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RESUMO GERAL

A suplementacdo de microminerais é indispensavel para atender as exigéncias de frangos
de corte. Cobre, Zinco e Manganés desempenham uma série de funcbes bioquimicas que
permitem o bom funcionamento do organismo animal, garantindo suporte estrutural,
fisiologico, regulatorio e catalitico. Porem nem todas as fontes de microminerais
disponiveis comercialmente apresentam caracteristicas que favorecam sua absorc¢do. Os
hidroximenerais (HCM) representam a terceira geracéo da suplementacdo mineral devido
suas caracteristicas quimicas diferenciadas das fontes usuais que trazem beneficios sobre
o0s pardmetros de desempenho e salde das aves. Diversas pesquisas ja foram conduzidas
a fim de elucidar o efeito das fontes e niveis de microminerais sobre 0s parametros
zootécnicos, status de saude e bem-estar de frangos de corte. No entanto, nenhum estudo
avaliou os efeitos das diferentes fontes e niveis de Cu, Zn e Mn sobre o metabolismo de
metaloproteinas em frangos de corte. Esta pesquisa corresponde ao estudo de desempenho
zootécnico e estudo protedmico de tecido hepatico e plasmatico de frangos de corte,
divididos em trés capitulos principais, respectivamente.

Capitulo 1l — O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito de diferentes fontes
(hidroxicloreto e sulfato) e diferentes niveis de Cobre, Zinco e Manganés sobre o
desempenho de frangos de corte, rendimento de partes de carcaca, bem como avaliar o
potencial antimicrobiano do Cobre. Foram utilizados 1080 pintos de um dia de idade
(COBB 500), distribuidos em quatro tratamentos experimentais: Controle + (15 ppm Cu,
80 ppm Zn e 80 ppm Mn na forma sulfato + 50 ppm de avilamicina), Controle — (15 ppm
Cu, 80 ppm Zn e 80 ppm Mn na forma sulfato), Baixo HCM (15 ppm Cu, 40 ppm Zn e
40 ppm Mn na forma hidroxicloretos), Alto HCM (15 ppm Cu, 80 ppm Zn e 80 ppm Mn
na forma hidroxicloreto). As avaliacdes de desempenho foram feitas semanalmente e no
42° dia de criacdo trés aves foram escolhidas ao acaso para avaliacdo do rendimento de
partes. A avaliacdo de desempenho e rendimento de partes demonstrou que 0s
hidroxicloretos apresentam o mesmo resultado que a fonte sulfato mesmo com adigdo de
aditivo promotor. A suplementacdo de minerais na forma hidroxicloretos podem ser feitas
em 50% do nivel recomendado pelos guias nutricionais. Desse modo, é possivel dispensar
0 uso de promotor de crescimento e suplementar Cu, Zn e Mn em 50% abaixo do

recomendado quando usado as fontes hidroxicloretos.



Capitulo 111 - O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o proteoma plasmatico de frangos de
corte suplementados com diferentes fontes e niveis de Cobre, Zinco e Manganés,
utilizando ferramentas metaloprotedmicas. Foram considerados trés tratamentos: Sulf
Controle (15 ppm Cu, 80 ppm Zn e 80 ppm Mn na forma sulfato), Baixo HCM (15 ppm
Cu, 40 ppm Zn e 40 ppm Mn na forma hidroxicloretos) e HCM Controle (15 ppm Cu, 80
ppm Zn e 80 ppm Mn na forma hidroxicloreto). Para a pesquisa, foram feitos trés pools
de plasma de 9 aves/tratamento no 42° dia de idade. Os pools foram submetidos aos
procedimentos de extracdo proteica para obtencéo do proteoma e posterior caracterizagéo,
identificacdo dos niveis funcionais, via metabolicas e interacdes das proteinas associadas
com 0s minerais estudados. A analise protebmica demonstrou indugdo de proteinas
associadas com sistema imune e o crescimento celular (IGLL1 — imunoglobulina lambda
cadeia leve e cadeia pesada e RC3H1 — Ring finger and CCCH-type domains 1), proteinas
envolvidas no metabolismo do oxigénio (HBE e HBG2 — hemoglobina subunidade alfa e
hemoglobina subunidade beta) e transporte de nutrientes (RBP4 — retinol binding protein
4), sugerindo envolvimento dessas proteinas com 0s minerais estudados e a chance de
serem possiveis biomarcadores.

Capitulo 1V — O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o proteoma hepatico de frangos de
corte suplementados com diferentes fontes e niveis de Cobre, Zinco e Manganés
utilizando ferramentas metaloprotedmicas. Foram considerados trés tratamentos (Sulf
Controle (15 ppm Cu, 80 ppm Zn e 80 ppm Mn na forma sulfato), Baixo HCM (15 ppm
Cu, 40 ppm Zn e 40 ppm Mn na forma hidroxicloretos) e HCM Controle (15 ppm Cu, 80
ppm Zn e 80 ppm Mn na forma hidroxicloreto). Para a pesquisa foram feitos trés pools
de figado de 9 aves/tratamento, no 42° dia de idade. Os pools foram submetidos aos
procedimentos de extracdo proteica para obtencdo do proteoma e posteriormente
caracterizacdo, identificacdo dos niveis funcionais, via metabdlicas e interacdes das
proteinas associadas com o0s minerais estudados. A andlise protedmica demonstrou
inducdo de proteinas associadas 0s processos bioldgicos e componente celular, com
funcBes de transporte de nutrientes e producdo de energia como a ALDOB (frusctose-
biphosfate aldolase B) e ATP Sintetase Subunidade B (ATP5b), respectivamente,
sugerindo envolvimento dessas proteinas com 0s minerais estudados e a chance de serem

possiveis biomarcadores.

Palavras Chave: biomarcadores, hidroxicloreto, mineral, metal binding protein, protebmica.



ABSTRACT

Micromineral supplementation is essential to meet the requirements of broiler chickens.
Copper, Zinc and Manganese perform a series of biochemical functions that allow the
animal organism to function properly, ensuring structural, physiological, regulatory and
catalytic support. However, not all sources of commercially available microminerals have
characteristics that favor their absorption. The hydroxyminerals represent the third
generation of mineral supplementation due to their chemical characteristics different from
the usual sources that bring benefits on the parameters of performance and health of the
birds. Several studies have already been conducted in order to elucidate the effect of
sources and levels of microminerals on the zootechnical parameters, health status and
well-being of broiler chickens. However, no study has evaluated the effects of different
sources and levels of Cu, Zn and Mn on metal biding protein metabolism in broiler
chickens. This study corresponds to the study of zootechnical performance and the
proteomic study of liver and plasma tissue of broiler chickens, divided into three main
chapters, respectively.

Paper Il — The objective of this study was to evaluate the effect of different sources
(hydroxychloride and sulfate) and different levels of Copper, Zinc and Manganese on the
performance of broilers, yield of parts, as well as to evaluate the antimicrobial potential
of Copper. A total of 1080 one-day-old chicks (COBB 500) were used, divided into four
experimental treatments: Control + (15 ppm Cu, 80 ppm Zn and 80 ppm Mn in sulfate
form + 50 ppm of avilamycin), Control — (15 ppm Cu , 80 ppm Zn and 80 ppm Mn in
sulfate form), Low HCM (15 ppm Cu, 40 ppm Zn and 40 ppm Mn in hydroxychloride
form), High HCM (15 ppm Cu, 80 ppm Zn and 80 ppm Mn in hydroxychloride form) .
Performance evaluations were made weekly and on the 42nd day of rearing, three birds
were chosen at random to evaluate the yield of parts. The evaluation of the performance
and yield of parts showed that the hydroxychlorides present the same result as the sulphate
sources even with the addition of a promoter additive. Supplementation of minerals in the
form of hydroxychlorides can be done at 50% of the level recommended by nutritional
guides. Thus, it is possible to dispense with the use of growth promoter and supplement
Cu, Zn and Mn at 50% below the recommended level when using hydroxychloride
sources.

Paper Ill1 — The aim of this study was to evaluate the plasma proteome of broilers

supplemented with different sources and levels of Copper, Zinc and Manganese, using



metalloproteomics tools. Three treatments were considered: Sulf Control (15 ppm Cu, 80
ppm Zn and 80 ppm Mn in sulfate form), Low HCM (15 ppm Cu, 40 ppm Zn and 40 ppm
Mn in hydroxychloride form) and HCM Control (15 ppm Cu, 80 ppm Zn and 80 ppm Mn
in the hydroxychloride form). For the study, three plasma pools of 9 birds/treatment were
made. The pools were subjected to protein extraction procedures to obtain the proteome
and subsequent characterization, identification of functional levels, metabolic pathways
and interactions of proteins associated with the studied minerals. Proteomic analysis
demonstrated induction of proteins associated with the immune system and cell growth
(IGLL1 - lambda immunoglobulin light chain and heavy chain and RC3H1 — Ring finger
and CCCH-type domains 1), involved in oxygen metabolism (HBE and HBG2 —
hemoglobin subunit alpha and hemoglobin beta subunit) and nutrient transport (RBP4 —
retinol binding protein 4), suggesting involvement of these proteins with the studied
minerals and the chance of being possible biomarkers.

Paper IV — The aim of this study was to evaluate the hepatic proteome of broiler chickens
supplemented with different sources and levels of Copper, Zinc and Manganese using
metalloproteomics tools. Three treatments were considered (Sulf Control (15 ppm Cu, 80
ppm Zn and 80 ppm Mn in sulfate form), Low HCM (15 ppm Cu, 40 ppm Zn and 40 ppm
Mn in hydroxychloride form) and HCM Control (15 ppm Cu, 80 ppm Zn and 80 ppm Mn
in the hydroxychloride form). For the study, three liver pools of 9 birds/treatment were
made. The pools were submitted to protein extraction procedures to obtain the proteome
and later characterization, identification of the functional levels, via Metabolic reactions
and interactions of proteins associated with the minerals studied. Proteomic analysis
demonstrated induction of proteins associated with biological processes and cellular
component, with nutrient transport functions and production of such as ALDOB
(frusctose-biphosphate aldolase B) and ATP Synthetase Subunit f (ATP5b), respectively,
suggesting involvement of these proteins with the minerals studied and the chance of
being possible biomarkers.

Key words: biomarkers, hydroxychloride, mineral, metal binding protein, proteomics.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A nutricdo representa umas das principais ferramentas que permitem resultados
satisfatotrios ao Brasil em relagdo a producédo de frangos de corte. Além de sua essencialidade, a
nutricdo contribui significativamente nos custos da producédo. Optar por estratégias nutricionais
mais acertivas e tecnoldgicas, que atendam as exigéncias nutricionais, mantenham bom status de
salde e reduzam os riscos ambientais, permitem melhorar o desempenho de frangos de corte e
tornar a producdo ainda mais lucrativa.

Dentre todos os componentes da racdo, apesar de serem exigidos em pequenas
quantidades, os microminerais sao indispensaveis para manter a produtividade na avicultura. Os
microminerais estdo presentes nos ingredientes de dietas de frangos de corte porém sédo
encontrados em pequenas quantidades e, desse modo, a suplementacéo ¢ obrigatdria para atender
a demanda fisiologica das aves (SUTTLE, 2010).

Os minerais sdo vitais para que todas as fung¢fes bioguimicas acontecam normalmente,
provendo suporte estrutural, regulatério e catalitico (SUTTLE, 2010), especialmente o0s
microminerais como 0 Zinco (Zn), essencial para crescimento normal, reproducéo, ossificacao,
sintese de DNA, divisdo celular, expressdo génica e melhora da resposta imune através de
linfécitos e anticorpos (ABD EL-HACK, 2017); o Cobre (Cu), também ¢é essencial para o
crescimento normal, bom funcionamento do sistema nervoso e como cofator de diversas enzimas
do sistema imunoldgico, assim como o0 Manganes (Mn), mineral traco fundamental para o sistema
antioxidante e sistema imune, formacdo dssea e como cofator de diversas enzimas (SUTTLE,
2010).

A suplementacdo de minerais em dietas animais comecou ainda na década de 1920,
tentando encontrar as exigéncias das aves, e as formas iniciais usadas eram as fontes inorganicas.
Até hoje, as fontes minerais comumente usadas nas dietas sdo as fontes inorgéanicas (sulfatos,
carbonatos, cloretos e 6xidos). Mas, estes possuem pouca biodisponibilidade e por isso necessitam
serem usados em altas concentragdes para atender as necessidades fisioldgicas das aves.
Indiretamente, o excedente dos minerais suplementados que ndo é absorvido acaba sendo
excretado criando problema ambiental, podendo ter efeito detrimental em plantas,
microorganismos, animais e seres humanos. (SWAIN et al., 2020).

O fato dos minerais inorgancos serem menos aproveitados pelo organismo das aves se
deve pelas propriedades quimicas dessas fontes. Elas sdo formadas por ligacdes i6nicas altamente
reativas que facilmente se dissociam no inicio do trato gastrintestinal das aves, favorecendo a

interacdo com outros nutrientes, possibilitando a formacéo de quelatos entre minerais e/ou entre
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minerais e proteinas ou aminoacidos por exemplo, reduzdindo a absor¢cdo (COHEN e STEWARD,
2014; AGAPITO e SEYBOTH, 2017).

Em decorréncia dos pontos negativos dos minerais inorganicos, novas fontes passaram a
ser estudadas, como os hidroxicloretos. Eles possuem liga¢6es covalentes entre o mineral e grupos
hidroxilas (OH). Sdo menos reativos, e possuem ligacGes entre suas moléculas suficientemente
fortes para evitar interagbes com outros nutrientes da dieta e as condigOes do trato gastrintestinal
e, suficientemente fracas de modo que facilite sua dissociacdo e absor¢éo no local desejado,
proporcionando maior estabilidade e biodisponibilidade em comparacdo as demais fontes de
minerais (COHEN e STEWARD, 2014; AGAPITO e SEYBOTH, 2017).

Sendo assim, com base na essencialidade dos microminerais Cu, Zn e Mn ¢, de acordo
com as particularidades de cada fonte, esta pesquisa pretende avaliar: 1) o efeito de diferentes
niveis e fontes sobre os parametros de desempenho e rendimento de partes de frangos de corte; 2)
o0 potencial antimicrobiano do Cu em realcdo ao aditivo melhorador de crescimento e, 3) perfil de
proteinas ligadas a metais (metal binding protein) de frangos de corte desafiados com

superdosagem de vacina contra coccidiose.

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.  Minerais Hidroxicloretos

A suplementacdo de microminerais na dieta € crucial para manter bom status de saude e
desempenho na avicultura e, apesar de serem exigidos em pequenas quantidades, sdo essenciais
para manter funcional o sistema antioxidante, imunolégico, crescimento, producédo e reproducéo
de frangos de corte.

Os minerais sdo comumente suplementados em dietas na forma inorganica, que podem
causar irritacdo na mucosa intestinal, formacéo de quelatos que reduzem a disponibilidade da dieta
e aumentam a excrecdo por meio das excretas. Ja na forma orgénica apresentam maior
biodisponilidade porém seu custo na producdo é maior podendo inviabilizar seu uso (MWANGI
etal., 2017; SUN et al., 2020).

Os hidroximinerais, apesar de serem considerados minerais inorganicos por nao estarem
associados com molécula de carbono em sua estrutura, surgiram com a proposta diferente das
fontes usuais (como os sulfatos, Oxidos e carbonatos) por serem mais disponiveis. A
biodisponibilidade determina a eficiéncia da forma do mineral usado e é definida pela porcéo
ingerida e absorvida para ser utilizada nas fun¢Ges metabdlicas normais do organismo de frangos

de corte. Nos animais monogastricos, os hidroximinerais apresentam baixa interacdo com
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antagonistas no trato gastrintestinal e sua disponibilidade aumenta nas porgdes iniciais do intestino
onde é absorvido e direcionado para diversas fungdes bioldgicas no corpo, diferentemente das
demais fontas (REDDY et al., 2021).

Os estudos com hidroxicloretos deram inicio em 1990, quando descobriu-se um novo sal
que resultava em um complexo mineral inorganico hidrolisado, chamado de hidroxicloreto. Os
hidroxicloretos, quimicamente formados por uma molécula tridimensional, sdo altamente estaveis,
fazendo ligacdes covalentes suficientemente fortes para evitar interagcdes negativas com outros
nutrientes e a0 mesmo tempo, permitem que o mineral esteja disponivel no intestino, seu campo
de absorcdo (COHEN & STEWARD, 2014).

Alguns pontos positivos relacionaos ao uso de hidroxicloretos em dietas (aumento a
estabilidade) e nos animais (melhora a biodisponibilidade e até a palatabilidade) ja foram
confirmadas em outras pesquisas quando comparadas com fontes inorgancias convencionais (LU
etal., 2010; SHAEFFER et al., 2017; CARAMALAC et al., 2017).

Franklin et al. (2022) constataram que frangos de corte recebendo diferentes fontes e
niveis de minerais (Cu, Mn e Zn) apresentaram melhores resultados de ganho de peso final, ganho
de peso diario e reduziram a excrecao desses minerais quando suplementados com niveis mais
baixos e com fontes de hidroxicloretos em comparacdo as fontes sulfatos. Assim como Oluyinka
et al. (2018) também compararam duas fontes de Cu e Zn (sulfato e hidroxicloreto) e dois niveis
(80 e 20 ppm) em dietas de frangos de corte com 35 dias de idade, observaram que houve melhora
na conversao alimentar e rendimento de peito das aves que receberam a fonte hidroxicloreto.

Santos et al. (2021) observaram que os hidroxicloretos Cu e Zn suplementados em dietas
de frangos de corte apresentaram maior biodisponibilidade mineral melhorando o desempenho e
garantindo bom rendimento de carcaca, com 150 ppm de Zn e 80 ppm de Cu, respectivamente,
devido principalmente as caractéristicas quimicas desses minerais.

Desse modo, busca-se entender a essencialidade e a interacdo de cada mineral estudado
com o organismos dos frangos de corte, bem como os resultados que a sua aplicagéo tem sobre os
parametros de saude e desempenho.

1.2. Cobre (Cu)

A essencialidade do Cu foi identificada pela primeira vez em 1928, relacionando-o0 com a
formacgé@o da hemoglobina e prevencao de varios disturbios clinicos e patologicos em diveras
especies animais (SUTTLE, 2010). Segundo Byerne e Murphy (2022), o Cu esta envolvido com

diversas reaces metabdlicas incluindo a respiragéo celular, pigmentagéo de tecidos, formacao de
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células sanguineas e desenvolvimento de tecidos conectivos, além de ser componente de diversas
enzimas metal dependentes e proteger as células contra o extresse oxidativo.

A recomendacdao de Cu para frangos de corte, segundo Rostagno et al. (2017) é de 11,86mg,
10,54 mg, 8,31mg, 7,79 mg e 6, 08 mg/kg de racdo durante as fases pré inicial, inicial, crescimento
I, crescimento 11 e final, respectivamente.

Em frangos de corte a absor¢do do Cu ocorre no pré-ventriculo e no duodeno por meio de
difusdo simples ou por meio de transportadores metal divalente especificos e ndo especificos,
sendo estes transportadores importantes reguladores das concentracfes de cobre de acordo com a
necessidade do organismo. Os mecanismos que regulam a absorcéo do Cu sdo definidos de acordo
com a disponibilidade do mineral na dieta, sendo que em altas concentracdes a absor¢éo acontece
por difusdo simples e, em baixas concentragdes o transporte ativo é acionado (GOOF, 2018).

Demais minerais, como o Zn e o Ferro (Fe), também podem competir com o Cu pelos
transportadores de membrana, reduzindo sua absorcdo e, concentracBes em excesso desses
minerais podem resultar em deficiéncia de Cu no organismo (LESSON, 2009).

Ap0s absorvido, o Cu se liga a albumina plasmatica e é carreado até o figado e entdo
incorporado com a ceruloplasmina e liberado para a circulagdo. O Cu pode permanecer estocado
para trocas sanguineas e, segundo Buckley (1991) sua concentracdo encontrada no figado € de 8 a
9%. O reaproveitamento do Cu circulante acontece nos tubos renais de forma eficiente e pouco
eficiente nas secreces biliares, uma vez que a bile é sua rota de excre¢do quando as concentragdes
de Cu no figado estdo em seu nivel maximo (LESSON, 2009; BYRNE & MURPHY, 2022).

O Cu participa de diversos processos enzimaticos como cofator, por exemplo,
indisponsavel para a metaloenzima citocromo oxidase que age no processo de respiragdo celular,
é cofator catalitico da enzima superdéxido dismutase do sistema antioxidante e esta correlacionado
com a formacéo da hemoglobina, servindo como catalisador da ceruloplasmina (SCOTTA et al.,
2014). Segundo McDowell (2003), 90% de todo o Cu do organismo animal esta associado a
ceruloplasmina, transportando o mineral para os 6érgdos alvos, permitindo a oxidacdo do ion
ferroso em ion férrico, ligando-o com a transferrina formando nova molécula de hemoglobina.

Na avicultura o Cu também € usado em niveis supranutricionais por ter a capacidade de
melhorar a conversao alimentar e ter efeito melhorador de desempenho. Segundo Mehring et al.
(1960) a suplementacdo de Cu em niveis abaixo do considerado toxico as aves (500ppm) possuli
efeito similar aos antibidticos.

O Cu foi proposto como antimicrobiano por liberar ions que induzem a perda do poténcial

de mebrana do conteudo citoplasmatico de bactérias, ocorrendo o influxo de ions de Cu no interior
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da célula e posterior dano oxidativo dos componentes celulares e lise do DNA (LUO et al., 2017,
PARRA et al, 2018).

Por conta das suas fungdes, o interesse pelo uso do Cu com agéo antimicrobiana se tornou
cada vez maior, aliado ao decrescente uso e crescentes restricdes impostas aos antimicrobianos
convencionais. Segundo Kim et al. (2022) a suplementacdo de 100 ppm de Cu melhora o
desempenho de frangos de corte de modo semelhante a avilamicina, sugerindo o mineral como
possivel substituto aos antimicrobianos convencionais.

Também ¢ relatado na literatura que o Cu tenha efeito estimulando o ganho de peso de
frangos de corte por participar da sintese da hemoglobina, ajudando a melhor oxigenar os tecidos
e promover adequado crescimento (KWIECIEN et al., 2014). O Cu também aumenta a expresséo
de genes do horménio do crescimeto na glandula pituitaria, promovendo modificagdes pos
traducionas regulatdrias de pepitideos (EIPPER & MAINS, 1988).

Nesse sentido, Nguyen et al. (2020) afirmaram que a suplementacdo Cu na forma
hidroxicloreto nos niveis de 15 ppm e 200 ppm é efetivo em melhorar o desempenho de frangos
de corte, aumentando o ganho de peso e a conversdao alimentar, justamente por ser mais
biodisponivel e aumentar as concentracfes de Cu nos tecidos.

Lu et al., (2010) também constataram que a suplementacdo de Cu na forma hidroximineral
para frangos de corte melhorou o desempenho das aves devido o efeito promotor de crescimento
do Cu em alterar a microbiota intestinal reduzindo a susceptibilidade das aves as doengas e

melhorando a absor¢do de nutrientes por consequéncia.

1.3. Manganés (Mn)

O Mn € o quinto elemento mineral mais abundante e essencial para os animais. Em
frangos de corte, 0 Mn desempenha importante papel na formacéo de 0ssos e em varios processos
bioquimicos como ativador de enzimas: como por exemplo a piruvato carboxilase que faz parte
do metabolismo de lipideos produzindo oxalacetato (JASEK et al., 2019) e, a enzima superoxido
dismutase importantissima para o sistema antioxidante neutralizando radicais livres (SUTTLE
2010; ZHU et al., 2016). E essencial para o desenvolvimento embrionério, crescimento normal do
corpo e 0ssos, fungdes reprodutivas, agindo no metabolismo de carboidratos e lipideos, além de
prevenir a perose (OLGUN, 2017).

A recomendacdo de Mn para frangos de corte, segundo Rostagno et al. (2017) é de
81,99mg, 73,98mg, 58,36mg, 47,68mg 2 42,72 mg/kg de racao durante as fases pré inicial, inicial,

crescimento I, crescimento Il e final, respectivamente.



23

Por conta da sua essencialidade, a suplementacdo de Mn passou a ser uma preocupacgao
aos nutricionistas, principalmente pelo rapido crescimento dos frangos de corte modernos.
Normalmente, os ingredientes utilizados nas dietas de frangos de corte sdo relativamente ricos em
Mn, no entanto, a absorcdo desse micromineral é baixa, principalmente devido a formacao de
complexos com fitatos e fibras, assim como demais nutrientes da dieta como Célcio (Ca) e Fosforo
(P), que podem inibir absorcdo do Mn, seja diluindo a concentracdo desse mineral ou competindo
pelo mesmo sitio de absor¢do (MACARI et al, 2002).

A absorcéo do Mn acontece nas células da mucosa do intestino delgado, principalmente
no ileo, onde transportadores de ions metalicos especificos carregam o Mn do limen intestinal
para dentro do enterdcito, uma vez que sem os transportadores apenas 5% do mineral seria
aproveitado de forma passiva (TUFARELLI e LAUDADIO, 2017).

Apb6s a absorcdo, o Mn é oxidado a Mn3*, ligando-se a transferrina e distribuido aos
tecidos. Os tecidos ricos em mitocdndrias sao 0s que possuem maior concentragcdo do mineral uma
vez que estas os retém e os direcionam para o metabolismo celular (OBERLEAS et al., 1999).

O Mn esté distribuido em vérios tecidos, mas o tecido 6sseo é o local de maior reserva
desse mineral, seguido pelo tecido hepéatico. Também ha altas reservas de Mn em glandulas como
a pineal e pituitaria e, em pintainhos as maiores concentracBes sdo no figado, rim e 0ssos
(SUTTLE, 2010).

Frangos de corte possuem capacidade de armazenar o0 excesso de Mn, principalmente
pelos 0sso0s. No entanto, a excre¢do do Mn excedente € regulada por duas vias, sendo a excre¢ao
pela bile a principal delas, onde o figado absorve rapidamente o0 Mn e o incorpora com o fluido
biliar. J& a outra via é formada através das rotas gastrointestinais auxiliares (SUTTLE, 2010).

Quando a concentracdo de Mn fica abaixo do exigido nutricionalmente pela ave, frangos
de corte apresentam grande reducédo no desenvolvimento 6sseo, causando perose e condrodistrofia.
Também pode haver reducéo na fertilidade e eclodibilidade dos ovos, prejuizo no metabolismo de
lipideos e carboidratos e, em galinhas poedeiras, queda na producdo de ovos e piora nos indices
de qualidade interna e externa dos ovos (SINGH et al, 2015; TUFARELLI & LAUDADIO, 2017).

A suplementacdo de Mn, além de agir no sistema enzimatico também pode ter efeito sobre
os parametros de desempenho e rendimento de carcaca de frangos de corte. Jasek et al. (2019)
afirmam que niveis acima de 40ppm de hidroxicloretos de Mn tem impacto positivo no
desempenho de frangos de corte, principalmente nas fases finais melhorando a conversao
alimentar e aumentando a deposicdo de Mn nos 0ssos, atribuindo tal fato a maior exigéncia de

mantenca dos frangos nessa idade além acre¢do muscular e do rapido crescimento dsseo.
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Kim et al. (2022) suplementando diferentes niveis de Mn (60, 120 e 200 ppm) nao
observaram diferenca no desempenho de frangos de corte. No entanto, notou-se reducdo na
porcentagem de gordura abdominal e intramuscular das aves e, redugdo das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico em frangos suplementados com 200ppm, reforcando a interagdo do Mn
com as enzimas do sistema antioxidante, como a superoxido dismutase reduzindo a oxidagéo
lipidica da carne e a atividade de lipoproteina lipase, enzima relacionada com a deposicao de
gordura, melhorando os parametros de qualidade de carne.

Maiores niveis de Mn (100 e 200 ppm) suplementados em dietas de frangos também
reduzem a incidéncia de anormalidade nas patas de frangos de corte em comparacdo aos frangos
sem suplementagdo, evidenciando os efeitos da deficiéncia de Mn bem como a sua agdo nas
enzimas da matriz 6ssea (LU et al., 2007).

O Mn também é requerido pelas enzimas do sistema imunologico, uma vez que €
importante elemento para suporte normal das func@es desse sistema (KIDD, 2004) e, interage com
neutrofilos e macrofagos, células envolvidas na resposta imune (SUNDER et al., 2006). Burin
Junior et al. (2019) observaram que a suplementagdo de Mn apresentou maior eficiéncia na
resposta imune de frangos de corte apos o desafio de vacina contra coccidiose e enterite necrotica,
uma vez que o Mn é benéfico durante os desafios entéricos devido ao seu papel na producéo de

mucopolissacarideos.

1.4.  Zinco (Zn)

O Zn é componente ou cofator em mais de 200 processos enzimaticos além de ser vital
para 0 metabolismo de lipideos e enzimas, acidos nucleios, proteinas e indispensavel para diversas
metaloenzimas. Possui importante funcdo na acdo da insulina, glucacon, hormonios
corticotroficos, foliculo estimulante e luteinizante (PEZZATO et al., 2004; AO & PIERCE, 2013).

O modo de a¢do do Zn inclui manter crescimento normal, inluindo bom desenvolimento
esquelético, da pele e salde das patas, agdo imunomodeladora aumentando a resiténcia a processos
infecciosos, alterando o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidos e, melhora no status
antioxidante por meio da expressdo de enzimas que atuam no sistema digestivo e antioxidante,
respectivamente (TABATABAIE et al., 2007).

Segundo Rostagno et al. (2017) a recomendagéo de Zn para frangos de corte é de 76,15
mg, 68,72 mg, 54,21 mg, 44,29 mg e 39,67 mg/kg de racdo para as fases pré iniciais, iniciais,
crescimemento I, crescimento 11 e final, respectivamente.

No entanto, em animais ndo ruminantes como os frangos de corte, nem todo o Zn da dieta

pode ser aproveitado e tal processo pode ndo ser téo eficiente devido aos fatores antagonistas,
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especialmente a presenca de fitatos e a forma como esse micromineral € suplementado na dieta
das aves, que acabam formando complexos insoltveis com o mineral (SUTTLE, 2010).

Além dos fitatos, a biodisponibilidade do Zn pode ser afetada inclusive por outros
minerais com mesma similaridade quimica, competindo pelos mesmos mecanismos de transporte,
facilitando ou impedindo a absorcéo pelo epitélio (GLOVER et al., 2003).

Os fatores que alteram a disponibilidade do Zn em dietas, seja natural ou suplementar,
sdo classificados como intrinsecos ou extrinsecos, como idade; pH do trato gastro intesitnal e
fatores como quantidade ingerida; forma quimica e relacdes com demais nutrientes da dieta,
respectivamente (BALTACI et al., 2019).

E de extrema importancia a manutencio dos niveis adequados de Zn no sangue e no
figado. Por isso, quando as concentra¢Ges ficam abaixo das exigéncias requeridas pelos animais
de producdo ocorre mobilizacdo das reservas Osseas (BALTACI et al., 2019). A ampla via
metabolica dependente do Zn ligada a proteinas e suas inter-relacGes regulam a homeostase e
distribuicdo do mineral. Tais mecanismos regulatorios sdo efetivos na sua absorcéo, distribuicdo e
excrecdo, prevenindo o organismo contra deficiéncias e excessos de minerais (GLOVER &
HOGSTRAND, 2002).

O Zn chega ao trato gastrintestinal via dieta e é absorvido no duodeno pela superficie da
borda em escova por um processo ativo, mediado por carreadores (SUTTLE, 2010). Em
pintainhos, 0 Zn pode ser absorvido também pelo pro-ventriculo (MAIORKA & MACARI, 2002).

A concentracdo de Zn no interior das células é regulada por metalotioneinas intestinais e
pela proteina intestinal rica em cisteina (CRIP). Em situacdes em gue a concentracdo esta alta, o
mineral se liga as metalotioneinas e, em seguida, é eliminado junto com as fezes e células
descamadas. Por outro lado, quando as concentracBes de Zn estdo baixas, as metalotineinas
regulam a transferéncia do zinco para as CRIP’s, agindo como um carreador intracelular de zinco,
aumentando dessa maneira a velocidade de absorcdo, transportanto 0 Zn em seguida para a
corrente sanguinea (MAFRA & COZZOLINO, 2004).

A sintese de metalotioneina € influenciada pela concentracdo de Zn deitético (sendo este
a principal forma de controle), concentracdo de Zn plasmatico e também pela quantidade de Zn
absorvido, garantindo a homeostase do mineral (McDOWELL, 2003; COZZOLINO, 2020). As
metalometioneina também agem como principal fonte de armazenamento de Zn no figado,
podendo ser rapidamente mobilizadas durante necessidades metabdlicas (MAIORKA &
MACARI, 2002).

Apbs ser absorvido o Zn é liberado dos enterdcitos e atravessa até os capilares

mesentérios e chega ao sistema sanguineo, sendo transportado pela albumina, e entdo captado pelo
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figado e direcionado ao plasma e aos sitios celulares para executar funcdes especificas. O Zn no
plasma estd cerca de 90% associado a albumina e 10% ligado & Alfa-2-macroglobulina e aos
aminoacidos, principalemntemente a cisteina e a histidina (ISLAM & LOOTS, 2007).

De modo geral, os animais de producdo assim como as aves, conseguem regular as
concentracdes de Zn corporal por meio de transportadores detectaveis pelo mMRNA (SUTTLE,
2010). O Zn esta distribuido em todos os tecidos e em situacfes de deficiéncia, ha grande reducédo
das concentragGes de Zn plasmatico. Nessas condi¢Oes de escassez, metalotioneinas e 0 Zn
reservado nos tecidos 0sseos e musculares sdo mobilizados e possiveis excedentes sdo liberados
para normalizar a homeostase (UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).

A suplementacdo ineficiente de Zn caracteriza redugdo no consumo e na utilizagdo dos
nutrientes da dieta, retardando o crescimento das aves (SAHIN & KUCUK, 2003). Nesse sentido,
Sahoo et al. (2014) e Akhavan-Salamat & Ghasemi (2019) evidenciaram que a deficiéncia de Zn
afeta negativa o status imunologico e antioxidante de frangos de corte, uma vez que o Zn também
esta relacionado com a producdo e atividade hormonal do timo, anticorpos, sendo considerado
micromineral primordial na resposta imunoldgica primaria e na cicatrizagdo, além da proliferacdo
celular uma vez que é cofator da DNA polimerae e RNA transcriptase (COZZOLINO, 2020;
VOGT, 2005).

J& em siuacBes de excesso de Zn no organismo, o mineral é armazenado no tecido 6sseo
e também nas metalotioneinas no figado, permitindo que seja liberado ao organismo conforme a
necessidade. Além dessas duas formas de armazenamtno, o Zn também pode ser armazenado no
tecido muscular (FERNANDES, 2012). Apesar disso, as aves tem consideravel tolerancia as altas
concentragdes de Zn (SUTTLE 2010). No entanto, Dean e Hargis (1991), suplementando frangos
de corte com 500 ppm de Zn observaram que niveis elevados reduziram o consumo e por
consequéncia, houve queda no desempenho, pré dispondo as aves a endocrinopatias. Ja Sunder et

al. (2008) afirmam que 320 ppm de Zn prejudica a deposi¢do mineral na tibia.

1.5. Protéomica aplicada na avicultura

Pesquisas envolvendo o estudo da proteémica iniciaram na década de 1990 em virtude de
grande quantidade de sequéncias peptidicas catalogadas em diversos bancos de dados por meio de
areas como a eletroforese bidimensional, espectrometria de massas e pesquisa em alta escala com
genoma. Esses dados passaram a ser trabalhados com bioinformatica, obtendo perfis de expressao
de proteinas que séo ferramentas chaves para esta linha de estudo (MANSO et al., 2005).

O estudo da protedmica permite compreender as propriedades das proteinas, seus niveis

de expressaio e modificacbes pds traducionais, caracterizando qualitativamente e
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quantitativamente o perfil proteico, permitindo a compreensdo de mecanismos moleculares que
alteram os fendtipos. A sintese proteica permite que um mesmo genoma tenha ampla possibilidade
de sinterizar proteinas com diversas funcbes (NAABY-HANSEN et al., 2001; PRASAD et al.,
2017).

Ja o termo metaloproteémica é o estudo de proteinas associadas com metais (metal-
binding proteins ou metaloproteinas) que agem como cofator metélico. Nesses casos, a proteina
precisa estar obrigatoriamente ligada ao metal para exercer sua funcdo, diferentemente das
proteinas associadas com metais, onde o metal ndo imprime nenhuma funcdo a proteina
(MOUNICOU et al., 2009).

As metaloproteinas representam grande porcentagem dentre todas as proteinas e, segundo
Banci (2003), cerca de 40% de todas as proteinas e enzimas dependem de um ion metélico em sua
estrutura para desempenharem a funcéo designada (KENNEDY & GIBNEY, 2001). Evidenciando
assim a importancia e dependéncia do funcionamento do organismo em relacao as metaloproteinas
e seus ions metalicos (GARCIA et al., 2006).

A aplicacgéo da protedmica em estudos com animais de producdo permite o entendimento
da interacdo de proteinas com caracteristicas relacionadas a saude, desempenho produtivo e bem-
estar dos animais (ALMEIDA et al., 2015). A protebmica pode auxiliar, por exemplo, na avaliacdo
das interacdes de diferentes estratégias nutricionais sobre as alteracdes no proteoma de células,
tecidos ou fluidos corporais, elucidando como estas mudancas influenciam as caracteristicas
produtivas ou os produtos gerados (ALMEIDA & BENDIXEN, 2012).

Na avicultura, a protedmica tem grande importancia no entendimento de biomecanismos
de doencgas e patdgenos, performance e parametros de salde e bem-estar que impactam
economicamente este setor, seja através da caracterizacdo desses patdgenos ou identificando
biomarcadores que auxiliem na compreensdo dos fendmenos bioldgicos/fisiologicos (MIOTTO et
al., 2010).

Em galinhas poedeiras, Qiu et al. (2012) identificaram por meio do estudo protedmico a
formacgéo do complexo lisozima-ovoalbumina em decorréncia dos dias de armazenamento de ovos
sob altas temperaturas que contribui negativamente para durabilidade do ovo, sendo importante
indicador para mensurar as caracteristicas internas de qualidade do ovo.

Em outro estudo também com poedeiras, foi identificado duas proteinas principais na
casca dos ovos (inibidor de protease tipo Kunitz e ovolixina 32) ambas com funcdes
antimicrobianas que podem ser relevantes para a predicao/selecdo de ovos mais resistentes ao

armazenamento, ou ainda, ao processo de incubacdo (ROSE-MARTEL et al., 2012).
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Ja em frangos de corte tambem € possivel identificar biomarcadores associados com a
répida ou lenta taxa de crescimento de diferentes linhagens de frangos de corte (PHONGPA-
NGAN et al., 2011), bem como proteinas associadas com a degradagdo post morten da carne de
frangos de corte (MOLLETE et al., 2003), e identificacdo de biomarcadores associados com 0
estresse e bem-estar, ou caracteristicas de desempenho de frangos de corte (HAZARD et al., 2011),
permitindo aplicagdes futuras como a selegdo de aves mais resistentes a doengas, mais produtivas
ou com caracteristicas desejaveis para qualidade de carcaga que tornem a avicultura industrial
ainda mais lucrativa.

Ainda nesse sentido, a aplicagdo da protedmica em suinos identificou que a
suplementacdo de Zn (2.000 mg/kg) causa alta concentracdo do mineral no figado e altera a
expressdo de certos genes, aumentando as proteinas peroxiredoxinas (PXDR4) e glioxalases
(GLO1) que estédo relacionadas a resposta do corpo animal ao estresse oxidativo (BONDZIO et
al., 2013). O acimulo de Zn no figado também esté associado com reducdo na expressao de genes
de heat Shock proteins (HSP70) e aumento de chaperonas — enzimas importes na resposta causada
por situacdes estressoras (SOTI & CSERMELY, 2003).

A fonte de mineral usada pode alterar o resultado protedmico no metabolismo animal. A
suplementacdo de Zn organico em comparagdo ao Zn inorganico em dietas de frangos de corte
apresentou maior expressdo de proteinas relacionadas com o sistema imune e correto metabolismo
celular (divisdo, transporte e ciclo intracelular), especialmente para os enterdcitos, permitindo
maior absorcdo dos nutrientes da dieta convertendo em melhor desempenho (JAROZ et al., 2022).

Além da fonte, o nivel de micromineral suplementado em dietas de aves pode modular o
metabolismo animal. Frangos de corte suplementados com alto nivel de Cu (330 mg/kg)
apresentaram maior atividade de apopitose nas células dos rins. Por meio do estudo protedmico
foi possivel identificar mais de 62 metabolitos Cu-dependentes associados com apoptose no tecido
renal que resultou em pior desempenho e score de carcaca (LIAO et al., 2021).

Porém, ao suplementar frangos de corte com niveis mais baixos de Cu orgénico (7,5 mg/kg)
El-Katcha et al (2020) observaram maior concentracdo de lisozima no soro, indicando estimulo do
sistema imunoldgico, além de aumentar a expressao de genes especificos de enzimas responsaveis
por esse sistema.

As proteinas identificadas a partir da protedmica podem ser consideradas biomarcadores
nutricionais pois podem auxiliar no entendimento de mecanismos fisiologicos e bioquimicos
envolvidos na absorcdo, transporte e metabolismo de nutrientes. Além disso, podem funcionar
como um parametro mensuravel que relaciona uma exposicdo especifica de um composto

alimentar a um estado de salde e, portanto, oferece um grande potencial para entender a relacéo
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entre nutricdo e saude (KUSSMANN, et al., 2010). Nesse sentido, tecnologias empregadas nos
estudos protebmicos em conjunto com uma variedade de técnicas inovadoras de deteccdo de
metais, oferecem um potencial significativo na identificacdo de proteinas, metaloproteinas ou
proteinas ligadas a metais como possiveis biomarcadores (HARVEY & McARDLE, 2008), uma
vez que o metaloproteoma pode fornecer informacGes relevantes sobre o quanto dos minerais
ingeridos foram absorvidos e incorporados as biomoléculas funcionais, por exemplo.

Assim, a tecnologia do estudo da proteémica é essencial na identificacdo de biomarcadores
que podem ser lincados a qualidade carne, fatores estressores, presenca de patdgenos e doencas,
proteinas relacionadas com a selecdo de aves com melhor perfil produtivo e até mesmo avaliar a
nivel celular as interferéncias de fatores externos sobre o desempenho de frangos de corte e
poedeiras. Por isso a identificacdo destes biomarcadores auxiliam para compreensdo, mitigagéo ou
ao menos controle de situagfes que podem ter algum impacto sobre os animais de producdo,

especialmente as aves.

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A utilizacao de fontes inorganicas de minerais € menos eficiente que fontes organicas em
dietas de frangos de corte devido a sua reatividade com outros componentes e baixa
disponibilidade. Ja as fontes organicas ndo compartilham dos mesmos pontos negativos das
fontes inorganicas, no entanto tem um alto custo que muitas vezes acabam inviabilizando seu
uso. Diante desse cenario, surgiu terceira geracdo de minerais: os hidroxicloretos minerais. Os
hidroximerais sdo formados por ligacdes covalentes que os conferem baixa reatividade com o0s
demais nutrientes da dieta, maior disponibilidade ao organismo e menor excre¢do no ambiente
quando comparados com as fontes inorganicas tradicionais. Ja o estudo da proteomica permite
avaliar o perfil de protéinas alteradas frente as estratégias nutricionais testadas.

Nesse sentido, de acordo com a essencialidade do Cu, Mn e Zn para o correto
desenvolvimento de frangos de corte, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
suplementacdo desses microminerais em diferentes niveis e fontes em dietas de frangos de corte.

O Capitulo 11 foi intitulado “SUPLEMENTACAO DE COBRE, ZINCO E MANGANES

SOB O DESEMPENHO E RENDIMENTO DE PARTES DE FRANGOS DE CORTE
DESAFIADOS COM COCCIDIOSE” e adequado de acordo com as normas estabelecidas pelo
periodico cientifico British Poultry Science.

O Capitulo 111 foi intitulado “PERFIL METALOPROTEOMICO DE PLASMA DE

FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NIVEIS DE
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COBRE, MANGANES E ZINCO” e adequado de acordo com as normas estabelecidas pelo
periddico cientifico British Poultry Science.

O Capitulo IV foi intitulado “PERFIL METALOPROTEOMICO DE FIGADO DE
FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NIVEIS DE
COBRE, MANGANES E ZINCO” e adequado de acordo com as normas estabelecidas pelo
periodico cientifico British Poultry Science.
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