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SUPLEMENTACAO DE DIFERENTES FONTES E NiVEIS DE COBRE E SEUS
EFEITOS PARA FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Utilizou-se 1.440 pintos de corte da linhagem Cobb alojados em aviério
experimental, adotando-se um DIC em esquema fatorial 2x2+2 com seis repeti¢cdes
por tratamento com objetivo de avaliar os efeitos da suplementacéo de duas fontes
de cobre (Cu) (sulfato de cobre (CuSOy4 e cobre complexado ao acido 2-Hidroxi-4-
metiltiobutanéico (Cu(HMTBa),)) associadas a dois niveis (30 e 100mg/kg) somado a
dois tratamentos adicionais, controle positivo (CP- Enramicina, 10mg/kg) e controle
negativo (CN - isento de aditivo melhorador de desempenho). Nos dois tratamentos
adicionais (CP e CN), o cobre foi incluso nas dietas em niveis considerados normais
(10 mg/kg) para atendimento das necessidades nutricionais deste elemento. Foram
avaliadas caracteristicas de desempenho, mineralizacdo 6ssea, biometria e
morfometria intestinal assim como caracteristicas imunolégicas de frangos de corte.
Os resultados do desempenho na fase inicial demonstraram que houve interagéo
(P<0,05) entre as fontes e niveis de Cu estudados indicando que ao se utilizar a
menor dosagem de Cu, a fonte CuSO4 proporcionou maior consumo de racéao (CR,
1-10 e 1-22 dias) e ganho de peso (GP, 1-10 dias). Por outro lado, ao se utilizar a
fonte Cu(HMTBa), as aves submetidas a ra¢des suplementadas com 100mg/kg de
Cu apresentaram maior CR (1-10 e 1-22 dias) e GP (1-10 dias) em relagao aquelas
submetidas ao menor nivel avaliado. A conversédo alimentar (CA) das aves na fase
pré-inicial, apenas foi influencida (P<0,05) pelo nivel de cobre com melhor resposta
observada no maior nivel (100mg/kg) de cobre. Considerando a fase total de criacdo
(1-38 dias), o maior nivel de Cu nas racdes aumentou (P<0,05) o CR de frangos de
corte. Aves suplementadas com Cu em niveis mais elevados (30 e 100 mg/kg)
apresentaram maior GP e melhor CA em relacdo as aves dos tratamentos
adicionais. Nao houve efeito dos tratamentos avaliados sobre a mineralizagdo 0ssea
(teor de cinzas, calcio e fosforo em tibias) e comprimento de tibias de pintos de corte
(P>0,05). Houve interacdo entre fonte e nivel de Cu para o peso da tibia e sobre o
indice de Seedor indicando que aves alimentadas com maior nivel de Cu
proveniente da fonte Cu(HMTBa), apresentaram tibias com menor massa e
densidade. O comprimento e pesos relativos do duodeno e ileo, respectivamente,
foram maiores (P<0,05) em aves alimentadas com Cu(HMTBa),. A utilizacdo de
30mg/kg de Cu propiciou maior (P<0,05) peso relativo do jejuno. A suplementacéo
de Cu em maiores niveis (30 e 100 mg/kg) gerou aumento (P<0,05) na altura das
vilosidades e ileo quando comparado as aves dos tratamentos adicionais
impactando no aumento da superficie de absor¢éo do ileo, ocorrendo o mesmo para
jejuno. Aves submetidas a racdes com uso de maiores niveis de Cu apresentaram
maior profundidade de cripta do jejuno e ileo em relacdo aquelas dos tratamentos
adicionais. A producdo de oxido nitrico (ON) aos 23 dias foi influenciada (P<0,05)
pelas fontes e niveis de Cu. Havendo maior producédo (P>0,05) do metabdlito nos
grupos no nivel 30mg/kg de suplementacédo de Cu, ocorrendo o mesmo com a fonte
CuSO4 em relacdo a Cu(HMTBa),. Aos 38 dias a producdo de ON e o metabolismo
mitocondrial (MTT) foram maiores nos grupo suplementados com menor nivel de Cu
(30 mg/kg) quando comparado ao maior nivel de Cu. A média da ON produzido por
aves aos 38 dias com o uso de Cu, assim como MTT foram superiores em relagcéo
aos valores observados em aves dos tratamentos adicionais. Aves suplementadas
com menor nivel da fonte CuSO, apresentaram menor (P<0,05) MTT aos 38 dias.
Os resultados demonstram a eficiéncia do uso do Cu sobre o desempenho de



frangos de corte evidenciando que o nivel de suplementacdo e a fonte de Cu
utiizada podem gerar respostas diferentes sobre o desempenho, biometria e
morfometria intestinal, assim com na producdo de ON e MTT de células
mononucleadas do sangue periférico.

Palavras chave: aditivos; desempenho; imunidade; micromineral; mineralizagéo
0ssea; morfometria intestinal



SUPPLEMENT COPPER SOURCES AND DIFFERENT LEVELS AND ITS
EFFECTS BROILER

ABSTRACT: In this study, we used 1,440 broiler chicks from Cobb lineage housed in
experimental avian, adopting a DIC in factorial 2x2 + 2 with six repetitions per
treatment to evaluate the effects of supplementation of two sources of copper (Cu)
(copper sulfate (CuSOgs and copper complexed to 2-Hydroxy-4-methylthiobutanoic
acid (Cu(HMTBa);)) associated with two levels (30 and 100mg/kg) plus two additional
treatments: positive control (CP enramycin , 10mg/kg) and negative control (CN -
free improver performance additive). In both additional treatments (CP and CN),
copper was included in the diets at levels considered normal (10 mg / kg) to meet the
nutritional needs of this element. Performance characteristics were evaluated: bone
mineralization, biometrics and intestinal morphology as well as immunological
characteristics of broilers. Performance results in the initial phase demonstrated that
there was interaction (P<0.05) between the sources and levels of Cu studied
indicating that when using a lower dose of Cu, the CuSO4 source provided higher
feed intake (CR, 1- 10 and 1-22 days) and weight gain (GP, 1-10 days). Performance
results in the initial stage demonstrated that there was interaction (P<0.05) between
the sources and levels of Cu studied indicating that when using a lower dose of Cu,
the CuSO4 source provided higher feed intake (CR, 1- 10 and 1-22 days) and weight
gain (GP, 1-10 days). On the other hand, when using (Cu(HMTBa),) as a source of
Cu, the birds subjected to diets supplemented with 100mg/kg Cu showed higher CR
(days 1-10 and 1-22) and PG (1-10 days) compared to those submitted to the lowest
evaluated level. The feed conversion (FC) of the birds in the pre-initial stage, was
only influenced (P<0.05) by the copper level with the best response observed in
higher level (100mg / kg) of copper. Considering the final stage of breeding (1-38
days), the highest level of Cu in the diets increased (P<0.05) the CR of broilers. Birds
supplemented with Cu at higher levels (30 and 100 mg/kg) showed a higher GP and
better FC compared to birds of the additional treatments. There was no effect of
treatments carried out on bone mineralization (ash content, calcium and phosphorus
in tibia) and length of tibia of broiler chicks (P>0.05). There was interaction between
source and level of Cu for the weight of the tibia and the Seedor index indicating that
broiler fed with the highest level of Cu from the source Cu(HMTBa), tibias showed a
lower weight and density. The relative length and weight for the duodenum and
ileum, respectively, were higher (P<0.05) in birds fed (Cu(HMTBa),). The use of
30mg/kg of Cu provided higher (P<0.05) relative weight to the jejunum.
Supplementation of Cu at higher levels (30 and 100 mg/kg) caused an increase (P
<0.05) in villus height and ileum compared to the birds of the additional treatments
impacting on the increase of the ileal absorptive surface, and the same happened to
jejunum. Broilers fed with high Cu levels feed showed greater depth of jejunum and
ileum crypt in relation to those of the additional treatments. The production of nitric
oxide (ON) at the 23th day was affected (P<0.05) for the sources and Cu levels. With
higher production (P>0,05) of the metabolite in groups at level 30 mg/kg Cu
supplementation, the same occured with the source CuSO4 compared to the source
(Cu(HMTBa),). After 38 days, the production of ON and mitochondrial metabolism
(MTT) were higher in the groups supplemented with lower levels of Cu (30mg/kg)
compared to those with higher levels of Cu. The average production of nitrous oxide,
as well as MTT, for birds at 38 days using Cu were higher compared to those
observed in birds of additional treatments. Broilers supplemented with a lower level



of CuSO, source had lower (P<0.05) MTT after 38 days. The results demonstrate the
efficiency of Cu use on the performance of broiler chickens showing that the level of
supplementation and the source of Cu used may generate different answers on
performance, biometrics and intestinal morphometry, as well as in the production of
ON and MTT mononuclear cells from peripheral blood.

Keywords: additives; bone mineralization; immunity; intestinal morphometry;
performance; trace minerals
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1 INTRODUCAO GERAL

A industrializacéo e a intensificacdo dos sistemas de criagao de frangos
de corte passaram a expor as aves a permanentes desafios, estando
relacionados a variagbes na composicdo e qualidade da racdo, ao estresse
decorrente de fatores ambientais, instalagbes e a patologias que provocam
mudancas no pH e o desequilibrio na microbiota intestinal, podendo alterar a
saude intestinal e consequentemente influenciar a digestdo e absorcdo de
nutrientes que por sua vez afetara negativamente o desempenho e a
lucratividade de toda a cadeia avicola.

Na avicultura é comum a utilizacdo de antimicrobianos em baixas
dosagens caracterizando-os como aditivos melhoradores de desempenho
(AMD), pois propiciam aos animais uma prote¢do a mucosa intestinal que por
sua vez influenciam a absor¢cdo de nutrientes e assim gerando melhor
desempenho produtivo. No entanto, o uso de antibiéticos com esta finalidade
tem sido cada vez mais limitado, devido as restricbes dos orgaos reguladores
da alimentacdo animal em funcdo da possibilidade selecdo de cepas de
bactérias patogénicas resistentes (seja para animais ou para humanos) e das
exigéncias dos consumidores por produtos livres de eventuais residuos de
antibidticos no mercado.

Nos Ultimos anos tém surgido novas estratégias com produtos
alternativos aos antibidticos na alimentacao das aves, estes, para que se tenha
difusdo no seu uso pela cadeia avicola, deverdo estrategicamente, apresentar
efeitos semelhantes aqueles proporcionados pelos AMD convencionais
(antibidticos) sem, no entanto gerar possiveis efeitos adversos mencionados.

Deste modo alguns produtos se destacam com eficiéncia comprovada
em pesquisas, assim como a biotecnologia de producdo cada vez mais
moderna. A utlizacdo de alguns microminerais como o cobre e zinco tem sido
realizada corrigueiramente ao longo dos anos, com a finalidade bactericida e
fungicida de forma a melhorar o desempenho através de melhor equilibrio da
microbiota intestinal.

O cobre é um micromineral essencial para animais de producao, e

também pode ser adicionado a dieta de frangos de corte em niveis



supranutricionais, agindo como aditivo melhorador de desempenho. A adicéo
de diferentes niveis e fontes tem demonstrado resultados eficientes com
relagéo ao peso corporal e a converséo alimentar.

Varios mecanismos de acfes sao propostos, sendo o principal seu efeito
bactericida tépico no intestino, resultando em melhor sadde intestinal e
consequentemente melhor desempenho, porém efeitos sistémicos sdao
apontados recentemente em pesquisas.

Em outra via, uma questdo que tem sido discutida é a poluicdo ambiental
decorrente do excesso de cobre presente nas fezes ou excretas dos animais
alimentados com niveis supranutricionais deste mineral. Novos estudos tém
sido desenvolvidos na busca por fontes que apresentem maior
biodisponibilidade, consequentemente menor excregdo mineral no ambiente e
gue ao mesmo tempo promova melhora sistémica na saude e atuando
positivamente sobre o desempenho dos animais.

Neste contexto surge a demanda por pesquisas relacionadas a
diferentes fontes de cobre de acordo com sua biodisponibilidade e avaliacao de
caracteristicas fisiolégicas mais aprofundadas visando esclarecer melhor,
efeitos e formas de acdo do cobre em diferentes niveis para frangos de corte.
Assim sendo, objetivou-se com o presente estudo, avaliar os efeitos da
suplementacdo de cobre proveniente de duas fontes, o sulfato de cobre
(CuSOQ,) e o acido 2-Hidroxi-4-metiltiobutandico ligado ao cobre (Cu (HMTBa),)
com dois niveis em racdes de frangos de corte, analisando os efeitos sobre o
desempenho, mineralizacdo Ossea, morfometria e biometria intestinal e

parametros imunoldgicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cobre e suaimportancia fisiolégica

O cobre (Cu) € um micromineral essencial ao metabolismo animal e sua
importancia na nutricdo foi descoberta em 1928, bem como a associagéo de
patologias relacionadas a sua deficiéncia (HILL e MATRONE, 1961). E esta
envolvido no funcionamento do sistema nervoso central, no metabolismo dos
0ssos e no funcionamento do musculo cardiaco. A atuacéo deste nutriente esta
relacionada a outros componentes da dieta incluindo molibdénio, manganés,
zinco, ferro, proteinas e outros microelementos (MCDOWELL, 1999; REEVES,
2004).

Alguns dos sinais da sua deficiéncia sdo anemia, reducdo da
pigmentacdo dos pelos, & e plumas, reducdo da atividade enzimatica,
fragilidade Ossea e reducdo da espessura da cartilagem (CARLTON e
HENDERSON, 1962; HILL e MATRONE, 1961).

O cobre é componente essencial de diversas enzimas que dependem
deste micromineral para realizar a sua atividade metabdlica. A citocromo
oxidase & uma enzima da membrana mitocondrial interna essencial ao
processo de respiracdo celular, nela estdo inseridos trés atomos de cobre
envolvidos na transferéncia de elétrons e na reducéo do oxigénio. Deste modo
a deficiéncia de cobre resulta na reducéo da atividade da citocromo oxidase e
na capacidade respiratéria das mitocondrias (LINDER e HAZEGH-AZAM, 1996;
UAUY et al., 1998; LEHNINGER et al., 2006).

De acordo com Mcdowel (1992), o cobre atua diretamente no
metabolismo do ferro, favorecendo a sua absorcdo a nivel intestinal e
reabsorcédo ap0s armazenamento hepatico e excrecao biliar, dessa forma pode
influenciar diretamente a sintese de hemoglobina, pois auxilia o transporte de
ferro para os tecidos através da ceruloplasmina, uma globulina que é
constituida de aproximadamente 85 a 90% do cobre sérico total, indispensavel

para a oxidacdo do ferro, convertendo ion ferroso (Fe®*) em férrico (Fe*"),



permitindo a sua ligagdo a transferina e o transporte e armazenado na forma de
ferritina.

Segundo Bairele et al., 2010 além da atuacdo no transporte e
armazenamento do ferro, a ceruloplasmina, estd presente nas reacbes
responsaveis pela resposta inflamatéria de fase aguda e na remocao de
radicais livres, protegendo as células contra o dano oxidativo

De acordo com McDonald et al. (2002) apos a suplementacdo de cobre
na dieta, este micromineral sera absovido e a partir da corrente sanguinea sera
armazenado no figado de trés diferentes formas, a primeira de estocagem
temporaria destinada a trocas com o sangue e excrecdo pela bile, a segunda
também de estocagem temporaria para incorporacdo na ceruloplasmina e a
terceira de armazenagem por longo tempo e secrec¢do continua para a corrente
sanguinea. Segundo Who (2004) apos ser libertado da bile para o intestino,
existe uma pequena reabsorcdo do cobre, fazendo com que este mineral
continue atuando no organismo por um longo periodo.

O cobre também esta presente na composicdo da enzima superoxido
dismutase (SOD1) que catalisa a dismutacéo dos radicais superéxido (O%) no
citoplasma (Uauy et al., 1998). O cobre presente no centro ativo da SOD1 &
reduzido pelo substrato O% ~ para dar origem ao oxigénio molecular (O?) e ao
peroxido de hidrogénio (H20-), proporcionando defesa contra os efeitos nocivos
dos radicais livres de oxigénio. Desta forma nenhum outro micromineral pode
substitiur o cobre neste processo (LINDER e HAZEGH-AZAM, 1996).

Além disso, de acordo com Suttle (2010), outras enzimas importantes
sdo cobre-dependentes, podendo-se destacar a feroxidase IlI, que atua na
oxidacdo do ferro, a lisil oxidase, que participa da sintese de colageno e a
tirosinase, essencial na sintese de melanina.

Os niveis nutricionais do cobre preconizados para frangos de corte de
acordo com o NRC (1994) sdo de 8mg/kg, em todas as fases de criacéo.
Rostagno et al. (2011), por sua vez, recomendam que a suplementacdo nas
racdes possam variar entre 6,5 e 12,5 mg/kg em funcdo da fase de criacdo,
com maior valor na fase pré-inicial.

Schmidt et al. (2005) sugerem que o0s niveis de cobre de 8,5 a 11,1
mg/kg, normalmente presentes nas dietas a base de milho e farelo de soja,

sao suficientes para um desenvolvimento animal adequado, ndo havendo



necessidade de suplementacéo desse mineral para frangos de corte na fase de
terminagcdo e abate. De acordo com os autores, frangos de corte na fase de
abate, alimentados com pelo menos 5% de proteina animal, em condicdes
ambientais favoraveis e livres de patologias, ndo necessitam de suplementacdo
mineral, pois fontes de proteina animal usadas nas rac¢des (farinhas de carne e

0ss0s, farinha de visceras etg) apresenta niveis suficientes de microminerais.

2.2 Uso do cobre supranutricional

Na avicultura industrial, um dos principais objetivos da adicdo de cobre
supranutricional a dieta de frangos esta relacionado a sua atuacdo como aditivo
melhorador de desempenho das aves, principalmente em decorréncia das suas
propriedades antibacterianas ou bacteriostaticas (ARIAS E KOUTSOS, 2006).

As diferentes fontes de cobre disponiveis comercialmente apresentam
variadas biodisponibilidades relativas, entre elas, encontram-se o sulfato de
cobre penta hidratado (CuS0O4.5H,0), o 6xido de cobre (CuO) o carbonato de
cobre (CuCO3) e o sulfato de cobre monidratado (CuSO,4.H,0O) sendo o
primeiro, normalmente é considerado como 100% disponivel em relacédo as
outras fontes e por esse motivo, aliado ao seu custo, € o sal mais utilizado para
uso de cobre como aditivo melhorador de desempenho alternativo (SUTTLE,
2010).

As fontes de cobre podem apresentar diferentes efeitos no trato
digestivo. O cloreto de cobre tribasico (TBCC) € mais biodisponivel para aves
do que o sulfato de cobre. No entanto quimicamente TBCC é menos ativo do

gue o sulfato de cobre visando efeito bactericida (LUO et al., 2005).

2.2.1 Efeitos téxicos provocados pela utilizacao de niveis elevados de cobre

Com relacdo a utilizacdo do cobre em altos niveis segundo o NRC

(1994) é comum a adicdo de cobre em niveis que variam de 125 a 250mg/kg



utilizando fontes como o CuSO, a dieta de aves, sendo esta estratégia uma
rotina na industria avicola. De acordo com Fisher et al.(1973), niveis acima de
500mg/kg pioram o ganho de peso, o consumo de racdo e a eficiéncia
alimentar. No entanto, Shahzad et al.(2012) relataram que sobrecarga de cobre
pode provocar efeitos toxicos. Segundo os autores a utilizacdo de cobre
através do oxido ou sulfato em doses acima de 300 mg/kg de alimento para
aves provoca prejuizos do crescimento

A reducdo na taxa de crescimento é o indicador mais comum para
identificar a toxicidade de um determinado mineral e esta é influenciada
principalmente pelo nivel utilizado e a interacdo com outros minerais (NRC,
1994).

Poupoulis e Jensen (1976); Fisher et al. (1973) observaram a presenca
de sérios danos na mucosa interna da moela de frangos alimentados com
dietas contendo niveis superiores a 500 mg/kg de cobre. A erosédo de moela foi
observada em aves suplementadas com niveis a partir de 250mg/kg de cobre e
a gravidade destas lesfes piorou de acordo com a utilizacdo de doses maiores.

O cobre é um metal redox-ativo essencial as células eucarioticas, no
entanto, quando as concentracbes deste micromineral ndo sao
cuidadosamente reguladas pode acontecer o acumulo, tornando-o
potencialmente toxico apds 0 seu transporte para 0 meio intracelular através de
proteinas transmembrana (Ctpl, Ctp2) (Knight et al., 1996). O fator de
transcricdo do cobre (Macl) se mantem estavel em condicbes de baixa ou
intermediaria concentracdo plasmatica deste elemento protegendo as células
contra a sua toxicidade, pois reduz a transcricdo dos genes das proteinas
transportadoras de cobre, no entanto, quando ha elevacdo plasmatica dos
niveis deste micromineral ocorre a degradacdo do Mac 1 e ativacdo de
proteases que alteram as proteinas de membrana e elevam a sua
concentracdo celular alterando a homeostase no meio intracelular e
provocando a inativagdo ou ainda a morte das células (JENSEN and WINGE.,
1998; ZHU et al., 1998).

De acordo com Radisky e Kaplan (1999) este efeito toxico decorrente da
elevada ingestdo de cobre foi confirmado em células fangicas (dai o conhecido

efeito antifingico do cobre), no entanto, estas reacdes também podem ser



verificadas sobre as células das aves que semelhantes as células fungicas sao
eucaridticas.

Objetivando reduzir o efeito toxico do cobre em aves, Jensen e Maurice
(1979), avaliaram o efeito da adicdo de amino&cidos sulfurados (AAS) em
dietas de frangos corte com elevados niveis de cobre. Foi observado que a
utilizacdo de 500 até 700mg/kg de cobre provoca o aumento significativo da
concentracdo hepatica de cobre, no entanto, com a adicdo de 0,4% de
metionina na dieta, este efeito foi consistentemente reduzido.

A utilizacao de fontes inorganicas em niveis elevados provoca além das
lesdes teciduais 0 aumento da excrecdo ambiental deste micromineral. Os
impactos ambientais provocados pelo excesso de minerais depositados no
solo, provenientes de dejetos animais tem aumentado nos ultimos anos. A
utilizagdo de fontes organicas de minerais tem sido uma alternativa adotada na
substituicdo das formas inorganicas, pois podem reduzir a excrecdo no meio
ambiente, em virtude de uma maior biodisponibilidade (HAHN E BAKER, 1993;
MOHANNA E NIS, 1998; UNDERWOOD E SUTLLE, 2001).

2.2.2 Efeito do cobre sobre o trato gastrointestinal

Ainda séo restritas as pesquisas no que diz respeito aos mecanismos
pelos quais o cobre em niveis maiores do que aqueles normalmente usados
para fins nutricionais, afeta o desenvolvimento das aves. Uma hipotese sobre o
modo como o cobre pode trazer beneficios ao desempenho de frangos de corte
esta relacionada com a manutencéo e/ou favorecimento da microbiota benéfica
no trato gastrointestinal reduzindo assim a susceptibilidade a doencas, o
recrutamento e a infiltracdo de linfocitos (MILES et al.,1998; JENKINS et
al.,1970; ARIAS e KOUTSOS, 2006) e aumentando a absorcdo de nutrientes
(HAWBAKER et al., 1961; BUNCH et al., 1965).

O sistema digestdrio das aves assim como demais sistemas corporais,
passa por um processo de maturacao no periodo pés-eclosao, responsavel por
parte do seu desenvolvimento (UNI et al., 1998; UNI, 2000). Deste modo, existe

um periodo de adaptagéo entre a fase de dependéncia dos nutrientes providos



via saco vitelinico desde o periodo embrionario até a completa utilizacdo da
alimentacado exogena (NOY e SKLAN, 1998).

A formagdo da microbiota ocorre junto ao desenvolvimento do sistema
digestorio e pode variar ao longo da vida de acordo com fatores como a
densidade de alojamento, composi¢cdo da dieta, condi¢cdes das instalagdes,
idade e desafio pela presenca de patdgenos. A microbiota intestinal atua em
equilibrio impedindo a colonizagdo por bactérias patogénicas por meio da
exclusao competitiva (PEDROSO et al., 2006).

De acordo com Pelicano (2005) a utilizacdo de alimentos e aditivos que
possam fornecer ou aumentar a disponibilidade dos nutrientes necessarios
para estimular o rapido desenvolvimento do trato gastrointestinal ou maximizar
a capacidade de digestibilidade dos alimentos, assim como manter o equilibrio
da microbiota intestinal € muito importante nas primeiras semanas de criacao.
A adequada nutricdo na fase inicial tem relagéo direta com o peso das aves ao
abate para frangos de corte.

A mucosa intestinal das aves € constituida por vilosidades que
possibilitam a ampliacdo da superficie interna do 6rgdo proporcionando uma
maior area de digestdo e absorcdo, na base das vilosidades encontram-se as
criptas que sdo responsaveis pela regeneracdo das células intestinais (SOLIS
et al., 2005).

O epitélio intestinal funciona como uma barreira natural contra a
microorganismos e substancias toxicas que provocam disturbios na microbiota
epitélio intestinal, podendo interferir na permeabilidade da barreira natural,
facilitando a invasdo de agentes patogénicos. Estes agentes provocam
processos inflamatérios cronicos na mucosa intestinal acelerando ou
atenuando o processo de renovacdo celular, prejudicando a digestdo, o
transporte e absorcéo de nutrientes (LESER e MOLBAK, 2009).

Deste modo, devem ser utilizados métodos com objetivo de melhorar a
imunidade dos intestinos (BELLONI et al., 2012). O uso de aditivos nutricionais
na dieta promove maior densidade dos vilos em frangos de corte (PELICANO
2005, SEN et al. 2012).

Pang e Applegate (2009) sugeriram a utilizacdo de 125mg/kg de cobre
na dieta podem ser responsaveis pela mudanca no perfil de microrganismos no

intestino, pois reduz as concentracbes de acidos de cadeia curta e longa



resultando no aumento do pH ileal. Neste trabalho foi relatado que altas
concentracdes de cobre na dieta podem inibir seletivamente algumas bactérias,
como a Escherichia coli e estimular bactérias benéficas como os lactobacilos.
No entanto, segundo os autores, ainda ndo se conhece totalmente nem o local,
nem O mecanismo exato pelo qual esta acdo ocorre. Ye et al. (2003)
demonstraram atividade antimicrobiana do cobre sobre Escherichia coli,
Clostridium e Salmonella.

A acao bactericida do cobre pode ocorrer de diferentes maneiras, tanto
no espaco intersticial como no interior das células bacterianas. O cobre tem a
capacidade de aceitar ou doar seus elétrons, resultando em um catalisador de
alta capacidade de oxidagcdo e com um alto potencial de reducdo (REN et al.,
2009).

De acordo com Suwalsky et al. (1998), ao se ligar a membrana
plasmatica das bactérias, por atracdo e penetra-la através dos canais
existentes o cobre altera a permeabilidade das membranas celulares
resultando no extravasamento de ions e metabdlitos. Ao mesmo tempo catalisa
a oxidacao de lipideos e desnaturacéo proteica provocando a morte celular.

Supostamente, o uso de fontes orgéanicas perderia parcialmente tal
efetividade em funcdo do conceito de absorcao ocorrer antes da dissociacao
em nivel intestinal, porém funcdes sistémicas geram resultados positivos em
pesquisas com fontes complexadas ou de maior biodisponibilidade comparadas
ao sulfato de cobre (SOLIOZ et al., 1994).

A reducdo de compostos toxicos produzidos por bactérias patogénicas,
na ocasiao da utilizacdo de cobre na dieta pode ser um mecanismo pelo qual
este aditivo melhora o desempenho, pois estes compostos téxicos,
especialmente amoénia, podem alterar o metabolismo e o tempo de vida celular
prejudicando a digestdo e absorcdo dos nutrientes. Logo, ao se reduzir a
concentracdo de bactérias e substancias téxicas pode-se diminuir a atividade
metabdlica da mucosa intestinal e consequentemente os requisitos de energia
para as células do epitélio intestinal. Esta energia poupada nestes processos
pode ser utilizada para o ganho de peso (RADECKI, 1992).

De acordo com Hodgkinson e Petris (2012) o cobre pode atuar na
destruicdo de bactérias associado a macrofagos ativados. A presence de

fatores pré inflamatérios, como por exemplo o lipopolissacarideo pode
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estimular a captacdo de cobre por aumentar a expressao do importador de
cobre de alta afinidade (CTR1) presente na membrana plasmatica. Ocorre o
estimulo do seu trafego pela maior expressdo do transportador de cobre
(ATP7A) dentro do compartimento fagossomal. O potencial bactericida é
aumentado pela conversdo do radical hidroxila que ocorre apos a
decomposicdo do H,O,. Ao final desta reacdo ocorre a producdo de radicais
livres toxicos capazes de reagir com diversas macromoléculas e causando
graves danos aos microrganismos, assim como ao proprio tecido animal
dependendo do nivel de cobre adotado.

O radical hidroxila é reativo a maioria dos tipos de macromoléculas,
provocando danos para os lipideos, proteinas e acidos nucleicos de
microrganismos patogénicos. Um segundo mecanismo de ag&do do cobre
acontece através da desordenacdo na estrutura das proteinas. Esta
desorganizacdo pode ocorrer atraves de interacdes com polipeptideos ou por
recobrir os aminoacidos (KEYER e IMLAY, 1996; MACOMBER e IMLAY,
20009).

2.2.3 Cobre como aditivo melhorador de desempenho

A utilizacdo do cobre como aditivo melhorador de desempenho depende
da sua concentracdo na dieta, das concentracbes dos agentes antagonistas
gue interferem a sua absor¢cdo e consequentemente da sua utilizacdo para os
processos metabolicos (VASQUEZ et al., 2001).

Ewing et al. (1998) demonstraram efeitos benéficos da utilizagcdo do
cobre como aditivo melhorador de desempenho. Os autores confirmam que o
sulfato de cobre penta-hidratado, citrato de cobre e o oxicloreto de cobre
podem ser utilizados na suplementacao de frangos de corte promovendo maior
ganho de peso. No entanto, o citrato de cobre mostrou-se uma fonte mais
eficiente como alternativa ao sulfato de cobre, pois, utilizando-se 63mg/kg de
citrato de cobre as aves apresentaram pesos corporais significativamente
superiores aos observados em aves, quando da utilizacdo de 125 mg/kg de

oxicloreto de cobre e sulfato de cobre pentahidratado.
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Choi e Paik. (1989); Baker et al. (1991) relataram melhoria do ganho de
peso e conversdo alimentar em aves suplementadas com niveis entre 125 e
250mg/kg de sulfato de cobre.

De acordo com Kim et al.(2011) o uso do quelato de cobre metionina
(Cu-Met) resultou em melhorias no ganho de peso quando comparado ao
tratamento controle (isento de suplementacao supranutricional de cobre, porém
com antibiético). Além disso, foi observado que tanto o quanto o proteinato de
cobre na concentracdo de 100mg/kg de cobre na ragao resultaram em melhor
ganho de peso das aves em comparacdo com as mesmas fontes utilizando
50mg/kg de cobre. O efeito do cobre dietético foi comparado ao dos antibiéticos
por melhorar a produtividade em frangos de corte. Este experimento concluiu
gue fontes organicas de cobre podem ser alternativas em substituicdo aos
antibioticos.

Arias e Koutsos (2006) observaram efeitos significativos do cobre sobre
0 ganho de peso das aves na fase inicial, onde frangos alimentados com
racoes suplementadas com sulfato de cobre e cloreto de cobre tribasico
apresentaram maior ganho de peso que aves do grupo controle negativo. Este
efeito sobre o desempenho permaneceu aos 31 e 45 dias onde as aves
suplementadas com ambas as fontes utilizando o nivel de 188mg/kg de cobre
obtiveram maior ganho de peso. Samanta et al. (2011) utilizando o sulfato de
cobre observou-se uma melhoria significativa no peso corporal de frangos de
corte quando suplementado com 150mg/kg comparado ao controle negativo.

Lim et al. (2006) concluiram que as aves alimentadas com 200 mg/kg de
cobre como cloreto de cobre tribasico apresentaram um ganho de peso
superior ao das aves que nao receberam cobre ou antibiotico. Liu et al. (2005)
observaram gque o consumo de racao das aves suplementadas com cloreto de
cobre tribasico foi superior consumo das aves alimentadas com sulfato de
cobre.

Wang et al.(2014) observaram ganho de peso corporal superior com o
aumento de 5 para 200mg/kg de cobre na racdo, semelhante aos resultados
sobre o desempenho obtidos por Pesti e Bakalli (1996) ao elevar o nivel de 125

para 250mg/kg de cobre e de 65 para 125mg/kg de cobre nas racdes.
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2.3 Efeitos do cobre sobre o sistema imunoldgico

Na avicultura industrial os animais sdo submetidos a constantes desafios
gue afetam diretamente a saude das aves, além das praticas de manejo a
genética e nutricdo tem influéncia direta sobre a sanidade (RIBEIRO et al.,
2008). Em virtude destes desafios as aves precisam utilizar mecanismos de
defesa imunoldgica contra agentes infecciosos, para inibir a sua proliferacéo e
consequentemente os efeitos da presenca destes patégenos (SARNI et al.,
2010).

Quando expostos a agentes infecciosos as aves produzem respostas
imunologicas especificas e ndo especificas contra o antigeno. Os linfocitos séo
integrantes da resposta imunolédgica adquirida de frangos de corte e fazem
parte os linfécitos T e B. Ao realizar o isolamento por centrifugagdo em
gradiente de densidade estas células presentes no sedimento formam a
camada de células mononucleares. A presenca de uma resposta imunolégica
adquirida eficiente é essencial para a sintese de anticorpos, fornecendo a
memoria e eliminando microrganismos invasores (PROCHASKA e
CLEMENTE, 1983; KOLLER et al., 1987).

Durante a resposta imune celular ocorre a producdo de 6xido nitrico
induzida (NATHAN e XIE, 1994). Nao se sabe exatamente o papel do 6xido
nitrico sobre a resposta imunoldgica celular, mas a sua producdo é mediada
pelo reconhecimento do antigeno especifico pelos linfocitos T e liberacédo de
Interferon gama (IFN-y), um importante co-indutor da sintese de oOxido nitrico
(SCHMIDT e WALTER, 1994; XIE et al., 1992).

Sicher et al. (1994) propuseram que 0 Oxido nitrico atue como
mecanismo de “feedback” para que nao ocorra a ativagdo excessiva de
linfocitos T, sugerindo que a sua producdo seja dependente de estimulo
imunoldgico e que faca parte dos mecanismos de defesa do organismo.

De acordo com Flora Filho e Zilberstein (2000) o éxido nitrico participa
da primeira barreira de defesa do organismo com poder bactericida. Deste
modo ele atua em concentracdbes maiores do que as de elementos

mensageiros, sendo tOxico aos microorganismos invasores.
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Diferentes ajustes metabdlicos acontecem durante a fase aguda da
resposta imunoldgica. As variacbes decorrentes do estresse provocado pela
presencga de microorganismo tem inicio horas apds o desafio, e sdo mantidas
até a resolucdo da resposta imune. Os requisitos e o metabolismo de
microminerais sdo alterados durante a resposta imunologica em frangos de
corte (BENSON et al., 1993).

Um exemplo da alteragdo no metabolismo de mirominerais € o aumento
do nivel de cobre plasmatico (KLASING, 2007; LAURIN e KLASING, 1987).
Este aumento esta relacionado a intensificacdo da sintese e liberacdo de
ceruloplasmina. A ceruloplasmina tem um papel importante no metabolismo de
do cobre. Este é um excelente catalisador de oxidacao-reducéo e o potencial
oxidativo € gerado durante a resposta imunoldgica, devido a producédo e
liberagédo de H,0,, radicais livres e oxido nitrico por leucoécitos com a finalidade
destes de destruir os microorganismos invasores (CADENAS, 1989).

O cobre é conhecido por desempenhar um importante papel no
desenvolvimento e manutencdo do sistema imunoldgico, no entanto o0 seu
mecanismo de acdo ainda ndo € totalmente conhecido. Na resposta
imunoldgica de fase aguda, o figado utiliza elevadas quantidades de cobre para
a sintese de proteinas que participam da eliminacéo de patdogenos (PERCIVAL,
1998).

A atuacdo do cobre como co-fator enzimatico associado a
ceruloplasmina e a superoxido dismutase tem influéncia sobre a eliminacdo de
patdgenos capazes de provocar danos em células do sistema imunolégico. A
atuacao destas enzimas auxilia no entendimento da importancia do cobre como
um constituinte de células do sistema fagocitico (LUKASEWYCZ e
PROLASKA, 1990).

Outra hipotese € que o cobre reduza a microbiota patogénica por meio
da sua acdo antimicrobiana e consequentemente a susceptibilidade as
doencas e assim reduzuz também o recrutamento e a infiltracdo intestinal de
linfocitos, aumentando a absorcdo de nutrientes (ARIAS e KOUTSOS, 2006).

Quando ativado o sistema imune exige um gasto energético que
influencia diretamente no desempenho, logo para maximizar a eficiéncia
produtiva deve-se tantar reduzir a ativacdo do sistema imunoldgico. Quando

ativado é desejavel uma resolucéo rapida ou uma transi¢cdo da resposta imune
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inata para o adaptativa € desejavel para minimizar as perdas de produtivas
(BENSON et al., 1993).

A nutricdo pode influenciar a resposta imunolégica contra agentes
infecciosos alterando a transducdo de sinais em leucdcitos, fornecendo
substrato para as células qua atuam no sistema imune e influenciando a
microbiota intestinal (KLASING, 2007). Microminerais como o cobre, ferro e
zinco sao substratos para a eficiéncia imunologica (HUMPHREY e KLASING,
2004; KLASING, 2007). Logo para compreensao do efeito da suplementacéo
sobre a imunocompeténcia é necessario relacionar suplementacdo nutricional
com a producao e fungbes dos leucécitos, bem como sobre a manutencao da
homeostase imunolégica (KLASING, 2007; BHASKARAM, 2001).

2.4 Absorcdo de cobre e seus efeitos sobre o desenvolvimento e
mineralizacdo 6ssea

O osso € considerado um tecido multifuncional, metabolicamente ativo,
composto por uma heterogénea populacdo celular que se encontra em
diferentes estagios de diferenciacdo, por meio de uma sequéncia de eventos
gue controlam a mobilizacdo e a deposicdo mineral durante a vida das aves
(PIZAURO JUNIOR, 2002). De acordo com Banks (1991), é constituido por
22% de matriz organica, 9% de agua e 69 % de material inorganico. Na matriz
organica encontra-se como principal componente o coladgeno que corresponde
a 90% e participa do processo de mineralizacdo 0ssea, a substancia amorfa
(glicosaminoglicanos) completa a matriz organica representando os 10%
restantes.

A correta mineralizacdo O0ssea é fundamental dentro da avicultura de
corte, pois 0 desenvolvimento muscular depende de um bom suporte estrutural
sendo essencial para o bom funcionamento do sistema locomotor. Aves com
desordens no desenvolvimento 6sseo podem sofrer traumas durante a apanha,
transporte e abate, provocando prejuizos decorrentes da condenacdo de

carcacas no abatedouro. No que diz respeito as exigéncias de minerais para
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frangos de corte o calcio (Ca) e fésforo (P) apresentam grande destaque
(SCHOULTEN, 2003; ALMEIDA PAZ et al. 2010; LI et al. 2012).

Durante o periodo embrionario, o esqueleto das aves ainda €
pobremente mineralizado. O processo de mineralizagdo ocorre de forma mais
eficiente nas duas primeiras semanas de vida (ANGEL, 2007). O mecanismo
que inicia a formacdo de célcio e fosfato inorganico assim como a sua
deposicdo e acumulo na matriz organica do tecido 6sseo ainda nao esta
totalmente esclarecido (SEIFERT E WATKINS, 1997).

Segundo Samanta et al. (2011) o cobre é considerado um micromineral
essencial na formacdo O6ssea, pois atua na manutencdo da integridade
estrutural do colageno 6sseo. Além disso, participa da formacao da elastina
presente nos 0sSsos e no sistema cardiovascular. Esta funcdo se deve a
presenca da lisil oxidase, uma enzima que contém cobre e esta diretamente
envolvida na formacdo e maturacéo das ligacbes cruzadas entre o colageno a
elastina nos ossos e aortas (STARCHER et al., 1964; RUCKER et al., 1975;
OPSAHL et al., 1982).

As diferentes fontes de cobre apresentam biodisponibilidades relativas
diferentes, de acordo com a literatura cientifica (ZHAO et al, 2010; WANG et al,
2011). Podem ser encontradas comercialmente diferentes formas de
apresentacdo do cobre como fonte micromineral, a forma complexada tem
como proposito evitar que este mineral se ligue a outros compostos antes de
alcancar a porcdo do trato gastrointestinal, onde ocorre o processo de
absorcao (LEDOUX et al., 1991).

A absorcdo dos microminerais depende de diversos fatores, dentre eles
do pH, da presenca de carreadores, da forma quimica e fisica dos minerais
aléem da presenca de outros compostos (HILL e MATRONE, 1970;
GEORGIEVSKII, 1982; ORTOLANI, 2002). Georgievskii (1982), propds que
exista uma interacdo direta entre os minerais, logo, um influencia no processo
de atuacao do outro, como € o caso da necessidade de cobre juntamente com
o ferro para a formacdo da hemoglobina, da interacdo do manganés com zinco
para a adequada conformacdo das moléculas de RNA e ainda da funcédo do
célcio e fosforo em conjunto na formacéo dos 0ssos.

De acordo com Leeson e Summers (2001) além da acédo sinérgica entre

enzimas, substratos e minerais, existe a relacdo antagbnica entre 0s mesmos,
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um exemplo que pode ser observado é a atuacao do fitato, que € a forma de
fosforo fitico, formando quelatos com metais de forma estavel e altamente
insoltvel, sendo um fator antinutricional relevante na nutricdo mineral de aves.
A disponibilidade de cobre também pode ser afetada pela presenca de altos
niveis de Zn e acido ascorbico (CARLTON e HENDERSON, 1965; EVANS et
al., 1975).

O fitato tem caracteristicas quimicas que possibilita a ligagdo com o
cobre e outros minerais bivalentes e trivalentes dentro do intestino delgado,
interagindo com estes minerais e tornando-os menos disponiveis para
absorcdo (MAENZ et al., 1999). Este complexo reduz a biodisponibilidade
mineral devido & diminui¢do da solubilidade do complexo fitato-mineral além de
aumento no pH intestinal (PERSSON et al., 1998). Erdman (1979) observaram
gue a ligacéo do fitato com o Ca, Cu, Fe, Mg, K tende a reduzir a solubilidade
dos complexos resultantes levando a reducao na absorcao destes minerais

Banks et al. (2004) observaram que a suplementacdo de cobre em
dietas utilizando 250mg/kg de cobre, usando sulfato de cobre como fonte
provocou a reducdo na absorcdo de fosforo em frangos de corte em
comparacao a dietas que nao continham cobre suplementar. No entanto, ao
realizar a inclusao de 600 FTU de fitase/kg, houve um aumento na absorcao do
foésforo, demonstrando o efeito positivo da utilizacdo desta enzima para a
mineralizacdo 0ssea.

A utilizacdo da fitase nas racfes tem a finalidade de aumentar o
aproveitamento do fosforo fitico, que esta na forma de fitato nos ingredientes
de origem vegetal e reduzir o custo da adi¢cdo do fosforo inorganico na racéo
(RAVINDRAN et al., 1995). No entanto, mesmo tendo se tornado comum a
suplementacao desta enzima a sua adicdo nado resulta em hidrélise completa
do fésforo e este efeito estd estritamente relacionado ao teor de minerais da
dieta (MAENZ et al., 1999), pois os minerais, em especial o cobre e 0 zinco
ligam prontamente ao &cido fitico a pH intestinal e os complexos resultantes
destas ligacBes tornam-se resistentes a atividade hidrolitica de fitases
(OBERLEAS, 1973).

Outra hipétese que foi proposta por Halliwell, (1997) para explicar a
reducdo na absorcdo do fosforo com a utilizacdo de cobre em niveis

supranutricionais na racdo de frangos de corte diz respeito ao efeito pro-
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oxidante do cobre sobre enzimas exdégenas como a fitase e vitaminas, em
especial a vitamina E. A atividade pro-oxidante esta relacionada a capacidade
de substancias enddgenas ou exdgenas de oxidar moléculas alvo.

Por meio da reacdo de Fenton ocorre a reducdo de peroxido de
hidrogénio pelo cobre (Cu®) ou ferro (Fe?") a radical hidroxila capaz de reduzir
0s metais de transicdo, quando ha elevacdo nos niveis de ferro ou cobre
atividade pro-oxidante torna-se ainda mais relevante, pois o dano oxidativo
pode levar a inativacdo enzimatica (HERBERT e JAYATILLEKE, 1996;
HALLIWELL et al., 1999).

Waldroup (1996) concluiu que uma inadequada suplementacdo mineral
durante a fase de crescimento de frangos de corte podera ter como
consequéncias um desequilibrio na homeostase mineral e um desenvolvimento
0sseo deficiente.

De acordo com Luo et al. (2005) diferentes fontes de cobre apresentam
efeitos maior ou menor atividade pro oxidante sobre a fitase. Os autores
concluiram que a atividade pro-oxidante do cloreto de cobre tribasico foi
significativamente inferior comparado ao efeito do sulfato de cobre.

Lim (2006); Liu et al. (2005) observaram que a atividade da fitase na
racao suplementada com 200 mg/kg de cobre como cloreto de cobre tribasico
foi mais elevada do que nas ragcbes que receberam a mesma dose de sulfato
de cobre. Estes autores acredidam que este efeito ocorre devido a
insolubilidade do cloreto de cobre tribdsico em agua nado permitindo a
dissociacao e formacédo de ions de cobre para promover a oxidagao.

Assim sendo, de acordo com o0s pontos levantados com relacdo a
atuacdo do cobre sobre o desempenho, caracteristicas intestinais,
imunoldgicas e mineralizacdo 6ssea de frangos de corte, surge a necessidade
de pequisas que avaliem o efeito de diferentes fontes (sejam elas organicas ou
inorganicas), e da utlizacdo de niveis mais elevados do cobre sobre os
parametros citados acima, visando o melhor entendimento da acdo deste

micromineral e da aplicacéo pratica na industria avicola.
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CAPITULO 1 - Uso de diferentes fontes e niveis de cobre sobre o

desempenho e mineralizagcéo 6ssea de pintos de corte

Artigo a ser submetido & Revista Brasileira de Zootecnia, Qualis B1 na Area

Zootecnia/Nao Ruminantes.

RESUMO

Utilizou-se 1.440 pintos de corte da linhagem Cobb com objetivo de
avaliar os efeitos da suplementacdo de duas fontes de cobre (Cu), o CuSO, e
Cu(HMTBa); associadas a dois niveis, 30 e 100mg/kg de Cu somados a dois
tratamentos adicionais, controle positivo (Enramicina, 10mg/kg) e controle
negativo (isento de aditivo melhorador de desempenho) sobre o desempenho e
mineralizacdo 0ssea de pintos de corte. Para o desempenho zootécnico foram
analisados consumo de racao (CR), ganho de peso (GP) e converséao alimentar
(CA). Para as caracteristicas 6sseas foram analisados o teor de cinzas, fosforo
(P) e calcio (Ca), peso e comprimento da tibia e indice de seedor (relacao
peso/comprimento dos o0ssos longos). Os resultados do desempenho
demonstraram que houve interacdo entre os niveis e as fontes de Cu
estudados indicando que ao se utilizar o menor nivel de cobre, a fonte CuSO,4
proporcionou maior CR (1-10 dias e 1-22 dias) e GP (1-10 dias) das aves. Por
outro lado, ao se utilizar a fonte Cu(HMTBa), o maior nivel de Cu proporcionou
maior CR (1-10 dias e 1-22 dias) GP (1-10 dias). O nivel mais elevado de Cu
proporcionou maior GP (1-10 dias e 1-22 dias) e melhor CA (1-10 dias). Com
relacdo ao efeito do Cu sobre as caracteristicas 6sseas nao houve interacéo
(P>0,05) para o teor de cinzas, de P, Ca e comprimento das tibias. No entanto
foi observado interacéo entre as fontes e os niveis de Cu para o0 peso das tibias
e indice de seedor (P<0,05), ao utilizar a fonte CuSO, o nivel mais elevado de
Cu proporcionou maior peso das tibias, no entanto ao se utilizar o menor nivel
de Cu a a fonte Cu(HMTBa), proporcionou maior peso das tibias. A fonte
Cu(HMTBa); proporcionou aumento da densidade ao se utilizar o menor nivel
de Cu. A suplementacdo de Cu em niveis mais elevados melhora o
desempenho de frangos de corte na fase inicial, mas alteracbes do peso e
densidade da tibia de acordo com niveis e fontes avaliados indicam que podem
ocorrer interacfes entre microminerais que afetam o desenvolvimento 6sseo.

Palavras chave: avicultura de corte, antimicrobiano, microminerais,
suplementacao, caracteristicas 0sseas.
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INTRODUCAO

Apos a proibicdo do uso de antibioticos em dosagens subterapeuticas
nos paises da Unido Europeia aumentou a pressdo ou cobranca para a
remocao destes compostos da alimentacdo de frangos de corte em outros
paises. A industria avicola busca alternativas que proporcionem resultados
semelhantes sem os efeitos indesejaveis (Yegani e Korver et al., 2010). A
suplementacao de cobre em dietas de frangos de corte apresenta propriedades
antimicrobianas e sua pratica tem se tornado comum como aditivo melhorador
de desempenho (Vasanth et al., 2015). No entanto ndo se sabe exatamente o
mecanismo pelo qual o cobre provoca este efeito (Pang e Applegate, 2007).

Arias & Koutsos (2006) sugeriram que este micromineral atue na
regulacdo da microbiota gastrointestinal através da sua acdo bactericida
reduzindo o desafio imunologico, pois esta estimulacdo pode gerar gastos com
nutrientes e ser prejudicial ao desempenho das aves em crescimento.

O sulfato de cobre (CuSO,4) € uma fonte inorganica comumente utilizada
sendo demonstrado efeito antimicrobiano com niveis entre 125 e 250 mg/kg de
cobre (Wang et al.,, 2007). No entanto os minerais quelatados possuem
potencialmente maior biodisponibilidade, pois reduzem o antagonismo com
outros componentes no trato gastrointestinal. O acido 2-hidroxi-4-
metiltiobutandico ligado ao cobre (Cu (HMTBa),) foi eficiente para evitar este
antagonismo entre elementos em nivel intestinal, logo doses reduzidas seriam
supostamente suficientes para alcancar um desempenho similar ou superior a
fontes inorgéanicas (Zhao et al, 2010).

Minerais como o cobre (Cu), célcio (Ca), fosforo (P) sdo essenciais ao
desenvolvimento do tecido 6sseo, pois estes sdo importantes na mineralizacéao
Ossea desde a matriz 0ssea organica a mineralizacdo propriamente dita
(Dibner et al., 2007).

De acordo com Champagne et al. (1990) a hidrdlise do P a partir da
fitato pode ser limitada em decorréncia da composicdo mineral das racoes.
Khalid et al. (2013) concluiram que o cobre tem grande influéncia sobre
absorcao de fosforo pelos 0ssos, pois o fitato pode se ligar a este micromineral
resultando em um complexo fitato-mineral resistente a fitase no pH intestinal. A

suplementacao de fitase na dieta de frangos de corte tem sido uma alternativa
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para melhorar a digestibilidade do fosforo fitico (presente no fitato), pois a
utilizagdo desta enzima resulta no aumento de 20 a 45% da utilizagdo do
mesmo (Ravindran et al.,1995).

O presente estudo foi proposto com o objetivo avaliar os efeitos da
suplementacao de diferentes fontes e niveis de cobre em nivel supranutricional
sobre o desempenho e mineralizacdo 6ssea de pintos de corte na fase inicial

de criagao.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste estudo seguiram padrdes e
normas vigentes de acordo com as resolu¢cdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), respeitando as boas praticas
de producéao na avicultura (UBA, 2008).

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioloégicas da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (CCAAB/UFRB) localizada no municipio de Cruz das
Almas no periodo de maio a julho de 2015. Foram utilizados 1440 pintos de um
dia, machos, da linhagem Cobb-500, provenientes de incubatério registrado no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), vacinados contra
principais doencas regionais. As aves foram alojadas em um galpao
experimental de criacdo sendo utilizados 36 boxes (1,78 x 1,88m) onde foram
distribuidos um comedouro tubular, um bebedouro pendular e foi utilizado
cama, proveniente de criacdo comercial (reutilizada com intuito de aumentar o
desafio) para cobrir 0 piso cimentado. O aquecimento nos primeiros dez dias foi
realizado com uso de campanulas a gas.

A iluminacéo artificial adotada foi crescente, caracterizada por 23 horas
de luz (natural + artificial) na primeira semana, luz natural (cerca de 12 horas)
na segunda e terceira semanas, 16 horas de luz na quarta semana, 18 horas
de luz da quinta semana e 20 horas de luz na sexta semana.

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com
distribuicdo dos tratamentos em esquema fatorial 2x2+2, no qual foram

avaliadas duas fontes de cobre, o sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 x
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5H,0; 25% de cobre) e o cobre ligado ao acido 2-Hidroxi-4-metiltiobutandico
(Cu (HMTBa),; 15% de cobre), onde um atomo de cobre esta ligado a duas
moléculas de acido 2-hidroxi-4-metiltiobutandico (78% de metionina sendo
realizada a correcao para que as dietas apresentassem a mesma concentracao
deste aminoé&cido), associadas a dois niveis de cobre (30mg/kg e 100mg/kg),
somados a dois tratamentos, um controle positivo utilizando enramicina
(10mg/kg) como aditivo melhorador de desempenho (AMD) e um controle
negativo onde as ragdes eram isentas de AMD.

As racgOes referentes aos tratamentos adicionais (controle positivo e
controle negativo) apresentaram cobre com nivel nutricional (10mg/kg) sendo
atendido através do uso do premix de microminerais.

As aves foram alimentadas com rac¢des a base de milho, farelo de soja,
farinha de carne e ossos com suplementacao de fitase (reducdo em 0,1 pontos
porcentuais para calcio e fosforo disponivel), seguindo um programa alimentar
com racdes pré-inicial (1-10 dias) e inicial (11-22 dias) de acordo com as
recomendagdes nutricionais da linhagem (Cobb-Vantress, 2012) (Tabela 1). A
obtencao dos tratamentos ocorreu em funcdo da substituicdo dos ingredientes

testes pelo material inerte (areia lavada) nas ragoes.
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Tabela 1. Composicdo centesimal e niveis nutricionais calculados das racfes
experimentais.

Ingredientes (%) Pré-inicial Inicial
(1 a 10 dias) (11 a 22 dias)

Milho 60,236 63,978
Farelo de Soja 33,397 29,256
Farinha Carne ossos 42 3,698 3,342
Oleo de Soja 0,750 1,633
Calcério 0,427 0,434
Sal 0,459 0,439
Met-Hidroxi-Analoga* 84 0,365 0,315
L-Lisina HCI 78 0,186 0,154
L-TREONINA 98 0,048 0,029
Premix Vitaminico? 0,120 0,100
Premix Mineral3 0,050 0,050
Cl-Colina 60% 0,096 0,086
Fitase 10.000ftu/g 0,005 0,005
Narasina 10% 0,050 0,070
Tratamentos + Inerte 0,113 0,109
Total 100 100
Composicao Nutricional Calculada

Proteina Bruta (%) 21,8 20,0
EMAR* (Kcal/kg) 2950 3050
Calcio (%) 0,90 0,84
Fosforo Disp. (%) 0,45 0,42
Sadio (%) 0,22 0,21
Lisina digestivel (%) 1,18 1,05
Met+Cis digestivel (%) 0,88 0,80
Treonina digestivel (%) 0,77 0,69

"MHA Metionina Hidroxi Analoga;

Premix vitaminico - Niveis de garantia/kg do produto: Vitamina A 10.000.000 Ul; Vitamina D 3.000.000 Ul/kg; Vit. E
40.000 Ul; Vit. K3 3.000mg; Vit B; 2.000mg; Vit B, 7.000mg; Vit. Bs 5.000mg; Vit. B;> 20.000ug; Ac. Félico 1.500mg; Ac.
Pantoténico 15.000 mg; Niacina 50.000mg; Biotina 100mg; Selénio 250mg, Anti-oxidante 125mg.

3Premix micromineral - Niveis de garantia/kg do produto: Mn 160g; Zn 100g; Fe 100g; Cu 20g; | 2.000mg (Tratamentos
do ensaio fatorial foi usado premix micromineral isento de cobre, porém com demais microminerais). Nos tratamentos
do ensaio fatorial foi usado um premix micromineral isento de cobre, porém com mesmos niveis dos demais
microminerais.

® EMAnN- Energia metabolizavel

As pesagens das aves para avaliacdo de desempenho zootécnico foram
realizadas com 1, 10 e 22 dias de idade. A racdo ofertada foi pesada antes do
fornecimento de acordo com cada fase (1, 10 e 22 dias) e as sobras foram
pesadas com 10 e 22 dias para a determinacdo do consumo de racdo e
posterior célculo da conversdo alimentar. A mortalidade foi monitorada
diariamente e usada para corre¢cdo no consumo de racdo conforme Sakomoura
e Rostagno (2007).

Apés a pesagem de 22 dias uma ave por parcela foi selecionada com

peso médio (x 2%) representativo a parcela, devidamente identificada, quando
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no 23° dia, foram separadas (retiradas dos boxes) submetidas ao jejum de 2
horas e entdo foram eutanasiadas, com posterior necropsia e retiradas as tibias
para posteriores mensuragoes.

As tibias foram submetidas a estufa a 65°C e posteriormente
desengordurados com uso de éter de petrdleo. A determinacdo do
comprimento e largura dos ossos foi efetuada por meio de um paquimetro. O
peso dos ossos foi obtido com auxilio de balanca de precisdo (0,0001g) e a
relacdo peso/comprimento foi obtida segundo Seedor et al. (1991). Os 0sso0s
foram entdo, moidos, pesados, levados a estufa de 105°C para determinacdo
da matéria seca desengordurada, sendo posteriormente encaminhados para
mufla, onde foram incinerados a uma temperatura de 550°C por,
aproximadamente, 8 horas obtendo, dessa forma, as cinzas na matéria seca
desengordurada.

Foi realizada a solubilizacdo das cinzas com acido cloridrico. Esta
solucédo foi aquecida chapa a 300°C para evaporacado de cerca de 50% do
volume em capela de exaustdo. O volume aquecido foi transferido para baldes
volumétricos e entdo a solucdo mineral foi utilizada para determinacdo de
calcio e fosforo.

A determinacao de fosforo foi realizada utilizando-se espectrofotdmetro
de luz UV-visivel de acordo com a metodologia adaptada do Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) 2005 (protocolo 965.17). Enquanto as
analises/ leituras de calcio foram realizadas por espectrofotometria de absorcéo
atbmica na Universidade Federal de Vicosa.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia avaliando-se
inicialmente as pressuposi¢cfes para o atendimento da mesma. Foi utilizado o
pacote estatistico SISVAR, onde inicialmente foi realizada andlise estatistica
global na qual foi considerado o quadrado médio do erro global para decompor
e testar a interacdo, fatores isolados e os tratamentos adicionais. Utilizou-se o
teste de F e contrastes de interesse entre os tratamentos adotando-se a

probabilidade para significancia de 5%.
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RESULTADOS

Os resultados da fase pré inicial (1-10 dias) demonstraram que houve
interacdo (P<0,05) para o consumo de racdo (1-10 dias e 1-22 dias) e ganho
de peso (1-10 dias) (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho de frangos de corte suplementados com diferentes
fontes e niveis de cobre

2,3 1,2,3 1 2,3 1
Fonte Nivel (markg) ;55 g 1(-31Poa, g 1-1g,Akg/kg 2 g 132, g 122 kAg/kg
30 281,7x 242,8x 1,16 1477,6x 1068,0 1,38
CuSOq4 100 278,5 2444 1,14 1474,9 1080,7 1,36
30 263,6by 227,4by 1,16 1435,5by  1045,5 1,37
Cu(HMTBa), 100 285,8a  249,7a 1,14 1496,4a  1095,9 1,37
Fonte x Nivel (Média) 277,4 2411 1,15 1471,1 1072,5 1,37
Fonte
CuSO4 280,1 243,6 1,15 1476,2 1074,3 1,37
Cu(HMTBa), 274,7 238,6 1,15 1465,9 1070,6 1,37
Nivel (mg/kg)
30 272,6 235,1B 1,16A 1456,5B 1056,7B 1,38
100 282,1 247,1A 1,14B 1485,6A 1088,3A 1,37
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 282,5 244,2 1,16 1469,2 1070,5 1,37
Controle positivo (CP) 281,6 243,1 1,16 1479,2 1090,7 1,36
Médias TA 277,3 243,6 1,16 1474,2 1080,6 1,36
Erro padrédo da média 4,67 4,20 0,009 12,77 11,13 0,009
Coeficiente de Varia¢do 4,10 4,30 1,84 1,99 2,51 1,54
Probabilidades
Fonte (F) 0,2604  0,2467 0,7729 0,4274 0,7440 0,5604
Nivel (N) 0,0511  0,0088 0,0423 0,0303 0,0082 0,1218
FxN 0,0110 0,0210 0,8186 0,0186 0,1008 0,5021
Tratamentos adicionais 0,8965 0,8518 0,8609 0,5838 0,2100 0,1787
Fatorial x TA 0,2582  0,4976 0,3702 0,7803 0,4079 0,3319

' Médias seguidas por letras mailisculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). 2 Médias seguidas por letras mindsculas (a,b) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (desdobramento
de nivel dentro de cada fonte de cobre(P<0,05). ® Médias seguidas por letras mindsculas (x,y) diferentes na coluna,
diferem estatisticamente (desdobramento de fonte dentro de cada nivel de cobre (P<0,05)).. CN- Racdes isentas de
aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP)-Ragdes contendo Enramicina 10g/t como AMD. CR-Consumo de
racdo; GP- Ganho de peso; CA- Conversao alimentar; g — grama por ave.

O desdobramento da interacdo demonstrou que ao se utilizar o menor
nivel de suplementacéo de cobre (30mg/kg), a fonte CuSO, proporcionou maior

consumo de racdo (1-10 dias e 1-22 dias) e ganho de peso (1-10 dias) das
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aves. Por outro lado, ao se utilizar a fonte Cu(HMTBa), o grupo de aves
submetidas a ragBes com maior nivel de suplementacdo (100mg/kg) de cobre
apresentaram maior consumo de racao (1-10 dias e 1-22 dias) e ganho de
peso (1-10 dias) quando comparadas aquelas alimentadas com racfes
contendo 30 mg/kg de cobre.

N&o houve interacao (P>0,05) entre os fatores estudados sobre o ganho
de peso (1-22 dias) e conversao alimentar (1-10 dias e 1-22 dias), indicando
ndo haver relagdo entre os fatores nesta fase, para as caracteristicas citadas.

Com relacdo aos efeitos isolados dos fatores estudados, as aves
alimentadas com racdes suplementadas com 100mg/kg de cobre apresentaram
maior ganho de peso (1-10 dias e 1-22 dias) na fase inicial de criagdo e
melhorou a conversao alimentar (1-10 dias) das aves na fase pré-inicial em
detrimento aquelas suplementadas com 30mg/kg de cobre. Possivelmente o
maior ganho de peso advem do maior consumo de ragdo ndo sendo reflexo de
alteracoes na eficiéncia alimentar nesta fase.

O uso de AMD néao proporcionou (P>0,05) qualquer beneficio sobre o
desempenho de pintos de corte na fase inicial de criacdo. No mesmo sentido, o
contraste estabelecido entre grupos com suplementacdo supranutricional de
cobre (ensaio fatorial) e os tratamentos adicionais (CP e CN) nao foi
significativo, indicando que a suplementacdo de AMD ou cobre supranutricional
nao gerou melhoria de desempenho (Tabela 2).

Com relacdo ao efeito dos aditivos sobre as caracteristicas e
mineralizacdo O0ssea o0s resultados demonstraram que ndo houve interacéo
(P>0,05) entre os fatores estudados para o teor de cinzas, de fosforo (P) e de
célcio (Ca) e para o comprimento das tibias (P>0,05). Também n&o houveram
efeitos dos fatores isolados e dos tratamentos adicionais, sobre as
caracteristicas citadas, deste modo, os aditivos (cobre e enramicina) nao
influenciaram estes parametros quando comparados as racoes isentas de AMD
(P>0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas da mineralizacdo Ossea de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre

Fonte Nivel Cinzas % %P %Ca CT,mm PT?mg IS' mg/mm
30 51,21 7,27 15,45 74,33 2965,9 39,92
CuSOq4 100 50,91 7,50 15,74 73,33 3048,4x 41,56
30 50,81 6,94 15,53 72,67 3029,2a 41,74a
Cu(HMTBa)2 100 51,16 7,62 15,84 72,33  2755,1by 38,12b
Fonte x Nivel (Média) 51,02 7,33 15,63 73,16 2949,7 40,33
Fonte
CuSOq4 51,06 7,38 15,60 73,83 3007,2 40,74
Cu(HMTBa)2 50,98 7,28 15,68 72,50 2892,2 39,93
Nivel
30 51,00 7,10 15,49 73,50 2997,7 40,83
100 51,03 7,56 15,79 72,83 2901,8 39,84
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 51,36 7,30 15,44 73,00 2868,9 39,30
Controle positivo (CP) 51,52 7,61 15,74 73,17 2956,9 40,46
Média TA 51,43 7,46 15,59 73,08 2912,9 39,88
Erro Padrdo da Média 0,37 0,28 0,36 0,73 82,5 1,22
Coeficiente de Variag&o 1,79 9,42 6,03 2,45 6,88 7,45
Probabilidades
Fonte (F) 0,8360 0,7082 10,8144 0,0781 0,1736 0,5115
Nivel (N) 0,9373 0,1176 0,4254 0,3690 0,2549 0,4237
FxN 0,3914 0,4361 0,9776 0,6516 0,0387 0,0393
Tratamentos adicionais 0,7656 0,4370 0,5728 0,8730 0,4567 0,5049
Fatorial x TA 0,2086 0,5997 0,8885 0,8961 0,6108 0,6748

* Médias seguidas por letras mintsculas (a,b) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (desdobramento de nivel
dentro de cada fonte de cobre(P<0,05). Z Médias seguidas por letras mindsculas (x,y) diferentes na coluna, diferem
estatisticamente (desdobramento de fonte dentro de cada nivel de cobre(P<0,05). )). CN- Ragdes isentas de aditivo
melhorador de desempenho (AMD), (CP)-Rag¢des contendo Enramicina 8% 10g/t como AMD. %P- portencagem
defésforo; % Ca- Porcentagem de célcio; CT- Comprimento da tibia; PT- Peso da tibia; IS- indice de Seedor.

Houve interacdo entre nivel e fonte de cobre avaliados para o peso das
tibias (P<0,05). O desdobramento da interacdo demonstrou que ao se utilizar o
maior nivel de suplementacdo de cobre (100mg/kg), a fonte CuSO,
proporcionou maior peso das tibias. Por outro lado o grupo das aves
submetidas a rac6es com Cu(HMTBa), ha dosagem de 30mg/kg apresentaram
maior peso quando comparado aquelas alimentadas com 100mg/kg. N&o
houve efeito dos tratamentos adicionais sobre o peso das tibias das aves
neste experimento (P>0,05) (Tabela3).

Para o indice de seedor houve interacdo entre os fatores avaliados

(P<0,05). Apo6s a andlise do desdobramento foi observado que utilizando a
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fonte Cu(HMTBa), o menor nivel de cobre 30mg/kg proporcionou a obtencao
de maior indice de seedor em tibias quando comparado aos efeitos observados
no nivel mais elevado (100mg/kg). Nao foi observado efeito dos tratamentos
adicionais sobre o indice de seedor em tibias, demonstrando que o0 uso do
cobre em dosagens supranutricionais e da enramicina néo afetaram o indice de

seedor quando comparado as racoes isentas de AMD.

DISCUSSAO

A fase inicial de criacdo de frangos de corte € marcada pelo rapido
desenvolvimento da ave e por importantes mudancas fisiolégicas que envolvem
o desenvolvimento de diferentes sistemas, dentre eles o sistema muscular e o
sistema 0sseo (Penz &Vieira, 1998). Nesta fase o De acordo com o estresse
ocasionado pela presenca de patdégenos provoca a reducdo no consumo de
alimentos e a ineficiéncia na utilizacdo dos nutrientes ingeridos que pode levar
ao aumento do gasto energético para ativacdo do sistema imunolégico logo o
comprometimento desta fase de desenvolvimento afeta negativamente o
desempenho final do lote. (Siegel 1995).

A suplementacdo de cobre na dieta de frangos de corte em substituicdo
aos antibiéticos convencionais tem demonstrado resultados positivos sobre o
desempenho de frangos de corte, pois seu efeito antimicrobiano tem
possibilitado a reducdo da microbiota patogénica e consequentemente dos
efeitos deletérios decorrentes da sua presenca (Arias e Koutsos, 2006)

No presente estudo foi observado que as diferentes fontes e niveis de
cobre influenciaram o desempenho de frangos de corte aos 10 e 22 dias.
Segundo Pang e Applegate (2007) uma possivel explicacdo para as diferentes
respostas observadas sobre o consumo de ragéo entre as diferentes fontes de
cobre pode estar relacionada as diferentes biodisponibilidades que as fontes de
cobre apresentam e consequentemente aos diferentes efeitos provocados no
trato gastrointestinal.

De maneira similar aos resultados verificados no presente experimento
Kim et al. (2011) concluiram que ao utilizar o nivel mais elevado de cobre (100

mg/kg de cobre) as aves apresentaram maior ganho de peso na fase inicial (10
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dias) em comparagdo com o nivel inferior (50mg/kg de cobre). Baker et al.
(1991) relataram melhorias no ganho de peso quando as aves foram
alimentadas com racdes suplementadas com niveis de cobre de 125 a
250mg/kg.

Diferindo dos resultados do presente experimento Arias e Koutsos.
(2006) observaram que aos 14 dias as aves alimentadas com 188mg/kg de
cobre com as fontes sulfato de cobre e cloreto de cobre tribasico (TBCC)
apresentaram ganho de peso superior ao controle negativo. No presente
estudo, apesar das respostas observadas com a avaliacdo do ensaio fatorial
(nivel x fonte), ndo foram verificadas diferencas entre os grupos de aves
submetidas a ragbes com niveis supranutricionais de cobre e aquelas
submetidas a racbes com AMD ou sem aditivos para fins de melhoria de
desempenho. As diferencas nas respostas encontradas no comparativo dos
estudos podem estar associadas aos diferentes niveis de cobre utilizados para
fins de melhoria de desempenho (100 versus 188 mg/kg).

Os resultados encontrados por Karimi et al. (2011) corroboram com 0s
resultados do presente estudo. De acordo com os autores, a suplementacao de
cobre (150 mg/kg utilizando o sulfato de cobre na racdo) ndo apresentou efeito
aos 14 e 21 dias sobre o ganho de peso, consumo de racdo e conversao
alimentar quando comparado ao controle negativo.

Luo et al. (2005) observaram que ao utilizar um nivel elevado da fonte
sulfato de cobre (450mg/kg) o consumo de racdo piorou. Estes resultados
diferem daqueles encontrados no presente estudo onde a utilizacdo do maior
nivel de cobre ndo limitou o consumo de racdo. Ha que se ressaltar, no
entanto, a diferenca entre os niveis (100 versus 450mg/kg) e como ja relatado,
niveis acima de 250 mg/kg podem provocar alguns efeitos negativos para
frangos de corte.

De acordo com Jensen & Winge (1998); Zhu et al. (1998) quando ha
elevacdo do nivel de cobre, ocorre a alteragcdo da homeostase intracelular,
podendo provocar a inativacdo e morte das células e consequentemente a
lesdo tecidual em 6rgdos como proventriculo e moela, afetando a ingestao de
alimentos.

Semelhante aos dados obtidos no presente experimento Brainer et al.

(2003); Miles et al. (1998) o cobre né&o influenciou o ganho de peso e a



29

conversao alimentar de frangos de corte aos 21 dias quando comparado ao
controle negativo.

Diferente do presente estudo Kim et al. (2011) n&o observaram relagao
entre os niveis e as fontes de cobre utilizadas sobre o consumo de racdo aos
21 dias. No entanto com relagdo ao ganho de peso o grupo de aves que foi
suplementada com a fonte proteinato de cobre com nivel de1l00 mg/kg de
cobre apresentou maior ganho de peso que as aves do controle negativo. Os
resultados da conversao alimentar corroboram com o presente experimento,
onde nao houve efeito da fonte de cobre utilizada sobre este parametro.

Os dados obtidos no presente trabalho diferem dos obtidos por Lim et al.
(2006), estes observaram que aos 21 dias o ganho de peso das aves
suplementadas com quelato de cobre-metionina (100mg/kg de cobre) foi
superior ao das aves pertencentes ao grupo controle, no entanto, semelhante
aos dados do presente experimento a conversao alimentar nao foi afetada.

Existe divergéncia na literatura sobre os efeitos benéficos da utilizagédo
profilatica do cobre sobre as caracteristicas de desempenho de frangos de
corte, sendo necessarios mais estudos que permitam conclusdes mais
aprofundadas a respeito deste assunto (Banks et al., 2004a).

De acordo com Angel (2006) a formacéo 0ssea das aves tem inicio ap0s
a incubacao e continua de forma mais intensa nas duas primeiras semanas
pos-eclosdo. O nivel de cinzas do esqueleto do pintainho se eleva de 19,87%
no primeiro dia de vida, para 27,74% aos 10 dias.

Nas atuais linhagens de frangos de corte, principalmente nos machos, a
taxa de crescimento muscular é elevada, tendo inicio numa fase precoce, sobre
um suporte esquelético ainda imaturo (Gonzales e Mendonc¢a Janior, 2006)
desse modo, os minerais possuem um papel essencial na nutricdo de frangos
de corte, pois a deficiéncia ou excesso dietético impossibilita a expressdo do
desempenho na fase de crescimento (Muniz et al, 2007).

Os resultados encontrados no presente experimento diferem dos
encontrados por Banks et al., ( 2004a), estes autores observaram que as aves
alimentados com a dieta contendo uma fonte organica de cobre (cobre-lisina
250 mg/kg) tiveram maior percentagem de cinzas nas tibias e maior
porcentagem de fésforo quando comparados com as aves alimentadas com o

mesmo nivel de sulfato de cobre.
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De acordo com Maenz et al. (1999) o aumento da porcentagem de
cinzas e de fésforo pode em aves suplementadas com fontes quelatadas de
cobre pode acontecer pela menor formacdo do complexo fitina-mineral,
possibilitando a acdo da fitase e consequentemente maior retencao de fésforo
(e eventualmente outros minerais) nos 0SSOS.

Os resultados obtidos por Pekel et al. (2012), Pang e Applegate. (2007)
corroboram com os resultados de fésforo obtidos no presente estudo. Os
autores nao observaram alteracdo no teor de fosforo nas tibias nas aves
suplementadas com diferentes fontes de cobre comparadas ao tratamento
controle.

Os dados do presente estudo se assemelham aos resultados
encontrados por Banks et al. (2004b) onde ao utilizarem sulfato de cobre e
fitase observaram que os tratamentos com uso de cobre ndo afetaram a
percentagem de cinzas nas tibias. Estes dados sugerem que 0s niveis e a
fontes de cobre utilizadas nao inibiram a capacidade de fitase de hidrolisar os
grupos fosfatos a partir da molécula de fitato.

No presente experimento os diferentes niveis e fontes de cobre nao
influenciaram o nivel de célcio nas tibias das aves, no entanto ha evidéncias na
literatura cientifica da acdo antagdnica do cobre sobre célcio, com 0 aumento
do nivel de cobre resultaria na reducédo na absorcédo de calcio (Underwood,
1977).

Apesar de nao ter sido observado efeito antagbnico do cobre sobre o
fésforo e o calcio no presente estudo, é possivel que ocorra o antagonismo do
cobre com outros microminerais como 0 zinco e 0 manganés, formando
complexos insoluveis (Leeson e Summers, 2001). Deste modo, a resposta
observada gaundo o nivel mais elevado de cobre 100mg/kg utilizando a fonte
supostamente mais biodisponivel Cu(HMTBa), pode ter afetado a absorcao de
outros microminerais e por consequéncia ter influenciado o peso e na

densidade das tibias das aves.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementacdo de cobre em nivel supranutricional na
maior dosagem avaliada (100 mg/kg) porporciona aumento no consumo (1-22
dias), ganho de peso (1-22 dias) e melhoria na converséao alimentar (1-10 dias).

A interacdo entre os farores estudados indicaram que a fonte
Cu(HMTBa), quando usada na menor dosagem avaliada (30 mg/kg) gera
menor consumo de racéo (1-10 dias e 1-22 dias) e consequente menor ganho
de peso (1-10 dias).

A mineralizacdo 6ssea (cinzas, célcio e fésforo na tibia) ndo é afetada
pelo uso do cobre supranutricional nos niveis avaliados, independente da fonte.

Alteracdes no peso e densidade da tibia em funcéo do nivel e fonte de
cobre utilizados indicam que podem ocorrer interacdes entre microminerais que
impactam na formacdo 0ssea e assim sugere-se mais estudos para elucidar

tais questdes.
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CAPITULO 2 — Nivel de cobre dietético superior aos usuais, melhoram o

desempenho e morfometria intestinal de frangos de corte

Artigo a ser submetido ao Scientie Agricola, Qualis A2 na Area Zootecnia/N&o

Ruminantes

RESUMO

Utilizou-se 1.440 pintos de corte da linhagem Cobb com objetivo de
avaliar os efeitos da suplementacdo de duas fontes de cobre (Cu) o CuSO4 e o
(Cu(HMTBa),;) associadas a dois niveis supranutricionais, 30 e 100mg/kg
somados a dois tratamentos adicionais: controle positivo (Enramicina, 10mg/kg)
e controle negativo (isento de aditivo melhorador de desempenho) sobre o
desempenho, biometria, morfometria intestinal e parametros imunolégicos. Os
resultados do desempenho demonstraram que a utilizacdo de 100mg/kg de
cobre proporcionou maior consumo de racdo. A utilizacdo do Cu em NS
melhorou o ganho de peso e a converséo alimentar (P<0,05). Ao utilizar a fonte
Cu(HMTBa), com nivel mais baixo houve aumento do peso relativo do jejuno
(P<0,05). A utilizacdo do Cu em NS aumentou a profundidade de cripta e a
superficie de absorcédo no jejuno e ileo (P<0,05). Os resultados de imunidade
aos 21 dias demonstraram que a dosagem de Oxido nitrico (ON) foi superior
nas aves suplementadas com CuSQO,, controle negativo e utilizando 30mg/kg
de Cu. O maior NS de Cu reduziu a dosagem de ON aos 38 dias. A dosagem
de MTT aos 21 dias foi superior nas aves do controle negativo e aos 38 dias
utilizando 100mg/kg de CuSO,4 e 30mg/kg de Cu(HMTBa),. Os resultados do
experimento indicam que a suplementacdo de Cu em NS supranutricional afeta
positivamente o desempenho de frangos de corte, podendo ser uma alternativa
aos antimicrobianos convencionais. As caracteristicas intestinais também sdo
influenciadas pela utilizacdo do Cu afetando diretamente a superfiicie de
absorcdo dos nutrientes e podem ser a explicagdo para a melhoria
dodesempenho. A suplementacdo de Cu em NS reduz a producdo de ON
demonstrando menor ativacdo do sistema imune.

Palavras chave: imunidade, intestino delgado, microminerais, suplementacéao,
vilosidades intestinais.

INTRODUCAO

A utilizacdo do cobre em nivel supranutricional na dieta de frangos de

corte é frequente, sendo caracterizado por melhorar o desempenho devido seu
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efeito antimicrobiano, assim como, pela alteracdo da microbiota intestinal das
aves (Pesti e Bakalli, 1996; NRC, 1994). Acredita-se que a forma como o cobre
atua sobre o desempenho esteja relacionada com a reducdo da microbiota
patogénica no trato gastrointestinal (Arias e Koutsos, 2006). A presenca de
patégenos pode provocar alteracfes na mucosa intestinal, sendo relacionada a
mudangas na morfologia intestinal, reduzindo o comprimento ou altura das
vilosidades e aumentando a profundidade das criptas (Xu et al., 2003) afetando
0 processo de digestdo e absorcao dos nutrientes (Kawai e Morotomi, 1978).A
utilizacdo do cobre como agente antimicrobiano, provoca a reducdo da
microbiota patogénica e das substancias téxicas produzidas por estes
patdbgenos reduzindo a atividade metabdlica da mucosa intestinal e
consequentemente 0s requisitos de energia para as células do epitélio
intestinal, permitindo que a energia poupada no processo de renovacéao celular
esteja disponivel para o ganho de peso e consequentemente melhoria no
desempenho (Radecki, 1992).

Na mucosa intestinal encontram-se linfocitos e macréfagos pertencentes
ao sistema imunolégico inato e (eventualmente) adquirido, responsaveis por
manter o ambiente intestinal regulado e pela producédo de citocinas e Oxido
nitrico (Shao et al, 2001). Alterac6es na microbiota intestinal podem estimular a
uma resposta imunoldgica sistémica (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004).

Em resposta a invasdo de patdégenos ocorre a producao de metabolitos
reativos ao oxigénio em excesso tais como H,O,, radicais livres, oxido nitrico,
estes oxidantes podem danificar o tecido saudavel (Kogut et al., 2011; Weiss e
Socha, 2005). O cobre atua como co-fator da superdoxido dismutase e
ceruloplasmina, enzimas que atuam como antioxidantes responsaveis pela
eliminacdo de patdégenos protegendo as membranas celulares dos radicais de
oxigénio ativos (Lukasewycz e Prolaska, 1990).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo de
diferentes fontes de cobre em niveis supranutricionais sobre o desempenho
aos 38 dias, biometria e morfometria intestinal e caracteristicas imunoldgicas

de frangos de corte.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do Centro de
Ciéncias Agréarias, Ambientais e Bioldégicas da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia (CCAAB/UFRB) localizada no municipio de Cruz das

Almas no periodo de maio a julho de 2015.

Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 1440 pintos de um dia (distribuidos em 36 parcelas
contendo 40 aves cada uma), machos, da linhagem Cobb-500, provenientes de
incubatério registrado no MAPA, vacinados contra principais desafios/doencas
de incidéncia regional. As aves foram alojadas em um galpdo experimental
sendo utilizados 36 boxes com area de 3,13 m? (1,78 x 1,88) onde foram
distribuidos um comedouro tubular, um bebedouro pendular e foi utilizado
cama, proveniente de criacdo comercial (reutilizada) visando potencializar a
possibilidade de ocorrer desafio microbiolégico. O aquecimento foi realizado
com uso de campanulas a gas. Todos os procedimentos realizados neste
estudo seguiram padrdes e normas vigentes de acordo com as resolucdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA).

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com
distribuicdo dos tratamentos em esquema fatorial 2x2+2, no qual foram
avaliadas duas fontes de cobre, sendo o sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO,4 x 5H,0) e o cobre complexado ao acido 2-Hidroxi-4-metiltiobutandico
(Cu(HMTBa),), que representa em outras palavras um atomo de cobre ligado a
duas moléculas de metionina hidroxi-analoga (78% equivalente metionina)
sendo realizada a correcdo para que as dietas apresentassem a mesma
concentracdo deste aminoacido. As duas fontes foram associadas a dois niveis
de cobre 30mg/kg e 100mg/kg nas racdes e com dois tratamentos adicionais,
um controle positivo utilizando Enramicina como aditivo melhorador de
desempenho (AMD) e um controle negativo onde as racfes eram isentas de
AMD.
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RagOes experimentais

As aves foram alimentadas com racdes a base de milho, farelo de soja
com uso farinha de carne e 0ssos nas primeiras fases (visando potencializar o
desafio microbiolégico) com suplementacdo de fitase (com reducdo de 0,1
ponto percentual para célcio e fésforo), seguindo um programa alimentar com
racdes pré-inicial (1-10 dias), inicial (11-22 dias), engorda (23-38 dias) baseado
nas recomendacdes nutricionais descritas no Guia da linhagem cobb (2012)
(Tabela 1). A obtencao dos tratamentos ocorreu em funcéo da substituicdo dos
ingredientes teste pelo material inerte (areia lavada).

As racOes referentes aos tratamentos adicionais (controle positivo e
controle negativo) apresentaram cobre com nivel nutricional (10mg/kg) sendo
atendido através do uso do premix de microminerais.

Com excecao dos niveis de cobre, assim como o uso de AMD, as racdes
entre 0S (grupos experimentais foram isoenergéticas, isoproteicas e
apresentaram mesmos niveis para 0s macronutrientes calcio, fésforo, e sodio,

assim como para 0os aminoacidos metionina, lisina, treonina e triptofano.
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Tabela 1. Composicdo centesimal e niveis nutricionais calculados das racfes
experimentais.

Pré-inicial Inicial Engorda
Ingredientes (%) (1 al10dias) (11 a 22 dias) (23 a 38 dias)
Milho 60,236 63,978 64,202
Farelo de Soja 33,397 29,256 27,918
Farinha Carne ossos 42 3,698 3,342 -
Fosfato bicalcico - - 0,900
Oleo de Soja 0,750 1,633 4,891
Calcario 0,427 0,434 0,832
Sal 0,459 0,439 0,457
Met-Hidroxi-Analogat 84 0,365 0,315 0,286
L-Lisina HCI 78 0,186 0,154 0,143
L-Treonina 98 0,048 0,029 0,040
Premix Vitaminico? 0,120 0,100 0,100
Premix Mineral® 0,050 0,050 0,050
Cl-Colina 60% 0,096 0,086 0,077
Fitase 10.000ftu/g 0,005 0,005 0,005
Narasina 10% 0,050 0,070 -
Tratamentos + Inerte 0,113 0,109 0,113
Total 100 100 100
Composicéo Nutricional Calculada

Proteina Bruta (%) 21,8 20,0 18,0
EMAN* (Kcal/kg) 2950 3050 3250
Calcio (%) 0,80 0,74 0,66
Fo6sforo Disp. (%) 0,35 0,32 0,28
Saédio (%) 0,22 0,21 0,20
Lisina digestivel (%) 1,18 1,05 0,95
Metionina+Cistina digestivel (%) 0,88 0,80 0,74
Treonina digestivel (%) 0,77 0,69 0,65

"MHA Metionina Hidroxi Analoga;

Premix vitaminico - Niveis de garantia/kg do produto: Vitamina A 10.000.000 UIl; Vitamina D 3.000.000 Ul/kg; Vit. E
40.000 Ul; Vit. K3 3.000mg; Vit B; 2.000mg; Vit B, 7.000mg; Vit. Bg 5.000mg; Vit. B;, 20.000ug; Ac. Fdélico 1.500mg; Ac.
Pantoténico 15.000 mg; Niacina 50.000mg; Biotina 100mg; Selénio 250mg, Anti-oxidante 125mg.

®Premix micromineral - Niveis de garantia/kg do produto: Mn 160g; Zn 100g; Fe 100g; Cu 20g; | 2.000mg. Nos
tratamentos do ensaio fatorial foi usado um premix micromineral isento de cobre, porém com mesmos niveis dos
demais microminerais.

*EMAnN- Energia metabolizavel

Analises experimentais
Desempenho

Para avaliacdo do desempenho zootécnico foram realizadas pesagens
das aves ao alojamento, aos 10, 22 e 38 dias de idade. A racao ofertada foi
pesada antes do fornecimento de acordo com cada fase e as sobras foram
pesadas com 10, 22 e 38 dias para a determinacdo do consumo de racdo e
posterior célculo da conversdo alimentar. A mortalidade foi monitorada
diariamente e usada para corre¢cdo no consumo de racdo conforme Sakomoura
e Rostagno (2007).
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Biometria intestinal

Aos 23 dias uma ave por parcela (previamente selecionada na pesagem
aos 22 dias representando o peso médio da parcela + 2%) foi pesada e
submetida a eutanasia e entdo retirado todo o tubo géstrico intestinal. O
comprimento do intestino delgado foi determinado considerando o inicio do
duodeno até a juncdo ileo-cecal. Foi feita a separacdo entre as regides
duodeno, jejuno e ileo. Os trés segmentos foram medidos, retirado o conteudo
alimentar e entdo pesados.

Foram estudadas as seguintes variaveis relacionadas a biometria:
comprimento e peso relativo do duodeno, jejuno, ileo e comprimento relativo do
intestino delgado integro. Os resultados das caracteristicas mensuradas foram
expressos em: gramas por kg peso vivo (g/kg) para peso relativo dos 6rgaos; e

centimetros por kg peso vivo (cm/kg) para comprimento relativo do intestino.

Morfometria intestinal

Para avaliagdo morfométrica um pequeno segmento (2 cm de
comprimento) do jejuno e do ileo foram coletados e cuidadosamente foram
lavados com solucéo fisiologica. Os segmentos foram fixados em formalina
10% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,4, por 24 horas. Posteriormente foi
realizada a clivagem dos fragmentos de tecido e em seguida foi realizada a
fixacdo em alcool a 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 30 minutos cada e
em Xilol I e Xilol Il por 20 minutos cada. Apdés a fixacdo foi realizado o
emblocamento em Parafina | e Parafina Il por 01 hora cada.

Dos blocos foram obtidos cortes seriados em micrétomo semi-
automatico ajustado para 5um, os cortes obtidos foram colocados em lamina
de vidro, sendo corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina. Para realizacéo
das analises histométricas as laminas foram observadas e fotografadas em um
microscopio binocular de luz LEICA ICC50 HD® acoplado a uma camera
digital, conectado a um computador contendo uma placa de captura de imagem
através do software de captura Leica LAS EZ® (Leica Microsystems, Buffalo
Grove, USA).

A fotomicrografia foi analisada por um programa do software Image J®.

A calibracdo do programa foi realizada utilizando uma fotomicrografia no
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mesmo aumento (4 x) de uma régua micrométrica onde 69 pixels
corresponderam a 100 micrometros.

A andlise histométrica se deu através de medi¢cdes realizadas em
imagens digitais obtidas em objetiva de 4x. Foram mensurados de cada animal:
10 alturas das vilosidades intestinais, 10 médias de largura de vilosidades
(média aritmética entre as medidas proximal, média e distal da vilosidade em
relacdo a base das mesmas) e 10 profundidades de criptas, para determinagéo
da relacdo vilo/cripta foi divido a altura da vilosidade pela profundidade da
cripta (Alvarenga et al. 2004).

Através das medidas das vilosidades (largura e altura do vilo), foi
realizado o célculo da superficie de absorcdo (SA) segundo a metodologia de
(Sakamoto et al., 2000) de acordo com a férmula:

SA (mm?)= [(2m) X (largura das vilosidades/ 2) x (altura das vilosidades)]

Caracteristicas imunologicas

Aos 23 e 38 dias uma ave com peso Vivo representativo dentro da
parcela foi imobilizada, foi realizada assepsia prévia e entdo colhido sangue por
perfuracdo da veia ulnar cutanea. Foram utilizadas agulhas heparinizadas o
sangue foi dispensado em tubos sem anticoagulante para posterior separacao
das células mononucleares.

As amostras foram diluidas em PBS na proporcdo de 1:3 (1mL de
sangue para 3mL de PBS) 2 mL desta diluicdo foi dispensada delicadamente
sobre a mesma quantidade de Percoll pH 8,5-9,5 (25°) testado em cultura
(Sigma) diluido (Percoll, NaCl 1,5M e agua destilada). As amostras entdo foram
centrifugadas por 30 minutos a 400g em seguida retirou-se o anel de células
polimorfonucleares e lavou-se com 1 mL de PBS por 7 minutos a 400g.

As células foram ressuspendidas com 1 mL de meio de cultura (meio
RPMI) suplementado com 10% (v/v) com soro fetal bovino contendo 2% de
penicilina e estreptomicina. Foi realizada a contagem das células na Camara
de Neubauer e utilizado volume final de 5x10° células por mL, a quantidade de
meio RPMI variou de acordo com o volume celular de cada po¢o de modo que
o volume final por poco fosse de 500 pL. As placas foram incubadas em estufa

com temperatura de 37° e com atmosfera Umida a 5% de CO, por 60 horas.
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Avaliagdo do metabolismo mitocondrial

ApOGs a obtencdo das células mononucleares em sangue periférico, o
metabolismo mitocondrial das respectivas células foi avaliado pelo método de
conversédo do MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo
em formazan] (Carmichael et al., 1987). Este se baseia na redugédo do sal
tetrazolato e foi utilizado para verificar o metabolismo mitocondrial. Passadas
60 horas da incubacao das culturas de células mononucleares foi retirado o
meio e foi adicionado 400 pL de meio contendo MTT em cada poc¢o para
realizagcdo do metabolismo mitocondrial, as placas foram novamente incubadas
por 2 horas. Apés 2 horas foi adicionado 400 pL de DMSO por poco. Foi
realizada a leitura em espectrofotometro a 570nm e o0s resultados
apresentados por meio de densidade Optica.

Avaliacdo do metabolismo oxidativo

Para posterior analise de Oxido nitrico foi retirado o sobrenadante das
culturas de células mononucleares amostras e centrifugado, lavou-se duas
vezes com PBS e o conteudo obtido foi congelado em ependorffs identificados.

A quantidade de nitrito (NO®) formado no sobrenadante das culturas foi
usado como um marcador para a producdo de 6xido nitrico (NO) de acordo
com o método de Griess (Won et al., 2004). Resumidamente, alicotas dos
meios de culturas (50uL), foram adicionados com igual volume 1:1 (v/v) em
uma mistura de 1% sulfanilamida, 5% de &cido fosférico e 0,1% N-
etilenodiamina (1-naftil). A leitura foi realizada em uma absorbancia de 490 nm
usando um leitor de microplacas. As curvas padrbes foram geradas em
diluicdes seriadas do nitrito de sddio em meio de cultura e os resultados foram

expressos em pg de proteina.

Dosagem de proteina

O teor de proteina das culturas foi determinado pelo método de Lowry et
al. (1951) (Bio-Rad, Hercules, CA). Ap6s a retirada do sobrenadante foi
adicionado 200 pL de tampéo de extracdo de proteina contendo 2% (v/v) SDS,
2mM EGTA, 4M de uréia, 0,5% (v/v) de Triton X-100, 62.5mm de Tris -HCI (pH
6,8) suplementado com 0,1% (v/v) de um coquetel de inibidores de protease

(Sigma, St. Louis, MO). A leitura foi realizada em uma absorbéancia de 620 nm
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usando um leitor de microplacas Universal Elx 800 (Biotek, Inc, EUA). Os

resultados foram expressos em pg/pL.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA avaliando-se as pressuposicoes
para o atendimento da mesma. Foi utilizado o pacote estatistico SISVAR, onde
inicialmente foi realizada analise estatistica global na qual foi considerado o
guadrado médio do erro para decompor e testar a interacdo, fatores isolados e
os tratamentos adicionais. Utilizou-se o teste de F e contrastes de interesse

entre os tratamentos adotando-se a probabilidade para significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do desempenho (1-38 dias) demonstram que nao houve
interacdo (P>0,05) entre os fatores estudados (fonte x nivel de cobre) para
consumo de racdo, ganho de peso e conversao alimentar. Da mesma maneira,
nao houve efeito dos niveis ou das fontes de cobre utilizadas para ganho de
peso e conversao alimentar (P>0,05). Em outra via, houve efeito de nivel de
cobre para o consumo de racdo, onde o0 grupo de aves suplementadas com
maior nivel de cobre (100mg/kg) tiveram maior consumo de ra¢ao que 0 grupo
de aves que recebeu 30 mg/kg de cobre.

Houve diferenca entre o controle negativo (racfes isentas de AMD) e o
controle positivo (racées com enramicina como AMD) para conversao alimentar
(P<0,05), onde o grupo de aves do controle negativo apresentou uma pior
conversdo alimentar. O contraste entre o grupo de aves do ensaio fatorial
versus os tratamentos adicionais foi significativo (P<0,05) indicando que as
aves suplementadas com cobre apresentaram maior ganho de peso e melhor
conversdo alimentar que aquelas que receberam a suplementacdo com
enramicina como aditivo melhorador de desemepenho (AMD) e as aves que
nao receberam nenhum AMD (Tabela 2).

N&o houve interacdo, efeito dos fatores isolados ou dos tratamentos
adicionais sobre a viabilidade (P>0.05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Desempenho de frangos de corte suplementados com diferentes
fontes e niveis de cobre.

Fonte Nivel (mg/kg) CR1-38d,g GP?1-38d,g CA"“? 1-38d, kg/kg Viab. 1-38d, (%)
CuSO, 30 4311,5 2694,3 1,60 96,19
100 4327,9 2714,7 1,59 97,62
30 4258,1 2677,1 1,59 96,19
Cu(HMTBa).
100 4370,6 2720,6 1,61 97,14
Fonte x Nivel (Média) 4317,1 2701,7* 1,60* 96,78
Fonte
CuSO4 4319,7 2704,5 1,60 96,90
Cu(HMTBa); 4314,3 2698,9 1,60 96,67
Nivel (mg/kg)
30 4284,8 B 2685,6 1,60 96,19
100 4349,3 A 2717,7 1,60 97,38
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 4288,0 2641,1 1,62A 96,19
Controle positivo (CP) 4287,8 2679,4 1,60B 98,57
Média TA 4287,9 2660,2* 1,61* 97,38
Erro Padrédo da Média 28,33 18,14 0,006 1,24
Coeficiente de Variagédo 1,61 1,65 0,92 3,15
Probabilidades
Fonte (F) 0,8488 0,7588 0,8588 0,85
Nivel (N) 0,0297 0,0881 0,4255 0,3477
FxN 0,099 0,5278 0,0771 0,85
Tratamentos adicionais 0,9952 0,1459 0,0104 0,1874
Fatorial x TA 0,2422 0,0131 0,0119 0,5858

' Médias seguidas por letras maitisculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). 2 Médias seguidas asterisco (*) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (média do fatorial e do
adicional) (P<0,05). CN- Racdes isentas de aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP)-RacGes contendo
Enramicina 8% 10g/t como AMD. CR-Consumo de racdo; GP- Ganho de peso; CA- Conversdo alimentar; Viab-
Viabilidade.

Os resultados do presente estudo corroboram com os obtidos por Arias
e Koutsos (2006) onde as aves alimentadas com 188mg/kg de sulfato de cobre
apresentaram maior ganho de peso do que as aves do controle negativo
(isentas de AMD).

Wang et al. (2014) também encontraram efeitos positivos da
suplementacao do cobre utilizando o cloreto de cobre tribasico, com nivel de
200 mg/kg de cobre observando-se um ganho de peso superior e uma melhor
conversdo alimentar corroborando com o presente estudo os autores também
nao encontraram efeito da suplementacdo de cobre sobre a viabilidade de

criacao.
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De acordo com Xia et al. (2004) o cobre além de efeito antimicrobiano
tem demonstrado grande efeito sobre crescimento e conversdo alimentar de
frangos de corte quando administrado em niveis supranutricionais.

Semelhante ao que foi obtido no presente estudo Pesti e Bakalli (1996)
observaram maior ganho de peso de frangos de corte ao se utilizar 125 e 250
mg/kg de racdo e em outro estudo utilizando 65-125 mg/kg. Os autores
observaram uma melhor converséo alimentar em aves alimentadas com citrato
de cobre nas doses de 125 mg/kg, no entanto ao aumentar a dose para 250
mg/kg de cobrea converséo alimentar das aves piorou, demonstrando que o
cobre pode ter tanto efeitos positivos quanto negativos sobre o desempenho a
depender da fonte e especialmente do nivel utilizado.

Diferindo dos resultados do presente estudo Lim et al. (2006) verificaram
gue ao utilizar cobre com uma fonte quelatada (cobre-metionina) houve efeito
positivo sobre o desempenho das aves com melhoria naconversao alimentar. A
suplementacdo com cobre-metionina proporcionou maior ganho de peso e
melhor conversdo alimentar as aves quando comparado as aves do controle
negativo onde as racdes eram isentas de AMD.

Em acordo com o presente experimento Paik et al. (1999) verificaram em
pesquisas com quelatos de cobre e relataram que a suplementacdo de cobre
metionina com niveis de 100-125 mg/kg de cobre promoveu melhor
desempenho de frangos de corte. Hong et al. (2002) também concluiram que a
suplementacdo de 100mg/kg de cobre como cobre-metionina atuou
positivamente sobre desempenho de frangos de corte.

Com relacdo as andlises de biometria intestinal foram avaliados o
comprimento e peso relativo do duodeno, jejuno, ileo e do intestino delgado
total. Para o comprimento do duodeno nao houve interacdo (P>0,05), efeito dos
niveis de cobre supranutricional e dos tratamentos adicionais (P>0,05), no
entanto houve efeito de fonte, onde as aves suplementadas com Cu(HMTBa),
apresentaram maior comprimento (P<0,05) de duodeno que as aves

suplementadas com CuSO, (Tabela 3).
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Tabela 3. Comprimento relativo de segmentos intestinais de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre.

Fonte Nivel (mg/kg) CcD' cm/kg CJ,cm/kg Cl,cm/kg  CID, cm/kg
30 20,26 4497 45,07 110,30
CuSOq4
100 20,82 44,16 44,99 109,97
30 22,53 47,94 45,03 115,52
Cu(HMTBa):
100 22,06 41,77 44,29 108,12
Fonte x Nivel (Média) 21,42 4471 44,85 110,98
Fonte
CUSO. 20,54B 44,57 45,03 110,14
Cu(HMTBa)2 22,30A 44,86 44,66 111,82
Nivel (mg/kg)
30 21,40 46,46 45,05 112,91
100 21,44 42,96 44,64 109,04

Tratamentos adicionais (TA)

Controle negativo (CN) 21,97 43,95 46,43 115,71
Controle positivo (CP) 19,95 47,30 45,31 109,21
Média TA 20,96 45,62 45,87 112,46
Erro Padrédo da Média 0,85 2,15 2,10 4,10

Coeficiente de Variag&o 9,79 11,71 11,43 9,02

Probabilidades

Fonte (F) 0,0472 0,8919 0,8603 0,9149
Nivel (N) 0,9605 0,1149 0,8468 0,6994
FxN 0,5447 0,2217 0,8757 0,8628
Tratamentos adicionais 0,1030 0,2797 0,7082 0,4049
Fatorial x TA 0,5390 0,6275 0,5781 0,8160

1 Médias seguidas por letras mailsculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). (CN) Racles isentas de aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP)- Ragdes contendo Enramicina
10g/t como AMD. CD- Comprimento do duodeno; CJ- Comprimento do jejuno; Cl- Comprimento do ileo; CID-
Comprimento do intestino delgado

N&o houve interacao significativa (P>0,05) para comprimento do jejuno,
ileo, e do intestino delgado total, assim como ndo houve efeito de nivel e/ou de
fonte (fatores isolados), e dos tratamentos adicionais (P>0,05) (Tabela 3).

De acordo com Ito et al. (2004) o comprimento do intestino pode ser
influenciado por diferentes fatores como componentes da dieta, a presenca de
aditivos melhoradores de desempenho, alteracdo na microbiota intestinal,
incidéncia patologias entéricas e intensidade do ganho de peso da fase inicial.

Com relacdo ao peso relativo do intestino delgado, no duodeno néao
houve interacdo, efeito de nivel e/ou de fonte (P>0,05), no entanto houve

diferenca entre o peso do duodeno das aves dos tratamentos adicionais, onde
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as aves que receberam antibiético como AMD tiveram menor peso relativo do

duodeno que as aves do controle negativo (P<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Peso relativo de segmentos intestinais de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre.

Fonte Nivel (mg/kg) PD?, g/kg PJ4, g/kg PI%, g/kg PID, g/kg
30 8,21 14,42 11,54 34,18
CuSO,4
100 7,99 13,51 10,89 32,40
30 8,98 15,67 12,58 37,24
Cu(HMTBa).
100 8,64 14,15 12,26 35,06
Fonte x Nivel (Média) 8,44 14,44 11,82 34,72
Fonte
CuSO0q4 8,10 13,97 11,22B 33,29
Cu(HMTBa). 8,81 14,91 12,42A 36,15
Nivel (mg/kg)
30 8,60 15,05A 12,06 35,71
100 8,31 13,83B 11,57 33,73
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 9,19A 14,45 11,98 35,63
Controle positivo (CP) 7,70B 13,31 11,73 32,76
Média TA 8,44 13,88 11,85 34,19
Erro Padrédo da Média 0,47 0,50 0,55 1,27
Coeficiente de Varia¢do 13,79 8,71 11,56 9,06
Probabilidades
Fonte (F) 0,1481 0,0714 0,0394 0,0626
Nivel (N) 0,5585 0,0233 0,3873 0,3343
FxN 0,9033 0,5475 0,7657 0,5754
Tratamentos adicionais 0,0352 0,1226 0,7563 0,221
Fatorial x TA 0,8689 0,2148 0,95 0,4853

! Médias seguidas por letras mailsculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). (CN) Ragdes isentas de aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP) Ragdes contendo Enramicina 8%
109/t como AMD.

PD- Peso do duodeno; PJ- Peso do Jejuno; PI- Peso do ileo; PID- Peso do intestino delgado.

N&o houve interacéo entre os fatores estudados para o peso relativo do
jejuno também ndo houve efeito de nivel e dos tratamentos adicionais
(P>0,05). Por outra via as aves que receberam suplementacdo com nivel mais
elevado de cobre (100mg/kg) apresentaram menor peso relativo do jejuno

guando comparado as aves que receberam a suplementacdo com o nivel mais
baixo (P<0,05) (Tabela 4).
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O peso relativo dos segmentos intestinais pode estar relacionado ao
processo de renovacao celular possivelmente em decorréncia da leséo
provocada por patégenos intestinais e toxinas produzidas por estes agentes.
Logo no jejuno o maior nivel de cobre, bem como a utilizacdo de antimicrobiano
convencional pode ter reduzido a microbiota patogénica e seus efeitos,
alterando peso deste segmento intestinal.

Estes resultados podem ser explicados por Pang e Applegate (2009), os
autores concluiram que utilizacdo do cobre em niveis supranutricionais pode
ser responsavel pela alteragdo no perfil de microrganismos presentes no trato
gastrintestinal, provocando aumento do pH ileal. Estes autores observaram que
a utilizacdo do cobre supranutricional na dieta pode inibir seletivamente
algumas bactérias patogénicas como a Escherichia coli (consequentemente as
toxinas produzidas por estas bactérias) e estimular bactérias benéficas como
os lactobacilos.

N&o houve interacédo entre os fatores estudados para o peso relativo do
ileo, da mesma forma ndo houve efeito de nivel isoladamente e dos
tratamentos adicionais (P>0,05), no entanto houve diferenca entre as fontes de
cobre utilizadas, onde as aves que receberam a dieta com Cu(HMTBa),
apresentaram maior peso relativo do ileo (P<0,05) (Tabela 4).

Tekeli et al. (2010) sugerem que as alteracdes no peso do intestino
estejam relacionadas a reducdo no numero de bactérias patogénicas,
reduzindo consequentemente o processo inflamatdrio provocado por toxinas
produzidas por estas bactérias, levando a reducéo da espessura e a um menor
peso érgao.

O peso relativo do intestino delgado total ndo apresentou interacéo entre
fonte e nivel de cobre, da mesma forma ndo houve efeito de nivel isoladamente
e dos tratamentos adicionais (P>0,05) (Tabela 4).

As andlises da morfometria intestinal demonstraram que no jejuno néo
houve interacéo, efeito dos fatores isolados e dos tratamentos adicionais sobre
a altura das vilosidades (P>0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas da morfometria do jejuno de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre

Fonte Nivel (mg/kg) AV, pm LV' um PC“) um AV:PC SAmm?
30 1586 171 216 7,39 0,84
CuS0O4
100 1554 175 179 8,78 0,85
30 1491 181 226 6,97 0,85
Cu(HMTBa),
100 1447 181 206 7,58 0,81
Fonte x Nivel (Média) 1520 177 207* 7,68 0,84*
Fonte
CusO4 1570 173 197 8,09 0,85
Cu(HMTBa), 1467 181 216 7,28 0,83

Nivel (mg/kg)
30 1539 176 221 7,18 0,85
100 1500 178 193 8,18 0,83

Tratamentos adicionais (TA)

Controle negativo (CN) 1522 133B 201A 7,63 0,64
Controle positivo (CP) 1383 176A 156B 8,88 0,75
Média TA 1452 155 178* 8,26 0,70*
Erro Padréo da Média 66 12 15 0,68 0,05
Coeficiente de Variag&o 10,8 18,58 19,45 21,42 18,30

Probabilidades

Fonte (F) 0,5457  0,5389 0,2345 0,2493 10,7486
Nivel (N) 0,5683  0,8823 0,0826  0,1584 0,8344
FxN 0,9263  0,9050 0,5875 0,5803 10,7234
Tratamentos adicionais 0,1472 0,0262 0,0484 0,2083 0,1699
Fatorial x TA 0,2504  0,0547 0,0463  0,3424 0,0092

! Médias seguidas por letras mailUsculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados, diferem estatisticamente
(P<0,05). 2 Médias seguidas por asterisco (*) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (média do fatorial e dos
adicionais) (P<0,05). (CN) Rag0Oes isentas de aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP) Rac¢8es contendo
Enramicina 8% 10g/t como AMD

AV- Altura de vilosidade; LV- Largura de vilosidade; PC- Profundidade de cripta; AS- Superficie de absorgéo.

Radecki et al. (1992) também néo observaram efeito da suplementacéo
de 250mg/kg sulfato de cobre sobre a altura das vilosidades no jejuno.

A analise da morfometria do ileo demonstrou que ndo houve interacéo,
efeito dos fatores isolados e dos tratamentos adicionais sobre a altura das
vilosidades (P>0,05), no entanto entre os tratamentos adicionais as aves que
receberam suplementacdo com enramicina (controle positivo) apresentaram

maior altura de vilosidades e o contraste entre o grupo de aves do ensaio
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fatorial versus os tratamentos adicionais foi significativo, a média dos diferentes
tratamentos com cobre supranutricional foi superior & média dos tratamentos
adicionais (P<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas da morfometria do ileo de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre.

Fonte Nivel (mg/kg) AV*%um  LVYum PC um AV:PC  SAmm?
30 1033 178 226 4,78 0,58
CuSOx 100 1039 154 214 4,87 0,49
30 960 180 247 4,11 0,53
Cu(HMTBa). 100 1037 188 226 471 0,60
Fonte x Nivel (Média) 1017+ 175 228* 4,62 0,55*
Fonte
CUSO, 1036 166 220 4,83 0,54
Cu(HMTBa), 997 184 237 4,41 0,57
Nivel (mg/kg)
30 996 184 236 4,45 0,56
100 1035 171 220 4,79 0,54
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 834A 205A 186 4,63 0,53
Controle positivo (CP) 984B 144 B 183 5,36 0,44
Média TA 909* 175 185+ 4,99 0,48*
Erro Padréo da Média 51 14 17 0,40 0,03
Coeficiente de varia¢éo 12,86 20,33 20,1 20,66 17,98
Probabilidades
Fonte (F) 0,4585 0,2255 0,3487  0,3045 0,7486
Nivel (N) 0,4364 0,5907 0,3570  0,3905 0,8344
FxN 0,5080 0,2915 0,8129  0,5372 0,7234
Tratamentos adicionais 0,0476 0,0059 0,8874 0,2047 0,1699
Fatorial x TA 0,0221 0,9763 0,0077  0,2857 0,0092

! Médias seguidas por letras mailsculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). 2 Médias seguidas asterisco (*) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (média do fatorial e do
adicional) (P<0,05). (CN) Rag¢des isentas de aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP) Ragdes contendo
Enramicina 8% 10g/t como AMD.

AV- Altura de vilosidade; LV- Largura de vilosidade; PC- Profundidade de cripta; AS- Superficie de absorgéo.
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Corroborando com os dados deste trabalho Arias e Koutsos (2006) nao
encontraram efeito da suplementagéo de cobre supranutricional sobre a altura
das vilosidades do jejuno e no ileo.

Diferindo Semelhante aos resultados obtidos no presente estudo Xia et
al. (2004) observaram o aumento de altura das vilosidades do ileo de aves
suplementadas com cobre metionina. De acordo com os resultados
encontrados no presente experimento uma maior altura das vilosidades esta
diretamente relacionado aos resultados de desempenho, pois 0 ganho de peso
superior e melhor conversdo alimentar estdo associados a integridade da
mucosa intestinal, logo quanto maior a altura dos vilos, maior é a capacidade
de digestéo e absorcao de nutrientes, em virtude de uma maior area de contato
e atividade enzimatica superior no nivel de mucosa e limen intestinal.

Com relacéo a largura das vilosidades no jejuno ndo houve interacao,
efeito dos niveis ou das fontes de cobre utilizadas (P>0,05). Em outra via
houve diferenca entre o controle positivo e o controle negativo (P<0,05), onde
as aves que receberam racdo com antibiotico como AMD apresentaram
vilosidades mais largas (Tabela 5).

Os resultados referentes a largura das vilosidades no ileo demonstraram
gue a interacao nao foi significativa e ndo houve efeito dos niveis ou das fontes
de cobre (P>0,05), no entanto houve diferenca entre os tratamentos adicionais
(P<0,05), onde as aves que receberam racdo com enramicina como AMD
tiveram vilosidades mais estreitas diferindo dos resultados obtidos no jejuno
(Tabela 6).

As andlises da profundidade de cripta do jejuno ndo demonstraram
interacdo, efeito dos niveis ou das fontes (P>0,05), no entanto foi observada
diferenca entre controle positivo e o controle negativo, onde as aves que
receberam enramicina como AMD apresentaram menor profundidade de cripta
(P<0,05) (Tabela 5). Também houve diferenca entre a média dos tratamentos
com cobre em niveis elevados e a média dos tratamentos adicionais (P<0,05),
onde as aves que receberam a suplementacdo com cobre supranutricional
apresentaram maior profundidade de cripta.

Este mesmo comportamento na resposta ocorreu com a profundidade de
cripta no ileo, a interacdo néo foi significativa, ndo houve efeito dos niveis ou

das fontes (P>0,05), por outra via 0 contraste entre o grupo de aves do ensaio
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fatorial e os tratamentos adicionais foi significativo (P<0,05), onde as aves
suplementadas com cobre apresentaram maior profundidade de cripta do que
as aves dos tratamentos adicionais (Tabela 6).

Corroborando com os resultados do presente estudo Arias e Koutsos
(2006) observaram que no jejuno as aves do controle positivo com uso do
antibiético demonstraram menor profundidade das criptas comparacdo ao
controle negativo. De acordo com os autores uma cripta profunda indica maior
renovacao celular e consequentemente uma grande demanda de energia e
nutrientes para este fim.

De acordo com Xu et al. (2003) a estrutura da mucosa intestinal pode
oferecer informagBes sobre a saude do trato gastrointestinal. Diferentes
agentes presentes na digesta podem provocar rapidamente alteracdes na
mucosa intestinal devido o contato direto com a superficie da mucosa. Xia et al.
(2004) observaram que criptas mais profundas tém sido associadas a presenca
de toxinas bacterianas.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo Arias e
Koutsos (2006) observaram que aves alimentadas com sulfato de cobre
tiveram maior profundidade de criptas no ileo em comparacédo com aquelas que
suplementadas com o controle positivo com uso antibiético como AMD.

A suplementacdo com antibioticos como AMD tende a reduzir a
microbiota intestinal patogénica potencial e os compostos téxicos produzidos,
deste modo pode ocorrer menor lesao tecidual, exigindo menor renovacéo
celular. Sugere-se que por este motivo tenha sido observada menor
profundidade de cripta no grupo aves pertencente ao controle positivo e maior
profundidade de criptas das aves que receberam racdes isentas de AMD no
presente experimento.

Apesar do cobre apresentar efeito antimicrobiano, sua utilizacdo em
niveis mais elevados foi relacionada ao aumento da profundidade de criptas.
Este efeito pode estar associado a leséo tecidual provocada pela alteracédo da
homeostase devido o aumento dos niveis de cobre no meio intracelular,
levando a perda da funcdo e a morte das células, estimulando assim o

processo de renovacao celular como foi descrito por Radisky e Kaplan (1999).
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Os resultados da relacéo vilo (altura)/cripta (profundidade) no jejuno e no
ileo demonstraram que ndo houve interacao, efeito dos fatores isolados ou dos
tratamentos adicionais (P>0,05) (Tabelas 5 e 6).

Corroborando com o presente estudo Radecki et al. (1992) néo
encontraram diferenca na relacao vilo/cripta de aves suplementadas com cobre
supranutricional no jejuno e no ileo. No entanto, diferindo dos resultados do
presente estudo Xia et al. (2004) observaram que a suplementacdo de cobre
supranutricional provocou aumento da relacdo vilo/cripta no jejuno e no ileo
guando comparado ao controle negativo isento de AMD.

Com relacdo a superficie de absorcdo do jejuno e do ileo ndo houve
interacado, efeito de nivel ou da fonte e dos tratamentos adicionais (P>0,05), no
entanto houve diferenca entre e média dos tratamentos com cobre
supranutricional e a média dos tratamentos adicionais, onde a superficie de
absorcdo das aves suplementadas com cobre supranutricional foi superior
(P<0,05) (Tabela 5 e 6).

Os dados referentes a dosagem do oOxido nitrico (NO) corrigido para
proteinas (normatizacdo dos resultados) e de MTT em culturas de células
mononucleres de sangue periféerico (CMSP) aos 23 e 38 dias estédo
apresentados na tabela 7. Os resultados de NO aos 23 dias demonstraram que
nao houve interacdo (P>0,05), no entanto houve diferenca entre as fontes, os

niveis e os tratamentos adicionais (P<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7. Caracteristicas imunolégicas de frangos de corte suplementados
com diferentes fontes e niveis de cobre.

oy g ovggpor T L
CuSOq4 30 42,70 6,36 0,22 0,38by
100 25,32 4,07 0,25 0,83a
Cu(HMTBa); 30 27,94 7,94 0,25 0,60x
100 15,37 4,38 0,26 0,73
Fonte x Nivel (Média) 27,83 5,69* 0,25 0,64*
Fonte
CuSO4 34,01A 5,22 0,24 0,61
Cu(HMTBa): 21,66B 6,16 0,26 0,67
Nivel (mg/kg)
30 35,32A 7,15A 0,24 0,49A
100 20,345B 4,22B 0,25 0,78B
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 40,78A 4,62 0,25A 0,74
Controle positivo (CP) 14,48B 3,13 0,20B 0,72
Média TA 27,63 3,87* 0,23 0,73*
Erro Padrédo da Média 4,403 0,58 0,015 0,05
Sgﬁggfg‘te de 38,85 28,13 15,45 18,87
Probabilidades
Fonte (F) 0,0087 0,1119 0,1243 0,2271
Nivel (N) 0,0019 0,0000 0,2004 0,0000
FxN 0,5889 0,2984 0,6257 0,0038
Tratamentos adicionais 0,0002 0,0820 0,0353 0,8300
Fatorial x TA 0,9574 0,0012 0,246 0,0364

' Médias seguidas por letras maitisculas diferentes (A,B) na coluna para fatores isolados,diferem estatisticamente
(P<0,05). 2 Médias seguidas por letras minusculas (a,b) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (desdobramento
de nivel dentro de cada fonte de cobre(P<0,05). ® Médias seguidas por letras mindsculas (x,y) diferentes na coluna,
diferem estatisticamente (desdobramento de fonte dentro de cada nivel de cobre(P<O,05)).4Médias seguidas asterisco
(*) diferentes na coluna, diferem estatisticamente (média do fatorial e do adicional) (P<0,05) (CN) Racdes isentas de
aditivo melhorador de desempenho (AMD), (CP)- Rag¢des contendo Enramicina 8% 10g/t como AMD.

ON/ pg de prot21d- 6xido nitrico / ug de proteina 23 dias; ON/ pg de prot 38d- 6xido nitrico / g de proteina 38
dias; MTT 23 d- Metabolismo mitocondrial 23dias; MTT 38 d Metabolismo mitocondrial 38dias.

A producdo de Oxido nitrico pelas CMSP de aves submetidas a fonte
CuSO0Oq foi 57% superior (34,01 x 21,66) que as CMSP de aves submetidas a
fonte Cu(HMTBa),. Dentro dos niveis de cobre utilizados as CMSP das aves
gue foram suplementadas com o 30mg/kg de cobre apresentaram dosagem de
NO 74% maior (35,32 x 20,35) do que as aves que receberam 0 nivel mais
elevado de cobre (100mg/kg). Entre os tratamentos adicionais a producdo de
NO em CMSP de aves que receberam racdes isentas de AMD foi superior a
dosagem observada CMSP de aves que receberam suplementacdo com

enramicina como AMD
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Aos 38 dias os dados de NO n&o apresentaram interacdo e efeito de
fonte (P>0,05). Por outra via houve diferenca entre os niveis de cobre utilizados
e entre a média do ensaio fatorial e dos tratamentos adicionais (P<0,05). Com
relacdo aos niveis, foi observada maior dosagem de NO em células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de aves suplementadas com o
nivel mais baixo de cobre (30mg/kg). Entre as médias dos tratamentos com
cobre supranutricional e a média dos tratamentos adicionais as CMSP de aves
submetidas aos tratamentos com cobre supranutricional apresentaram maior
dosagem de NO (Tabela 8).

O NO é uma molécula produzida pelo sistema imune que tem recebido
destaque por parte dos pesquisadores, devido sua funcdo mediadora citotoxica
de células imunes efetoras ativadas. Ela atua como mensageiro, € um radical
livre modulador em diversos processos biolégicos (Beckman e Koppenol,
1996).

No presente experimento os dados de NO foram mais elevados quando
se utilizou um a fonte inorganica de cobre, uma dosagem mais reduzida (30
mg/kg) e no controle negativo sem o uso de antibiotico como AMD. Estes
dados sugerem um efeito protetor do cobre como antimicrobiano quando usado
em maior nivel (100mg/kg), semelhante ao obtido no tratamento com o controle
positivo, resultando em menor ativacdo da resposta imunologica e
consequentemente a producéo de NO.

Este suposto efeito protetor (menor producdo de NO) pode estar
relacionado ao fato do cobre atuar como co-fator enzimético auxiliando a
ceruloplasmina e a superéxido dismutase na eliminacédo de patégenos capazes
de estimular a producdo 6xido nitrico e provocar danos em células do sistema
imunoldgico (Lukasewycz e Prolaska, 1990).

Chin et al. (2008) observaram que a producdo de NO pelos macréfagos
e por células endoteliais foi uma medida de defesa do organismo contra
antigenos, corroborando com este experimento onde tanto aos 21 quanto aos
38 dias houve elevacdo na dosagem de NO nos tratamentos que utilizaram
uma dosagem mais baixa de cobre (30 mg/kg), nos tratamentos que néo
utilizaram antibiético como AMD (controle negativo). Nestes tratamentos, pode
ter ocorrido menor protecdo frente aos desafios microbiolégicos em nivel

intestinal para as aves.
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Os dados de MTT aos 23 dias demonstraram que nao houve interacéo,
efeito dos niveis ou das fontes de cobre utilizadas (P>0,05). No entanto foi
observada diferenca entre a producédo de MTT em CMSP de aves do controle
positivo e do controle negativo, onde a dosagem de MTT foi mais elevada em
CMSP de aves que receberam racéo isenta de AMD (Tabela 7).

O aumento do metabolismo mitocondrial (aumento da dosagem de MTT)
podem acontecer em decorréncia de uma resposta imunoldgica provocada no
campo quando as aves podem ter sido submetidas ao desafio bacteriano e da
consequente memoria celular. Os resultados do MTT encontrados no presente
estudo sugerem que as aves que receberam a racao contendo antibiético como
AMD (controle positivo) tenham reduzido a resposta imunoldgica, pelo menor
metabolismo mitocondrial observado, por serem submetidas a um menor
desafio.

Yang et al. (2008) utilizaram o MTT para avaliar a proliferacdo de
linfocitos em culturas CMSP Os autores observaram que houve o aumento da
proliferacdo de linfocitos em CMSP (consequentemente do MTT) apds o
desafio com lipopolissacarideo de Eschericia coli (LPS). De acordo com Liu et
al. (2003) o aumento da proliferacdo de linfécitos esta associada a com uma
resposta imunologica de fase aguda.

Aos 38 dias houve interacdo para a dosagem de MTT (P<0,05). Quando
as aves foram submetidas a fonte CuSO, a dosagem de MTT em CMSP de
aves suplementadas com o nivel mais elevado de cobre (100mg/kg) foi
superior a dosagem em CMSP de aves suplementadas 30mg/kg. Quando as
aves foram suplementadas com o nivel mais baixo de cobre (30mg/kg) houve
maior dosagem de MTT em CMSP de aves submetidas a fonte Cu(HMTBa),
em comparacao a fonte CuSO4 (Tabela 7).

N&o foi observado efeito de fonte e dos tratamentos adicionais (P>0,05),
por outro lado os niveis de cobre supranutricional utilizados provocaram
diferenca na dosagem de MTT, onde as CMSP de aves suplementadas com
100mg/kg de cobre apresentaram maior dosagem de MTT. Também foi
observada diferenca entre a média dos tratamentos com cobre supranutricional
e dos tratamentos adicionais, a dosagem de MTT em CMSP de aves dos

tratamentos adicionais foi superior (P<0,05).
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Diferente dos resultados obtidos no presente estudo Yang et al. (2008)
nao observaram efeito da suplementagdo de cobre sobre a proliferacdo de
linfécitos e consequentente sobre a dosagem de MTT em CMSP frangos de
corte.

No presente experimento foi observado que o nivel mais elevado de
cobre foi responsavel por uma maior dosagem de MTT, este efeito pode ter
ocorrido devido aumento do cobre intracelular e maior lesdo em mitocondrias
estimulando a proliferacdo celular compensatéria e um maior metabolismo,
outra hipotese é que as células onde houve maior dosagem de MTT sejam
mais eficientes e tenham um metabolismo mais elevado. Para elucidagéo
destas hipoteses sdo necessarios mais estudos que avaliem o efeito do cobre
sobre a resposta imunolégica de frangos de corte.

CONCLUSOES

Conclui-se que o desempenho de frangos de corte € eficientemente
melhorado (ganho de peso e conversao alimentar) com o uso de AMD e cobre
em dosagem supranutricional e assim consolida-se a estratégia do uso de
cobre em niveis mais elevados para fins de melhoria de rendimento na
avicultura de corte.

O aumento na superficie de absorcdo e a profundidade de cripta
(renovacdo celular) do jejuno e ileo com o uso de cobre em altos niveis
explicam em parte as respostas obtidas sobre o desempenho e o0 modo de
acao do cobre em nivel intestinal.

A fonte organica de cobre (Cu(HMTBa),) aumentou comprimento relativo
do duodeno, peso relativo do ileo e gerou menor producdo de o6xido nitrico
(menor ativacdo do sistema imune) e assim mostrou-se potencialmente mais
efetiva.

O maior nivel de cobre estudado (100 mg/kg) proporciona menor
ativacdo do sistema imune observada por meio da menor producdo de éxido

nitrico em células mononucleadas do sangue periférico.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente experimento permitem concluir que a utilizacao de
diferentes fontes e niveis de cobre na dieta de frangos de corte proporciona
efeitos positivos sobre o consumo de racdo, ganho de peso e converséo
alimentar na fase inicial de criagéo (1-22 dias). Ao avaliar o efeito das fontes de
cobre utilizadas no presente experimento foi possivel observar que a fonte
(Cu(HMTBa)2) com nivel mais reduzido de cobre (30mg/kg) afetou
negativamente o consumo de racdo e por consequéncia o ganho de peso.

A partir dos resultados do desempenho final conclui-se que o cobre pode
ser utilizado de forma eficiente como AMD em substituicdo aos antimicrobianos
convencionais, pois proporciona melhor ganho de peso e conversao alimentar.

O cobre demonstrou ndo afetar a mineralizacdo 6ssea (cinzas, célcio e
fésforo na tibia), no entanto alteracdes observadas no do peso e densidade da
tibia indicam que podem ocorrer interagées entre microminerais impactando o
desenvolvimento 6sseo.

Avaliando dados da biometria intestinal foi possivel concluir que a fonte
de cobre normalmente considerada mais biodisponivel (Cu(HMTBa)2)
aumentou comprimento relativo do duodeno e o peso relativo do ileo.

Os resultados da morfometria intestinal demonstraram que niveis mais
elevados de cobre podem afetar a profundidade de cripta e a superficie de
absorcao influenciando diretamente a absorcdo de nutrrientes e os resultados
do desempenho de frangos de corte.

A resposta imunoldgica foi influenciada pela utilizacdo de cobre em
niveis supranutricionais, pois este rediziu a producdo de 6xido nitrico pelas
CMSP, demonstrando menor ativacdo do sistema imune.

Deste modo sugere-se mais estudos que possibilitem o entendimento do
efeito de diferentes fontes e niveis de cobre sobre o desempenho, a
mineralizacdo Ossea, as caracteristicas intestinais e imunoldgicas de frangos

de corte.
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

Tabela 1. Desempenho de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de
cobre

GP CA CR GP CA
Fonte Nivel (mg/kg)
11-22d g 11-22d,g 11-22,kg/kg 23-38g  23-38,g 23-38 kg/kg

30 1195,9 825,17 1,45 2833,9 1626,3 1,74
CuSO 100 1196,3 836,31 1,43 2853,0 1634,0 1,74

30 11719b 818,06 1,43 2822,5 1631,5 1,73
Cu(HMTBa).

100 1210,6a 846,14 1,43 2874,2 1624,8 1,76
Fonte x Nivel (Média) 1192,1 836,96 1,44 2845,9 1629,15* 1,74*
Fonte
CusO4 1196,1 830,7 1,40 2843,5 1630,2 1,74
Cu(HMTBa), 1191,3 832,1 1,40 2848,4 1628,2 1,75
Nivel (mg/kg)
30 1183,9B  821,6B 1,44 2828,2 1628,9 1,74
100 1203,4A  841,2A 1,43 2863,6 1629,4 1,75
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 1186,7 826,33 1,43 2828,7 1570,53 1,79
Controle positivo (CP) 1197,5 847,59 1,41 2808,5 1588,66 1,76
Médias TA 1192,1 836,96 1,42 2813,6 1579,6* 1,78*
Erro padrdo da média 9,2 8,98 0,011 20,67 14,46 0,011
Coeficiente de Variagédo 1,9 2,62 1,91 1,79 2,2 1,58

Probabilidades

Fonte (F) 0,59917  0,8797 0,4297 0,8162 0,8933 0,6925
Nivel (N) 0,04286  0,0354 0,3305 0,0969 0,9750 0,0777
FxN 0,04678  0,3485 0,4172 0,4371 0,6204 0,1181
Tratamentos adicionais 0,41136 0,1015 0,1400 0,7285 0,3825 0,1010

Fatorial x TA 0,81601  0,4777 0,2582 0,0814 0,0004 0,0015




Tabela 2. Peso absoluto dos segmentos intestinais de frangos de corte suplementados

com diferentes fontes de cobre em niveis supranutricionais

Fonte Nivel (mg/kg) PA, kg PD%, g PJ, g Pl, g PID, g
CuSO, 30 1,293 10,66 18,7 14,95 44,32
100 1,289 10,29 17,42 14,04 46,59
30 1,252 11,22 19,6 15,75 41,75
Cu(HMTBa).
100 1,309 11,32 18,53 16,05 45,9
Fonte x Nivel (Média) 1,285 10,87 18,56 15,2 44,64
Fonte
CuSOq4 1,291 10,48 18,06 14,5 45,46
Cu(HMTBa)2 1,280 11,27 19,07 15,9 43,83
Nivel
30 1,273 10,94 19,15 15,35 43,04
100 1,299 10,8 17,97 15,04 46,24
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 1,268 11,61 18,31 15,15 45,09
Controle positivo (CP) 1,289 9,92 17,13 15,1 42,16
Media TA 1,279 10,77 17,72 15,13 43,62
EPM 0,59 0,67 0,72 1,65
Probabilidades
Fonte (F) 0,1955 0,1466 0,0622 0,0626
Nivel (N) 0,8177 0,0909 0,6745 0,3343
Fx N 0,6963 0,8794 0,4157 0,5754
Tratamentos adicionais 0,0541 0,2244 0,9615 0,221
Fatorial x TA 0,8401 0,161 0,9142 0,4853

PA- Peso das aves; PD- Peso do duodeno; PJ- Peso do jejuno; PI- Peso do ileo; Peso

do intestino delgado
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Tabela 3. Comprimento absoluto dos segmentos intestinais de frangos de corte suplementados
com diferentes fontes de cobre em niveis supranutricionais

Fonte Nivel (mg/kg) PA, kg CD, cm CJ,cm Cl,cm CID, cm
CuSO, 30 1,293 26,25 58,25 58,33 142,83
100 1,289 26,83 56,91 58,00 141,75
Cu(HMTBa) 30 1,252 28,16 59,75 56,33 144,25
100 1,309 28,83 54,58 58,00 141,41
Fonte x Nivel (Média) 1,285 27,52 57,37 57,67 142,56
Fonte
CuS0O4 1,291 26,54 57,58 58,17 142,29
Cu(HMTBa)2 1,280 28,5 57,17 57,17 142,83
Nivel
30 1,273 27,21 59,00 57,33 143,54
100 1,299 27,83 55,74 58,00 141,58
Tratamentos adicionais (TA)
Controle negativo (CN) 1,268 27,83 59,91 58,83 146,58
Controle positivo (CP) 1,289 25,66 56,58 58,33 140,58
Media TA 1,279 26,75 58,24 58,58 143,58
EPM 1,04 2,55 2,73 5,01
Probabilidades
Fonte (F) 0,0707 0,8714 0,7175 0,9149
Nivel (N) 0,5543 0,2128 0,8093 0,6994
Fx N 0,9684 0,4586 0,7175 0,8628
Tratamentos adicionais 0,153 0,3632 0,898 0,4049
Fatorial x TA 0,4011 0,6951 0,7017 0,816

PA- Peso das aves; CD- Comprimento do duodeno; CJ-Comprimento do jejuno; Cl- Comprimento do ileo; CID-
Comprimento do intestino delgado.

Tabela 4. Temperatura e umidade relativa maxima e minima de acordo com as semanas de
alojamento.

SEMANAS T °C MIN T°C MAX UR MIN % UR MAX%
12 SEMANA 26,5 31,0 58,3 70,6
22 SEMANA 24,0 28,8 66,6 79,6
32 SEMANA 23,5 29,7 74,4 84,0
42 SEMANA 22,0 29,3 62,8 83,8
52 SEMANA 21,2 26,0 70,7 87,0

T °C MIN- Temperatura minima; T°C MAX- Temperatura maxima, UR MIN %- Umidade relativa minima %; UR MAX%-
Umidade relativa maxima.



