzima que converte Arg em NO, diminuiu o
consumo, mas, aadministragao conjunta com Arg restaurou o consumo de ragao.

A Arg ¢ também considerada um potente secretagogo, que aumenta a liberagao
na corrente sanguinea da insulina, hormonio do crescimento (GH) e IGF (Newsholme et
al., 2005), provavelmente pela rapida despolarizagio da membrana plasmatica ligada ao

transporte de aminoacidos com a cadeia lateral positiva.
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O IGF tem papel importante na deposi¢do de colageno, incluindo os colagenos
tipo | e I, predominantes na pele. Por outro lado, prolina e Lys Sao os principais
aminoacidos que compdem a molécula de colageno. Desta maneira, ¢ possivel haver
uma interagdo positiva entre Lys e Arg na sintese de colageno, seja pela participacdo da
Arg que estimula a secregdo do GH e IGF, ou como precursor da sintese de prolina,
guando ¢ degradada a ornitina e uréia pela arginase renal (Meijer, et al., 1990; Wu &
Morris, 1998).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do antagonismo entre Arg e Lys
sobre o desempenho produtivo e a morfometria da pele de frangos de corte no periodo
de1a?2ldiasdeidade

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Aviario da Fazenda Experimental de Iguatemi,
da Universidade Estadual de Maringa, Maringa - PR. Todos procedimentos de criagdo
dos animais e de coleta de material bioldgico foram aprovados pelo Comité de Conduta
Etica no Uso de Animais em Experimentagdo da Universidade Estadual de Maringa,
tendo em vista que a metodologia utilizada atende aos principios éticos na
experimentagao animal, conforme preconiza o Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (Parecer 009/2006).

Foram utilizados 1.760 pintos de corte, machos, Cobb, provenientes de matrizes
de 41 semanas de idade. As aves foram alojadas num galpao convencional de 30 metros
de comprimento por oito metros de largura, dividido em boxes de 6,3 m?, com cobertura
de telha francesa e lanternim, piso de concreto e paredes laterais de alvenaria com 0,40
m de atura, completadas com tela de arame até o telhado. Foi utilizada cama do tipo
casca de arroz sobre 0 piso.

Durante os primeiros dias, foram utilizados comedouros, tipo bandegja de 0,50 m
X 0,40 x 0,05 m e bebedouros tipo copo de pressio, os quais foram substituidos,
gradativamente pelo comedouro tubular e bebedouro automatico pendular. A ragdo e
agua foram fornecidas ‘ad libitum’ durante todo o periodo experimental.

O aguecimento inicial dos pintos foi utilizado lampadas infravermelhas,
dispostas no centro do circulo de protecdo. Foi utilizado um programa de iluminagio
continua, durante a primeira semana de 20 h de luz e quatro de escuriddo diarias, até o

abate.
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As temperaturas médias, minima ¢ maxima, monitoradas, diariamente, dentro do
galpao, foram, respectivamente, de 18°C e 26°C e a umidade relativa média de 49%. O
monitoramento da temperatura e umidade do ar foi procedido por meio de um
termohigrografo (Isuzu Seisakusho Co. Ltda).

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado de acordo
com um arranjo fatorial quatro x quatro (quatro niveis de Lys e quatro niveis de Arg),
totalizando 16 tratamentos com duas repeticdes e 55 aves por unidade experimental.

Foi adotado um programa nutricional de duas fases, uma inicial (1 a 21 dias) e
outra de crescimento e final (22 a 42 dias). Essas dietas, a base de milho, farelo de soja
e gluten de milho, foram formuladas de acordo com os valores de composi¢do quimica
dos alimentos e as recomendagdes nutricionais propostas por Rostagno et al. (2000). A
partir da racdo basal da fase inicial, foram compostas as ragdes experimentais pela
suplementacao de HCL-Lys e L-Arg, constituidas por quatro niveis de Lys (100%,
120%, 140% e 160% do nivel estabelecido na ragdo basal) correspondentes a 1,189%;
1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel combinados com quatro niveis de Arg
(100%, 120%, 140% e 160% do nivel estabelecido na ragdo basal) correspondentes a
1,217%; 1,416%; 1,615% e 1,814% de Arg digestivel (Tabela 01). A partir dos 22 dias
de idade, todas aves passaram a receber racao convencional para a fase de crescimento,
com 19% de PB, 3150 kcal/kg, 1,073% de Lys e 1,127% de Arg.

A composicdo quimica das dietas experimentais foi determinada pela
metodologia descrita por Silva (1990) (Tabela 1) e o conteaddo de aminoacidos foi
determinado por meio da cromatografialiquida de alta eficiéncia (HPLC).



Tabela 1. Composi¢do percentual e calculada das dietas experimentais dos frangos de corte no periodo inicial (1 a 21 dias)

Niveis de Lys, % 1,189 1,427 1,665 1,902

Niveis de Arg, % 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1,416 1615 1814
Ingredientes (%)

Milho 6154 6105 6052 60,08 60,95 60,46 59,97 59,49 60,36 59,87 59,38 58,90 59,77 59,28 58,80 58,31
Gluten Milho 7,37 7,43 7,49 7,54 7,44 7,49 7,55 7,61 751 7,56 7,62 7,67 7,57 7,63 7,69 7,74
Oleo Soja 1,41 1,57 1,74 1,89 1,61 1,76 1,92 2,08 1,80 1,95 2,11 2,27 1,99 2,14 2,30 2,46
Soja Farelo 45% 2529 2531 2533 25,35 2532 2534 2535 25,37 2534 2536 25,38 25,39 2536 2538 2540 2542
Sal comum 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Bicarb. de Sodio 0,49 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,51 0,50 0,50 0,51 0,51
Calcario 38% 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91
Fosfato bic. 18% 1,88 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89
DL-Met 98% 0,20 0,20 0,22 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Lys 78% 0,47 0,47 0,47 0,47 0,77 0,77 0,77 0,77 1,08 1,08 1,08 1,08 1,38 1,38 1,38 1,38
L-Tre 98% 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
L-Arg 99% 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86
Premix 2, 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Valores calculados

Proteina, % 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14
Calcio, % 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900
Fosforo Disp. % 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0450 0,450 0450 0450 0450 0,450 0450 0450 0450 0,450
EM kcal/kg 3,050 3,050 3,050 3,050 3,060 3,050 3,050 3,050 3,060 3,050 3,060 3,050 3,050 3,050 3,050 3,050
Met+Cist Dig. % 0,844 0,844 0,844 0,844 0,844 0844 0844 0,844 0844 0844 0844 0,844 0,844 0,844 0,844 0,844
Lys Dig. % 1,189 1,189 1,189 1,189 1,427 1,427 1,427 1,427 1615 1615 1615 1,615 1,902 1,902 1,902 1,902
TreDig. % 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773
Arg Dig. % 1217 1416 1615 1814 1,217 1416 1615 1,814 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1416 1615 1814
Sodio % 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218
Potassio % 0,664 0,663 0,662 0,661 0,663 0,662 0,661 0,660 0662 0661 066 0,659 0661 066 0659 0,658
Cloro % 0,188 0,187 0,186 0,185 0,242 0,241 0,240 0,239 0,296 0,295 0,294 0,293 0,349 0,348 0,347 0,346

"Migtura Vitaminica (Conteado por kg de premix): Vit. A 7.000.000,00 Ul; Vit. D3 2.200.000,00 UI; Vit.E 11.000,00 mg; Vit. K3 1.600,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 5.000,00 mg, Vit. B12 12.000,00 mg;

Niacina 35.000,00 mg; Acido Pantoténico 13.000,00 mg; Acido Félico 800,00 mg; Antioxidante 100.000,00; Veiculo g.s.p. 1.000,00g.

*Misturamineral (Contedido por kg de premix): Ferro 10.000,00 mg; Cobre 16.000,00 mg; lodo 2.400,00 mg; Zinco 100.000,00 mg; Manganés 140.000,00 mg; Selénio 400,00 mg; Veiculo q.s.p. 1.000,00g.

9%
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Ao final dos 7, 21 e 42 dias, todas aves de cada unidade experimental e as sobras
de ragdo foram pesadas para a determinagdo do ganho de peso corporal, consumo de
ragdo e conversio alimentar.

A mortalidade e as causas, determinadas por necropsia, foram registradas e as
aves mortas e as sobras de ragdo do box ao qual pertenciam, foram pesadas ab mesmo
tempo, para gjustar o consumo de alimento e a conversio alimentar.

Aos 42 dias de idade, quatro aves por unidade experimental (oito
aves/tratamento) foram sacrificadas por deslocamento cervical. Apds o sacrificio, foram
retiradas amostras de pele de cerca de 2 cm x 1 cm da regido dorsal da sobrecoxa
esguerda das aves. Essas amostras foram aderidas em papd cartdo ¢ imediatamente
fixadas em solugdo de Bouin por 24h e transferidas para solugdo de alcool a 70%. As
pecas foram inclusas em parafina e levadas a0 microtomo rotativo para a realizagdo dos
cortes longitudinais com cinco micrometros de espessura e corados pelo método da
hematoxilina e eosina (HE). A captura de imagens para analise morfométrica foi
realizada por meio de camera digital de alta resolugdo PRO SERIES da Midia
Cibertecnics, acoplada ao microscopio Olimpus Bx 40. Para a leitura das imagens, foi
utilizado um analisador de imagem computadorizado IMAGE PROPLUS 5.2, da Midia
Cibertecnics.

A epiderme e a derme foram medidas em 20 diferentes locais em cada amostra.
A seguir, para cada corte, foi caculada uma média das medidas da espessura da
epiderme e da derme, utilizada entéo para obtencdo da média de cada repeticao.

Os dados foram analisados, segundo 0 modelo de superficie de resposta,
utilizando o Software SAEG (Universidade Federa de Vigosa, 1997).

O modelo edtatistico adotado foi:

Yiji = by + biL; + byA; + bsLi + b,A7 + bsLiA; + e
em que:
Y. observagao da variavel dependente na unidade experimental k submetida ao nivel i
delLys, i=1,234 (1= 1,189%%; 2= 1,427%; 3=1,665%;4= 1,902%) e ao nivel j de Arg, j
=1,2,3,4 (1= 1,217%; 2=1,416%; 3= 1,615%; 4= 1,814%);
by: constante;
b; e by coeficientes lineares de regressio da variavel dependente em fung¢do dos niveis
de Lys e Arg, respectivamente;
bs; e by coeficientes quadraticos de regressio da variavel dependente em fungdo dos

niveis de Lys e Arg, respectivamente;
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bs: ¢ o coeficiente de regressao referente ao efeito de interac@o linear entre os niveis de
LyseArg;
ejj. € 0 erro aeatorio associado a cada observacao Yik
Os dados referentes a mortalidade ndo apresentaram distribuicdo normal, para a
analise, foi utilizada a metodologia de modelos lineares generalizados (Nelder &
Wedderburn, 1972) admitindo-se distribui¢ao binomial com fung¢ao de ligagao ‘logit’.
Os coeficientes de determinagao foram calculados como percentagem da soma

de quadrados do modelo em relagdo a soma de quadrados total.

Resultados e Discussao

Os resultados referentes a analise de regressdao das medidas de desempenho dos
frangos de corte alimentados, com dietas suplementadas com diferentes niveis de Lys e
Arg, estio representados na Tabelas 2.

O peso vivo das aves, aos 7 dias, apresentou comportamento quadratico (p<0,05)
em fungdo da suplementagdo de Lys e linear negativo em funcdo da suplementagdo de
Arg. De acordo com a equagio gjustada, o nivel de 1,345% de Lys resultou em maior
ganho de peso (Figura 1). Aos 14 dias, ndo houve efeito (p>0,05) no peso das aves,
entretanto, aos 21 dias de idade, houve interagao (p<0,05) entre os hiveis de Lys ¢ Arg.
De acordo com a equagdo ajustada, a suplementacdo de Lys, a partir do nivel de 1,531%
passa a restaurar 0 ganho de peso das aves, conforme Arg, ¢ adicionada as dictas
experimentais. A depressio do peso das aves, observada com a adi¢ao de Lys, somente,
¢ amenizada quando associada com niveis mais elevados de Arg do que testados neste
experimento (Figura 3).

Por outro lado, aos 7 dias de idade, o efeito da adi¢do de Lys sobre o consumo
de ragio foi linear positivo, enquanto que a suplementagdo de Arg diminuiu o consumo
(Figura 1). A avaliagdo dos resultados do consumo de ragdo aos 14 e 21 dias apontou
comportamento quadratico (p<0,05), em funcdo da suplementagdo de Lys, e linear
negativo, em funcao dos niveis dietéticos de Arg. De acordo com as equagdes ajustadas,
0s maiores consumos foram obtidos com incrementos de 1,502% e 1,372% de Lys,
respectivamente (Figuras 2 e 3).

A conversio alimentar nao foi influenciada (p>0,05) aos 7 dias. Todavia, aos 14

dias de idade, apresentou tragjetoria linear de acordo com a adi¢do de ambos os
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aminoacidos. O aumento dos niveis de Lys piorou a conversio alimentar, enquanto foi
observado efeito oposto dos incrementos de Arg (Figura 2).

Aos 21 dias, houve interagdo (p<0,05) entre os niveis de Lys e de Arg para
conversio alimentar. A adicdo de niveis crescentes de Lys afetou negativamente a
conversio, enquanto a adicdo de Arg melhorou o indice. De acordo com a equagdo, a
combinagdo entre o menor nivel de Lys e o nivel de 1,580% de Arg resulta na melhor

eficiéncia de utilizagdo da racao (Figura 3).

Tabela 2. Analise de regressdo dos pardmetros de desempenho de frangos de corte alimentados com
diferentes niveis de Lys e Arg no periodo de 1 a 21 dias de idade.

Efeito dos niveis* Parametros de desempenho
Peso vivo, g Consumo de ragdo, g/lave Conversio alimentar, g/g
la7dias
Lys quadratico linear NS
Arg linear linear NS
Interagdo NS NS NS
CV (%) 441 5,88 6,34
lal4ddias
Lys NS quadratico linear
Arg NS linear linear
Interagdo NS NS NS
CV (%) 5,04 5,76 3,01
la2ldias
Lys quadratico quadratico linear
Arg linear linear quadratico
Interagio ** NS *x
CV (%) 6,00 5,88 2,34
lad42dias
Lys quadratico quadratico linear
Arg linear linear linear
Interagio NS NS NS
CV (%) 4,60 4,34 2,12

* Correspondem a 1,189%; 1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel e a 1,217%; 1,416%; 1,615% e 1,814% de Arg digestivel.
** significativa (p<0,05).
CV: coeficiente de variagido; NS=nao significativo (p>0,05)

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com a literatura, em
gue foi observado efeito negativo da adi¢do crescente de ambos os aminoacidos, acima
das recomendagdes dos manuais e dos niveis praticados pelas empresas de integragdo e
pela induastria brasileira de ragao (NRC, 1994; Lima, 1996; Rostagno et al., 2000).
Entretanto, os niveis de Lys para 0 melhor peso vivo aos 7 dias, foram em torno de 36%

mais elevados que as recomendagdes destes trabalhos, mas coincidentes com valores
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das exigéncias nutricionais indicados nas tabelas Rostagno et al. (2005) para a 1°
semana.

Niveis excessivos de aminoacidos apresentaram o pior resultado para ganho de peso
e consumo de ragdo, provavelmente em conseqiiéncia do desequilibrio de aminoacidos na
dieta, além do maior gasto energético para sua biotransformagéo e eliminag@o.

Este custo ¢ relativamente alto, considerando que, para incorporar um aminoacido
na cadeia protéica, estima-se em torno de quatro moles de ATP e para excretar cada N do
aminoacido Sio gastos seis moles de ATP (Leclercq, 1996 citado por Costa et al., 2001b).
Neste sentido, a Arg por ser o aminoacido com maior nimero de moléculas de nitrogénio
em sua estrutura, ¢ o que mais despende energia no processo de degradagdo (Leeson &
Summers, 2001), ou sgja, para catabolizar a Arg (4 N) Sio gastos 24 ATP. Para as aves, 0
custo ¢ ainda maior. O gasto para excretar acido urico ¢ estimado em quase duas vezes mais
do que utilizado na excregdo de uréia (Mapes & Krebs, 1978 citados por Klasing, 1998).
Além disso, toda vez que uma molécula de acido urico é excretada, uma molécula de
glicina ¢ eliminada. Este raciocinio tem levado os pesquisadores a acreditar que a exigéncia
de glicina pode ser maior em aves de rapido crescimento ¢ em dietas com excesso de
proteina ou desequilibrio aminoacidico.

Y= 55,9046 + 116,365L - 36,0339L%-13,395A, R* 0,37
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Figura 1. Peso vivo e consumo de ragdo de frangos de corte no periodo de 1 a 7 dias de idade alimentados
com diferentes niveis de Lys e Arg na dieta inicial
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Além disso, ha outro fato que ndo pode ser negligenciado. A Arg é condensada
com glicina e entao metilada, para formar creatina, considerada componente essencial
do metabolismo energético no musculo (Keshavarz & Fuller, 1971, Rawson &
Clarkson, 2003). Embora a glicina sgja sintetizada pelas aves, essa sintese pode nao ser
suficientemente rapida para satisfazer as necessidades dos tecidos e eliminar todo
excesso de nitrogénio (Rostagno et al., 2006). Nestas condigdes, metionina pode ser o

aminoacido limitante, visto o envolvimento nareagdo de metilagio.

Y= 259,001 + 274,181L - 91,2887L.2 - 58,1275A, R% 0,48
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Figura 2. Consumo de ragdo e conversio alimentar de frangos de corte no periodo de 1 a 14 dias de idade
alimentados com diferentes niveis de Lys e Arg na dieta inicial

O efeito negativo da suplementaciao de Arg, observado aos sete dias, pode estar
associado a incapacidade funcional dos rins em eliminar o excesso de uréia formado
pela degradagdo da Arg. Niveis elevados de Arg upregulate a atividade da arginase
renal produzindo ornitina e uréia (Stuz et al., 1971), 0 que pode comprometer a Sintese
de NO, sendo que a Arg ¢ a unica via fisologica de producdo deste composto.
Adicionamente, aelevagido da uréia plasmatica, de acordo com Prabhakar et al., (1997),
pode inibir a agdo da NOS, enzima que cataliza a reagdo que converte Arg em NO. O

NO aém de neurotransmissor, também, modula a liberacdo de outros
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neurotransmissores (Estrada & Murillo-Carretero, 2005), cujo envolvimento destas
moléculas na regulagdo do apetite vem sendo discutido (Choi et al., 1994; Denbow,
1999). Este mecanismo pode estar contribuindo com o baixo consumo de ragdo

associado a suplementacao de Arg, observado no presente trabal ho.
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Figura 3. Peso vivo, consumo de ragdo e conversdo alimentar de frangos de corte no periodo de 1 a 21
dias de idade alimentados com diferentes niveis de Lys e Arg nadietainicia

Por outro lado, a suplementacdo de Lys aumentou o consumo de ragio,
entretanto, deveria ter desencadeado 0 mesmo mecanismo, uma vez que a atividade da



63

arginase renal é também marcadamente aumentada pelo excesso de Lys na dieta (Jones
et al, 1967). Chamruspollert er al. (2002) observaram uma elevagdo na atividade da
arginase renal pelo aumento de 45 para 77umol de uréia’/h/mg de proteina quando o
nivel de Lys, nadietainicial de frangos de corte, passou de 1,26% para 1,86%.

Apesar disso, Ball et a (2007) argumentam que a ativagio da arginase rena pela
Lys ndo ¢ imediata. O aumento plasmatico desta enzima ndo ¢ detectado antes de 2 a 4
dias, apos a ingestdo de uma dieta rica em Lys, apesar da diminuigdo significativa do
nivel plasmatico de Arg dentro de 6 h apés a administragdo da dieta. Estas ponderagdes
demonstram claramente que a relagdo destes aminoacidos no metabolismo das aves
ainda precisa ser melhor esclarecida.

Os resultados obtidos aos 21 dias mostraram de forma mais evidente o
antagonismo entre Lys e Arg. A interagdo entre os aminoacidos mostrou que o efeito da
adicao de Lys, no desempenho produtivo dos frangos, foi dependente do nivel de Arg.
O aumento dos niveis de Lys, no menor nivel de Arg, causou depressio do ganho de
peso e piora da conversio alimentar. Entretanto, quando os niveis de Arg foram
aumentados pelo guste da curva, os efeitos depressivos desapareceram. Isto demonstra
gue o efeito de sobrecarga de Lys, no frango, pode ser equilibrado com Arg, o que
implica em dietas com relagdo arg:Lys mais altas para o maximo desempenho dos
frangos de corte. Resultados semelhantes foram obtidos por Gadelha (2004) com
incrementos dietéticos de cinco niveis de Lys digestivel (0,98; 1,23; 1,47; 1,72 e 1,96%)
e doisniveis de Arg digestivel (1,30 e 2,06%), na fase de 1 a21 dias.

Os efeitos deletérios sobre o crescimento das aves foram mais pronunciados com
um excesso de Lys (baixa relagdo Arg:Lys) do que com excesso de Arg (alta relagao
Arg:Lys), 0 que esta de acordo com Balnave & Brake (2002) ao constatarem 0 mesmo
comportamento do antagonismo entre Arg e Lys nas atuais linhagens comerciais,
comparado aquelas utilizadas nos estudos das décadas de 60 e 70.

Apesar de o consumo de ragdo ser o parametro de desempenho mais afetado pelo
antagonismo (Austic & Scott, 1975; Calvert er al., 1982) nao foi observada interagido
entre Lys e Arg aos 21 dias, a exemplo do observado para peso vivo e conversio
alimentar. E possivel que este resultado se explique pelo grau de excesso dos
aminoacidos utilizados. A elevagdo da concentragdo de aminoacidos pode alterar o
perfil aminoacidico plasmatico no sangue ¢ induzir, em nivel de sistema nervoso

central, uma redugao no consumo de ragdo (Buttery & D'Mello, 1994).
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Apesar de a Arg restringir o consumo de ragio e o ganho de peso, houve melhor
conversio alimentar a medida que foi adicionada as dietas. Pode-se inferir que o ganho
de peso ndo foi afetado de forma tdo severa quanto o consumo de ragdo, uma vez que
nao houve perda na eficiéncia de utilizagao do alimento.

De acordo com Buttery & D'Meéllo (1994), o excesso de aminoacidos que chega
ao figado pela circulag@o portal ¢ em grande parte retida, mas, apesar da redugao, no
fornecimento de aminoacidos para os tecidos, a Sintese protéica continua ocorrendo, e 0
gue ficou retido pode ser catabolizado. O grupo amino e o nitrogénio adicional dos
demais atomos sdo removidos (Sklan & Noy, 2004) ¢ o esqueleto carbonico resultante é
transformado em intermediarios das principais vias metabdlicas para obtengdo de
energia (Stryer, 1988). A Arg ¢ um aminoacido gliconeogénico, €, a prioridade de uso
para fornecimento de energia, Sintese protéica ou de outros compostos ndo ¢ bem
definida. Segundo Baker (2005), a questido da prioridade para sintese funcional é uma
area da nutricdo ainda ndo totalmente compreendida para muitos aminoacidos que tém
importantes fungdes precursoras: a Arg, para a Sintese protéica, sintese de creatina,
6xido nitrico, prolina e poliaminas; a tirosina para a sintese de proteina, catecolaminas,
tirosina e melaning; o triptofano para sintese de proteina, serotonina e niacina e a glicina
para sintese de proteina (contrateis e colageno), creatina e acido trico.

Mendes et al. (1997) e Brake et al. (1998), também, observaram melhor
conversio alimentar a medida que a Arg foi adicionada as dietas dos frangos de corte.
Labadan et a (2001), igualmente, também, apontaram uma necessidade maior de Arg
para conversio alimentar do que para ganho de peso.

Burton & Waldroup (1997) encontraram exigéncia de Arg total de 1,40% em
frangos de corte de 1 a 28 dias de idade, recebendo dieta com 1,26% de Lys e 21% de
proteina bruta. Por outro lado, Chamruspollert e al. (2001), citados por Atencio et al.
(2004), registraram exigéncia de Arg total de 1,26%, para ganho de peso, e de 1,27%,
para conversio alimentar, utilizando pintos de corte de 1 a 21 dias de idade. Labadan et
al. (2001) encontraram exigéncias de Arg total para as duas primeiras semanas de vida
de 1,24 e 1,28%, respectivamente, para ganho de peso e conversio alimentar, valores
inferiores aos de Arg total (1,31%), obtidos para ganho de peso e conversio alimentar
(1,32%) observados por Atencio et al. (2004).

Costa et a (2001a), no entanto, variaram os niveis de Lys naragao (1,03; 1,09;
1,15; 1,21; 1,27 e 1,33% de Lys total) que influenciaram de forma quadratica o ganho

de peso e a conversio alimentar das aves. Rezaei et al. (2004) utilizaram dietas
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suplementadas com Lys (1,0; 1,1 e 1,2%) e observaram aumento do consumo de ragéo e
do peso vivo de frangos de corte machos aos 21 dias de idade.

A utilizagdo de niveis dietéticos de Lys e Arg, na ragdo de frangos de corte na
fase inicial (1 a 21 dias), influenciou o desempenho das aves nas fases de crescimento
(22 a 42 dias) apesar de receberem uma dieta basal. Foi observado aumento na taxa de
mortalidade na fase posterior aquela suplementada. Durante a fase inicial, a taxa foi
minima (1,5%) e nao foi influenciada (p>0,05) pelos niveis dietéticos de Lys e Arg.
Entretanto, considerando-se a fase de crescimento, houve aumento (p<0,05) da taxa de
mortalidade de 1,5% para 9,5%, cujo comportamento foi quadratico descendente em
fun¢do da adi¢do de Lys e ascendente em fungdo da suplementagdo de Arg (Figura 04).

Esse efeito retardado nao tem uma explicagdo clara. A suplementagdo de Arg, em
niveis recomendados ou muito acima na fase inicial, resultou em maior taxa de mortalidade
na fase de crescimento e final, enquanto que niveis de Lys, em torno de 30% acima do
recomendado, foram associados com as menores taxas de mortalidade (Figura 4). Pode ser
especulado efeito cumulativo dos aminoacidos no metabolismo hepatico das aves pelo

excesso de nitrogénio proveniente da degradacao dos aminoacidos.
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Figura 4. Valores corrigidos de mortalidade de frangos de corte no periodo de 1 a 42 dias de idade
alimentados com diferentes niveis de Lys e Arg na dieta inicial

O peso vivo e 0 consumo de ragdo na idade de abate foram afetados de forma
semelhante. Foi observado comportamento quadratico destas variaveis com os valores
maximos no nivel de 1,465 e 1,514% de Lys, e linear negativo pela inclusdo de Arg na dieta
dafaseinicid. Por outro lado, a conversio alimentar apresentou 0 mesmo comportamento
observado durante afaseinicial, 0 aumento dos niveis de Lys piorou a conversao alimentar,

enguanto foi observado efeito oposto dos incrementos de Arg (Figura ).
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Figura 5. Peso vivo, consumo de ragdo e conversio alimentar de frangos de corte no periodo de 1 a 42
dias de idade alimentados com diferentes niveis de Lys e Arg nadietainicial

Costa et al. (2001b), utilizando frangos de corte de 22 a 42 dias de idade e sete
relacdes Arg:Lys, variando de 95 a 132,5%, mantendo fixo o nivel de Lys, ndo
observaram efeito do nivel de Arg sobre as caracteristicas de desempenho. No presente
trabalho, apesar disso, foi observado efeito negativo da adigao de Arg naragio inicial.
Além dos niveis de Arg utilizados por estes autores variarem de deficientes a um pouco
acima do recomendado, as aves passaram a receber a dieta apenas aos 22 dias com

suplementagio até os 42 dias, diferentemente do presente trabalho.
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Por outro lado, a suplementagdo de Lys influenciou o peso das aves de forma
guadratica a semelhanga dos resultados obtidos por Valerio et al. (2003), e Amarante Jr.
et al. (2005). O consumo de ragdo descreveu o mesmo comportamento, que discorda
com estes autores, ou sgja, nao observaram efeito deste parametro, mas corrobora com
os obtidos por Conhalato et al. (1999) que relataram o0 mesmo comportamento. E
importante ponderar que, também nestes experimentos, 0s niveis de Lys usados foram
menores e suplementados dos 21 aos 42 dias.

E importante ainda considerar que, ao aterar os niveis de suplementagio de Lys
das ragdes, para testar somente seu efeito no desempenho animal, altera-se também a
relagdo aminoacidica destas ragdes, criando, desta maneira, mais uma fonte de variagio,
gue podem ter influenciado os resultados obtidos.

Os resultados referentes a analise de regressdo dos pardmetros das medidas
morfométricas das camadas da pele (epiderme e derme) estio representados na Tabela 3. A
analise morfométrica das camadas da pele, epiderme e derme dos frangos de corte aos 42
dias de idade apresentou efeito (p<0,05) apenas para a medida da derme, apesar da
suplementagdo de Lys ¢ Arg ter sido limitada a dieta inicial das aves. Houve interagao
(p<0,05) entre os niveis de Lys ¢ Arg, o que levou ao aumento linear da espessura da derme

de acordo com a suplementacdo de ambos os aminoacidos (Figura 6).

Tabela 3. Analise de regressdo das medidas morfométricas das camadas da pele (epiderme e derme) de
frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes niveis de LyS € Arg no periodo de 1 a 21 dias
de idade.

Efeito dos niveis* Camadas da pele
Espessura da derme Espessura da epiderme +
Espessura da epiderme (um) (um) derme (um)
Lys NS linear NS
Arg NS linear NS
Interagio NS *x NS
CV (%) 6,15 10,69 10,10

* Correspondem a 1,189%; 1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel e a 1,217%; 1,416%; 1,615% e 1,814% de Arg digestivel.
** significativa (p<0,05).
CV: coeficiente de variagdo; NS= ndo significativo (p>0,05)

A derme ¢ a principal camada da pele e, embora também apresente diversos
tipos de células, ¢ muito mais fibrosa que celular; seus mais importantes constituintes
Sdo as fibras colagenas e elasticas. As fibras colagenas, por sua vez, se constituem no
principal fator responsavel pela resisténcia da pele.

Esse efeito positivo, na espessura da pele, reveste-se de importancia pelo fato
das atuais linhagens de corte apresentarem expressiva velocidade de crescimento,

associada com a criagdo em alta densidade, tornando-as predispostas aos arranhdes e
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escoriagoes na pele. Além disso, estas aves tém problemas de empenamento, deixando
dessaforma, areas do corpo pouco cobertas e assim desprotegidas. Esse quadro pode ser

agravado aindamais, se alinhagem ¢ de baixa velocidade de empenamento.

=746,19 - 270,809L - 265,33A + 168,194LA; R% 0,13

840+
7801

1,902
1,665
660 1,427

600 T T T £ 1,189
1,217 1,416 1,615 1,814

720
Lisina (%)

Espessura da
derme (mm)

Arginina (%)

Figura 6. Espessura da derme de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes niveis
delLyseArgnadietainicial

As condenagdes por problemas de qualidade das carcagas provocam enormes
perdas no setor de produgio avicola em todos os paises. Estudos realizados, nos EUA,
mostram que cerca de 7% das carcagas sdo desclassificadas por causa das lesdes
Cutaneas (Mendes, 2001).

Essa interagdo positiva observada, entre Lys e Arg na medida da espessura da
derme, pode ser atribuida a ‘upregulation’ da arginase renal pela Lys, levando a
degradagido de Arg para asintese de ornitina que por sua vez geraprolina (Meijer, et al.,
1990; Wu & Morris, 1998). Como as aves ndo podem sintetizar ornitina, praticamente
toda ornitina plasmatica ¢ derivada do metabolismo da Arg (Nesheim et al, 1968;
Austic & Nesheim, 1971; Stutz et al., 1971; Chu & Nesheim, 1979). Lys e prolina, apos
hidroxilagdo, sdo convertidas para hidroxilLys e hidroxiprolina, aminoacidos necessarios
para aestrutura e fungdo do colageno.

Por outro lado, a maior deposi¢ao de colageno associada ao aumento da
espessura da derme também pode ser em decorréncia da agdo estimulatoria sobre 0s
niveis de GH ¢ IGF. Biondo-Simdes et al. (2000) demonstraram que a aplicagiao de GH,
em ratos, levou a maior concentragao de colageno e acelerou a maturag@o das cicatrizes.
Estudo ‘in vitro’ de Conconi et al. (2001), com cultura de osteoblastos enriquecida com

Arg e Lys, produziram niveis significativamente aumentados de colageno.
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Conclusao

O desempenho produtivo dos frangos de corte respondeu positivamente aos
incrementos dietéticos de Lys proximos das atuais recomendagdes, entretanto, niveis
mais elevados prejudicaram o crescimento das aves pela relagdo antagonica com a Arg.
Estes resultados permitem inferir que os efeitos deletérios sobre o crescimento das
atuais linhagens comerciais foram mais evidentes com excesso de Lys (baixa relagao
Arg:Lys) do que com excesso de Arg (altarelagiao Arg:Lys).

A espessura da derme da pele dos frangos de corte na idade de abate aumentou

com asuplementagdo de Arg e Lys na dieta da fase inicial.
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IV - Avaliacio do Antagonismo entre Arginina e Lisina na Dieta Inicial sobre os

Niveis Plasmiticos de IGF-I e o Desenvolvimento Osseo de Frangos de Corte

RESUMO: A finalidade deste estudo foi avaliar o efeito do antagonismo entre
arginina (Arg) e lisina (Lys) sobre os niveis plasmaticos do IGF-I e seu reflexo sobre o
metabolismo e crescimento 6sseo dos frangos de corte no periodo de 1 a 21 dias de
idade. Foram utilizados 1.760 pintos de corte, Cobb, machos, os quais foram alocados
aleatoriamente de acordo com um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial quatro x quatro (niveis de Lys e Arg) totalizando 16 tratamentos com duas
repetigdes e 55 aves por unidade experimental. As dietas iniciais foram formuladas para
conter 1,189%; 1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel e 1,217%; 1,416%; 1,615%
e 1,814% de Arg digestivel. A adigdo de Arg contribuiu (p<0,05) com o aumento do
diametro, da densidade e da espessura ¢ssea. Entretanto, niveis excessivos de Arg na
faseinicial levaram ao aumento (p<0,05) da area hipertrofica da placa de crescimento e
da atividade da fosfatase alcalina na idade de abate. Por outro lado, a Lys afetou
positivamente (p<0,05) a resisténcia Ossea a quebra, mas também contribuiu
negativamente com a ocorréncia da discondroplasia tibial. O efeito da Lys sobre o
tecido 6sseo pode estar relacionado a produgio de colageno como reflexo do aumento
(p<0,05) dos niveis plasmaticos de IGF-I pela suplementagdao de Lys. Arg ndo alterou
IGF-1, provavelmente, por causa da degradagdo pela Lys, o que inibiu seu papel
secretagogo descrito em mamiferos. Os parametros 0sseos avaliados, no final dafase de

crescimento (22 a 42 dias), foram influenciados pela suplementacio na dieta inicial.

Palavras-chave: aminoacidos, tibia, resisténcia dssea a quebra, cartilagem hipertrofica



IV — Evaluation of the antagonism between arginine and lysine in the initial diet on

plasma levels of IGF-I and bone metabolism and development of broiler chickens

ABSTRACT: This trial evaluated the antagonism between arginine (Arg) and
lysine (Lys) on plasma levels of IGF-I and influence on broiler chickens’ bone
metabolism and growth. One thousand seven hundred and seventy-six male Cobb
broilers were reared in a factorial four x four design (Lys and Arg levels) with two
replications of 55 birds each. Experimental diets were formulated to contain 1.189%;
1.427%; 1.665% and 1.902% digestible Lys levels and 1.217%; 1.416%; 1.615% and
1.814% digestible Arg levels. Arg additions increased diameter, density, and total
cortical bone thickness. However, extreme levels of Arg in the initial phase increased
(p<0.05) the hypertrophic zone cartilage of growth plate and alkaline phosphatase
activity on the 42" day. On the other hand, Lys positively affected (p<0.05) the bone’s
breaking strength and contributed negatively towards tibial dyschondroplasia. Lys’s
effect on the bone tissue may be related to the production of collagen as reflected in
increasing (p<0.05) IGF-1 levels determined by Lys supplementation. Arg did not alter
IGF-1 probably owing to degradation by Lys, which inhibited their secretagogo role in
mammals. Bone parameters evaluated at the end of the growth phase (22-42 days) were

influenced by the amino acids supplementing the initial diet.

Key words. amino acids, tibiotarsus, bone’s breaking strength, hypertrophic cartilage
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Introducao

A nutrigao e o melhoramento genético avicola tém contribuido para que o frango
de corte moderno sgja abatido cada vez mais pesado e em um periodo de tempo cada
vez menor. Entretanto, o frango de corte até a idade do abate encontra-se, ainda, em fase
de crescimento, seus 0ssos Sio relativamente imaturos, e com muito pouco tecido 6sseo
compacto (Mendonga Jr., 2000).

Estas aves tém, normalmente, pernas curtas com uma grande quantidade de
massa muscular. Com isso, 0 peso do peito move o centro de gravidade cranialmente
(Corr et al., 2003). Para compensar estas variagdes, andam lentamente com os dedos
dos pés direcionados para fora e param constantemente, tornando-se cada vez menos
ativos (Kestin et al., 2001). O desenvolvimento e a maturidade 6ssea ndo acompanham
0 ritmo do crescimento muscular resultando em alteragdes fisiologicas e mecanicas no
tecido esquelético das aves (Nelson et al., 1992; Lilburn, 1994; Thorp, 1994; Rath et al.,
2000; Oviedo & Ferket, 2005).

A incidéncia ¢ a severidade da maioria das desordens Osseas observadas na
avicultura Sio controladas por fatores genéticos e nutricionais. Estas alteragdes, além de
comprometerem o bem-estar das aves, reduzem o crescimento, aumentam a mortalidade
e depreciam o valor comercial das carcagas (Williams et al., 2000).

A fragilidade e a porosidade do 0sso estio correlacionadas com incidéncia de
fragmentos de ossos em produtos desossados (Gregory & Wilkins, 1992), fator
extremamente relevante para a industria, visto que causam maior propor¢do de manchas
de sangue nos cortes. Além das condenagdes das carcagas comprometidas, ocorrem
perdas de cortes comerciais por problemas de quebra de 0ssos (Corzo et al., 2003).

A discondroplasia tibial ¢ uma desordem bem reconhecida em frangos de
crescimento rapido, atribuida a uma assincronia no processo de diferenciagdo dos
condrocitos, levando a formagdo de uma camada de condrécitos pré-hipertroficos,
resistente a invasdo vascular e, conseqiientemente a calcificagdo (Rath et al., 1998;
Edwards Jr., 2000; Praul et al., 2000).

A exemplo dos outros tecidos organicos, o crescimento do tecido Osseo ¢
conduzido por dois principais fatores: a expressio genética das proteinas responsaveis
pelo desenvolvimento corporal e a suplementagdo de nutrientes em quantidades
adequadas (Almeida Paz & Bruno, 2006).
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Segundo Conconi et al. (2001), os aminoacidos podem atuar diretamente na
formacao da matriz 6ssea e podem também modular o crescimento e a diferenciagdo de
osteoblastos. Os resultados obtidos pela pesquisa conduzida por Silva et al. (2001),
também sugerem participagdo dos aminoacidos na sintese da matriz organica dssea.
Estes autores verificaram comprometimento no desenvolvimento do tecido d6sseo de
frangos de corte alimentados com dietas deficientes em proteina na fase inicial.

Enquanto a matriz mineral inorganica representa a rigidez e resisténcia a
compressio, as fibrilas organicas do colageno suportam a tensdo ¢ a torsdo e ambas as
propriedades contribuem com a qualidade 6ssea (Oviedo & Ferket, 2005).

A caréncia ou o desbalanceamento entre nutrientes pode afetar o crescimento
Osseo. Apesar das evidéncias de que a utilizagdo de niveis elevados de lisina (Lys)
proporciona maior crescimento muscular, ¢ preciso considerar o efeito sobre o
desenvolvimento 6sseo. O antagonismo entre arginia (Arg) e Lys envolve a diminuigao
da sintese de creatina, aumento da atividade da arginase renal levando a degradacdo de
Arg e a0 aumento da excregao de uréia (Austic & Scott, 1975). As aves Sio dependentes
de uma fonte exégena de Arg, uma vez que este aminoacido nio ¢ obtido pela via de
depuragio nitrogenada utilizada pelas aves.

A Arg ¢ requerida para sintese de varios compostos, tais como orniting,
poliaminas, prolina, creatina, Sintese de proteinas, 6xido nitrico e citrulina, em
conseqiiéncia ¢ o mais alto requerimento entre as espécies animais estudadas (Ball et al,
2007), adém da alta taxa de deposi¢do protéica pelo rapido crescimento das atuais
linhagens de corte. Neste sentido, a Arg ¢ considerada um aminoacido essencial para as
aves.

Na década de 60, ja era conhecida a participacao da Arg na secregdo do
horménio do crescimento (GH) e dos fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGF) (Merimee et al., 1965). O GH pode exercer diretamente seus efeitos nos tecidos,
por meio da diferenciagdo de células precursoras ou suas agoes podem ser mediadas por
um mecanismo indireto, mediado pelo aumento do IGF-I, que estimula a proliferacao
celular por mecanismos autocrinos e paracrinos (Isaksson et al., 1987).

Segundo Baylink et al. (1993), os efeitos dos aminoacidos essenciais, no tecido
6sseo em crescimento, S3o, provavelmente, mediados pelo IGF-I. Candlis et al. (1988)
foram os primeiros pesquisadores a demonstrar que os osteoblastos sintetizam IGF-1, e

gue este fator do crescimento tem efeito mitogénico em células do tecido dsseo.
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Similarmente a outros tecidos, a agdo dos fatores do crescimento no 0sso nao ¢
limitada somente a replicagao celular, mas também a fungdes diferenciadas, tais como a
produgdo de colageno e organizagdo da matriz dssea (Hock et al., 1988).

Chevalley et al. (1998) demonstraram que Arg e Lys aumentaram a produgao ‘in
vitro’ de IGF-I por osteoblastos mantidos em cultura.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagio de Lys e Arg na
dieta inicial sobre o desenvolvimento e metabolismo ésseo de frangos de corte ¢ a

influéncia sobre os niveis plasmaticos de IGF-I

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Aviario da Fazenda Experimental de Iguatemi,
da Universidade Estadual de Maringa, Maringa - PR. Todos procedimentos de criagdo
dos animais e de coleta de material biologico foram aprovados pelo Comité de Conduta
Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa,
tendo em vista que a metodologia utilizada atende aos principios éticos na
experimentagao animal, conforme preconiza o Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal.

Foram utilizados 1.760 pintos de corte, machos, Cobb, provenientes de matrizes
de 41 semanas de idade. As aves foram alojadas hum galpao convencional de 30 ms de
comprimento por 8 ms de largura, dividido em boxes de 6,3 m?, com cobertura de telha
francesa e lanternim, piso de concreto e paredes laterais de alvenaria com 0,40 m de
altura, completadas com tela de arame até o telhado. Foi utilizada cama do tipo casca de
arroz sobre o piso.

Durante os primeiros dias, foram utilizados comedouros tipo bandeja de 0,50m x
0,40 x 0,05m e bebedouros tipo copo de pressio, os quais foram substituidos,
gradativamente, pelo comedouro tubular e bebedouro automatico pendular. A ragdo e
agua foram fornecidas ‘ad libitum’ durante todo o periodo experimental.

O agquecimento inicial dos pintos foi utilizado lampadas infravermelhas,
dispostas no centro do circulo de protecdo. Foi utilizado um programa de iluminagdo
continua, durante a primeira semana e de 20 h de luz e quatro de escuridio diarias, até o
abate.

As temperaturas médias, minima e maxima, monitoradas diariamente dentro do

galpao foram, respectivamente, de 18°C e 26°C e a umidade relativa média de 49%. O
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monitoramento da temperatura e umidade do ar foi por meio de um termohigrografo
(Isuzu Seisakusho Co. Ltda).

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado de acordo
com um arranjo fatorial quatro x quatro (quatro niveis de Lys e quatro niveis de Arg),
totalizando 16 tratamentos com duas repeticdes e 55 aves por unidade experimental.

Foi adotado um programa nutricional de duas fases, uma inicial (1 a 21 dias) e
outra de crescimento e final (22 a 42 dias). Essas dietas, a base de milho, farelo de soja
e gluten de milho, foram formuladas de acordo com os valores de composi¢do quimica
dos alimentos e as recomendagdes nutricionais propostas por Rostagno et al. (2000). A
partir da racdo basal da fase inicial, foram compostas as ragdes experimentais pela
suplementagdo de HCL-Lys e L-Arg, constituidas por quatro niveis de Lys (100%,
120%, 140% e 160% do nivel estabelecido na ragdo basal) correspondentes a 1,189%;
1,427%; 1,665% e 1,902% de Lys digestivel combinados com quatro niveis de Arg
(100%, 120%, 140% e 160% do nivel estabelecido na ragdo basal) correspondentes a
1,217%; 1,416%; 1,615% e 1,814% de Arg digestivel (Tabela 1). A partir dos 22 dias
de idade, todas aves passaram a receber uma ragdo convencional para a fase de
crescimento, com 19% de PB, 3150 kcal/kg, 1,073% de Lis e 1,127% de Arg.

A composicdo quimica das dietas experimentais foi determinada pela
metodologia descrita por Silva (1990) (Tabela 01) e o conteido de aminoacidos foi
determinado por meio da cromatografialiquida de alta eficiéncia (HPLC).

Aos 7, 21 e 42 dias de idade foram colhidas amostras de sangue de quatro aves
por unidade experimental (oito aves/tratamento) para analise de fosfatase alcalina, gama
glutamil transpeptidase e IGF-1. Uma amostra de 3 ml de sangue foi obtida por pungao
cardiaca com seringa heparinizada para analise de IGF-| e outra amostrade 3 ml paraas
demais analises. Apods a retracdo do coagulo, as amostras foram centrifugadas a 3000
rpm. De cada tubo, foi retirado 1,0 ml de soro ou plasma que foi identificado e
armazenado em freezer -20° C.

O método utilizado para determinagdo de fosfatase alcalina e gama-GT foi 0
teste colorimétrico cinético da Diasys Diagnostic Systems. A concentragdo plasmatica
de IGF-| foi obtida por meio de um radioimunoensaio heterélogo, de acordo com o
procedimento descrito por Huybrechts ez al. (1985), apos extragdo das proteinas ligantes
de IGF-I (IGFBP) do plasma.



Tabela 1. Composigdo percentual e calculada das dietas experimentais dos frangos de corte no periodo inicial (1 a 21 dias)

Niveis de Lys, % 1,189 1,427 1,665 1,902

Niveis de Arg, % 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1,416 1615 1814 1,217 1416 1615 1814
Ingredientes (%)

Milho 61,54 61,05 6052 60,08 60,95 60,46 59,97 59,49 60,36 59,87 59,38 58,90 59,77 59,28 58,80 58,31
Gluten Milho 7,37 7,43 7,49 7,54 7,44 7,49 7,55 7,61 7,51 7,56 7,62 7,67 7,57 7,63 7,69 7,74
Oleo Soja 1,41 1,57 1,74 1,89 1,61 1,76 1,92 2,08 1,80 1,95 2,11 2,27 1,99 2,14 2,30 2,46
Soja Farelo 45% 2529 2531 2533 2535 2532 2534 2535 25,37 2534 2536 2538 25,39 2536 25,38 2540 25,42
Sal comum 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Bicarb. de Sodio 0,49 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,51 0,50 0,50 0,51 0,51
Calcario 38% 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91
Fosfato bic. 18% 1,88 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89 1,89
DL-Met 98% 0,20 0,20 0,22 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Lys 78% 0,47 0,47 0,47 0,47 0,77 0,77 0,77 0,77 1,08 1,08 1,08 1,08 1,38 1,38 1,38 1,38
L-Tre 98% 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
L-Arg 99% 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86 0,10 0,35 0,61 0,86
Premix 2. 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Valores calculados

Proteina, % 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14 21,14
Calcio, % 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900
Fosforo Disp. % 0450 0450 0,450 0,450 0,450 0450 0450 0,450 0450 0450 0450 0,450 0450 0450 0450 0,450
EM kcal/kg 3,060 3,050 3,050 3,050 3,060 3,050 3,050 3,050 3,050 3,050 3,050 3,050 3,060 3,050 3,050 3,050
Met+Cist Dig. % 0,844 0,844 0,844 0,844 0,844 0844 0844 0,844 0,844 0844 0844 0,844 0,844 0844 0844 0,844
Lys Dig. % 1,189 1,189 1,189 1,189 1,427 1,427 1,427 1,427 1,615 1615 1,615 1,615 1,902 1,902 1902 1,902
TreDig. % 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773 0,773
Arg Dig. % 1,217 1416 1615 1,814 1,217 1416 1615 1814 1,217 1416 1615 1814 1,217 1416 1615 1814
Sodio % 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218
Potassio % 0,664 0,663 0,662 0,661 0,663 0,662 0,661 0,660 0662 0661 066 0,659 0661 066 0659 0,658
Cloro % 0,188 0,187 0,186 0,185 0,242 0,241 0,240 0,239 0,296 0,295 0,294 0,293 0,349 0,348 0,347 0,346

Mistura Vitaminica (Contetido por kg de premix): Vit. A 7.000.000,00 UI; Vit. D3 2.200.000,00 UI; Vit.E 11.000,00 mg; Vit. K3 1.600,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 5.000,00 mg, Vit. B12 12.000,00 mg;

Niacina 35.000,00 mg; Acido Pantoténico 13.000,00 mg; Acido Félico 800,00 mg; Antioxidante 100.000,00; Veiculo q.s.p. 1.000,00g.
*Misturamineral (Contedido por kg de premix): Ferro 10.000,00 mg; Cobre 16.000,00 mg; Iodo 2.400,00 mg; Zinco 100.000,00 mg; Manganés 140.000,00 mg; Selénio 400,00 mg; Veiculo q.s.p. 1.000,00g.
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Apods a colheita do sangue, as aves foram sacrificadas por deslocamento cervical,
apos pesadas individualmente e retiradas as pernas. Apos remogao de todo tecido
aderente da perna esquerda, o fémur e a tibia foram pesados, € medidos o comprimento
e diametro, com auxilio de um paquimetro digital (mm). O indice de Seedor (Seedor et
al. 1991) foi obtido peladivisio do peso dos ossos (mg) pelo seu comprimento (mm).

As tibias esquerdas das quatro aves de cada unidade experimental (oito
aveg/tratamento) foram fervidas por 10 minutos, secas em estufa (48 h, 105°C) e
submetidas ao ensaio de flexao a taxa de deformagdo constante para material visco-
elastico, com equipamento de ensaio universal da Marca EMIC, modelo DL 10000, com
célula de carga de 500 kgf, velocidade do cabegote de 2 mm/min e distancia de apoio de
eixo aeixo de 2 cm paraaidade de 7 e 14 dias; 3,2 cm para os 21 dias e 5,5 para os 42
dias deidade.

Na por¢ao medial da diafise dssea foi medida a espessura do osso cortical, com
auxilio de paquimetro digital (mm) na fase lateral adjacente a fibula 6ssea e na regido
oposta, fase medial, obtendo-se duas medidas das quais foi calculado o valor médio de
espessura do 0sso cortical.

Os mesmos 0ssos foram, posteriormente, submetidos a extragao de gordura por
tratamento sucessivo em éter de petr