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EPIGRAFE

“Porque ninguém vai dormir nosso sonho.”
Dalto



SUPLEMENTAS;AO DE COBRE EM NIVEIS SUPRANUTRICIONAIS EM
RACOES DE FRANGOS DE CORTE TIPO GRILLER

RESUMO: O cobre € um micromineral essencial para manter a saude e as fun-
¢bes do organismo em homeostase, participando em boa parte dos processos
fisioloégicos e metabdlicos dos animais. Na avicultura, este micronutriente € uti-
lizado como aditivo melhorador de desempenho, e sua utilizacdo em niveis su-
pranutricionais é frequentemente associado como um dos principais responsa-
veis pela obtencéao de bons resultados no desempenho, rendimento de cortes e
na saude intestinal de frangos de corte. Objetivou-se avaliar os efeitos do cobre
na dieta, em niveis supranutricionais, sobre as caracteristicas de desempenho,
metabolismo mitocondrial e biometria de 6rgdos. Foram utilizados 270 pintos
de 1 dia de idade, fémeas, da linhagem Cobb 500, sendo estes alojados em 18
boxes. A dieta teve como base o milho e o farelo de soja, formuladas de acordo
com as exigéncias nutricionais para cada fase de criacdo das aves. Utilizou-se
um delineamento inteiramente casualizado, com 3 tratamentos, dentre os
quais, foram: T1: Cobre nutricional- 10 mg/kg de sulfato de cobre pentahidrata-
do (CuS04.5H,0), T2: Cobre supranutricional- 100 mg/kg de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS0O4.5H,0) e por fim o T3: 50 mg/kg de cobre ligado ao aci-
do 2-hidroxi-4metiltiobutandico (Cu(HMTBa),. O experimento foi realizado com
a utilizacao de 6 repeticdes, e cada box foi composto por 15 aves. Foi avaliado
0 consumo de racdo, ganho de peso e conversao alimentar, nas fases de 1 a
10 dias, 11 a 21 dias, 22 a 31 dias e 1 a 31 dias. Além disso foram analisados
os indices de eficiéncia produtiva, a viabilidade e a biometria do baco, figado,
bursa de fabricius, intestino, pancreas e o metabolismo mitocondrial hepético.
N&o houve diferenca significativa (P>0,05) na fase de 1 a 10 dias ho consumo
de racdo e na conversdo alimentar. Porém, houve diferenca significativa
(P<0,05) no ganho de peso nessa mesma fase utilizando 100 mg/kg de cobre
na racao, de fonte inorganica. O uso de 50 mg/kg de cobre da fonte HMTBA,
teve 0 mesmo ganho de peso do tratamento 2. Em relagdo ao consumo de ra-
céo, ganho de peso e na conversdo alimentar nas outras fases de criagao, néo
foi observado diferenca significativa . Para o indice de eficiéncia produtiva, via-
bilidade, peso das aves e biometria dos 6rgaos, ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Na razdo de controle respiratério (RCR) e na relacdo ADP/O nao
foram observados diferencas significativas. Conclui-se que o uso de 100 mg/kg
de cobre de origem inorganica aumentou o ganho de peso na fase pré-inicial,
entretanto, ndo teve efeito ao final do ciclo de criagdo. As fontes e 0s niveis de
cobre néo influenciaram no metabolismo mitocondrial aos 22 dias. A biometria
de orgaos néo foi influenciada pelas fontes e pelos niveis de cobre que foram
utilizados. O cobre deve ser adicionado a racéo pré-inicial de frangos de corte
na dose de 100 mg/kg de racdo de sulfato de cobre pentahidratado.

Palavras chave: Desempenho; frangos de corte, metabolismo; mitocondria;
suplementacao



COPPER SUPPLEMENTATION AT SUPRANUTRITIONAL LEVELS IN
RATIONS OF BROILER TYPE GRILLER

ABSTRACT: Copper is a micromineral essential for maintaining the health and
functions of the body in homeostasis, participating in a good part of the physio-
logical and metabolic processes of the animals. In poultry, this micronutrient is
used as a performance enhancing additive, and its use at supranutritional levels
is often associated as one of the main responsible for obtaining good results in
the performance, cuts yield and intestinal health of broilers. The objective of this
study was to evaluate the effects of dietary copper on supranutritional levels on
performance characteristics, mitochondrial metabolism and organ biometry. A
total of 270 1 day old, female chicks of the Cobb 500 strain were housed in 18
boxes. The diet was based on corn and soybean meal, formulated according to
the nutritional requirements for each stage of poultry farming. A completely ran-
domized design was used, with three treatments, among which were: T1: Nutri-
tional copper — 10 mg/kg copper sulphate pentahydrate (CuS0O,4.5H,0), T2: Su-
pranutritional copper - 100 mg/kg copper pentahydrate (CuSO,4.5H,0) and fi-
nally T3: 50 mg/kg copper bound to 2-hydroxy-4-methylthiobutanoic acid (Cu
(HMTBa) ». The experiment was performed using 6 replicates, and each box
was composed of 15 birds. The feed intake, weight gain and feed conversion
were evaluated in the phases of 1 to 10 days, 11 to 21 days, 22 to 31 days and
1 to 31 days. In addition, the production efficiency, viability and biometrics of the
spleen, liver, bursa of fabricius, intestine, pancreas and hepatic mitochondrial
metabolism were analyzed. There was no significant difference (P> 0.05) in the
1 to 10 days phase in feed intake and feed conversion. However, there was a
significant difference (P <0.05) in the weight gain in the same phase using 100
mg/kg of copper in the diet, from an inorganic source. The use of 50 mg/kg of
copper from HMTBA; source had the same weight gain as treatment 2. Regar-
ding feed intake, weight gain and feed conversion in the other breeding phases,
no significant difference was observed. For the index of productive efficiency,
viability, bird weight and organ biometry, there was no difference between the
treatments. The respiratory control ratio (RCR) and the ADP/O ratio showed no
significant differences. It was concluded that the use of 100 mg/kg of copper of
inorganic origin increased the weight gain in the pre-initial phase, however, had
no effect at the end of the breeding cycle. Sources and copper levels did not
influence mitochondrial metabolism at 22 days. Organ biometry was not influen-
ced by the sources and levels of copper that were used. Copper should be
added to the pre-starter broiler feed at a dose of 100 mg/kg copper sulphate
feed pentahydrate.

Keywords: Performance, broilers, metabolismo, mitochondria, supplementation
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1 INTRODUCAO

A avicultura de corte brasileira € um exemplo de atividade de grande impor-
tancia econémica no setor do agronegocio que mais vem se destacando no cenario
brasileiro (BARBOSA et al., 2017).

O Brasil é o maior exportador mundial de frango tipo Griller. E criado em um
periodo de 30 dias, sendo 15 dias a menos que o frango comercializado no merca-
do interno. O peso médio desejado fica entre 800 a 1,300 kg, e é exportado princi-
palmente para Ardbia Saudita, Emirados Arabes, Africa do Sul, Kuwait, Iraque
(AVICULTURA INDUSTRIAL, 2016).

A criacéo de frango de corte tipo Griller que é exportado aos paises de reli-
gido islamica possui diversas particularidades, como por exemplo, obedecer rigoro-
samente as regras de criacdo e abate dos paises islamicos, maior restricdo ao uso
de antibitticos, maior densidade de aves por metro quadrado de instalacao e ex-
clusividade por fémeas, devido a maior capacidade de empenamento e menor agi-
tacdo, obtendo, com isso, uma melhor qualidade da carcaca (AVICULTURA
INDUSTRIAL, 2016).

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial para o crescimento e o desen-
volvimento animal, pois esta envolvido em um grande numero de vias metabdlicas
(SUTTLE, 2010). E importante para todas as fases de criacéo de frangos de corte,
sobretudo, na fase inicial quando as aves estdo em pleno desenvolvimento. E com-
ponente de proteinas sanguineas, como a eritrocupreina, presente nos eritrécitos,
também tem funcdo em varios sistemas enzimaticos e é essencial para a formacao
normal dos ossos (LEESSON; SUMMERS, 2001).

A utilizacdo do cobre em niveis supranutricionais tem efeito positivo sobre o
metabolismo mitocondrial, e com isso, os frangos terdo melhor performance. A ati-
vidade Cu-Zn SOD diminui com dietas pobres em cobre (KLEVAY, 1990). O princi-
pal papel do complexo Cu-Zn SOD é catalisar a dismutacdo de superoxidos em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Assim, Cu e Zn suplementados acima do reco-
mendado podem ajudar a proteger as células do figado e mitocéndrias contra o
estresse oxidativo (ACETOZE et al., 2017).

Na avicultura e na suinocultura, o cobre também vem sendo utilizado como
melhorador de desempenho, ja que melhora a saude intestinal quando adicionado
em niveis supranutricionais a racdo. O cobre possui efeitos semelhantes ao dos
antibioticos (GATTAS e BARBOSA, 2004).
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A biodisponibilidade absoluta do cobre oriundo de fontes inorgéanicas € ge-
ralmente baixa porque eles possuem alta oxidacdo e sdo mais higroscopicos, e
uma porgéo significativa desses nutrientes passa o trato gastrointestinal e acabam
nos excrementos (YAN E WALDROUP, 2006).

O cobre de origem orgéanica é obtido através de ions quimicamente ligado a
uma molécula organica, formando assim, estruturas com estabilidade Unica e alta
biodisponibilidade desse mineral (AAFCO, 2005). Tais estruturas organicas sao
estaveis no trato digestivo e sdo absorvidos porque sao protegidos de modo a néo
formar complexos com outros componentes da racdo (AMMERMAN, et al., 1998).

Sendo assim, justifica-se a importancia deste trabalho sobre a utilizacdo de
cobre (Cu) em niveis supranutricionais, de fonte organica e inorganica, em racdes

de frangos de corte tipo Griller.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia Fisiolégica do Cobre (Cu)

O cobre é um micromineral essencial para manter a saude e as fun¢des do
organismo em homeostase, possuindo participacdo em boa parte dos processos
fisioloégicos e metabdlicos dos animais. Esse micromineral tem um papel importante
como cofator da citocromo oxidase, lisil oxidase, superoxido dismutase e cerulo-
plasmina (DAVIS E MERTZ, 1987). Participa no funcionamento do sistema nervoso
central, metabolismo 0sseo e de diversos musculos, como por exemplo, o cardiaco.
A funcéo do cobre estad intimamente relacionada a outros minerais, como o ferro,
zinco, manganés, molibdénio e diversas proteinas (MCDOWELL, 1999; REEVES,
2004).

A citocromo oxidase € uma enzima que catalisa a oxida¢édo do citocromo C e
reducdo de O, para H,0, e usa a energia derivada desta reacéo para bombear pro-
tons através da membrana celular (JOHANSSON et al., 2011).

A lisil oxidase € uma enzima da familia das oxidases que tem o cobre como
cofator (NRC, 2001). Ela é importante na estabilizacdo da matriz extracelular
(VARZANEHA et al., 2017). Ela catalisa a desaminagédo oxidativa de lisina e hidro-
xilisina em residuos de colagenos e elastina, que é o primeiro passo da reticulacédo
covalente da matriz extracelular (VALLET et al., 2018).

A superoxido dismutase (SOD) € uma das principais enzimas antioxidantes e
é formada por trés tipos de enzimas: cobre/zinco SOD (CuzZn-SOD, SOD1), que
esta no citosol, espaco intermembrana e nucleo da mitocondria; manganés SOD
(Mn-SOD, SOD2), encontrada na matrix mitocondrial; e a ferro SOD (Fe-SOD,
SOD3), presente no meio extracelular. A SOD1 é o membro mais abundante desse
grupo de enzimas antioxidantes, representando cerca de 90% do total (KURUTAS
et al., 2016).

A funcdo da SOD1 é catalisar a converséo do radical superoxido em peroxi-
do de hidrogénio, que ao final do processo é dissociado em agua e oxigénio pelas
enzimas glutationa peroxidase e catalase, convertendo as espécies reativas de oxi-
génio em uma forma menos nociva as células (KURUTAS et al., 2016). Por serem
considerados cofatores da SOD1, as concentragdes corporais de zinco e cobre po-
dem interferir na atividade desta enzima (KOEKKOEK et al., 2016).
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A ceruloplasmina € uma glicoproteina plasmatica cobre-dependente que se
liga a 6 &tomos de cobre. Esta proteina € um membro da familia das oxidases, co-
mo a ascorbato oxidase. Embora exiba homologia estrutural com as oxidases de
cobre, se liga a aproximadamente 95% do total do cobre circulante e esta fortemen-
te relacionado a homeostase de ferro e cobre. Entre as diferentes funcdes da ceru-
loplasmina, a mais importante € a sua atividade ferroxidasica que promove a oxida-
cdo do fon ferroso (Fe**) associada & reducédo de oxigénio molecular diretamente &
agua. Esta atividade é conhecida por ser fundamental para incorporacdo de ferro
na transferrina e, portanto, na homeostase do ferro porque converte o ion ferroso
(Fe?") em ion férrico (Fe*"), permitindo sua ligacdo a transferina e consequente-
mente o transporte armazenado na forma de ferritina (GANINI et al., 2012).

O cobre € indispensavel para todos os organismos que fazem respiracdo ae-
rébia. Sua capacidade de alternar entre dois estados de oxidacdo (Cu*' e Cu*?)
favorece uma ampla gama de metaloenzimas que catalisam reacdes de transferén-
cia de elétrons. As necessidades metabdlicas para o cobre sdo coordenadas por
uma série complexa de transportadores e glicoproteinas transportadoras que regu-
lam sua acumulacao intracelular e sua distribuicdo em diversos tecidos (cérebro,
musculos, figado) e sua acdo em microrganismos patogénicos por gerar espécies
reativas de oxigénio (HODGKINSON e PETRIS, 2012).

Varios mecanismos tém sido atribuidos ao cobre por ele ter propriedades an-
timicrobianas. Estes incluem sua capacidade de receber e doar um elétron nos ci-
clos entre a oxidacdo em dois estados citados (Cu*™ e Cu*?). Sob condicées aerdbi-
cas esta propriedade redox permite que o cobre catalise a producéo do radical hi-
droxila através das reacdes de Fenton (LIOCHEV e FRIDOVICH, 2002).

Elétrons de citocromo C séo inicialmente doados a um sitio de cobre com-
posto por dois ions de cobre (CuA) dos quais o elétron é transferido para um grupo
heme (heme A), e depois para o sitio catalitico composto de um grupo heme (heme
a3), e um ion de cobre, (CuB). Desse modo, a deficiéncia de cobre tera como resul-
tado a reducédo na atividade da citocromo oxidase, interferindo na capacidade respi-
ratoria das mitocondrias (JOHANSSON et al., 2011).

Segundo McDonald et al. (2002), o Cu esta presente em todas as células do
corpo, sendo particularmente concentrado no figado que atua como o principal or-
gao de armazenamento. A maior parte ndo € absorvida, mas passa pelo trato di-
gestivo, alcancando seu efeito, alterando a populagdo microbiana da mesma ma-
neira que os promotores de crescimento que sao antibidticos. O que é absorvido

vai para a corrente sanguinea, chegando até o figado, onde sera armazenado para
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fazer trocas com o sangue e ser excretado pela bile, e também pode ser incorpora-
do a ceruloplasmina.

A incluséo de altas quantidades de cobre na dieta tem sido utilizada para
melhorar o desempenho produtivo de aves, possivelmente devido a sua a¢ao anti-
microbianas (PETTIGREW, 2006; LEESON, 2009; ZHAO et al., 2014). A deficiéncia
de cobre pode causar reducdo da atividade enzimética (superoxido dismutase, ca-
talase, lisil oxidase), anemia, reducdo da pigmentacdo de pelos, plumas, fragilidade
dos ossos e reducdo da espessura da cartilagem (CARLTON e HENDERSON,
1962; HILL E MATRONE, 1961).

2.2 Acao do cobre sobre o trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal desempenha um papel importante desde a eclosé&o
até o abate dos frangos. Bactérias intestinais sdo importantes para preparar € man-
ter a imunidade ativa (KELLY e KING, 2001; KOHL, 2012), modulando a funcao
intestinal e protegendo contra a colonizacdo de patdgenos (KELLY e KING, 2001).
Apés a eclosao, a microbiota se desenvolve rapidamente e uma flora estavel se
desenvolve em aproximadamente 2 semanas (REHMAN et al., 2007).

Foi observada grande variacdo na composi¢cdo da microbiota entre indivi-
duos dentro da mesma linhagem de frangos de corte, mesmo sendo alimentados
com a mesma racdo e estando alojados sob as mesmas condi¢cdes (APAJALAHTI
et al., 2001; TOROK et al., 2011). A composi¢cdo da microbiota pode ser afetada por
fatores ambientais, genéticos e pela disponibilidade de substrato dentro do intestino
(VAHJEN et al., 1998; APAJALAHTI et al., 2004).

Estudos mostraram que a composi¢ao microbiana no ileo de frangos afeta a
funcao intestinal e a absorcédo de nutrientes (GONG et al., 2002; HUBENER et al.,
2002), e é composta por Lactobacillus spp. (70%), Clostridiaceae spp (11%), Strep-
tococcus spp. (6,5%) e Enterococcus spp. (6,5%) (LU et al., 2003).

Um dos possiveis mecanismos pelos quais o Cu pode beneficiar as aves €
agindo de forma positiva na microbiota gastrointestinal, reduzindo assim a suscep-
tibilidade das aves as doencas, tendo efeito direto sobre a reducdo do recrutamento
e infiltracdo de linfocitos intestinais, uma vez que, essas alteracbes causam gran-
des reducdes no desempenho dos frangos (ARIAS e KOUTSOS, 2006).

O cobre é toxico para algumas espécies de bactérias, como Klebsiella aero-

genes, enquanto que outros desenvolveram mecanismos complexos de resisténcia
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(SILVER e PHUNG, 1996). Além disso, a acao bactericida do Cu é dependente da
concentracdo de ions de cobre livre (ZEVENHUIZEN et al., 1979; MENKISSOGLU
e LINDOW, 1991). O sulfato de cobre pentahidratado é a fonte de Cu mais utilizado
para os frangos (GUO et al., 2001; PANG e APPLEGATE, 2006).

Pang et al (2009), utilizaram 125 e 250mg/kg de sulfato de cobre em seu tra-
balho e chegou a conclusédo que utilizando 125mg/kg é suficiente para estimular o
aumento da flora de Lactobacilos e inibir o aumento de E. coli devido a mudanca do
pH intestinal e interferindo em sua multiplicacdo. Essas alteracdes foram observa-

das apds 24 horas de incubacéo.

2.3 Cobre como aditivo melhorador de desempenho

Durante muitos anos os antibioticos subterapéuticos foram incorporados em
dietas de frangos e suinos porgue seus efeitos influenciam no crescimento, no con-
sumo de racdo e na eficiéncia alimentar. Agem favorecendo um crescimento ideal,
regulando a microflora no intestino delgado porque permitem que apenas bactérias
comensais se desenvolvam e, desse modo, mantém um ambiente intestinal de ma-
xima absorcdo de nutrientes, reduzindo de forma consideravel as bactérias patogé-
nicas que podem produzir toxinas e causar danos ao intestino (ARIAS e
KOUTSOS, 2006).

Diante da importancia fisiolégica do cobre para os frangos, esse mineral é
frequentemente adicionado a dieta das aves em concentracées e em niveis que
frequentemente excedem suas exigéncias (SWIATKIEWICZ et al., 2014). Sabe-se
que o cobre quando é utilizado em niveis supranutricionais age como um aditivo
melhorador de desempenho, tornando-se uma boa opcéo por ter propriedades an-
tibacterianas ou bacteriostaticas (MORAIS et al., 2001).

Segundo Sutlle (2010), no mercado encontram-se diferentes fontes de cobre
de origem inorganica e biodisponibilidade distintas entre elas. Dentre essas fontes
estdo o sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H,0), o 6xido de cobre (CuO), o
carbonato de cobre (CuCO3), o sulfato de cobre monoidratado (CuS0O4.H20) e o
cloreto de cobre tribasico (TBCC) (MILES et al., 1998).

Na busca por melhores resultados de desempenho e uma crescente preocu-
pacdo com o meio ambiente, foram desenvolvidos diferentes formas de minerais
guelatados (organicos) e complexados, sendo comercializados como "composto

mineral organicamente ligado" ou quelato, dentre eles, estdo: complexo metal ami-
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noacido especifico, complexo metal aminoacido, quelato metal aminoacido, metal
proteinato, e metal polissacarideo (SCOTTA et al., 2014).

A fonte de cobre inorganico usada na dieta de frangos é normalmente o sul-
fato de cobre pentahidratado ou cloreto de cobre tribasico. Por ser menos higros-
copico e ser menos soluvel em agua, o TBCC é considerada uma fonte menos rea-
tiva e destrutiva de cobre quando comparado ao sulfato de cobre. Além disso, 0
TBCC é uma forma mais concentrada de cobre em relagdo ao sulfato de cobre (58
vs. 25%), mesmo assim é considerado mais biodisponivel em comparacdo com o
sulfato de cobre (SPEARS et al., 1997).

De acordo com Rostagno et al. (2017), a suplementacdo de cobre nas ra-
cOes de frangos de corte podem ter variagao entre 6,5 e 12,5 mg/kg dependendo
da fase de criacdo, sendo em maior quantidade na fase pré-inicial. Em contra parti-
da, de acordo com o NRC (1994) os niveis nutricionais do cobre recomendado para
frangos de corte sdo de 8mg/kg, independente da fase de criacao.

Pesti e Bakalli (1996) concluiram que utilizando 125 ou 250mg/kg de cobre
na dieta, o crescimento e a taxa de conversao alimentar dos frangos foram melho-
res. No entanto, a suplementacdo com 375mg/kg de cobre néo teve beneficio.

Em sua pesquisa, Varzaneh et al. (2016) utilizaram o cobre em niveis su-
pranutricionais para investigar os efeitos de diferentes niveis de cobre na incidéncia
de ascites e alteracdes de metaloproteinases nos pulmdes de frangos de corte. A
conclusao obtida foi que o cobre em niveis maiores do que 0s niveis convencionais
de suplementacédo diminuiram a incidéncia de ascite através da concentracéo redu-
zida de metaloproteinases.

Wang et al., (2011) utilizaram 50 e 100 mg/kg de nanoparticulas de cobre em
seu estudo. Concluiram que o crescimento e o desempenho de frangos de corte
foram melhores utilizando ambos os niveis.

Em seu estudo, Sultana et al., (2015) avaliaram os efeitos de dois inibidores
de fungos e do sulfato de cobre sobre o desempenho de frangos de corte. As aves
foram alimentadas com dieta controle e dieta suplementada com inibidor de fungos,
violeta de genciana e sulfato de cobre. Concluiram que o uso de sulfato de cobre
melhorou o crescimento e o consumo de racdo, e também chegaram a conclusao
de que a suplementacédo de sulfato de cobre as dietas reduziu o custo de alimenta-
¢éo e aumentou o rendimento e a rentabilidade da carcaca.

Em seu experimento, Arias e Koutsos (2006) demonstraram que o cobre tem
efeitos de relevancia significativa sobre o ganho de peso na fase inicial. Neste tra-

balho foi utilizado o cloreto de cobre tribasico e o sulfato de cobre, e compararam
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com o uso dos antibiéticos subterapéuticos, constatando-se que o uso do cobre
adicionado a dieta pode permitir melhores taxas de crescimento e desempenho nos
frangos de corte.

2.4  Acéao do cobre sobre o metabolismo mitocondrial

As mitocondrias desempenham papel fundamental na desintoxicacdo de
substancias exdgenas e enddgenas, realiza vérias atividades metabdlicas necessa-
rias para a homeostase, nutricdo e defesa imunoldgica (MAHALAWAY et al., 2015).
S&o os principais locais de fosforilacdo oxidativa (KANG e PERVAIZ, 2012).

Sao organelas de membrana dupla, responsaveis pela producdo de energia
celular na forma de adenosina trifosfato (ATP). Além de ser a fonte de energia da
célula, essas organelas modulam importantes funcées incluindo a proliferacdo, so-
brevivéncia celular, apoptose, sinalizacdo de calcio e estado redox (DUCHEN,
2004). Desempenham papel fundamental no metabolismo intermediario de aminoa-
cidos, lipidios, colesterol, esterdides e nucleotideos. Participa da via na § oxidacao
do &cido graxo, o ciclo da uréia e a via final comum para a produgédo de ATP na
cadeia respiratéria (CHINNERY e SCHON, 2003).

A organizacdo das mitocondrias formam redes complexas que estdo sobre
estrito controle por dois processos distintos. O primeiro é a fusdo mitocondrial, que
forma mitocéndrias longas e filamentosas, e a segunda é a fissdo mitocondrial, que
gera mitocondrias esféricas e pequenas. Ambos os processos dependem das ne-
cessidades metabdlicas da célula (MIETTINEN, 2017). A funcdo adequada mito-
condrial estd associada a um equilibrio entre esses dois processos. Além disso,
outra fonte de controle de qualidade mitocondrial é a degradacéao seletiva das or-
ganelas disfuncionais através de autofagia, que € definida como mitofagia
(LEMASTERS, 2014).

As mitocondrias sao responsaveis por cerca de 90% da producao de energia
da célula via fosforilagdo oxidativa, com o restante da energia produzida sendo de-
rivado da glicolise (PIEKARSKI et al., 2014). Segundo Cadenas et al (2018), a oxi-
dacédo de substratos gera cofatores redutores (NADH e FADH2) que doam elétrons
para a cadeia transportadora de elétrons.

A cadeia respiratoria mitocondrial possui cinco complexos enzimaticos locali-
zados na membrana mitocondrial interna. Os cofatores reduzidos (NADH e FADH?2)
gerados a partir do metabolismo intermediario de carboidratos, proteinas e gordu-
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ras doam elétrons para o complexo | (NADH oxidoredutase-ubiquinona) e complexo
Il (succinato-oxidorredutase ubiquinona). S&o transportados pelos complexos Il
(ubiquinol-citocromo ¢ oxidase redutase) e IV (citocromo c oxidase) e por dois
transportadores de elétrons méveis. A energia liberada € usada pelos complexos I,
Il e IV para bombear protons (H") da matriz mitocondrial para o espago intermem-
branar. Este gradiente de prétons € usada pelo complexo V (ATP sintase) para sin-
tetizar adenosina trifosfato (ATP) a partir da adenosina difosfato (ADP) e fosfato
inorganico. Esse processo € chamado de fosforilagdo oxidativa, tendo o ATP como
fonte de energia usada para todos os processos metabdlicos ativos dentro da célu-
la (CHINNERY e SCHON, 2003).

As reacdes normais que ocorrem na cadeia respiratoria mitocondrial promo-
vem a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Esses compostos apresentam
propriedades quimicas reativas, incluindo radicais livres que contém elétrons como
superoxido (O-,), radicais hidroxila (HO") e moléculas ndo-radicais como perdxido
de hidrogénio (H.O,) (UNGVARI et al., 2008). Sdo formadas principalmente pela
interacdo de moléculas de oxigénio com elétrons que escapam da cadeia respirato-
ria mitocondrial (POYTON et al.,2009).

Os radicais livres podem diminuir a fluidez da membrana mitocondrial, pro-
porcionando a desnaturacdo das proteinas e das enzimas na membrana, podendo
causar a lesdo no DNA mitocondrial e induzir a diminuicdo da fungdo mitocondrial
(CADENAS e DAVIES, 2000; IQBAL et al., 2004).

A inibicdo da ATP sintase aumenta o vazamento de elétrons, bloqueando
sua transferéncia, aumentando assim a producdo de espécies reativas de oxigénio
ou radicais livres (DIAS e BAILLY, 2005). As espécies reativas de oxigénio podem
ser eliminadas por proteinas antioxidantes, incluindo catalase, superéxido dismu-
tase e tiorredoxina, quando isso hao acontece, ocorrera o estresse oxidativo (XU et
al., 2006; INOUE et al., 2003).

O acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio causa disfuncdo dos
hepatdécitos, apoptose e infiltragdo de mondcitos no figado devido a progresséao do
dano hepético (POELSTRA e SCHUPPAN, 2011). Assim, a eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio nos hepatocitos € um mecanismo eficaz para proteger o figa-
do. Espécies reativas de oxigénio sdo geradas principalmente a partir do reticulo
endoplasmatico e da cadeia transportadora de elétrons nas mitocdndrias dos hepa-
tocitos. A disfungdo mitocondrial é frequentemente associada ao aumento na pro-

ducéo de espécies reativas de oxigénio (LIU et al., 2018).
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Estudos referentes ao metabolismo mitocondrial séo conduzidos utilizando-
se a razdo de controle respiratorio (RCR) e a relacdo ADP/O porque séo os princi-
pais indices da funcédo respiratéria mitocondrial. O RCR € a medida da certeza do
acoplamento entre a transferéncia de elétrons pela cadeia respiratoria e a fosforila-
cao oxidativa, indicando a capacidade da mitocondria em acelerar a respiracao sob
condi¢cbes de demanda de energia. A razdo ADP/O indica a situacdo da integridade
da membrana mitocondrial interna. Se a cinética de vazamento de prétons estiver
alterada, sera necessario uma maior quantidade de oxigénio para fosforilar a mes-
ma quantidade de ADP. Sendo assim, a razdo ADP/O tende a diminuir, indicando
maior necessidade de O, (ESTABROOK, 1967; MUJKOSOVA et al., 2010).

O vazamento de prétons mitocondriais € um processo que causa a diminui-
cao da eficiéncia da sintese de ATP (RAMSEY et al., 2004).

Segundo Su et al (2011) o figado é o 6rgéo central no metabolismo do cobre;
removendo cobre idnico do sangue, depositando uma parte na bile, sintetizando a
ceruloplasmina e armazenando o restante. Fontes diferentes e niveis de cobre na
dieta atuam de formas diferentes sobre as concentracdes de cobre no figado. Os
efeitos na transicdo de permeabilidade mitocondrial sdo dependentes do tempo e
da dose, porém, no periodo inicial, esses efeitos sao inexistentes porque o frango
mais novo cresce de forma vigorosa e mais cobre é necessario para o seu desen-
volvimento, e o cobre presente no figado ndo € capaz de causar danos as mitocon-
drias.

Cao et al (2016) utilizaram diversos niveis de sulfato de cobre pentahidrata-
do (11, 110, 220 e 330 mg/kg) durante 60 dias (12, 24, 36, 48 e 60 dias) para de-
terminar sua influéncia na respiragdo mitocondrial hepatocelular e nos complexos
da cadeia respiratoria (I, II, 1ll, IV e V). Concluiram que a suplementagdo com 110,
220 e 330 mg/kg aumentou a funcdo mitocondrial e as atividades dos complexos
mitocondriais até os 36 dias. ApoOs esse periodo, o tempo de exposicdo aos niveis
mais altos de cobre na dieta (220 e 330 mg/kg) afetou a funcdo mitocondrial e a
atividade dos complexos de maneira mais acentuada.

As alteragcbes mitocondriais causadas por diferentes concentracdes de cobre
na dieta de frangos de corte acontecem de acordo com a relacdo dose X tempo,
aumentando significativamente o acumulo de cobre no figado e a producao de pe-
roxido de hidrogénio mitocondrial (CAO et al, 2016).

Yang et al (2017) analisaram a razao de controle respiratério (RCR) e rela-
cdo ADP/O para determinar a disfuncéo mitocondrial hepética e a taxa de fosforila-

cao oxidativa induzido pelo alto teor de cobre na dieta de frangos de corte em um
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experimento de 60 dias. Foi utilizado o cloreto de cobre tribasico como a fonte de
cobre (11, 110, 220 e 330 mg/kg). Os resultados mostraram que houve um aumen-
to na RCR de todos os grupos tratados até o 36° dia. ApGs isso, houve uma queda
acentuada. A taxa de fosforilagcdo oxidativa aumentou e depois diminui nos grupos
de altas doses de cobre. Este estudo revelou que dietas contendo altas doses de
cobre podem diminuir a fungdo mitocondrial do figado em frangos de corte e que os
danos causados sao dependentes da dose e do tempo de exposigao.

A alta ingestéo de cobre pode induzir toxicidade aguda ou crénica, podendo
levar a danos oxidativos e morte celular (BOST et al., 2016). As mitocondrias sé&o
um importante local de consumo de oxigénio e também estéo intimamente ligados
aos radicais produzidos pelo estresse oxidativo, causado pela toxicidade dos me-
tais (XIANG e SHAO, 2003).

Jamal et al (2014) concluiram que a adicdo de cobre a mitocéndrias isoladas
do figado de ratos causou o comprometimento da cadeia transportadora de elé-
trons nos complexos I, Il e IV, levando ao aumento da producéo de espécies reati-
vas de oxigénio (ERO). O aumento da producdo de ERO mitocondrial leva a falha
de fosforilagcdo oxidativa, declinio do ATP celular, queda da relacdo ATP/ADP, re-
ducéo da capacidade mitocondrial da atividade da succinato desidrogenase, rapido
aumento na peroxidacédo lipidica da membrana mitocondrial, aumento de volume
mitocondrial, perda da integridade da membrana externa da mitocondria e, por fim,
a liberacéo do citocromo C mitocdndrial, que pode entdo promover a sinalizacédo de
morte nos hepatdécitos do figado.

O cobre-zinco superéxido dismutase (Cu-Zn SOD) foi encontrado tanto no ci-
tosol como no espaco extracelular, e sua atividade diminui com dietas pobres em
cobre (KLEVAY, 1990). O principal papel do complexo Cu-Zn SOD é catalisar a
dismutacdo de superdxidos em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Assim, Cu e Zn
suplementados acima do recomendado podem ajudar a proteger as células do fi-
gado e mitocéndrias contra o estresse oxidativo (ACETOZE et al., 2017).

O complexo superéxido dismutase (Cu-Zn SOD) possui propriedades antio-
xidantes em sua funcdo catalitica, diminuindo os efeitos prejudiciais de espécies
reativas de oxigénio (ROS) citosolicos que podem causar danos a membrana mito-
condrial, levando ao aumento do vazamento de protons (BRAND e DIVAKARUNI,
2011).

Diante do papel importante das mitocondrias, aferir o consumo de oxigénio
celular é essencial para avaliar suas funcdes, tanto na fisiologia como na fisiopato-

logia. Para isso, técnicas classicas em que se utiliza um eletrodo polarografico que
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mede a concentracao de oxigénio extracelular em um recipiente fechado, requerem
o0 isolamento e a suspensédo da célula. Isso se da porque as fungdes celulares de-
pendem do meio extracelular, incluindo a matriz extracelular. O isolamento das cé-
lulas cultivadas antes da suspensdo pode afetar significativamente o consumo de
oxigénio celular (TAKAHASHI e YAMAOKA, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento e Tratamentos Experimentais

O experimento foi desenvolvido no periodo de maio a junho de 2018 e foi re-
gistrado na CEUA/UFRB (Comiss&o de Etica no Uso de Animais/lUFRB) com o nu-
mero 23007.000245/2017-29.

Foram utilizados 270 pintinhos de um dia de idade, fémeas, linhagem COBB
500, provenientes de incubatério comercial, previamente vacinados, distribuidos em
18 parcelas contendo 15 aves em cada uma.

Foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamen-
tos, 6 repeticOes e 15 aves por unidade experimental. Foram avaliados duas fontes
distintas de cobre, dentre elas o sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) e 0
cobre complexado ao acido 2-Hidroxi-4metiltiobutandico (Cu(HMTBa),). Os trata-
mentos consistiram em: T1-10 mg/kg, T2-100 mg/kg (CuS0O4.5H,0) (25%) inorgani-
co e 0 T3-50mg/kg (Cu(HMTBa), Mintrex® Cu (15%).

3.2 Dietas e Manejo Experimental

A racao oferecida as aves foi a base de farelo de milho e soja. O cobre foi
utilizado em todos os tratamentos e em todas as fases de criagao deste experimen-
to. A fitase também foi utilizada (reducdo em 0,15 pontos percentuais para calcio e
fésforo disponivel) seguindo um programa alimentar com racfes pré-inicial (1-10
dias), inicial (11-21 dias) e final (22-31 dias), de acordo com as recomendacdes
nutricionais da linhagem Cobb-Vantress 2015.

Com o objetivo de potencializar o desafio microbiolégico, ndo foi utilizados
antimicrobianos ou anticoccidianos, aproximando o estudo a situagées de subma-
nejo, e com isso, eventuais respostas ao uso do cobre poderiam ser mais represen-
tativas.

As aves ficaram alojadas em galpao experimental, em boxes com dimensdes
de 1,55 x 1,66 m. Neste experimento foram utilizados 18 boxes e em cada um foi
usado maravalha, um bebedouro pendular e um comedouro tubular. O aquecimen-
to foi realizado por meio da utilizagdo de campanulas com lampadas infravermelhas

de 150 watts, e utilizou-se cortinas laterais para protecao e renovacgao do ar.
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Durante todo o experimento a temperatura do galpédo e a umidade relativa do
art foram monitoradas as 07:00 e &s 16:00, utilizando um termémetro. A média da
temperatura e da umidade relativa do ar foram de 24,3° e de 82%, respectivamente.
Foi utilizado trés fotoperiodos durante todo o periodo de criacdo, dentre os quais,
foram: 23 horas de 1 a 10 dias, 14 horas de 11 a 18 dias e 18 horas de 19 a 30 di-
as, para isso foram utilizadas lampadas flourescentes e um timer. A tabela abaixo

mostra a composicao das ragdes experimentais.

Tabela 1 Composicdo centesimal e niveis nutricionais das ra¢cfes experimen-
tais.

INGREDIENTES 1-10 dias 11-22 dias 23-30 dias
MILHO 57,719 62,373 63,833
FARELO DE SOJA 36,478 31,372 29,106
OLEO DE SOJA 2,379 3,082 4,299
FOSFATO. BICALCICO 1,060 0,935 0,737
CALCARIO 0,806 0,787 0,740
METIONINA MHA 84* 0,361 0,318 0,272
L-LISINA HCL 78 0,262 0,245 0,163
L- TREONINA 98 0,046 0,030 0,020
PX. VITAMINAS? 0,100 0,100 0,100
PX. MICROMINERAL® 0,100 0,100 0,100
SAL COMUM 0,521 0,498 0,473
BETAINA 0,038 0,030 0,026
FITASE- PHOSMOR (10000 FTU)4 0,010 0,010 0,010
INERTE® 0,120 0,120 0,120
TOTAL 100,00 100,00 100,00
COMPOSIQAO NUTRICIONAL CALCULADA

Energia metabolizavel(kcal/kg) 3000 3100 3200
Proteina bruta (%) 21,50 19,50 18,50
Lsina dig (%) 1,180 1,050 0,950
Met + cist.dig (%) 0,880 0,800 0,740
Treonina dig (%) 0,770 0,690 0,690
Triptofano dig (%) 0,243 0,216 0,204
Célcio (%) 0,75 0,69 0,61
Fosforo disp. (%) 0,30 0,27 0,23
Saodio (%) 0,220 0,210 0,200
Cobre (mg/kg) 10 10 10

"Metionima MHA 84%: Metionina hidroxi analoga

Premix vitaminico (niveis de garantia’/kg do produto): Vitamina A (min): 9.000.000 Ul; Vitamina D3 (min): 2.500.000 UI;
Vitamina E (min): 20.000 Ul; Vitamina K3 (min): 2.500 mg; Vitamina B1 (min): 2.000 mg; Vitamina B2 (min): 6.000 mg; Acido
pantoténico (min): 12 g; Vitamina B6 (min)3.000,38 mg; Vitamina B12 (min): 15.000 mg; Acido nicotinico (min): 35 g; Acido
félico (min): 1.500 mg: Biotina (min): 100 mg; Selénio (min): 250 mg.

*Premix mineral (niveis de garantia/kg do produto): Ferro- Fe (min): 100,00 g/kg; Zinco- Zn (min): 120,00 g/kg; lodo- | (min):
2.500,00 mg/kg.

“Fitase: 10000 U/g

®Areia lavada

As racdes foram isonutritivas, com excec¢éo do cobre utilizado nos tratamen-

tos e nao foi feito a utilizacdo de antibibticos. Para a obtencdo dos tratamentos foi
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realizado a substituicdo do material inerte (areia lavada) pelas fontes de cobre Cu-
S04.5H20 e Cu(HMTBa)2.

Para o uso da fonte Cu(HMTBa), foi realizada a correcdo para a incluséo de
metionina MHA em funcdo da molécula de Cu(HMTBa), ser um atomo de cobre
ligado a duas moléculas de metionina hidroxi-analoga, constituida por 78% de me-
tionina, e apds a correcao, as dietas apresentaram a mesma concentracdo deste

aminoéacido.

3.3 Desempenho

Para as analises de desempenho, as caracteristicas de ganho de peso, con-
sumo de racdo e conversado alimentar foi avaliada nas fases de 1 a 10 dias, 11 a 21
dias, 22 a 31 dias e de 1 a 31 dias, que foi o periodo total de criacdo. A racéo ofe-
recida &s aves foi pesada no inicio e no final de cada fase do experimento, incluin-
do as sobras, 0 que possibilitou a avaliagcdo do consumo de ragédo e o célculo da
conversao alimentar em todas as fases de criacao.

A viabilidade foi calculada diante da diferenca entre as aves alojadas e as re-
tiradas para o abate, em percentagem, fazendo a distincédo entre as refugadas e as
mortas.

O indice de eficiéncia produtiva também foi analisado ao final do experimen-
to para mensurar o desempenho zootécnico do lote dos frangos do experimento.

Para isso, foi utilizada a seguinte formula:

Ganho de peso diario (kg)x viabilidade (%)x100
Conversao alimentar

IEP =

3.4 Biometria

A biometria foi realizada utilizando-se 18 animais (6 aves por tratamento).
Aos 30 dias de idade, o peso médio dos animais foi mensurado, e as aves foram
eutanasiadas. O baco, figado, bursa de fabricius, pancreas e intestino (seguimento
completo) foram pesados. As caracteristicas analisadas foram expressas em gra-

mas de peso absoluto dos 6rgéos.
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3.5 Metabolismo mitocondrial

Aos 21, 22 e 23 dias do experimento, 4 amostras de figado foram coletadas
de cada tratamento durante os respectivos dias, totalizando 36 amostras (2 amos-
tras por box) e foram utilizados para analisar o0 metabolismo mitocondrial no figado
nos estagios I, lll e IV da fosforilacdo oxidativa. Cada amostra foi devidamente
identificada, separada e armazenada em solucao tampao fosfato, sendo constituido
de fosfato dissodico, fosfato monopotéassico, tris, EDTA, cloreto de potassio e saca-
rose (25 x10M, pH 7,4 a 4°C).

As amostras foram entdo homogeneizadas e centrifugadas a 4°C para sepa-
racao das organelas (Figura 1).

la
centrifugacdo
(900g-10min)

Sedimento 1 Sobrenadante
(Desprezado) 1

2a
centrifugacao
(1500g-10min)

Sedimento 2 Sobrenadante
(Desprezado) 2

33
centrifugacao
(12.000g-
20min)

Sedimento 3 Sobrenadante

(Rico em 3
mitocOndrias) (Desprezado)

Figura 1 Esquema de centrifugacdo das amostras de figado macerado para a
obtencdo da fracdo rica em mitocondrias. (Adaptado de RODRIGUES et al.,
2007).
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A andlise do consumo de oxigénio ocorreu com a utilizacdo de um eletrodo
tipo Clark, a 37°. As mitocondrias isoladas foram ressuspensas no mesmo volume
do homogeneizado inicial, utilizando 7,4ml de tampéao fosfato da solugéo tampona-
da de sacarose (25 x10M, pH 7,4 a 4°C) em 1,0 mL de tamp&o fosfato com 0,8 ml
de rotenona (5uM), 0,8 ml de succinato de sodio (5mM). O consumo foi analisado
nos estégio Il, Ill e IV. A rotenona foi usada no estagio I. A utilizacdo de 100 uM de
ADP e 5 mM de succinato de sddio aconteceu no estagio lll.

Os estéagios Il e IV foram utilizados para calcular a razao de controle respira-
tério (RCR) e relacdo ADP/O. A razdo de controle respiratério foi calculado pela
razao entre o estado 3 e o estado 4 da respiracao, e a relacdo ADP/O foi expresso
como razdo de ADP adicionado e a quantidade de atomos de oxigénio consumidos
durante a respiracdo do estado 3 para fosforilar a mesma quantidade de ADP que
foi adicionado.

A dosagem das proteinas totais de cada amostra foi feita pela técnica de
Lowry modificada por Komsa-Penkova et al (1996), ap6s isso, 0 consumo de oxi-
génio mitocondrial foi expresso por nanolitros de oxigénio consumido, por miligrama

de proteinas totais, por minuto (O, cons./mg de prot./min).

3.6 Andlise estatistica

Os resultados do experimento no que se refere ao desempenho, biometria e
metabolismo mitocondrial foram submetidos a analise de variancia pelo Modelo Li-
near Generalizado. Foi utilizado o programa estatistico R e os resultados foram
considerados significativos quando o nivel de significancia fosse P<0,05. Para rea-

lizar as comparagdes entre as médias foi utilizado o teste de Tukey.



29

4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de desempenho e biometria

A tabela 2 mostra os resultados da analise do desempenho de acordo com

as fases e o tratamento.

Tabela 2 Consumo de racdo (CR); ganho de peso (GP); conversao alimentar
(CA), viabilidade (VB %) e indice de eficiéncia produtiva (IEP) de frangos de
corte alimentos com diferentes fontes de cobre.

Niveis de cobre (mg/kg de racédo)
T1(10mg/kg) T2(100mg/kg) T3(50mg/kg)

Valor de P CV(%)

1 a 10 dias
CR 0,294 0,304 0,300 0,3389™ 3,92
GP 0,245° 0,2592 0,252 0,0463* 3,36
CA 1,198 1,175 1,187 0,4782™ 2,66
11 a 21 dias
CR 0,969 0,961 0,990 0,1281" 2,47
GP 0,645 0,658 0,673 0,1695™ 3,69
CA 1,502 1,460 1,470 0,2924™ 3,13
22 a 31 dias
CR 1,292 1,267 1,291 0,8607™ 6,99
GP 0,727 0,729 0,742 0,5657™ 3,57
CA 1,773 1,770 1,750 0,9147™ 5,90
1 a 31 dias
CR 2,556 2,532 2,581 0,7399™ 4,19
GP 1,619 1,646 1,669 0,1230™ 2,40
CA 1,578 1,537 1,546 0,3387™ 3,12
VB(%) 97,66 98,83 97,66 0,7911™ 3,45
IEP 334,700 353,616 352,183 0,1767™ 5,33

a,b— Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
(*) Ha diferenca significativa P<0,05.
ns- N&o significativo

IEP- indice de eficiéncia produtiva

Neste experimento foi observado que houve diferenca significativa (P<0,05)
no ganho de peso, na fase pré-inicial (1 a 10 dias) entre os tratamentos.

Os frangos do tratamento 2 (100 mg/kg CuSQO4.5H,0) obtiveram o melhor
desempenho porque proporcionaram o maior ganho de peso na fase de 1 a 10 di-
as. Diante dos resultados estatisticos, os frangos do tratamento 3 tiveram o mesmo
ganho de peso do tratamento 2. O ganho de peso dos frangos do tratamento 3 foi
estatisticamente igual ao ganho de peso do tratamento 1 (Controle). Entretanto,

com relacdo ao consumo de racdo e a conversado alimentar no decorrer da fase
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pré-inicial, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) em resposta aos niveis de
cobre utilizados.

Na fase inicial (11 a 21 dias) e na fase final (22 a 31 dias) ndo foram obser-
vadas diferencas significativas no consumo de racédo (CR), no ganho de peso (GP)
e na conversao alimentar (CA) em funcéo dos niveis e da fonte de cobre utilizada.

Analisando o ciclo total de criacdo dos frangos (1 a 31 dias) foi observado
que nao houve efeito (P>0,05) dos tratamentos avaliados sobre o desempenho
(CR, GP e CA), viabilidade e no indice de eficiéncia produtiva dos frangos.

A tabela 3 mostra o resultado do peso absoluto em gramas (g) dos 6rgaos
coletados ao final do experimento, de acordo com o tratamento a que foram subme-

tidas.

Tabela 3 Peso absoluto do baco, figado, bursa, intestino e pancreas das aves
alimentadas com niveis crescentes de cobre na dieta aos 31 dias.

Niveis de cobre (mg/kg de racado) 31 dias

T1(10mg/kg) T2(100mg/kg) T3(50mg/kg) Valor de P CV(%)
Baco () 1,686 2,071 1,975 0,3774™ 25,17
Figado (g) 30,793 31,368 31,735 0,9494" 16,29
Bursa (Q) 3,473 3,286 3,168 0,8392™ 27,03
Intestino (g) 50,745 51,151 52,926 0,8594" 14,08
Pancreas (g) 3,101 3,718 3,276 0,2824™ 19,71

ns: N&o significativo

O uso do cobre em niveis nutricionais e supranutricionais adicionado a racao
nao teve efeito sobre peso dos frangos aos 31 dias de vida. O peso do baco, figa-
do, bursa, intestino e pancreas nao foi influenciado pelas fontes e pelos niveis de

cobre nas aves com 31 dias de idade.

4.2 Metabolismo mitocondrial

O consumo de oxigénio foi avaliado antes e depois da adicdo do substrato
energético. As analises mostraram que o consumo endogeno foi menor nas amos-
tras de todos os tratamentos quando comparado com o0 consumo estimulado de
oxigénio pela adicdo do substrato, e que foi aumentado em todas as amostras
quando houve demanda de oxigénio para fosforilar a mesma quantidade de ADP
que foi adicionada. Isso demonstra a integridade das mitocondrias isoladas do figa-

do dos frangos de corte alimentados com fontes e niveis distintos de cobre.
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Os resultados obtidos mostraram que nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos com relacdo a razdo de controle respiratério (RCR) e a razéo
ADP/O conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 Relacdo de controle respiratorio (RCR) e razdo ADP/O do metabolis-
mo mitocondrial de aves alimentadas com niveis crescentes de cobre na ra-
céo.

Niveis de cobre (mg/kg de racédo) 31 dias Valor de CV(%)
P
T1(10mg/kg) T2(100mg/kg) T3(50mg/kg)
RCR 2,836141 3,824187 2,385148 0,16325™ 48,01
ADP/O 4,217171 2,585176 2,888370 0,19287™ 50,29

ns: Nao significativo
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5 DISCUSSAO

No presente estudo houve diferenca significativa no periodo pré-inicial, de 1
a 10 dias, no ganho de peso utilizando o maior nivel de sulfato de cobre (tratamen-
to 2). Porém, o resultado acumulado do desempenho (1 a 31 dias) demonstrou que
ndo houve efeito entre os niveis e as fontes de cobre utilizado na dieta no que diz
respeito ao consumo de ragéo, no ganho de peso e na converséao alimentar.

Samanta et al (2011) avaliou o desempenho em pintos utilizando o sulfato de
cobre em um periodo de 21 e 42 dias, em niveis de 75, 150 e 250 mg/kg. Os resul-
tados mostraram que o tratamento no qual o nivel de cobre foi de 150 mg/kg obteve
0os melhores resultados no consumo de ragdo, no ganho de peso e na conversao
alimentar.

Esses resultados ndo estdo de acordo com o presente estudo porque as fa-
ses foram diferentes e os resultados também, no qual 100 mg/kg de sulfato de co-
bre proporcionou maior ganho de peso no periodo de 1 a 10 dias e néo foi utilizado
niveis de cobre que sédo considerados téxicos. Os dados obtidos podem ser uma
consequUéncia da reducéo significativa de microrganismos patogénicos do intestino,
ja gque o cobre é téxico para algumas espécies de bactérias, e essa toxicidade de-
pende da concentracdo de ions de cobre livre. Além disso, uma das a¢6es do cobre
€ modificar o pH, interferindo na multiplicacdo de agentes patogénicos, interferindo
no ganho de peso dos frangos.

De acordo com Luo et al (2005), avaliaram os efeitos da suplementacao de
450 mg/kg de cobre sobre o desempenho. Os autores concluiram que o desempe-
nho piorou. Estes resultados diferem dos que foram encontrados no presente estu-
do, uma vez que, o maior nivel de cobre (100 mg/kg) nao influenciou no consumo
de racdo. Diversos autores mostraram que niveis acima de 250 mg/kg podem cau-
sar efeitos negativos para frangos de corte.

Sirri et al (2016) avaliaram os efeitos no desempenho em frangos de corte de
31 e 51 dias de idade, utilizando cobre de origem inorganica e organica, em niveis
supranutricionais e nutricionais, nas concentracdes de 15, 12,5, 12,5 mg/kg (sulfato
de cobre) e 10, 8, 8 mg/kg (Mintrex). Nenhuma caracteristica de desempenho foi
afetada pelos niveis e pelas fontes de cobre e ndo houve diferenga significativa na
biometria aos 31 dias de idade. Este resultado pode ter ocorrido devido ao fato de
gue niveis ainda mais baixos de cobre podem atender as necessidades dietéticas

do frango, pois séo inferiores aos recomendados na pratica comercial.
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O resultado encontrado na biometria estd de acordo com o presente tra-
balho, em que o peso absoluto dos 6rgaos nédo foram influénciados pelas fontes e
pelos niveis de cobre utilizado. O peso relativo dos 6rgdos pode estar relacionado
aos niveis do cobre que foi utilizado. As doses foram capazes de agir como agente
bactericida e ndo foram suficientes para causar lesdes nos 6rgaos, uma vez que,
processos inflamatoérios causam o aumento do peso dos orgads.

Com relacdo ao ganho de peso, os resultados de Sirri et al (2016) corrobo-
ram com 0s encontrados no presente estudo, porque assim como no trabalho cita-
do, néo foi houve efeito do cobre sobre o desempenho dos frangos no periodo de 1
a 31 dias. Nesse caso, o0 cobre atendeu as necessidades dos frangos, ndo tendo
efeitos das fontes e dos niveis de cobre.

Em seu estudo, Manangi et al (2012) avaliaram os efeitos da suplemen-
tacao de cobre no desempenho de frangos de corte com 54 dias, utilizando niveis
reduzidos de fonte organica (HMTBA), e niveis de cobre mais comumente usados
na indastria de fonte inorganica (CuSO,). Os niveis foram 8 mg/kg e 125 mg/kg,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa nas caracteristicas de desem-
penho entre os niveis e fontes de cobre. Esse resultado pode ser atribuido ao au-
mento da biodisponibilidade mineral da fonte quelatada do cobre, em comparacéao
com o sulfato.

Os resultados de Manangi et al (2012) corroboram com os resultados obtidos
no presente estudo, mesmo que o periodo experimental tenha sido diferentes.
Quando o mineral é ligado a uma molécula organica, a probabilidade de que o mi-
neral possa interagir com outros minerais, bem como ligar-se & moléculas antago-
nistas, é diminuida consideravelmente, melhorando assim, sua biodisponibilidade, e
consequentemente, seu aproveitamento pelo organismo. Diante disso, justifica-se o
melhor desempenho no ganho de peso no periodo pré-inicial utilizando 100 mg/kg
de sulfato de cobre pentahidratado, uma vez que a necessidade de cobre nas fases
iniciais tendem a ser maiores porque os frangos estdo na curva de crescimento as-
cendente.

Devido a baixa e variavel disponibilidade e baixo custo dos oligoelementos
inorganicos, é comum a pratica pela industria de producao de carne usar altos ni-
veis de minerais na dieta como uma margem de seguranca. Entretanto, minerais
inorganicos sao mais suscetiveis a perdas na dieta por vias antagonistas antes da
absorcao intestinal (LEESON e SUMMERS, 2001).

El-Husseiny et al (2012) investigaram os efeitos da suplementacédo do Min-

trex cobre (8 mg/kg) e do sulfato de cobre (16 mg/kg) em conjunto com o zinco e o
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manganés sobre o desempenho de frangos de corte com 35 dias de idade. Foi
possivel concluir que as caracteristicas de desempenho foram melhores quando foi
utilizado o cobre de fonte organica. Porém, o efeito obtido ndo pode ser atribuido
apenas ao cobre.

Esses resultados diferem do que foi obtido no presente estudo. Isso pode ser
resultado dos niveis de cobre usados, uma vez que o sulfato foi capaz de ser mais
eficiente do que a fonte organica. O nivel supranutricional de Cu inorgéanico utiliza-
do foi capaz de agir como um aditivo melhorador de desempenho e garantiu um
maior ganho de peso na fase pré-inicial porque os frangos tem uma demanda maior
de cobre nessa fase.

O mercado de frangos de corte excede as suplementa¢cdes em niveis muito
mais elevados do que aqueles que sao recomendados pelo NRC, com o objetivo de
se ter uma margem de seguranca, no que diz respeito a acdo do cobre, ja que pode
ocorrer a formacéo de complexos do cobre com outros minerais, ja que eles com-
petem pelo mesmo sitio de ligacdo porque possuem propriedades fisicas e quimi-
cas semelhantes com outros minerais, e, portanto, o excesso de um prejudicara a
utilizacao do outro, e também por causa da biodisponibilidade do cobre oriundo de
fontes diferentes.

Wang et al (2007) determinaram o desempenho em frangos de corte com 35
dias utilizando uma fonte de cobre organico (Mintrex) e uma fonte de cobre inorga-
nica (sulfato). Os niveis de cobre para as duas fontes foram 0, 10, 25, 50, 125, 250
e 500 mg/kg. Aos 14 dias ndo houve diferenca significativa no ganho peso dos
frangos. Concluiram que quanto maior os niveis de cobre, mas prejudicial sera para
os frangos. Com relacéo a fonte, as inorganicas sao mais nocivas do que as fontes
organicas, e com isso, o desempenho sera afetado diretamente devido as lesdes
oxidativas causadas pelas fontes de cobre de origem inorganica na mucosa gas-
trointestinal dos frangos.

Os achados de Wang et al (2007) n&o corroboram com os resultados do es-
tudo. O ganho de peso inicial foi maior no tratamento 2 (100 mg/kg) utilizando o
sulfato de cobre em niveis supranutricionais. A biodisponibilidade do cobre de fonte
organica € melhor do que o de fonte inorganica. Entretanto, ndo houve diferenca
nas caracteristicas de desempenho acumulado durante o periodo (1 a 31 dias) do
experimento.

Nesse estudo ndao houve diferenga significativa no consumo de oxigénio e
também néo houve diferenca na razdo de controle respiratorio (RCR) e na razéo
ADP/O.
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Yang et al (2017) investigaram os efeitos do cobre em niveis nutricionais e
supranutricionais na disfuncdo mitocondrial hepatica e uma falha na cadeia trans-
portadora de elétrons em frangos de corte. O cobre foi utilizado em vérios niveis
(controle=11, grupo 1= 110, grupo 2= 220, e grupo 3= 330 mg/kg), e a funcado mito-
condrial foi registrada nos dias 12, 36 e 60. A fonte de cobre usada foi o cloreto de
cobre tribasico. Os resultados mostraram que o RCR foi significativamente aumen-
tado em todos os grupos tratados em relacdo ao grupo controle nos dias 36 e 60.
Apos 60 dias, o RCR diminui no grupo 3. A taxa de fosforilagcdo oxidativa nas mito-
cobndrias do figado aumentou e depois diminuiu em aves submetidas a 330 mg/kg
de cloreto de cobre tribasico.

Os resultados obtidos no trabalho de Yang et al (2017) indicam que houve
lesbes hepaticas e mitocondriais, diminuindo a funcdo mitocondrial do figado em
frangos de corte. No entanto, esses efeitos diferem dos que foram encontrados na
pesquisa. As doses utilizadas nao foram suficientes para causar lesdo hepdtica, e
consequentemente, mitocondrial. O tempo de experimento também € um fator im-
portante, jA que uma maior concentracdo de cobre acumula além da capacidade
compensatoéria do corpo apos determinado tempo, e pode levar a disfuncdo mito-
condrial.

Acetoze et al (2017) analisaram os efeitos da suplementacéo de cobre e zin-
co no desempenho, no consumo de oxigénio mitocondrial hepético e no vazamento
de prétons, em niveis de controle (15 mg/kg TBCC), acima dos requerimentos (245
mg/kg) e submetidos a um desafio de coccidiose em frangos com 14 dias

As taxas de RCR foram maiores para o controle negativo. Nenhuma diferen-
¢a no consumo de oxigénio no estado 3 foram observadas entre os tratamentos do
controle negativo. Porém, no controle positivo, em que foi feito o desafio com a
coccidiose, no estado 3, as taxas de RCR foi menor, podendo ser um resultado do
desafio da clostridiose. Os resultados indicam que o desafio imune diminuiu a RCR
e aumentou a cinética de vazamentos de protons, indicando que houve alteracdes
em um ou mais componentes da cadeia respiratéria e dano oxidativo nos grupos de
controle positivo.

Com relacdo ao controle negativo do trabalho de Acetoze et al (2017), estes
resultados corroboram com o presente estudo, onde néo tiveram diferenca signifi-
cativa no consumo de oxigénio e na RCR, e assim como o presente estudo, 0s ni-
veis de cobre utilizados nao foram suficientes para causar lesdes hepaticas, ja que

as alteracdes sdo dependentes da dose e do tempo de exposi¢cao ao cobre.
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Em seu trabalho Cao et al (2016) avaliaram os efeitos do sulfato de cobre na
funcdo mitocondrial do figado utilizando niveis de cobre crescentes (11-Controle,
110, 220 e 330 mg/kg). A fungédo mitocondrial foi registrada aos 12, 24, 36, 48 e 60
dias de idade dos frangos.

Os resultados mostraram que valores funcionais (RCR e ADP/O) nas mito-
condrias néo diferiu no grupo controle suplementado com 11 mg Cu/kg quando o
succinato era fornecido como substrato energético. O grupo suplementado com 110
mg/kg apresentou valores crescentes (RCR e ADP/O) e apresentaram diferencas
significativas apés 36 dias em relacdo aos demais grupos. Os valores de RCR e
ADP/O nos grupos suplementados com 220 e 330 mg/kg aos 12, 24 e 36 dias de
idade foram aumentados, mas os valores diminuiram aos 48 e 60 dias.

A diminuicao dos valores de RCR e ADP/O indicaram que o acoplamento en-
tre a transferéncia de elétrons pela cadeia respiratoria e a fosforilagcdo oxidativa es-
tavam prejudicados, e as mitocondrias foram perdendo sua capacidade em acelerar
a respiracdo sob condicbes de demanda de energia. Os maiores niveis de cobre
aos 48 e 60 dias de idade dos frangos se acumularam além da capacidade de me-
tabolizacdo do cobre pelo organismo, tornando-se téxico e, consequentemente,
causando lesdes.

Esses resultados ndo estdo de acordo com o presente estudo, uma vez que
o tempo do estudo foi menor (30 dias) do que o estudo de Cao et al (2016), logo, as
doses utilizadas ndo foram capazes de causar lesdes nas mitocondrias. E nesse
caso, o tempo de criagdo do frango de corte tipo Griller € menor, logo, tera acéo
como aditivo melhorador de desempenho porque o tempo de criacdo nao é sufici-
ente para o cobre causar alteracdes na cadeia transportadora de elétrons das mito-
cbndrias do figado dos frangos de corte.

O cobre € um metal de transi¢cdo que possui mais de um estado de oxidacao,
tornando-o altamente reativo, e participa de muitas reacdes de transferéncia de elé-
trons induzidas por enzimas. Entretanto, em altas quantidades, o Cu catalisa a con-
versao de peroxido de hidrogénio ao radical hidroxila, que irdo causar a peroxida-
cao lipidica das membranas celulares (CAO et al., 2016).

As alteracdes causadas por altas quantidades de cobre causam o estresse
oxidativo e outras lesbes hepaticas e mitocondriais, e com isso, havera alteracéo
no estado energético celular, uma vez que, o organismo tende a direcionar seus
mecanismos de defesa e reparacdo de danos a esses locais, e isso ira interferir

diretamente no desempenho dos frangos de corte.
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Su et al (2011) examinaram em 4 tratamentos os efeitos de diferentes fontes
e niveis de cobre na transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) de hepatdci-
tos de frangos de corte. O cobre utilizado tinha diferentes concentragdes (I contro-
le= 11, ll= 110, IllI= 220 e IV= 330 mg/kg. Foi utilizado o sulfato de cobre, cloreto de
cobre tribasico e metionina de cobre. A coleta do material (figado) para analise foi
realizada nos dias 12, 24, 36, 48 e 60.

O TPM de frangos de corte do tratamento | foi significativamente diferente
em relacdo aos frangos do tratamento IV em todos os momentos, mas nao foi dife-
rente em comparacdo com os frangos do tratamento Il e 11l durante o periodo inicial
do experimento. Aos 60 dias a producdo de H,O, foi maior nos frangos do trata-
mento Ill e IV.

A TPM de frangos de corte alimentados com metionina de cobre foi o maior,
seguido pelo TBCC e em seguida pelo sulfato de cobre. Os efeitos de cobre na
TPM foram dependentes do tempo e da dose. O TBCC é uma fonte de cobre inor-
ganica, mas é considerada menos reativa e destrutiva quando comparado ao sulfa-
to de cobre.

Esses resultados diferem do que foi encontrado no presente estudo, uma
vez que, foram utilizadas diferentes fontes e niveis de cobre, porém, os niveis de

cobre ndo foram suficientes para causar alterac6es na cadeia respiratéria.
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6 CONCLUSOES

O uso de 100 mg/kg de sulfato de cobre pentahidratado aumentou o ganho
de peso na fase pré-inicial, entretanto, ndo teve efeito ao final do ciclo de criacédo
de frangos de corte tipo Griller. A biometria de orgédos nao foi influenciada pelas
fontes e pelos niveis de cobre que foram utilizados.

O cobre em nivel supranutricional, nas fontes utilizadas, néao influenciou no
acoplamento e na eficiéncia da cadeia transportadora de eletréns nas mitocondrias

isoladas do figado de frangos de corte tipo Griller.
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APENDICES

Apéndice 1 — Tabelas com os valores da média e o desvio padréo de cada tra-
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tamento nos estagios do consumo de oxigénio e os valores da razédo de con-

trole respiratorio (RCR) e arelagdo ADP/O de cada tratamento.

TRATAMENTO 1 ESTAGIO Il ESTAGIO Il ESTAGIO IV
MEDIA 0,823 2,311 0,907
DESVIO PADRAO 0,547 0,823 0,3417
TRATAMENTO 2 ESTAGIO Il ESTAGIO Il ESTAGIO IV
MEDIA 0,840 4,512 1,412
DESVIO PADRAO 0,437 2,475 0,832
TRATAMENTO 3 ESTAGIO Il ESTAGIO Il ESTAGIO IV
MEDIA 1,087 4,524 1,905
DESVIO PADRAO 0,392 2,867 1,048
TRATAMENTO RCR ADP/O
T1 2,836 4,217
T2 3,824 2,585
T3 2,385 2,888




