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RESUMO

A selecdo de linhagens de frangos de corte com altas taxas de crescimento e
aumento de rendimento muscular vem contribuindo para o surgimento de perdas
significativas na industria avicola em decorréncia de modificacdes anatdmicas. Dentre
estas alteracOes, destaca-se uma miopatia que se caracteriza pelo aparecimento de graus
de estrias esbranquicadas no musculo Pectoralis major, as quais seguem a direcdo da
fibra muscular, referida como white striping. A etiologia da white striping ainda é
desconhecida, mas avalia¢fes histologicas demonstraram que esta alteracdo é
usualmente associada a degeneragdo muscular e alteracdes miopéticas. Problemas de
qualidade da carne podem ser resultantes de mudancas estruturais, morfométricas e
bioquimicas do tecido muscular, com consequente alteracdo nas fibras musculares. Para
tanto este trabalho, conduzido através de dois experimentos, teve como objetivos
caracterizar histopatologicamente a miopatia white striping em diferentes graus de
severidade (NORM, MOD, SEV) no musculo Pectoralis major de frangos de corte e as
caracteristicas morfométricas das fibras musculares, bem como avaliar a incidéncia
desta condicdo em frangos de corte de linhagem Cobb abatidos aos 42 dias de idade. No
primeiro experimento, a avaliagdo histopatolégica demonstrou uma miopatia
degenerativa nos graus de severidade classificados como MOD e SEV, entretanto as
amostras de grau MOD apresentaram necrose ou necrose multifocal moderada,
enquanto as de grau SEV apresentaram necrose difusa e acentuada, sugerindo avancgo do
processo degenerativo. Nao foi observada proliferacdo de tecido conjuntivo em nenhum
dos graus de white striping analisados, caracterizando este caso como de ocorréncia
aguda. No segundo experimento, foram verificados menor area de tecido muscular,
menor didmentro e maior densidade de fibras nos masculos Pectoralis major de frangos
acometidos com white striping (MOD e SEV) quando comparado aos peitos sem esta
condi¢do (NORM). Conforme os resultados obtidos nesta pequisa, pode-se concluir que
as fibras com os graus MOD e SEV de white striping demonstraram o inicio de um

processo de regeneracdo muscular, de caracteristica hiperplasica.

Palavras-chave: estereologia, fibra muscular, lesdo muscular, miopatia, tecido

conjuntivo.



ABSTRACT

Genetic selection of broiler chickens for growth rate and increase of muscle
yield has contributed to the appearance of significant losses in the poultry industry
caused by anatomical changes. Among these alterations stands out a myophathy
characterized by the occurrence of white striations on Pectoralis major muscle, seen
parallel to the direction of muscle fibers, referred as white striping. The etiology of
white striping is still unknown but histological changes demonstrated that this
alteration is usually associated with muscle degeneration and myopatic changes. Meat
quality problems may result from structural, morphological and biochemical changes of
muscle tissue with consequent alterations in muscle fibers. To this study, two
experiments were conducted, and aimed to histopathologically characterize the
myopathy white striping at varying degrees of severity (NORM, MOD, SEV) on broilers
Pectoralis major muscle and the morphometric muscle fibers characteristics as well as
evaluate the incidence of this condition on Cobb 500 broiler breast fillets slaughtered at
42 days of age. The histopathological evaluation on experiment 1 showed a
degenerative myopathy in both MOD and SEV degrees, however the samples classified
as MOD showed microscopically necrosis or necrosis multifocal moderate, while the
classified as SEV showed necrosis diffuse and strong suggesting an advancement in the
degenerative process. The proliferation of connective tissue was not observed for either
of the degrees of white striping investigated, characterizing this profile as an acute
occurrence. In experiment 2, small area and diameter and higher densities of muscle
fiber were observed in broilers Pectoralis major muscle with white striping (MOD and
SEV) compared to NORM. According to the results, we can conclude that muscle fibers
with white striping showed the beginning of a muscle regeneration process with

hyperplasic characteristics.

Key-words: stereology, muscle fiber, muscle injury, miopathy, connective tissue.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frangos de corte e 0 maior
exportador de carne de frango, tendo atingindo uma producdo de 12,645 milhdes de
toneladas no ano de 2012. Nesse contexto, a regido sul é responséavel por mais de 73%
das exportagdes de carne de frango do Brasil (UBABEF, 2013). Além disso, 0 consumo
per capita nacional desta carne apresentou um aumento de 33,14% entre 2002 (33,8
kg/hab/ano) e 2012 (45 kg/hab/ano).

As razdes para este aumento da producdo, exportacdo e consumo da carne sao
atribuidas a imagem de um produto saudavel, sendo a carne considerada magra e rica
em proteina, ao aumento da disponibilidade de produtos processados e ao preco
relativamente baixo comparado a carne de outras espécies (PETRACCI, BIANCHI e
CAVANI, 2009).

Seguindo este crescimento a inddstria avicola objetiva, através do aprimoramento
na selecdo genética de linhagens de frangos de corte, produzir animais com maiores
taxas de crescimento muscular (VELLEMAN et al., 2003). Sendo assim, em virtude do
tipo de criacdo, em escala industrial, o melhoramento genético possibilitou o
desenvolvimento de carcagas mais magras, mais pesadas, de baixa deposicéo de gordura
e alto rendimento muscular, principalmente nos cortes nobres como as coxas e 0 peito
(NOGUEIRA, 2005).

Com este aumento das taxas de crescimento e do tamanho dos mausculos, a
ocorréncia de alteracdes anatdbmicas em frangos de corte, em especial dssea e muscular,
vem adquirindo importancia cada vez maior, contribuindo para o surgimento de perdas
significativas na cadeia avicola.

Dentre as alteragdes musculares presentes na carne de frango, destaca-se uma
miopatia que se caracteriza pelo aparecimento de Vvarios graus de estrias esbranquigadas
no masculo Pectoralis major, as quais seguem a diregdo da fibra muscular, sendo
chamada de white striping. Observada principalmente no musculo peitoral in natura,
estas estriaches também podem ser visualizadas nos musculos Pectoralis minor e
iliotibialis (KUTTAPPAN et al., 2012a; 2013a).

A etiologia da white striping ainda é desconhecida, porém sugere-se estar

relacionada com o aumento da taxa de ganho de peso e com a idade da ave. Estudos
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recentes encontraram que a severidade desta condicdo aumenta em frangos abatidos
com oito semanas de vida quando comparados a seis semanas (BAUERMEISTER et
al., 2009). Também tem sido demonstrado que, devido ao maior peso corporal, machos
possuem maior incidéncia desta miopatia, apresentando-a de uma forma mais severa
(KUTTAPPAN et al., 2009).

No Brasil, esta condicdo tem sido aparente em matadouros-frigorificos,
aumentando sua frequéncia a medida que as aves processadas aumentam de peso
corporeo. Ferreira e Kindlein (2013) verificaram relacéo positiva do peso do filé versus
a incidéncia e severidade de white striping. Os autores analisaram peitos de frango com
peso inferior e superior a 310g e concluiram que, das amostras com maior peso, 12,65%
apresentaram estriacOes de grau severo e 82,27% de grau moderado, em contrapartida
aos cortes de peso abaixo de 310g, que apresentaram incidéncia dos graus severo e
moderado de 3,08 e 84,62%, respectivamente.

Até o presente momento poucos sdo os relatos de alteragdes nos atributos de
qualidade de carne que sejam afetados pelo aparecimento destas estriagdes no masculo
peitoral das aves, porém Kuttappan et al. (2012a) verificaram que a intencdo de compra
pelo consumidor decresceu significativamente (50%) com o aparecimento de qualquer
grau de white striping, sendo a recusa atribuida a aparéncia gordurosa do produto.

Seguindo a tendéncia de maior peso ao abate com consequente aumento do
rendimento muscular da carne de peito, esta alteracdo tende a se tornar cada vez mais
frequente na linha de producéo de frangos de corte, sendo de suma importancia o maior
aprofundamento sobre esta condic¢do e, conforme Dubowitz et al. (2013), a avaliagdo
das alteracfes nas fibras musculares é fundamental para a interpretacdo de qualquer
base patoldgica, como esta miopatia.

Para tanto, este trabalho teve como objetivos caracterizar histopatologicamente a
miopatia white striping em diferentes graus de severidade no musculo Pectoralis major
de frangos de corte e as caracteristicas morfométricas das fibras musculares, bem como
avaliar a incidéncia desta condicdo em frangos de corte da linhagem Cobb aos 42 dias
de idade.

Sendo assim, o presente documento esta dividido em 3 sessoes:

Na sessdo |, apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre o assunto.
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Na sessdo |l apresenta-se um artigo cientifico em que se analisou
histopatologicamente o musculo Pectoralis major de frangos de corte acometidos com
white striping.

Na sessdo Ill, apresenta-se um artigo cientifico com foco nas analises histologicas
quantitativas das fibras do masculo Pectoralis major de frangos de corte da linhagem
Cobb com 42 dias de idade acometidos com diferentes graus de white striping.

E, por fim, apresentam-se as consideracdes finais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Programas de melhoramento genético em frangos de corte

Na avicultura, os ciclos de criacdo sdo muito curtos em comparagdo com outras
espécies de producdo de carne, 0 que permitiu que a genética evoluisse rapidamente nas
ultimas décadas (HAVENSTEIN, FERKET e QURESHI, 2003).

Em 1930, um frango demorava 105 dias para atingir 1,5 kg, apresentando uma
conversdo alimentar de 3,5, esta tendo diminuido para 1,91 em 1957 e alcangando 1,62
em 2001 (HAVENSTEIN, FERKET e QURESHI, 2003). De acordo com Mitchell
(1999 apud MACRAE et al., 2007), aos 42 dias de idade um frango de corte possui um
peso médio de 2,2 kg, tendo consumido somente 1,829 de alimento para alcangar 1,009
de ganho de peso/dia.

Segundo Triches et al. (2004 apud VOILA e TRICHES, 2013), o aumento do
consumo da carne de frango esta associado a quatro fatores basicos: a) substituicdo das
carnes vermelhas; b) melhor capacidade de coordenacdo da cadeia agroindustrial do
frango, aliado ao baixo preco relativo as outras carnes; ¢) grande aceitacdo da carne de
frango pela maioria da populacdo, e d) crescentes ganhos de produtividade na industria
da carne de frango em relacdo as melhorias tecnoldgicas, além do constante
desenvolvimento dos programas de selecdo genética que objetivam o aumento do
rendimento da carcaca destes animais.

A selecdo genética de frangos de corte com caracteristicas de producdo desejaveis,
incluindo incremento do rendimento muscular, em especial do musculo Pectoralis
major, e reducdo da gordura abdominal tem sido extremamente bem sucedida
(MACRAE et al., 2007), produzindo linhagens com altas e rapidas taxas de crescimento
muscular, aumentando o musculo peitoral e resultando em um aumento do numero e
diametro das fibras musculares (IWAMOTO, ONO e TAKAHARA, 1993;
REMIGNON et al., 1994, 1995; BURKE e HENRY, 1997; VERDIGLIONE e
CASSANDRO, 2013).

Autores verificaram que este crescimento muscular difere em frangos de corte e
aves poedeiras, sugerindo que, nos animais destinados a producdo de carne, a taxa de

sintese protéica nos musculos do peito € maior e a taxa de degradacdo protéica nos
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musculos do peito e das pernas é menor, quando comparado as poedeiras. Assim, 0 peso
corporeo do frango de corte tende a ser duas a trés vezes maior do que de uma ave
poedeira da mesma idade, devido a maior deposicdo de proteina nas partes comestiveis
da carcaca, principalmente no musculo peitoral (GONZALES e SARTORI, 2002).

Apesar da taxa de crescimento, da conversdo alimentar e da quantidade de
musculatura terem aumentado em raz&o dos programas de selecéo para frangos de corte,
a qualidade da carne foi alterada (DRANSFIELD e SOSNICKI, 1999), o que resultou
na criacdo de condicbes que favorecam a susceptibilidade as alteracdes metabolicas e a
mudancas na estrutura celular do musculo esquelético, tanto morfolégicas como
bioquimicas.

Soike e Bergmann (1997) observaram que frangos de corte de linhagens genéticas
com maior desenvolvimento de massa muscular na regido do peito e maior velocidade
de crescimento apresentaram reducdo na capacidade oxidativa da musculatura,
apresentando quase 100% de fibras brancas (anaerébicas, FG).

De acordo com Sosnick (1994), o aumento da massa muscular, associado as
condigdes sedentarias das aves leva a uma significante diminuicdo do gradiente de
pressdo arteriovenosa e a consequente diminuicdo do fluxo sanguineo capilar,
comprometendo o fornecimento de nutrientes bem como a purificagdo dos metabdlicos
produzidos pelas fibras musculares. Esta deficiéncia induz a distdrbios iénicos, como a
regulacdo do calcio necessario a contracdo muscular, tendo como consequéncia o
aparecimento de processos inflamatorios, necroticos e miopatias.

Segundo diversos autores, a selecdo genética resultou em um aumento na
tendéncia de miopatias esponténeas ou geradas pelo estresse (lesdo muscular) (SANTE
et al., 1991; LE BIHAN-DUVAL, MILLET e REMIGNON, 1999; MITCHELL, 1999
SANDERCOCK et al., 2001; MACRAE et al., 2007). Como consequéncia disto, por
razdes comerciais, 0s musculos da regido do peito sdo 0s mais susceptiveis a
apresentarem alteracdes histopatolégicas (SOIKE e BERGMANN, 1998).
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2.2 Descricdo anatomofisiologica do musculo Pectoralis major de frangos de corte

O musculo peitoral das aves é composto pelos mdsculos Pectoralis major e
supracoracoideus. O Pectoralis major € o principal contribuinte do aumento de
rendimento muscular em frangos de corte, e a selecdo para maiores rendimentos de
peito possui diferentes respostas no Pectoralis major quando comparado ao
supracoracoideus (ZAPATA et al., 2012).

O Pectoralis major é o masculo mais volumoso do corpo da ave formando, em
parte, a massa carnosa associada com o peito. E o maior muasculo do voo, tendo a
porcdo tordcica, como principal fungdo, tracionar a asa cranialmente e, a0 mesmo
tempo, baixar a borda de comando da asa inteira, além de representar o maior
componente muscular responsavel pela forca do movimento de descida e, da poténcia
do movimento ritmico do bater de asas (DYCE e WENSING, 2010). Ele tem origem na
quilha do esterno e da clavicula, seguindo diretamente para a superficie ventral do
tubérculo dorsal do umero. Localiza-se dorsalmente ao radio e seu curto tenddo passa
subcutaneamente sobre a superficie craniodorsal da articulacdo do carpo e termina na
extremidade proximal do osso metacarpico (DYCE e WENSING, 2010).

Anatomicamente, este musculo é dividido em trés porcdes: tordcica, de maior
massa muscular; propatagial, associada com o tensor propatagial, e abdominal
representada como um feixe muscular cutaneo composto de dois feixes musculares
(subcutaneo toracico e abdominal) (Figura 1) (VANDEN BERGE, 1975).

Figura 1 - Localizagéo anatdmica do musculo Pectoralis major

Fonte: Dyce e Wensing (2010)

1. Pectoralis major; 2. Supracoracoideus; 3. Umero: 4. Esterno; 5. Clavicula
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A iniciacdo e o0 crescimento muscular implicam, automaticamente em: (1)
sintese das moléculas complexas de proteinas que sdo especificas para o tecido e a
secrecdo de seus componentes necessarios (aminoacidos); (2) alinhamento preciso das
proteinas especificas no elemento estrutural peculiar do mausculo (fibras), e (3)
diferenciacdo subsequente e desenvolvimento das fibras de acordo com o tipo e fungédo
do masculo (LAWRIE, 2005).

Metabolicamente, existem dois tipos de musculos esqueléticos: o vermelho e o
branco. O vermelho é constituido predominantemente por fibras oxidativas e o branco
por fibras glicoliticas (PRATA e FUKUDA, 2001). Em razdo das diferencas nas
propriedades metabolicas e contrateis entre as fibras musculares, elas dividem-se,
histoquimicamente, em fibras dos tipos | ou SO (metabolismo oxidativo e de contracao
lenta), 1A ou FOG (metabolismo oxidativo-glicolitico e de contracdo rapida) e 1B ou
FG (metabolismo glicolitico e de contracdo répida) (PETER et al., 1972; BANKS,
1992).

Nas galinhas e frangos de corte, 0 masculo peitoral tem predominantemente FG e
FOG e, histologicamente, apresenta-se com uma baixa densidade de capilares
sanguineos e mitocondrias intracelulares. J& os muasculos vermelhos da coxa e
sobrecoxa sdo ricamente vascularizados e possuem um grande nimero de mitocéndrias
e maior presenca de fibras do tipo SO e FOG. Esta distribuigéo de fibras musculares em
um determinado musculo, nas diferentes espécies animais e individuos, sdo adaptacGes
funcionais aos seus diversos tipos de atividade (GONZALES e SARTORI, 2002).

Madeira et al. (2006) concluiram que machos apresentam maior massa muscular e
musculatura mais glicolitica que as fémeas, e que a maior massa muscular das aves
selecionadas para altas taxas de crescimento esta relacionada ao aumento na area dos
trés tipos de fibras musculares (SO, FOG e FG). Remignon et al. (1994), estudando
frangos de corte machos de diferentes idades e pesos vivos, concluiram que o musculo
Pectoralis major é inteiramente composto por fibras glicoliticas do tipo 1B e, em duas
linhagem selecionadas, nem a distribuicdo do tipo de fibra nem os trés tipos de
isoformas rapidas de miosina se diferenciaram.

Como a maioria dos musculos esqueléticos, 0 muasculo peitoral maduro da ave é
similar ao dos mamiferos, contendo os mesmos tipos de proteinas contrateis (miosina,

actina e as suas proteinas associadas), arranjadas de tal modo que lhe confere uma
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aparéncia estriada. Esta aparéncia das fibras musculares deve-se a disposi¢do em série
dos sarcomeros dentro das organelas especializadas para a contragdo, as miofibrilas
(PRATA e FUKUDA, 2001).

Histologicamente, a fibra muscular esquelética caracteriza-se por ser uma célula
alongada com uma extremidade ligeiramente afilada ou arredondada. A maioria das
fibras musculares possui entre um (1) e 40 mm de comprimento e variam de 10 a 100
um de didmetro (Figura 2). Estas células sdo multinucleadas e estriadas, sendo 0s
nucleos localizados na periferia da célula, exceto em peixes cuja localizacdo é central
(BANKS, 1992).

Figura 2 — Fotomicrografia de corte histoldgico transversal (visualizacdo do diametro
das fibras) do musculo Pectoralis major de um frango de corte com 21 dias de idade.
HE. Obj. 40x.

Fonte: Quadros (2012)

Os mecanismos que regulam o namero, tipo e tamanho das fibras musculares sdo
fundamentais para o entendimento do desenvolvimento muscular e sdo definidos em
dois periodos distintos: pré e pos-natal (GONZALES e SARTORI, 2002). Primeiro, na
fase embrionéria, estabelece-se o numero de fibras musculares através de células
precursoras que determinam a expressao de genes musculos-especificos, caracterizando
uma situacdo de hiperplasia e, posteriormente, no periodo pés-eclosdo, ocorre o

desenvolvimento das fibras musculares caracterizando um processo celular chamado de
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hipertrofia destas fibras, principalmente através do acréscimo de proteina e nucleos
originados da proliferacdo e fusdo de células satélites (CHIST e BRAND-SABERI,
2002). Esses nucleos adicionais sdo formados por mitose e pela fusdo das células
satélites. Conforme descrito por Kennedy et al. (1988), 0 mesmo processo ocorre em
aves submetidas a esforco muscular onde, além da hipertrofia, foi possivel verificar a
formacéo de novas fibras no muasculo Anterior latissimus dorsi.

Tal fato foi confirmado por Remignon et al. (1994, 1995) que, ao estudar frangos
de corte com diferentes taxas de crescimento (rapido e lento), demonstraram que 0s
animais de crescimento rapido possuiam o musculo Anterior latissimus dorsi com até
20% a mais de fibras, assim como um aumento do diametro destas fibras (area
transversal) em comparacdo com os de crescimento mais lento.

Ainda que ndo haja crescimento consideravel em numero de fibras musculares
apos a eclosdo, um aumento no contetdo de DNA €é observado no crescimento pos-
eclosdo devido a atividade das células satélite (MAURO, 1961). De acordo com Picard
et al. (2010), este aumento de massa muscular no periodo pos-natal é atingido pela
hipertrofia das fibras existentes em razdo da fusdo das células satélites com as fibras
musculares. Sendo assim, a alteracdo nas taxas de atividade mitdtica das células satélite
tende a ser uma explicagdo para 0 aumento no nimero de ndcleos da fibra muscular a
medida que as aves crescem. Moss e Leblond (1971) concluiram que a atividade
mitotica das células satélite responde por todos os nucleos incorporados em fibras
musculares normais apos o nascimento.

Pesquisas desenvolvidas por Soike e Bergmann (1998), Mills (2001),
Scheuermann (2004b), Macrae et al. (2006), Felicio et al. (2008) e Petracci et al.
(2013b) observaram que, na selecdo para linhagens de alto crescimento, as fibras
musculares obtiveram aumentos no tamanho, didmetro e comprimento, sendo esta
diferenga associada ao aumento no numero de fibras gigantes, as quais possuem areas
de seccéo transversal trés (3) a cinco (5) vezes maiores que as normais, embora isto
possa ser resultado de uma contracdo severa (fibras hipercontrateis) (ABERLE e
STEWART, 1983; REMIGNON et al., 1994, 1995; GUERNEC et al., 2003 apud
BERRI et al., 2007; DRANSFIELD e SOSNICKI, 1999; REMIGNON et al., 2000).
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Além do diametro, linhagens de rapido crescimento possuem maior densidade de
fibras musculares quando comparadas as de crescimento lento (SCHEUERMANN et
al., 2004a; PETRACCI et al., 2013a).

Conforme Macrae et al. (2006), 0 aumento do tamanho, didametro e densidade da
fibra muscular em conjunto com o inadequado suprimento capilar podem induzir um
estresse metabdlico intermediario devido a grande distancia para difusdo do oxigénio,
metabolitos e eliminacdo de residuos, sendo estes fatos negativamente relacionados a
qualidade da carne, atributo que, em conjunto com 0s componentes nutricionais, esta
entre as principais preocupagdes dos consumidores com relacdo as caracteristicas da
carne de frango (DRANSFIELD e SOSNICKI, 1999; DUCLOS, BERRI e LE BIHAN-
DUVAL, 2007; ZHANG et al., 2012).

Entretanto, as consequéncias desta hipertrofia da fibra muscular na qualidade da
carne de frangos de corte ainda ndo recebe a devida atencdo. Poucos estudos foram
feitos com foco nas consequéncias de tais melhorias na composicéo da carcaga sobre as
propriedades sensoriais e funcionais na carne para posterior processamento (BERRI et
al., 2007).

2.3 Alteragdes anatdmicas em frangos de corte

Para a avicultura, as condenacdes de carcacas representam uma das maiores
causas de prejuizo econémico, pois toneladas de carne sdo diariamente descartadas no
processo de abate em decorréncia de lesfes anatomicas e tecnopatias (ZIMERMANN,
2008; FERREIRA, SESTERHENN e KINDLEIN, 2012). Em perus e frangos de corte,
o aperfeicoamento da performance produtiva tem desencadeado alguns efeitos
negativos na miologia e tecido 6sseo destes animais (DRANSFIELD e SOSNICKI,
1999; BESSI, 2006).

Gonzales e Sartori (2002) descreveram que alteracBes patoldgicas ocorrem
principalmente nos musculos que apresentam um grande ndmero de fibras FG, como é o
caso do Pectoralis major, as quais sofrem um processo degenerativo. Este processo
inicia com modulagdes de fibras FOG em FG, seguidas de alteracGes degenerativas e
perda da funcdo das fibras. Autores sugerem que as alteragfes quantitativas sdo mais

relevantes para uma degeneracdo distrofica hereditaria de frangos de corte do que as



25

alteracbes qualitativas (ASHMORE e DOERR, 1971; BARNARD et al., 1982;
ISHIMOTO, GOTO e KUROIWA, 1988).

Conforme Dubowitz et al. (2013), a avaliacdo das alteracBes nas fibras
musculares sdo fundamentais para a interpretacdo de qualquer base patoldgica. Em
normalidade, as fibras musculares possuem formato poligonal, porém em situacdes
patolégicas, como em distrofias musculares, elas podem apresentar um formato
arredondado.

De acordo com Petracci e Cavani (2012), os maiores problemas de qualidade de
carne em frangos de corte estdo associados a Miopatia Peitoral Profunda e a White
Striping, ambas afetando a aparéncia do produto final.

2.3.1 White striping

A miopatia white striping caracteriza-se pelo aparecimento de varios graus de
estrias esbranquicgadas na superficie do musculo Pectoralis major de frangos de corte as
quais seguem a direcdo da fibra muscular (BAUERMEISTER et al., 2009;
KUTTAPPAN et al., 2009).

Macroscopicamente, categoriza-se esta condi¢cdo de acordo com o grau de
estriagbes presentes no musculo peitoral em: normal (NORM), sem estriacdes
aparentes; moderado (MOD), estriacdes visiveis no musculo e inferiores a um (1) mm
de espessura, e severo (SEV), com estriacbes superiores a um (1) mm e facilmente
observadas na superficie do musculo (KUTTAPPAN et al., 2009).

Estudos anteriores mencionaram a presenca de estrias esbranquicadas no musculo
peitoral de frangos de corte e, ocasionalmente, no musculo da perna, semelhante as
descritas na ocorréncia de white striping, entretanto, esta alteragdo foi associada a
condigdo de distrofia muscular induzida pela deficiéncia nutricional de vitamina E na
dieta das aves (DAM, PHANG e SONDERGAARD, 1952; SCOTT et al., 1955;
MACHLIN e SHALKOP, 1956; MACHLIN e PEARSON, 1956; NESHEIM,
LEONARD e SCOTT, 1959; FERGUSON et al., 1964; BUNYAN et al., 1967; NETKE
etal., 1969; KLASING, 2008).

Porém, em pesquisa realizada por Kuttappan et al. (2012c), estudou-se a

similaridade da aparéncia entre animais acometidos com white striping e distrofia
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muscular nutricional ocasionada pela deficiéncia de vitamina E, concluindo que o nivel
de vitamina E na dieta ndo estd associado com a ocorréncia de white striping no
musculo peitoral de frangos de corte.

Petracci et al. (2013a), estudando a incidéncia desta miopatia em criagdes
comerciais de frangos de corte na Itlia, analisaram 28.000 aves oriundas de 56 lotes e
encontraram uma incidéncia total de 12% de frangos acometidos com white striping,
sendo 8,9% classificados com grau moderado e 3,1% de grau severo.

Com o objetivo de estudar a relacdo entre a severidade de white striping e 0
crescimento de frangos de corte, Bauermeister et al. (2009) verificaram aumento da
incidéncia e da severidade desta miopatia com 0 aumento do peso vivo e do peso dos
filés de peito, tendo tambem aumentado a severidade nos animais abatidos com oito
semanas de idade quando comparados aos abatidos com seis semanas.

As causas da formacdo de white striping sé&o desconhecidas, mas avaliagOes
histolégicas demonstraram que esta alteracdo é usualmente associada a degeneracao
muscular e alteragdes miopaticas abaixo da area com estriagdo, como perda das
estriacbes  transversais, variabilidade no tamanho da fibra, degeneragéo
flocular/vacuolar e lise das fibras, mineralizacdo moderada, regeneracéo, infiltracdo de
células mononucleares, lipidose, inflamacg&o intersticial e fibrose (KUTTAPPAN et al.,
2011 e 2013b; PETRACCI et al., 2013b). De acordo com Kuttappan et al. (2011), ha
um significante aumento de lesdes degerativas e necroticas, além de fibrose e lipidose, a
medida em que o grau de white striping aumenta, tendo os autores classificado as
alteracOes apresentadas como um caso de distrofia muscular idiopatica.

Com relacéo ao perfil hematolégico e soroldgico dos frangos de corte acometidos
com white striping, Kuttappan et al. (2013c) ndo encontraram diferencas em varios
parametros hematologicos, porém foram observados aumentos nos niveis séricos de
creatina quinase, alanina transaminase, aspartato aminotransferase e lactato
desidrogenase nos animais cujos musculos foram classificados como de grau severo.
Estes resultados, segundo os autores, sugerem que ndo ha infeccdo sistémica ou
inflamatdria associada ao grau severo de white striping. O aumento do nivel sérico das
enzimas confirma uma lesdo muscular associada com miopatia degenerativa nos

animais de grau severo.
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Conforme Kuttappan et al. (2012b), o aumento das taxas de crescimento resulta
em maior incidéncia de frangos de corte acometidos com white striping, e 0s Vvarios
graus desta miopatia estdo associados com alteracdes na composicdo quimica destes
filés de peito. Corroborando com esta afirmativa, em outro trabalho, Kuttappan et al.
(2013b) observaram acréscimo no teor de gordura muscular e decréscimo de proteina,
conforme o aumento do grau de white striping, concluindo que estas alteragOes
histopatoldgicas indicam uma miopatia degenerativa que pode estar associada com a
taxa de crescimento das aves.

Avaliando as caracteristicas fisico-quimicas de filés de peito de aves acometidas
com white striping, Kuttappan et al. (2013a) aferiram as dimensdes dos filés
(comprimento, largura, espessura cranial e caudal), o pH, a cor (L*[luminosidade],
a*[tom de vermelho] e b* [tom de amarelo]), a perda de peso por cocc¢édo e a forca de
cisalhamento e concluiram que o grau de white striping ndo influenciou (P>0,05) os
valores de pH, L*, a*, perda de peso por coccéo e forga de cisalhamento. Entretanto, nas
amostras consideradas de grau severo de white striping foram observados aumentos
significativos na espessura cranial e no tom de amarelo (b*), o que pode comprometer a
gualidade estética do produto comercializado.

De acordo com Kuttappan et al. (2012a), este fendmeno de etiologia desconhecida
esta afetando a aceitacdo do consumidor com relacdo a severidade da mesma no filé do
peito. O estudo relata que 50% dos consumidores consultados ndo comprariam a carne
que apresentasse filetes de estrias de graus moderado ou severo. Dentre os problemas
relacionados a carne de aves, acredita-se que, similarmente a suinos, a incidéncia de
problemas de coloracdo na carne ocorre em 5-40% das carcagas e compromete a
aparéncia geral do produto final, atributo de grande valia para 0s europeus e para 0S
consumidores mais exigentes.

Sendo assim, em razdo do pouco conhecimento a respeito desta miopatia e por
afetar o aspecto visual de um dos cortes de maior valor comercial da carne de frangos,

torna-se de suma importancia um maior aprofundamento desta condicdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Caracterizar histopatologicamente a miopatia white striping em diferentes graus
de severidade no musculo Pectoralis major de frangos de corte da linhagem Cobb

abatidos aos 42 dias de idade.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar as caracteristicas microscopicas do muasculo Pectoralis major com
diferentes graus de white striping.

- Estudar a morfometria das fibras musculares de peitos de frangos de corte
acometidos com os diferentes graus de white striping.

- Avaliar a incidéncia desta miopatia em frangos de corte de linhagem comercial

abatidos aos 42 dias de idade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Para o presente estudo, foram conduzidos dois experimentos, ambos realizados
em um matadouro-frigorifico de aves sob inspecdo do Sistema Brasileiro de Inspecédo de
Produtos de Origem Animal (SISBI) localizado no municipio de Morro Reuter, Rio
Grande do Sul.

4.1.1 Experimento 1

No primeiro experimento, realizado em dezembro de 2011 (verdo), as amostras
foram selecionadas a partir de um lote de 25.520 frangos de corte, machos, da linhagem
Cobb 500, abatidos aos 42 dias de idade. O peso vivo médio dos animais foi de 3,2 +
0,2 kg. O critério para coleta das amostras foi a presenca de estriacBes esbranquigadas
no musculo Pectoralis major, sugestivas aos graus moderado e severo da miopatia white
striping, perfazendo um total de 30 amostras coletadas (15 amostras/grau). Apds a
coleta dos musculos Pectoralis major, as amostras foras fixadas em formalina

tamponada a 10% para realizagdo de analises histopatoldgicas.

4.1.2 Experimento 2

Para o segundo experimento foram coletados, em novembro de 2012 (veréo),
aleatoriamente, 144 peitos de frangos de corte de um lote de 14.400 animais, machos, da
linhagem Cobb, abatidos aos 42 dias de idade para analise macroscopica do musculo
Pectoralis major e classificagcdo quanto ao grau de severidade de white striping. Apos a
avaliacdo e célculo da incidéncia, foram selecionados 30 fragmentos musculares (10
amostras/grau [normal, moderado e severo]) para a realizacdo de analises

histomorfométricas.
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4.2 Avaliacdo macroscopica do musculo Pectoralis major

Em ambos o0s experimentos, a classificagdo macroscopica foi realizada
baseando-se na avaliagédo visual de estriacdes esbranquicadas posicionadas em paralelo
das fibras musculares no musculo Pectoralis major, sugestivas a miopatia white
striping. Categorizaram-se os filés baseando-se no grau de severidade desta condicao
conforme descrito por Kuttappan et al. (2009) em: normal (NORM), sem estriacdes
aparentes; moderado (MOD), estriagdes visiveis no musculo e inferiores a um (1) mm
de espessura, e em severo (SEV), com estriacOes superiores a um (1) mm e facilmente
observadas na superficie do muasculo, de acordo com o demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Classificacdo de white striping no musculo Pectoralis major de frangos de
corte. A) normal (NORM); B) moderado (MOD), e C) severo (SEV).

Fonte: Kuttappan et al. (2012a)

4.3 Analise histologica do musculo Pectoralis major

As andlises histoldgicas foram realizadas no Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras de musculo ja fixadas foram
seccionadas transversalmente em aproximadamente cinco (5) mm de espessura,
desidratadas em séries de etanol em concentracdes crescentes (30-100%), diafanizadas
em solucdo de alcool mais xilol (1:1) e em xilol (3x) e incluidas em parafina.
Posteriormente, seccionaram-se 0s blocos em cortes de trés (3) um de espessura com o

uso de um micrétomo Leica RM 2125RT e procedeu-se a coloragdo das laminas com
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Tricromico de Masson (tecido conjuntivo) e com Hematoxilina-Eosina (tecido
muscular), de acordo com Luna (1968).
Conforme descrito por Dubowitz et al. (2013), esta técnica de coloracdo para
tecido muscular permite a visualizacdo de toda a estrutura tecidual com relacdo a
morfologia geral das fibras permitindo analisar seu diametro, arquitetura, forma e
tamanho, além de analisar nucleos, tecido adiposo e fibroso, a presenga de células
inflamatdrias e vacuolos e de componentes vasculares e neurais.
O exame das laminas foi realizado em microscopia de luz com objetiva em
microscopio Leica ICC50 HD com camera acoplada utilizando-se as objetivas de 20x,

para o primeiro experimento, e de 10x, para 0 segundo experimento.

4.3.1 Anélises morfométricas: morfometria quantitativa

Para as analises de morfometria (area, densidade e diametro minimo da fibra
muscular e densidade do volume parcial) de cada fragmento transversal muscular
coletado, foram realizados cortes semi-seriados de trés (3) um de espessura com
espacamento de cinco (5) cortes utilizando-se o micrétomo Leica RM 2125RT,
totalizando 10 cortes por amostra e posteriormente corados pelo método de
Hematoxilina-Eosina. As laminas foram fotografadas utilizando-se o microscopio Leica
ICC50 HD na objetiva de 10x acoplado a um Sistema Analisador de Imagem
Computadorizada da Leica (Digital Image Processing and Analysis Software for
Professional Microscopy — Qwin V3).

As mensurag0es das fibras foram medidas conforme Dubowitz e Brooke (1984)
a partir da andlise de imagem computadorizada utilizando-se o software Image Pro-
Plus® vers&o 6.0 com uma restricdo de borda e no tamanho de &rea de 3.000 a 20.000
pixels (apds convertido em cm?), conforme demonstrado na Figura 4. Anterior a esta
andlise, foi necessaria a realizacdo de um ajuste nas imagens para a remocao de
artefatos da coloragdo utilizando o software Photoshop®, objetivando uma melhor

visualizacao das fibras musculares.
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Figura 4 — Analise morfométrica de corte transversal de tecido muscular do peito de
frango de corte utilizando-se o software Image Pro-Plus® demonstrando a area

mensurada. Obj 10x.

£ apl20-13 10w - Sipg (171)

Com o intuito de complementar as informagBes obtidas com as analises
morfométricas de area e diamento minimo da fibra muscular, utilizou-se a estereologia,
técnica morfométrica usada para quantificar estruturas tridimensionais a partir de cortes
bidimensionais (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995).

A densidade de volume parcial (Vv) das fibras musculares de cada amostra, a
partir de analises estereoldgicas, foi realizada por meio da sobreposicdo, utilizando o
sistema-teste multifunctional M42 (WEIBEL, 1979), conforme demonstrado na Figura
5. Esse sistema-teste conta com 42 pontos testes, fotocopiado em uma transparéncia e
sobreposto sobre cada ponto da seccdo selecionada. O volume parcial das fibras
musculares foi expresso como porcentagem e obtido pelo nimero de pontos testes que
caiam sobre a superficie das fibras musculares e o nimero total de pontos na grade. O

volume parcial foi obtido pela equagdo mostrada a seguir:

Vv = XP (FIBRA MUSCULAR) / ZP (VOLUME REFERENCIAL) . 100

Em que:

XP (fibra muscular) = ndmero de pontos do sistema teste caindo sobre a camada
especifica;

XP (volume referencial) = nimero total de pontos na grade.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do sistema-teste multifuncional M42 sobreposto
a fotomicrografia das fibras musculares. Obj 10x.

4.4 Andlises estatisticas

Os dados foram analizados usando Analise de varidncia ANOVA sendo
considerados os graus de white striping. Cada ave foi considerada como uma unidade
experimental. No primeiro experimento (artigo 1), foram estimados os escores medios
para cada grau de white striping (MOD e SEV) e para cada caracteristica
histopatologica (I- somente necrose , Il- necrose calcificada e IllI- necrose com
mineralizacéo calcificada) e as diferencas significativas foram calculadas por meio do
Teste Tukey (P < 0,05). No segundo experimento (artigo 2), a analise exploratoria dos
dados foi obtida atraves da estimativa da matriz de correlagdo. Além disso, foi realizada
Analise de Variancia em Modelo de Regressdo Linear Simples considerando os efeitos
mistos para investigar os efeitos do tratamento sobre as varidveis morfométricas
(densidade do volume parcial, area total, densidade de fibras e didmetro minimo das
fibras musculares) segundo a formula abaixo:

Yijk = p+ @i+ ¥j + B Xijk + €ijk

Em que: Y« é a variavel dependente, i (= 1, 2, 3) séo os tratamentos, j (= 1, ..., 30) séo
0s animais, e k (= 1, ... ,10 ) sdo as repeti¢cdes das imagens. Além disto, pu é a média
geral, a; € 0 efeito fixo associado ao tratamento (i), y; é o efeito aleatorio associado ao

animal (j), B ¢ o coeficiente de regressdo para a relagdo entre a variavel dependente ¢ 0
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peso do peito do animal (co-variavel). Xijk ¢ o peso do corpo e €ijk ¢ o erro. Foi suposto
que os efeitos aleatérios e erros sdo independentes e distribuidos em normalidade
segundo y; ~N (0, 1) e gijk ~ N (0, 6°).

Ap0s, para analisar a significancia da regressao, foi realizado o procedimento de
comparacdo pareada mdaltipla utilizando o teste de Tukey (5%). As andlises foram
realizadas no Software Estatistico R (R CORE TEAM, 2013), utilizando os
procedimentos matematicos nlme (PINHEIRO et al., 2013) e multcomp (HOTHORN,
BRETZ e WESTFALL, 2008).
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5 ARTIGO CIENTIFICO 1

Histopatologia do musculo Pectoralis major de frangos de corte com white striping

Histopathology of the Pectoralis major muscle with white striping in broilers

T.Z. Ferreira, R.A. Casagrande, S.L. Vieira, D. Driemeier and L. Kindlein.

RESUMO

Relatos do aparecimento de white striping em peitos de frangos de corte estéo
aumentando e gerando preocupacdes ao setor avicola, ocasionando impactos negativos
na aceitagdo do consumidor. Este estudo objetivou caracterizar macro e
microscopicamente a condigdo de white striping de diferentes graus de severidade em
peitos de frangos de corte Cobb 500 abatidos aos 42 dias de idade. Os peitos de 2.512
carcacas de frangos com white striping foram coletados e classificados
macroscopicamente de acordo com o grau de severidade das estriagdes em moderado
(MOD) e severo (SEV), sendo posteriormente analisados histologicamente. A avaliagdo
microscopica demonstrou uma miopatia degenerativa nos graus MOD e SEV, entretanto
as amostras de grau MOD (7,38%) apresentaram somente necrose ou necrose multifocal
moderada, enquanto que as de grau SEV (2,46%) apresentaram necrose difusa e
acentuada. Nao foi observado proliferacdo de tecido conjuntivo em nenhum dos graus
de white striping analisados, caracterizando este caso como de ocorréncia aguda.

Palavras chave: fibra muscular, peitos de frangos de corte, necrose, tecido conjuntivo.

Este artigo foi submetido ao Periddico Journal of Applied Poultry Research
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ABSTRACT

Market reports of white striping in broiler breast fillets have been increasing
which has generated concerns on the broiler meat industry regarding negative impacts
on consumer acceptance. This study was conducted to characterize macro - and
microscopically the condition of white striping at varying degrees of severity on Cobb
500 broiler breast fillets slaughtered at 42 days of age. Carcasses of 2,512 broilers
presenting white striping were slaughtered and macroscopically classified according to
the degree of severity of the striations as moderate (MOD) and severe (SEV) being
further histologically evaluated Microscopical evaluation demonstrated a degenerative
myopathy in both moderate and severe cases, but 75% of those breast fillets were
classified as MOD. Typically, the samples classified macroscopically as MOD (7,38%)
degree showed microscopically necrosis only or moderate multifocal necrosis, while the
classified as SEV (2,46%) showed necrosis diffuse and strong. The proliferation of
connective tissue was not observed for either of the degrees of white striping

investigated, characterizing this profile as an acute occurrence.

Key words: broiler breast fillet, connective tissue, muscle fiber, necrosis.

INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frangos de corte e o maior
exportador desta carne, tendo produzido em 2012 cerca de 12,645 milhdes de toneladas
[1]. A avicultura permite rapida evolucdo genética com foco em aprimoramento do
rendimento muscular [2].

A selecéo genética para frangos de corte tem sido continua nas ultimas décadas,
0 que gerou enormes melhorias na performance, bem como na conformacao corporea.
Atualmente, a propor¢do do masculo peitoral de frangos de corte € muito maior do que
a massa corporal (cerca de 3,5 vezes) quando comparados a frangos sem quaisquer
selecdo genética desde 1930 [3]. Ainda assim, o melhoramento das linhagens continua,

visando aumento de rendimentos do musculo do peito de frangos de corte.
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Plantas processadoras de frangos de corte relatam o recente aumento do
aparecimento de diferentes graus de estrias esbranquicadas no musculo do peito de
frangos de corte, sendo chamada de white striping [4]. Esta condi¢do também esta sendo
diretamente associada a idade e ao peso vivo da ave, caracterizando-se como uma
distrofia muscular de etiologia desconhecida [5-7].

A estriacdo branca caracterizada como white striping normalmente se inicia na
porcdo cranial do peito perto da juncdo da asa. Com a evolucdo da condicdo, as
estriaches se tornam mais aparentes [6]. Pesquisas histologicas do tecido acometido
com estas estriacfes esbranquicadas revelam um aumento de células adiposas e de
tecido conjuntivo infiltrado nas areas de degeneracdo das fibras musculares [4,8,9].

A severidade desta condicao pode ser classificada com base no aspecto visual do
musculo peitoral de frangos de corte e classificada com base no grau de severidade em
normal (NORM), moderado (MOD) e severo (SEV) [4].

O presente estudo objetivou caracterizar macro e microscopicamente a condigédo
de white striping de diferentes graus de severidade em peitos de frangos de corte da
linhagem Cobb 500 abatidos aos 42 dias de vida e avaliar a fase evolutiva desta

miopatia.

MATERIAL E METODOS

Frangos de corte Cobb 500, machos, com 42 dias de idade, com peso médio de 3,2
+ 0,2 kg, foram abatidos em um matadouro-frigorifico localizado no municipio Morro
Reuter/RS/Brasil. De um total de 25.250 aves processadas, 2.512 apresentaram algum
grau de white striping (9,84%, MOD e SEV), as quais foram coletadas para avaliagdes
posteriores.

A classificacdo macroscopica das carcacas (n = 2,512) foi mensurada de acordo
com o grau de severidade das estriacBes aparentes no musculo peitoral em: normal
(NORM), moderada (MOD) e severa (SEV) [6]. Os filés classificados como MOD
exibiam estriagdes < um (1) mm de espessura e visiveis na superficie, enquanto que 0s
filés classificados como SEV exibiam linhas esbranquicadas paralelas as fibras
musculares tendo uma espessura superior a um (1) mm e facilmente visivel na

superficie do masculo (Figura 1) [6,10].
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Figura 1 - Musculo do peito (Pectoralis major) de frango de corte de consisténcia firme
e difusa, exibindo estrias musculares de white striping classificadas,
macroscopicamente, como de grau severo (SEV).

As amostras do musculo Pectoralis major foram coletadas apds a etapa de
gotejamento do processo de abate, fixadas em formalina tamponada a 10% e enviadas
ao setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para
exame histopatolégico. As por¢gdes musculares da regido crénio-ventral e da superficie
lateral foram seccionadas em aproximadamente cinco (5) mm de espessura, desidratadas
em séries de solucBes de etanol em concentragdes crescentes (30-100%), diafanizadas
em solucdo de alcool mais xilol (1:1) e em xilol (3x) e incluidas em parafina. Foram
coletadas duas porcOes musculares de cada amostra. Posteriormente, os blocos foram
seccionados [11] em cortes de trés (3) um de espessura e procedeu-se a coloracdo das
laminas com Hematoxilina-Eosina (HE) para anélise das caracteristicas histopatoldgicas
e da evolugdo desta miopatia dividindo-a em Ill fases de necrose dos tecidos. As
laminas também foram coradas com Tricromico de Masson para analise de proliferacdo
de tecido conjuntivo. O exame das laminas foi realizado em microscopia de luz [12]
utilizando-se o microscopio Leica ICC50 HD com objetiva de 20x.

Analise Estatistica
Os dados foram analisados utilizando a analise de variancia ANOVA, sendo

considerados os graus de white striping. Foram estimados escores médios para cada
grau de white striping (MOD e SEV) e para cada fase de evolugédo do processo avaliado
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histologicamente (somente necrose, necrose multifocal e necrose difusa e acentuada) e
as diferengas significativas foram calculadas utilizando o Teste Tukey (P < 0,05) [13].

Cada ave foi considerada como uma unidade experimental.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 2.512 (9,84%) carcacas analisadas, 1.884 (7,38%) apresentaram,
macroscopicamente, o musculo peitoral (Pectoralis major) com presenca de white
striping de grau moderado (MOD) e 628 (2,46%) carcacas consideradas de grau severo
(SEV). Percentuais similares foram verificados por Petracci et al. [14] estudando a
incidéncia desta miopatia em criacfes comerciais de frangos de corte na Italia, quando
0s autores analisaram 28.000 aves oriundas de 56 lotes e encontraram uma incidéncia
total de 12% de frangos acometidos com white striping, sendo 8,9% classificados com
grau moderado e 3,1% de grau severo.

Na avaliacdo histopatoldgica da musculatura peitoral, observou-se miopatia
degenerativa, sendo caracterizada tanto nos graus moderado (Figura 2b) como severo
(Figura 2a), na porcdo lateral, por necrose flocular e hialina (difusas acentuadas) de
miofibras com infiltrado de macr6fagos e poucos heteréfilos, fagocitose de restos de
miofibras, com regeneracdo de algumas delas e midcitos com vacuolizagdo

sarcoplasmatica.

Figura 2a - Miopatia degenerativa (white striping) em frango de corte classificada como
de grau severo. Seccao longitudinal do musculo da porcao lateral do peito: necrose de
miofibra (asterisco) difusa e acentuada. Figura 2b - Miopatia degenerativa (white
striping) em frango de corte classificada como de grau moderado. Seccdo longitudinal
do mdsculo da porcdo lateral do peito: necrose de miofibra (asterisco) multifocal
moderado. Em ambos os graus (MOD e SEV) com infiltrado de macr6fagos, poucos

heterofilos e fagocitose de restos de miofibras (seta). HE. Obj. 20x.
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Na porc¢éo ventral dos peitos de ambos os graus MOD (Figura 3b e 3c) e SEV
(Figura 3a), foi observado necrose flocular e hialina (difusas acentuadas) de miofibras,
infiltrado de macro6fagos, linfécitos e poucos heteréfilos, com fagocitose de restos de
miofibras, apresentando algum grau de regeneragdo destas e midcitos com vacuolizagdo

sarcoplasmatica.

Figura 3a — Miopatia degenerativa (white striping) em frango de corte classificada como
de grau severo. Secgdo transversal do musculo da porcdo lateral do peito: necrose de
miofibras (asterisco) difusa e acentuada. Figura 3b - Miopatia degenerativa (white
striping) em frango de corte classificada como de grau moderado. Secc¢éo transversal do
masculo da porcdo lateral do peito: necrose de miofibras (asterisco) moderada
multifocal. Figura 3c - Miopatia degenerativa (white striping) em frango de corte
classificada como de grau moderado. Seccao transversal do musculo na porcgéo lateral
do peito com somente necrose das miofibras (asterisco). Em ambos graus (MOD e
SEV) com infiltrado de macr6fagos, poucos heteréfilos e fagocitose de restos de
miofibras (seta). HE. Obj. 20x.
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Nas laminas coradas com Tricromico de Masson ndo foi evidenciada

proliferacédo de tecido conjuntivo (Figura 4) em nenhum dos graus de white striping.

Figura 4 - Miopatia degenerativa (white striping) em frango de corte da linhagem Cobb
500 com 42 dias de idade. Sec¢éo transversal do musculo da porgéo lateral do peito sem
proliferacédo de tecido conjuntivo. Tricrémico de Masson. Obj. 20x.
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Em frangos de corte, a selecdo para taxa de crescimento e rendimento de peito
pode nado afetar significativamente o tipo de fibra presente no madsculo, porém ocasiona
0 aumento no didmetro e comprimento das fibras musculares [15]. Alteracdes no tipo
das fibras sdo ocasionadas principalmente por distrofias musculares [16].

Miopatias degenerativas semelhantes as descritas sdo encontradas em intoxicaces
por iondforos [17-19], na intoxicacdo pela planta toxica Senna ocidentalis [20] e pela
deficiéncia de vitamina E/selénio, entretanto estudos recentes [21] ndo atribuiram as
causas desta condicdo aos diferentes niveis destes nutrientes na dieta de frangos de
corte.

Objetivando padronizar o manejo alimentar, os animais do presente estudo
receberam dietas isoenergéticas e isoproteicas, segundo recomendacgdes das tabelas
nutricionais brasileiras para alimentacdo de aves e suinos [22]. Em razdo disto, pode-se
desconsiderar a hipoOtese de intoxicacdo por ionoforos, no qual seu achado
histopatoldgico é caracterizado pelo tecido muscular apresentar necrose flocular e
hialina, infiltrado de macrofagos e fibras musculares em processo de regeneracao
[18,19, 23].

Corroborando com estudos anteriores, 0s cortes histologicos obtidos nos graus
MOD e SEV apresentaram degeneragdo miofibrilar, porém ndo foi observado atrofia
das fibras como ja relatado [5,7]. Adicionalmente, dados literarios [5] descrevem
aumento na proporcdo de estrias esbranquicadas no muasculo peitoral de frangos
abatidos com oito semanas de vida quando comparados aos com seis semanas,
sugerindo, assim, que a ocorréncia de estriagdes esta correlacionada com a idade e com
0 peso ao abate das aves.

Em contraposto com dados literarios [5], ndo foi observada, em ambos os graus de
severidade, proliferacdo de tecido conjuntivo nas seccbes histoldgicas coradas com
Tricromico de Masson, podendo esta ser encontrada com o0 avango da idade dos
animais.

Tendo em vista que os animais estudados no presente trabalho possuiam idade
inferior ao relatado na literatura, e considerando que, quanto maior o periodo das fases
de crescimento e desenvolvimento animal, as fibras de coldgeno tendem a se tornarem
progressivamente maiores e mais fortes [24], assumindo uma caracteristica de

cronicidade.
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CONCLUSOES

1. Por ser um fendmeno de etiologia desconhecida, a white striping é um problema
emergente na avicultura, sendo recentes as pesquisas relacionadas.

2. Baseado nos resultados atingidos por este estudo, pode-se concluir que a presenga de
white striping causa mudancas na integridade da fibra muscular nos graus MOD e SEV,
apresentando degeneracdo miofibrilar e, nos casos severos, necrose difusa e acentuada.
Contudo néo foi evidenciada a proliferacdo de tecido conjuntivo em frangos de corte
com 42 dias de idade.

3. A condicdo de white striping em peitos de frangos de corte da linhagem Cobb
abatidos aos 42 dias de idade, analisados neste estudo, pode ser caracterizada como de

ocorréncia aguda.
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6 ARTIGO CIENTIFICO 2

Estudo histomorfométrico do musculo peitoral de frangos de corte acometidos com

diferentes graus de white striping

Histomorphometric studies on the occurrence of various degrees of white striping in

broiler breast fillets

Ferreira, T.Z., L.E. Moraes, L. Lorscheitter, S.L. Vieira, D. Driemeier,
R. Machado Neto and L. Kindlein

RESUMO

A miopatia white striping caracteriza-se pelo aparecimento de estriagdes
esbranquicadas na superficie do filé de peito de frangos de corte. O presente estudo teve
como objetivo analisar as caracteristicas histomorfométricas das fibras musculares do
musculo Pectoralis major de frangos de corte da linhagem Cobb 500 abatidos aos 42
dias de vida com diferentes graus de severidade de white striping. Filés de peito
representativos para cada grau (normal [NORM], moderado [MOD] e severo [SEV])
foram coletados (n=30), e realizaram-se analises morfométricas bidimensionais (area
total, didmetro e densidade de fibras musculares) e tridimensionais (densidade do
volume parcial do tecido muscular). A andlise exploratéria dos dados foi obtida através
da matriz de correlagdo, ANOVA da Regresséo e Tukey (5%). Foram observadas
maiores densidades de fibra muscular (p=0,004) e menores didmetros (p<0,001) nos
graus MOD e SEV quando comparados aos NORM, entretanto o volume parcial nédo
apresentou diferenca, provavelmente devido a diminuicdo do didmetro associado ao
aumento do namero das fibras nos graus MOD e SEV. Conforme os resultados, pode-se
concluir que as fibras acometidas com white striping demonstraram o inicio de um

processo de regeneracdo muscular, de caracteristica hiperplasica.

Palavras-chave: fibra muscular, frangos de corte, morfometria, white striping.

Este artigo serd submetido ao Periodico Poultry Science
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ABSTRACT

The myophathy white striping is characterized by the occurrence of white
striations on the surface of broiler breast fillets. This study aimed analyze the
histomorphometric characteristics of the Pectoralis major muscle on Cobb 500 broiler
breast fillets slaughtered at 42 days of age with white striping at varying degrees of
severity. Representative breast fillets from each degree (normal [NORM], moderate
[MOD] and severe [SEV]) were collected (n=30) and dimensional morphometric
analysis (area, muscle fiber diameter and density) and three-dimensional (partial
volume of muscle tissue) were analyzed. Exploratory analysis of the data was conducted
through the correlation matrix, Regression ANOVA and Tukey’s (5%.). Higher densities
of muscle fiber (p=0.004) and small diameters (p<0.001) were observed in the MOD
and SEV degrees compared to NORM, however the partial volume was didn't show
statistical significance, probably due to the decrease in the diameter associated with an
increase in the number of fibers on MOD and SEV degrees. According to the results, we
can conclude that muscle fibers with white striping showed the beginning of a muscle

regeneration process with hyperplasic characteristics.

Key words: broilers, morphometry, muscle fiber, white striping.

INTRODUCAO

A aparéncia visual é o primeiro e mais importante atributo avaliado pelo
consumidor no momento de decisdo de compra de um produto alimenticio, sendo
qualquer alteracdo neste quesito um risco de perda econémica ao setor.

O aparecimento de estriagcBes esbranquicadas na superficie do musculo peitoral de
frangos de corte, referidas como white striping, esta causando preocupac6es na industria
avicola em razdo da reducdo da aceitacdo do consumidor perante esta carne. De acordo
com Kuttappan et al. [1], 50% dos entrevistados alegam que ndo comprariam o filé de

peito de frango se este apresentasse qualquer grau desta condicéo.
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A etiologia da white striping ainda ndo foi esclarecida, mas sabe-se que esta
miopatia esta associada a altas taxas de crescimento e aves de maior peso [2,3].

O aumento do peso de abate dos frangos de corte esta correlacionado ao melhor
rendimento muscular destes animais em decorréncia do sucesso dos programas de
selecdo genética, principalmente no musculo Pectoralis major, que pode ser associado
ao aumento de tamanho das fibras musculares. Aves comerciais possuem maior
diametro das fibras musculares quando comparadas com linhagens tradicionais [4-6].

Os mecanismos que regulam o numero, tipo e tamanho das fibras musculares sdo
fundamentais para o entendimento do desenvolvimento muscular. Problemas de
qualidade da carne podem ser resultantes de mudancas estruturais, morfométricas e
bioquimicas do tecido muscular, com consequente alteracdo nas fibras musculares [7-9].

O presente estudo teve como objetivo analisar as caracteristicas histomorfométricas
das fibras musculares do musculo Pectoralis major de frangos de corte da linhagem

Cobb 500 abatidos aos 42 dias de vida com diferentes graus de white striping.

MATERIAL E METODOS

Um total de 1.440 frangos de corte Cobb 500, machos, com 42 dias de idade, com
peso médio de 3,2 + 0,2 kg, foram abatidos em um matadouro-frigorifico localizado no
municipio Morro Reuter, RS/Brasil.

Aleatoriamente, coletou-se 144 animais (10%) na linha de abate para avaliagédo
macroscépica do musculo peitoral das aves de acordo com o grau de severidade de
white striping em normal (NORM), moderado (MOD) e severo (SEV), conforme
proposto por Kutttappan et al. [10]. Segundo esta categorizacédo, os filés classificados
como NORM néo apresentam estriacGes, os filés de grau MOD exibem estriacdes
visiveis na superficie com espessura inferior a < um (1) mm, enquanto que os filés
classificados como SEV exibem linhas esbranquicadas paralelas as fibras musculares
tendo uma espessura superior a um (1) mm e facilmente visiveis na superficie do

musculo (Figura 1).
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Figura 1 - Musculos de peitos (Pectoralis major) de frangos de corte classificados,
macroscopicamente, com grau de severidade de white striping: normal (A) e severo (B).

Posteriormente as avaliacbes macroscopicas, foram selecionados 30 filés de peito,
desossados e sem pele (10 unidades experimentais para cada grau [normal, moderado e
severo]) e removidas porgdes de aproximadamente cinco (5) mm do musculo Pectoralis
major no sentido transversal da fibra muscular. Em seguida, os fragmentos coletados
foram fixados em formalina tamponada a 10%, desidratados com etanol em
concentracdes crescentes (30-100%), diafanizados e incluidos em parafina.

De cada fragmento muscular coletado, foram obtidos 10 cortes histoldgicos por
amostra, a partir de cortes semi-seriados de trés (3) um de espessura, com espacamento
de cinco (5) cortes, com auxilio de um micrétomo Leica modelo RM 2125RT,
posteriormente corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). Realizou-se o
exame das laminas em microscopia de luz, utilizando-se o microscépio Leica ICC50
HD com cémera acoplada na objetiva de 10x (Figura 2). De cada corte, foi digitalizada

uma imagem, perfazendo um total de 300 imagens analisadas.

Figura 2 — Fotomicrografia de corte histologico transversal do musculo Pectoralis
major de frango de corte abatido aos 42 dias de idade sem estriacdes esbranquicadas
(grau normal). HE. Obj 10x.
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As analises morfométricas de area total, densidade de fibra muscular e didmetro
minimo médio para avaliacdo do grau de desenvolvimento das fibras musculares [11]
foram realizadas através do software Image Pro-Plus® versdo 6.0 com uma restricéo de
borda e no tamanho da area de 3.000 a 20.000 pixels (apds convertido em cm?), ap6s
ajuste prévio em software Photoshop® para remocdo de artefatos da coloracéo,
objetivando uma melhor visualizacdo das fibras musculares. A densidade de volume
parcial (Vv, %) das fibras musculares de cada amostra, a partir de analises
estereoldgicas, foi realizada por meio da sobreposicdo, utilizando-se o sistema-teste
multifunctional M42 [12], segundo a equagdo: Vv = XP (fibra muscular) / ZP (volume

referencial) x 100.
Analise Estatistica

A analise exploratéria dos dados foi realizada através da estimativa da matriz de
correlacdo. Além disso, foi realizada Analise de Variancia com uso de Modelo de
Regresséo Linear Simples considerando os efeitos mistos para investigar os efeitos do
tratamento sobre as varidveis morfométricas (densidade do volume parcial, &rea total,
densidade de fibras e diametro minimo das fibras musculares).

O peso do peito foi colocado como co-variavel nas analises em razdo de estudos
prévios demonstrarem a sua influéncia na ocorréncia de white striping [2, 10, 13].

Apos, para analisar a significancia da regressdo, foi realizado o procedimento de

comparacao multipla pareada utilizando o teste de Tukey (5%). As andlises foram
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realizadas no Software Estatistico R [14], utilizando os procedimentos matemaéticos
nlme [15] e multcomp [16].

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos na equagao de regressao (Tabela 1), foram
encontradas diferencas significativas para as seguintes medidas morfométricas:
densidade do volume parcial (p = 0,003), densidade da fibra (p = 0,004) e diametro
minimo de fibras (p <0,001).

Tabela 1 — Teste F e seus valores de P, indicando o efeito do tratamento sobre as
variaveis morfométricas estudadas considerando o modelo linear. (Hy:a; = a, =
(X3 = 0)

Variaveis morfométricas Valorde F  ValordeP
Volume parcial (%0) 0,462 0,635
Area Total (cm?) 7,124 0,003
Densidade (Fibras / cm?) 6,820 0,004
Diametro minimo de fibras (um) 11,827 <0,001

Embora a éarea total e a densidade de fibras por campo analisado tenham
apresentado diferenca significativa entre os diferentes graus de white striping (0,003 e
0,004), a densidade do volume parcial, medida tridimensional, ndo apresentou diferenca
(0,635). Isto pode ser explicado, pois, segundo valores médios das variaveis
apresentadas na Tabela 2, o didmetro minimo das fibras dos peitos acometidos com a
miopatia diminuiu em comparacdo ao valor do didmetro de peitos considerados
normais, ja a densidade de fibras aumentou. Assim, foi evidenciado um maior niumero
de fibras, o que caracteriza um processo de regeneracdo muscular.

Tal hipotese foi observada por Kuttappan et al. [17], os quais atribuiram que o
aumento da taxa de crescimento da ave associado aos graus de severidade de white
striping podem promover um excessivo aumento do comprimento ou isquemia das
fibras musculares, ocasionando o aparecimento de lesdes musculares e o inicio da

regeneracdo tecidual. O tecido muscular estriado ndo possui capacidade mitdtica, porém
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pode se recompor apds danos fisicos consideraveis devido a presenca de células satélites
que possuem capacidade de dividir-se mitoticamente e resultar em hiperplasia.

De acordo com Gonzales e Sartori [18], ao ocorrer alteragdes estruturais
musculares, as células satélites de fibras sadias atravessam a lamina basal e reparam
fibras vizinhas, podendo ocorrer um processo de hiperplasia muscular.

Conforme descrito por Kennedy et al. [19], 0 mesmo processo ocorre em aves
submetidas a esfor¢co muscular onde foi possivel verificar a formacédo de novas fibras no
musculo Anterior latissimus dorsi. Tal fato foi confirmado por Remignon et al. [20, 21]
que demonstraram que o0s animais de crescimento rapido apresentaram até 20% mais
namero de fibras no musculo Anterior latissimus dorsi.

Como demonstrado na Tabela 2, ndo houve diferenca significativa entre os peitos
de graus de severidade moderado (MOD) e severo (SEV) em nenhuma das medidas
morfométricas estudadas. Entretanto, ambos os graus apresentaram diferenca nas
variaveis de diametro minimo da fibra, densidade de fibra e &rea muscular total, quando

comparadas as amostras classificadas sem presenca de white striping (NORM).

Tabela 2 — Peso, diametro minimo e densidade de volume da fibra muscular nos
diferentes graus de white striping (WS).

Grau Peso do Diametro Densidade Area total Volume
WS peito (g)” min. fibra (fibras/cm?) (cm? parcial (%)
(mm)

NORM 2905+175 20,84+0,72% 37544 +42,01° 044 +0,05 4761+4,6
MOD 3055+436 1923+1,17° 456,70 +71,70° 0,38+0,04° 4576+7,0
SEV 3355+236 19,11+1,18° 460,84 +67,78° 0,37 +0,04° 4524+72

® Significa que cada grau de white striping com letras diferentes possui diferenca significativa
(P < 0,05%). NORM = grau normal; MOD = grau moderado; SEV = grau severo de white

striping.*co-variavel.

Os resultados mostram maior densidade (nimero de fibras/cm?) (p=0,004) nos
peitos acometidos com white striping (456,70 + 71,70; 460,84 + 67,78; MOD; SEV,
respectivamente) quando comparados aos peitos classificados como normais (375,44 +

42,01). Este aumento da densidade das fibras musculares em uma fase pds-eclosdo pode
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ser originario da migracdo de células satélites ao sitio da lesdo muscular e consequente
divisdo mitética destas células reparadoras [18].

Além disto, os valores dos diametros das fibras musculares (um) dos graus
moderado (19,23 £ 1,17) e severo (19,11 + 1,18) foram menores (p<0,001) que o0s
encontrados nos peitos sem esta miopatia (20,84 = 0,72). Os dados corroboram com
Zhao et al. [22] que, ao estudarem frangos de corte de diferentes linhagens e idades,
encontraram diametros de 23,7 = 1,6 e 42,5 £ 1,2 um e densidades de 780,4 £ 429 e
446,3 + 57,9 fibras/cm?, respectivamente. Conforme Sifre et al. [23], ha uma estreita
relagdo entre as medidas de diametro e densidade da fibra muscular, sendo que quanto
menor o didmetro, maior a densidade. Resultado confirmado no presente estudo ao
encontrar um valor de correlacdo negativo entre estas variaveis (-0,54) (Tabela 3).

Os autores supracitados também atribuiram a diferenca na densidade da fibra
encontrada em peitos de frangos de corte de diferentes linhagens, pela provavel
diferenga no contetdo de fosfolipideos presentes no sarcolema das células dos musculos
com maior densidade de fibra, fato que ainda precisa ser estudado.

Em frangos de corte, a selecdo para crescimento tem demonstrado aumento no
peso do masculo em animais com a mesma idade devido ao aumento do namero e
tamanho das fibras [21, 24, 25]. Entretanto, de acordo com Prentis et al. [26], o tamanho
da fibra possui uma maior representatividade que o nimero de fibras na determinacéao
do tamanho muscular. N&o obstante, um estudo feito por Scheuermann et al. [25]
sugeriu que o aumento no numero de fibras musculares também pode contribuir para o
aumento do rendimento do peito mesmo que confirmado que a hipertrofia da fibra seja
um fator essencial para um aumento no volume muscular. No presente estudo, ndo foi
encontrada diferenca significativa para o volume parcial (%) de tecido muscular entre os
diferentes graus de white striping.

Visando determinar as medidas morfométricas que apresentaram correlacdo
entre si, realizou-se uma analise exploratoria dos dados através da estimativa da matriz

de correlagéo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Matriz de correlacdo entre as varidveis densidade de volume parcial (Vv),

area total, densidade e diametro minimo de fibras musculares.

Area Total Densidade Didmetro min.
Peso (g) Vv (%) ) ]
(cm?) (fibras / cm?) fibra (um)
Peso (g) 1 -0,06 -0,17 0,15 0,02
Vv (%) - 1 0,19 -0,29 0,06
Area total (cm?) - - 1 -0,43 0,55
Densidade - - - 1 -0,54
(fibras / cm?)
Diametro  min. - - - - 1
fibra (um)

De acordo com os resultados da Tabela 3, hd uma correlagdo positiva entre o
diametro minimo da fibra com a area total de fibra muscular (0,55), o que indica que
guanto menor o diametro, menor a area total, corroborando com os dados numéricos
apresentados na Tabela 2.

Entretanto, foi verificada correlacdo negativa entre a densidade de fibras e o
volume parcial (-0,29), indicando que o aumento da quantidade de fibras pode diminuir
0 volume parcial deste tecido. No presente estudo esta variavel (Vv) ndo apresentou
diferenca entre os graus de miopatia, provavelmente porque houve diminui¢cdo de
didametro das fibras associado ao aumento do numero de fibras em resposta a injdria
sofrida pelo tecido muscular, mantendo o volume parcial do tecido muscular. Esta
manutencdo dos valores de volume parcial de tecido muscular, determinadas por
estereologia, pode sugerir ndo haver substituicdo de tecido muscular por tecido
conjuntivo ou adiposo, carcaterizando o inicio de processo de regeneracao celular.

Cabe salientar que outros estudos [2] evidenciaram proliferacdo de tecido
conjuntivo em filés de peito de seis (6) e oito (8) semanas acometidos com white
striping de grau severo. Os autores atribuiram esta substituicdo tecidual ser
consequéncia da cronicidade da miopatia e que provavelmente alteraria o volume
parcial de tecido muscular. Estes dados sdo contraditorios na literatura, pois existem
estudos que ndo evidenciaram proliferacdo de tecido conjuntivo nesta condicdo (Ferreira
et al. dados nédo publicados).
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CONCLUSAO

1. A condicdo de white striping apresentou alteracdo nas caracteristicas morfometricas
das fibras musculares do musculo Pectoralis major de frangos de corte da linhagem
Cobb 500 abatidos aos 42 dias de vida.

2. Os graus moderado e severo de white striping ndo apresentaram diferengas nas
caracteristicas morfometricas das fibras do masculo Pectoralis major.

3. Conforme os resultados obtidos nesta pequisa, pode-se concluir que as fibras
acometidas com os graus moderado e severo de white striping demonstram o inicio de

um processo de regeneracdo muscular, de caracteristica hiperplasica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foram estudadas as caracteristicas histopatoldgicas de
frangos de corte aos 42 dias acometidos com graus moderado e severo de white striping
e sua incidéncia, além das possiveis alteracdes histomorfoldgicas que esta condicéo

pode causar nas fibras musculares.

Com os resultados deste trabalho, pode-se concluir que:

1. Histopatologicamente, a presenca de white striping causa mudancas na integridade da
fibra muscular nos graus moderado e severo, apresentando degeneracdo miofibrilar e,
nos casos severos, necrose difusa e acentuada.

2. Né&o foi evidenciada a proliferacdo de tecido conjuntivo em frangos de corte com 42
dias de idade acometidos com diferentes graus de white striping, sugerindo que esta
condic&o é de carater agudo.

3. Foi verificada maior incidéncia de peitos acometidos com o grau MOD (75%)
guando comparado ao grau SEV.

4. Histomorfometricamente verificou-se maior densidade de fibras, menor area de
tecido muscular e menor diametro das fibras nos musculos Pectoralis major de frangos
acometidos com white striping (MOD e SEV) quando comparado aos peitos sem esta
condicdo (NORM).

5. Pode-se concluir que as fibras musculares com os graus de severidade moderado e
severo de white striping demonstraram o inicio de um processo de regeneracgao
muscular, de caracteristica hiperplasica.

6. S&o necessarias novas pesquisas especificas analisando as verdadeiras alteracOes
celulares e os processos de degeneracdo e regeneracgéo celular que ocorrem na formagéo
desta condicdo, além de possiveis disturbios idnicos geradores de alteracfes

bioquimicas decorrentes desta miopatia.
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24 Forauthors whe wish fo publish their papers CAL {freely mailables witkout subscopSoz whan
the isroe i posted oelime), authors will pay the 04 fas wies proofs are retureed to the sditomal offics.
Charges for OA are 2400 if of leest one aetor is a curmest professions] membar of PEA; e charge
is 53,100 when no author is 2 professonal mambar

Offerimes avd Color Charges. Cifprints sory be ordersd a2t 2z add@Sozal charge. Awhers who
lication to pry the additional cherges (hitp:japr.fass ooy misc TAPE. ColorCkargederoament pdf].
TWhan the gallery prood is s, e amthor is asked to complets an offpri=t ender indicating the zumber
of oSpmnt desired and e name of the institetion, amncy, o ndhiduz] respoasible for publicrtion
chargss.

MANUSCEIPT PREPARATION: STYLE AND FOER

Breparing dhe Manwserips File

Mizmscnipes sheeld bo sobeumed in Microsoft Woed a=d should be dooble-spaced with bzos and
pagss ramhestd conssootvaby wsing Times Maw Roman font at 12 poiztz All special charactares (.,
Mlﬁ.qﬂﬂﬁnﬂhuﬂﬂqhqﬂ&pﬁaﬂﬂmﬂuﬁﬂ.ﬂmﬁ
math theeeld be cztared wsing RiathType or amother squation ed@tor Tables and fignmes chould be
placed in saparaie lnch'mu at the eod of the me=usczipts (oot placed i the text). Failurs to follow
these imstuctions mey rasolt in immedisse rejection of the mannscript.
Matric or Englich wmits {or botk} azo accoptable. Authors should nee wnits appropriate for the =-
tended audiszcs. Fzangy content of feeds will be axpressed as calogies

Hradmgr

Majer Headings. Major headimgs ars comtarad, baldfsco, in 2ll capetal lestars, 2=d consist of SUR-
MAEY, DESCRIPTION OF PROBLEM, MATERIALS AND METHODS, BESULTE AND DIS-
CIPEEI0N, COWCLIIEIONS AND APPLICATIONS, and REFERERCES AND HOTES.

Molzjor headings in reriow articlas, Sald reparts, a=d syeposinm articles mony vany from thoss Bad
bara, but shemld inchods SUMBIARY, CORCLUSIONS AND APPLICATIONS, axd REFERENCES
AMD MOTES.

First Subleadimgs. Fint sebbeadings ars boldface and italic, co 2 sepaseie bzs beginming at e
left mergi= and konva the Sost letter of vach imporant woed cepitalized. Tast that follows a first sab-
beading shoeld be in 2 near paragraph.

Second Subkeadngr. Secomd subbsadings begin the first ling of a paragraph. Thay 2w indented.
boldface, itmlic, and followed by 2 period. The fist bettor of cach insportant woed is capitalized The
taxt follorars immedixialy after the S=al paricd of the mabheadng

Tile Page
= The tifle should be indicatios of the conmet. It should capturs the imenast of all who might
‘benofit from infeomeation i the mameseipt. Howevar, the langth of the tfle should be kept 1o
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= Address and afilistes of auwtbors (Esed by St nane or intisls, middle i=sSal, aod last o)
should be included . Indicate to whem comespondance should be directed by eeens of 2 foot-
moba, with the netation “Cormsponding aether: (e-mail sddress)™ 2t the bottom of the sitle page.

= Lzt 3 to B key wonds or plrases fo wdeetfy the most importamnt sebjchs coveeed by the papar

*  The nmmieg ok shoeld be 30 chermcters or lees, mchding spaces.

* Skdement of prinesy sodknce. To detsmrne appropriaiensss for ke jourzal and to assist =
salecting reviemecs, the author shonld indica cleerhy what secton(s) withis the pouliry com-
memity (g, Hock mupenseers, mwumwﬂm#
IAnEgRTT, veteainzriz=s] could beneht mest Eom the comtest of this article

Summary

The Sy (12 to 16 Enac) & not an shsiract. It & imendad to give radars with diverse back-
groeands 2 peoceel appreciaton of the paeegoipt contezts. I shoeald be wrifan so that quen thesa ot
dirscthy interested in the topic will sojoy readi=g at least this section o keap zhreast of 2rezs ofhar
tham thair oo This sectiom should not E=chide datedls of masenals axd metbods or a detatled neview
of the rasalts. Eesp the mmmary free-flovszg, giving the raader 2 geeeral, not specific, idea of what
tho stody revsalad. Do not inchide refarance citeSons in the summery:

Deseripion of Prodlam
This section il acqoaint the reader veth tha problam, cif=g fisld expomances whars zppropriae.
Eaedabdsty is of utmenst importance. Detxiled esraung raviews may not be approprizte for this sec-

Siom. A mwarg axiensive ciaton of refmemces shoeld be inclusied in the Remlts and Discession or Kof-
wrences azd Modes section. This sectoz shoald and with 2 strisnmet of the objectvals) of the sady.

Maverizls ood Methods

The aothoo(s) shoeld clearty eetablich in the Maturials and Mutheds mection niny the problom wes
approacied in 2 parsScular way The reticmle for inclading cach meatment should be clearky stated.
Dietziled boretory 2nd lird meeeapement procedurss showld be descoibed in the Rafermces and
Dotes saction amd not = the Masanals and Metheds saction. Zources of stock, squipmeant, and rnar-
als should be Bsted im e Bafersnces and Motes mection 2nd refered o i tewt by citzSoz mmmbar.

A bhrif stztsment of the satistcal methnds shoold be included, with more deteiled descriptioes
placed in the Rofornces axd Motas section.

In mamscripts wsimg several meahmesrs, a descoption of termeemt skould be included 2
Tahla 1.

Resuier amd Divewrsion

pracads all zojor paragaphs and chasges in subject ephasis. This secsion should d@sones specifi-
cally hoar findmgs addrass the problens dascribed in fhe Desonpton of Problom section and Eoo: theay
ama related to published worls.

Statamants regarding statistically signiScant Effarences batwaen trerimests in el should be
tzchnded in tho tewy, trbles, a=d figeres. Statements megading differences should be avoided unles:
thery are spparied by statistical azabyses and meet the stated kvel of probahbility (a.g. & = 0.05).
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Conclusions and AspFeasons

‘Conchisioms and recopmeomdxtion: of o 2athon(s) cheeeld ba listed mearically, Eack sortenarnt
should be clear, conciss, and without discussion. Awthors am encoaraged fo summerize thair siz-
mificamt findings. 1o identfy forther ressarch needs, and to describe the comsteint, soomomics, and
athar facters associated with nring the remilts in scisnbfic or commearsial applications. Do not izchada
mafereeces in this sechon.

Eegferemces and Notes (with Ackmowledgments)

Faforsnras and notes should be ciied in taxt, by snsher within an edsorial brackat (wg, [I]L In
the Refarances and Mol ssction, ciftaticns should be listed in the order they appeer and are means-
Ibared in the tuxt (not alphabencally). Amthers are szooaraged oo 15 rafarance man:gonoes soffoane
(g, EndNote or Fedsrsncs Manages) to facilitns remmbanmg or inserting refeswnces Ty the editer
of inearting rafrences during the revision process. Mamscripts mey be rehirmed to authoes hafoee
reviinw fior remumbarizg of refarances if mot cied in mmerical codar: Inchode dotails mch as sesictical
anzalysis; detxiled procsdores; sourcss of binds, instranee=tz, or iams; details of destgned ingtrazromts;
2 litaratore senview; and othes t2egeetal mamars.

Citu ackmowdsdgments at the snd of this mction in 2 subssction callad Acimosladpementy. Thoss
sniTies 20 mot mnbered.

Tkl

Niamher tables cozsooutively accondizg to the citation i= the ot Tables momst ba crezied using e
S Tord teble feature and mserted 1= the pzenscript after the refaremces section. Exch tabls mmst be
plared om 2 separate pege and st heos 2 cleer descriptive koading so that the measing of tha data
will b= undarstandahle waitheet rafarance to the text. Indicats focmotes to takles with zumbers, bag=-
mng with 1. Satisacal zotxtion should be mads with lowsrcase wnd upparcase soparsonpt kiters or
with astorisks, 25 appropriaie. Sttistical settion shoold place the sspamoript “s™ on the largestmom_
Probabiity valnes mey be indicried ax Solloars: *P < 0.05, *5P < 001, *+4F < 0000, a=d TP = 010
Comwelr 2 recest fmus of the journzl for weymples of tahblas.

Figures

= Figwre Sige. Propaso figomes of the il see for pobbication. Figores shoeld be coated at e
finad publication sizm of 7 cm wide (.75 mches) or 14 oo wids (3.5 inckas]).

= Fom Sigr. Exsurs thet all type within the figum 2nd axis labals is madablo at the S=al publice-
tion. sime. A mininmm type sime of B points (afisr mduection]) should beused

= Fonys. Use Halwetica or Tizes New Fomem. Synshols sy be insected using the Symhaol palee
in Tinsos New Boman

= Lme Weght. For line graphs, wm 2 minirom srcke weigkt of 1 pont Sor all lings. If ulople
linss ame 8o be distizgnishad, wee solid, loog dash, short dash, ond dotted bzes. frooed the we of
coler, gray, or shaded lines because thoss mill ot raproducs well Lines with difforest symbals
fior tha data poizts many also be mead 1o Estmmish cines.

= Axiy Lobals. Fack axic shold kg 2 descoiptios and 2 unit. Untts may be sapamaed from e
descziptor by & comeo or parsatheses, and should be consisteet within 2 manuseript.

= Skadimy amd Fill Povierns. For ber chests, use different €1 patems if nesded (a5 black,
wiite, gy, dapozal sipes). Awvid the v of mmitipls shades of grary becmse ey will not ba
seasily distingaiszabls in print ) _ )

= Symbelr. IdantiSy curces and data points using the Solloanng rymbols caly- o, m o, @, &, ¥,
&, 0, %% o =, Symbolks skould be defined = & key oo the Szure if possible.
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= Fiie Formeis. Figums ca bo subortied in Weed, POF, EPS, TIFF, and JFEC: Azcid Poame-
Point files and oeker formers For the best primed quality, line art shoedd be propaned at SO0 ppi-
‘Grryscale 2=d color images a=d photcertcrographs dhonld he 22 laest 300 ppd.
= rapscale Fiperes. 15 Sgures are to e meproduced i= mayicale (black and whets), submit =
Fuyale. Cfise color will madk confrast problems that are appement only whan the figume &=
rapendeced in gravscala.
= Caler Figures. If fignees 2ra to appeer o color in the print jouresal, files mmst be submitied =
CWTE oolor (pot REGH)
= Phesmicropraplhs. Photooorographs most hawe their unmagpified sew designated. sithes =
the caption or with a scale bar oz the figree. Eedursion for publication can melke a s eification
powsr desigmtion (.8, 100<) appeoprixa.
= (gpéon. The caption should provide wefficient information so that e Sgwe can be wzdee-
wiooad wishout sxcesve refuroncs fo the fext. All author-dorived sbbraviatons need in the figme
should be defeod = tha capoon.
= (remeval Tipr. Aooid e mes of 3-dimansiom] ber cheasts 1mless wesantizl fo fho pressniztion of
ihe: datm Tles the sinmplest shadieg schomo possible to prassot the deta clearhy. Fosumg dhot dat,
syl axis labels lings, and the by are cleas and ezsily readable af the firal peblicaion dr.
ﬁhﬂmmcmmpﬁﬁ-ﬂhmhpﬂjumiuﬂﬂﬁptpgufnﬂm'lm
amthees wall ba asked b appeovs color charges for fiumas that they waich to have pebliched m color
1=t print jourzal. Color wersions of Sgerss will be =chnded in the coling POF and fill-text article
at oo charge.
Sample Regleremces
Hication in thess imetmursioes, but thay 2rs not nead in an acteal paper, eocapt for dokmosdadments.
Jowrmal Article
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Whittow, G C. 1976, Regulasicn of body tempesatars. Pages 146-173 in Aviss Physiclogy. P D,
Sturkia, sd. Springes-Verlzg, Naw York, WY,

Proceedings

Hruby, B4, 1. €. Bseres, and E. E. bl Pisrson. 2004, Motitiosal rimieges to meet the challange
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Frderal Reginier

USDA, Plant 2nd Animal Fioalth Trepaction Senvicg. 2004, Blood a=d tisms collections at
taring and rndering eseblkeors, Seal nao, SCFR pant 71, Fed. Rogst. S5 10137-10151.

Laloratory Drecedure

The sxtract was added to 30 mL of hoeeg, mads to 100 el with 10% agueous Bag S0,
Berzonal Comomeunicaiion

Wilson, H K 20075, Unix Flonda, Gainereills. Porsonal commenmication.
Brapricsery Broducs

Tzcoberior, Petarsizna, Filte, Belgim.

Anvizyme TX, Fiznfosd Inter=ational, Marfborrmgh, Wiltshies, T
Siatstical Provadure

If 2 mote bos an ambedded roforeeca, the rafureecs is cited by zumsher (2 in the text]) or paramthat-
calhy within the noie

Dtz wers amabyzed by ANTWA with fiock 25 the independent wariable. When diffecences among
Hocks wew significant, mezns v separaied wang Drancan's araltpl g M{E..EUH":M

2001, Varsion B ed, 5AS hnsitals Inc., Cary, BC). Paersoe prodect-puomest corpelation cosdficiants
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Sratistical Saftwars
ZAS Tenr's Guida. 2000, Varsos B ed A% It Inc., Cary, NC.
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D, E AL 2005 Arcamic. WobMD). Accomed Feb. 2006 hitpe'woraremedicie com /neuns’
topichi bim.
Acknowisdgmensc

The advics amd technical assistescs of Thoems Jozos (affilirtion, location]) are: ackeowladged.
Abfredaions

The Sollowing abbmnzzicns mey be oed witiout definition in the fowns! of Appdied Poultry
Hesearch Frarals do mof require 5", Chamical symbels and 3-lotter 2bbraviztions for amino acids do
oot nead defmition. Other stbraviztozs should be dafined at Sovt uss in the sapemeary amd the mase
taxt, 25 wall 25 in each t=ble or figum i which they appear. Abbreviztions ars boldfaca of first use
iz tho movin text. Abbraviatenas shemld ot b used i= the romrscnps tifle, roomi=g tifda, or to begin 2
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izside e ack cover of sack issue of the joomal
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TME e mesyholizable sy
TIE, pitrngan-correcied e matzhalirable wargy
TEAA total solfir aming acids
TEDA Uhnited States Depertment of Agricabars
mr ultzricle
wolvel wohims to vohm
T WRITIE
wt'wol waight to wolone
wh'wt waight to waight
wk waak
ol T
SN Nomemclatere
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for depositing the SHP inho this drizsbesn azd chizizizg 3 mmiqee 55 mumbar for the SHP. In o text
of the mamuscript, nes of e re's zumber of the SHF or an 2ltersative stamdardizgd pomemclatars i
reoomrended.

Supplememeial Fnfermation (Orline)

The following information is pvilable online a=d is updsied regolerty. Ploase refer fo thacs pages
whian preperizg & memescript for mubenkion.
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e roymrcrpdcenirel coso'peal
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