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pensamentos”. (Paulo Beleki)
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RESUMO GERAL

As racdes para frangos de corte geralmente séo suplementadas com minerais da fonte sulfato. Essa
fonte € conhecida por ter baixa biodisponibilidade, ja que esses minerais podem se complexar com
outros nutrientes da dieta tornando-se indisponiveis. Dessa maneira, tradicionalmente ocorre a
suplementacdo mineral da dieta com valores acima do recomendado, a fim de se assegurar que a
exigéncia seja atendida. Por esse motivo, além de aumentar o custo da racéo, ocorre também poluicao
ambiental, por aumento da excrecdo desses micronutrientes. Além disso, fontes inorgénicas tem se
tornado cada vez mais escassas, sendo importante que novas fontes sejam estudadas. Sendo assim, o
objetivo desta pesquisa foi testar os hidroxicloretos de cobre e manganés nas ra¢6es de frangos de corte
e seus efeitos no desempenho, caracteristicas de carcaga, 0ssos, carne, além dos parametros
hematoldgicos e imunoldgicos. Foram alojados 1920 pintainhos, machos, Cobb 500®, com um dia de
idade, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizados com oito tratamentos, oito
repeticOes totalizando 64 parcelas com 30 aves cada. Os tratamentos foram constituidos em arranjo
fatorial 2x3+2 (dois niveis de cobre 15 e 150 ppm; trés niveis de manganés 40, 80 e 120 pp, ambos na
fonte hidroxicloreto (H); dois tratamentos adicionais: controle 1 (racdo basal com suplementacgéo de
15 ppm de sulfato de cobre e 80 ppm de sulfato de manganés) e controle 2 (racdo basal com sulfato de
cobre 150 ppm e 100 ppm de sulfato de manganés). Os dados foram submetidos a ANOVA, e quando
significativos foram comparados pelos testes de Tukey e Dunnet a 5% de significancia. Ao fornecer
150 ppm de CuH foi possivel melhorar a conversdo alimentar e diminuir as lesdes nas patas. A
suplementacdo de racbes para frangos de corte com 150 ppm de CuH e 40 ou 80 ppm de MnH
aumentou o rendimento do peito e melhorou a resisténcia da pele. Com a suplementacéo das rac6es
com 150 ppm de CuH e 80 ppm de MnH é possivel melhorar a qualidade 6ssea, aumentar a atividade
hepética da enzima super 0xido dismutase e a producédo de éxido nitrico pelos macréfagos. Além disso,
a fonte de hidroxicloreto demonstrou ser mais biodisponivel do que a fonte de sulfato pelo aumento
da concentracdo dos minerais no figado, 0ssos e no plasma. Consequentemente, a fonte hidroxicloreto
pareceu ser mais eficiente do que a fonte de sulfato para a qualidade 0ssea, resisténcia da pele e para
0s parametros do sistema imunoldgico. Sendo assim, & possivel concluir que ao utilizar a fonte
hidroxicloreto de cobre e manganés nos niveis 150 ppm e 80 ppm, respectivamente, é possivel

melhorar a saude e a produtividade dos frangos de corte.

Palavras-chave: frango de corte, cobre na nutricdo animal, manganés na nutricdo animal,

biodisponibilidade.
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ABSTRACT

Broiler feed are usually supplemented with minerals from the sulphate source. This source is known
to have low bioavailability. These minerals can complex with other nutrients in the diet and become
unavailable. Thus, traditionally, mineral supplementation of the diet occurs with values above the
recommended. This increasing the cost of feed, environmental pollution and increases excretion of
micronutrients. In addition, inorganic sources have become increasingly scarce, and it is important that
new sources are studied. Therefore, the objective of this research was to evaluate copper and
manganese hydroxychlorides in broiler feed and their effects on performance, carcass characteristics,
bones, meat, in addition to hematological and immunological parameters. 1920 one-day-old male Cobb
500® chicks were housed, distributed in a completely randomized design with eight treatments, eight
replicates totaling 64 plots with 30 birds each. The treatments were constituted in a 2x3+2 factorial
arrangement (two levels of copper 15 and 150 ppm; three levels of manganese 40, 80 and 120 pp, both
in the hydroxychloride (H) source); two additional treatments: control 1 (basal diet with
supplementation of 15 ppm of copper sulphate and 80 ppm of manganese sulphate) and control 2 (basal
feed with 150 ppm of copper sulphate and 100 ppm of manganese sulphate). The data were submitted
to ANOVA, and when significant were compared by the tests of Tukey and Dunnet at 5% significance.
By providing 150 ppm of CuH it was possible to improve feed conversion and reduce foot damage.
The supplementation of broiler rations with 150 ppm of CuH and 40 or 80 ppm of MnH increased
breast performance and improved skin resistance. With the supplementation of feeds with 150 ppm of
CuH and 80 ppm of MnH, it is possible to improve bone quality, increase the hepatic activity of the
super oxide dismutase enzyme and the production of nitric oxide by macrophages . A in addition, the
hydroxychloride source has been shown to be more bioavailable than the sulphate source by increasing
the concentration of minerals in liver, bone and plasma. Consequently, the hydroxychloride source
appeared to be more efficient than the sulfate source for bone quality, skin strength and immune system
parameters. Thus, it is possible to conclude that by using the hydroxychloride source of copper and
manganese at levels 150 ppm and 80 ppm, respectively, it is possible to improve the health and
productivity of broilers.

Keywords: broiler chicken, copper in animal nutrition, manganese in animal nutrition, bioavailability,
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1. CONSIDERAGCOES INICIAIS

Estima-se que a populacdo mundial, atualmente em torno dos 7,7 bilhdes de pessoas, ird
alcancar 9,7 bilhGes até 2050 (ONU, 2019). Com esse aumento populacional também havera aumento
da demanda por alimentos, incluindo a proteina animal. A avicultura de corte € um ramo do
agronegocio com destaque nesse cenario, principalmente pelas caracteristicas de alta produtividade
em curto espaco de tempo. O Brasil se destaca nesse cenario ocupando o ranking de maior exportador
e terceiro maior produtor mundial de frango (ABPA, 2020). Porém, mesmo com todo esse destaque,
ainda ha diversas oportunidades no setor avicola para otimizar a producgdo e a qualidade do produto
final.

Com a evolucgdo do melhoramento genético na avicultura foi possivel obter animais precoces
e altamente produtivos. Em 1930, os frangos de corte atingiam 1,50 kg aos 105 dias de idade, com
conversdo alimentar de 3,50. Atualmente é possivel obter, aos 42 dias de idade, uma ave com
aproximadamente 3,10 kg e conversao alimentar de 1,59 (COBB, 2018). Dessa forma, a nutri¢do deve
acompanhar as mudancas genéticas que os frangos de corte vém sofrendo nas Ultimas décadas,
principalmente na adequacdo dos niveis de macro e micronutrientes ofertados, de modo a atender as
exigéncias de crescimento e influenciar positivamente os sistemas imunoldgicos, locomotor e
antioxidante.

Apesar de serem incluidos em menores quantidades nas racdes, 0s microminerais sdo
importantes nutrientes aos organismos. Os microminerais fazem parte, por exemplo, da modulacéo do
sistema imune e antioxidante, reproducdo e metabolismo de macromoléculas organicas
(SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK; JOZEFIAKA, 2014). A exemplo disso, a
incorporacdo dos microminerais cobre e manganés nas racdes, Sa0 essenciais para o crescimento e para
a salde de frangos de corte, devido seu envolvimento em diversos processos fisioldgicos (RICHARDS
etal., 2010).

A suplementacdo do cobre e manganés nas ragdes normalmente ocorre por fontes inorganicas
(sulfatos, carbonatos, cloretos e 6xidos) e, menos comumente, por fontes organicas (ions metalicos
ligados a moléculas organicas). A fonte inorganica é conhecida pela menor biodisponibilidade devido
a rapida dissociacdo dos elementos no trato gastrointestinal tornando-os livres para interagir com
antagonistas (UPADHAYA; LEE; KIM, 2016). Enquanto isso, a fonte orgéanica é conhecida por
apresentar maior biodisponibilidade (SINGH; GHOSH; HALDAR, 2015), contudo, a literatura
apresenta resultados conflitantes (RUTZ, 2005) e, ressalta, alto custo dos produtos.

Os hidroxicloretos surgiram na década de 90 como fonte alternativa de suplementacao

mineral. S&o substancias de estrutura tridimensional cristalina que tem grande estabilidade no trato
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gastrintestinal, principalmente pela maior forca de ligacdo quimica (COHEN e STEWARD, 2012).
Dessa maneira, 0s hidroxicloretos conseguem disponibilizar quantidades maiores de minerais do que
minerais da fonte inorgénica contribuindo positivamente no desempenho, salde e diminuicdo da
poluicdo ambiental.

Dessa forma, justificou-se a elaboracdo desta pesquisa para testar a suplementacdo com
hidroxicloretos de cobre e manganés, em relacdo a fonte inorganica, na racdo de frangos de corte, e
seus efeitos sobre o0 desempenho, caracteristicas de carcaca, qualidade 6ssea, qualidade da carne, além
da avaliagdo de parametros do sistema imunologico (Burst respiratdrio, contagem diferencial de
leucdcitos, expressdo génica da enzima 0xido nitrico sintetase) e antioxidantes (atividade da super

oxido dismutase, expressdo génica da SOD-Mn).

1.1 Minerais na avicultura

Os minerais representam cerca de 4% do peso vivo das aves e, apesar de necessarios em
menores concentragdes no organismo, 0S micronutrientes sédo de extrema importancia devido seu
envolvimento em diversos processos fisioldgicos (RICHARDS et al., 2010). Os minerais compdem
estruturas de biomoléculas e necessarios para o crescimento e maturacdo dos tecidos além de serem
cofatores de varias enzimas (SILVA; PASCOAL, 2014).

Os minerais sdo classificados em duas formas. Quando necessarios em quantidades maiores
de 100 mg/dia séo classificados como macrominerais e 0s microminerais quando a quantidade exigida
por dia for menor de 100 mg. De acordo com as necessidades das aves, 0s principais macrominerais
sdo: célcio, fosforo, potassio, cloro, sodio, enxofre e magnésio e os microminerais: ferro, zinco, fldor,
molibdénio, cobre, iodo, manganés e selénio (SILVA; PASCOAL, 2014).

Com relagdo aos microminerais, muito estudos estdo sendo realizados com esses nutrientes
inorganicos avaliando seu efeito funcional para as aves. Os alimentos ou ingredientes funcionais séo
aqueles que oferecem beneficios a salde e ao bem-estar animal, além de fornecerem o0s nutrientes
bésicos. Por isso, pesquisas realizadas com nutricdo de aves tém indicado que a suplementacdo de
microminerais em niveis acima do recomendado podem determinar beneficios adicionais (WERMAN;
BARAT; BHATHENA, 1995; PAIK et al., 1999; ZHAO et al., 2010; LI et al., 2011) e que niveis de
suplementacdo 6timos ao desempenho produtivo podem ser insuficientes para manter o bom
funcionamento do sistema imune de aves sob desafio (SANTIN; MORAES; SANCHES, 2017). Diante
disso, € necessario estudar estratégias nutricionais eficientes para que sejam atendidas as exigéncias
dos microminerais, melhorem os parametros de salde, mas que ndo causem impactos negativos ao

ambiente, pois o0 excesso de mineral excretado pelas aves pode ser contaminante aos solos.
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Além disso, 0s minerais catibnicos como 0 manganés, zinco, ferro e cobre podem formar
complexos insolveis com fosforo, acido fitico e outros componentes da digesta (UNDERWOOD e
SUTTLE, 1999). Por isso é importante estudar novas fontes de suplementacdo mineral na alimentacao
dos animais, para que essas interacOes negativas sejam reduzidas e os nutrientes sejam realmente

absorvidos.

1.1.1 Minerais inorganicos

As principais fontes de suplementacdo mineral para frangos de corte sdo a inorganica,
organica e, mais recente, a fonte hidroximineral ou também chamada de hidroxicloreto.

Na forma inorgénica o Cu € encontrado comercialmente de varias formas, as mais comuns
sdo: Oxido de cobre (CuO); o carbonato de cobre (CuCO3(OH),); sulfato de cobre monohidratado
(CuS04+H20) e o sulfato de cobre penta hidratado (CuSOs*H20). Enquanto isso, 0 manganés é
encontrado principalmente nas formas de sulfato de manganés monohidratado (MnSO4+H20) e 6xido
de manganés (MnO).

Os sulfatos séo considerados como a fonte inorganica mais comum de suplementag&o mineral.
Mesmo assim, essa fonte é conhecida por néo ser suficientemente absorvida pelas aves (UPADHAYA,
LEE; KIM, 2016). Isso acontece, principalmente porque os sais inorganicos dos sulfatos séo ligados
quimicamente por ligacdes ibnicas e, por serem ligacGes fracas, sdo rapidamente dissociados no trato
gastrointestinal, tornando-se livres para interagir com antagonistas (WARD; SPEARS; KEGLEY
1996; UPADHAYA; LEE; KIM, 2016). Por esse motivo, tradicionalmente ocorre a suplementacéo
mineral com valores acima da exigéncia para assegurar que 0s minerais sejam absorvidos, mas com
iSs0 aumenta-se o custo e a poluicdo ambiental ja que os minerais nas excretas ndo sao degradaveis.

Miles et al. (1998), Lu et al. (2010) e M’Sadeq et al. (2018) analisaram a fonte sulfato em
relacdo a fonte hidroxicloreto e concluiram que os hidroxicloretos podem possuir maior

biodisponibilidade dos minerais para frangos de corte do que a fonte inorganica.

1.1.2 Minerais organicos

Os minerais organicos sdo compostos formados por meio da ligagdo quimica entre um mineral
com um carreador organico, sendo este composto caracterizado por ter alta estabilidade e
biodisponibilidade. Segundo Massuquetto; Maiorka; Macari (2017), as ligacbes com ions metalicos
com uma molécula organica acontecem naturalmente no organismo animal, como a ligacdo do ferro
com a hemoglobina ou do cobalto na vitamina Bis».

A maioria das fontes organicas de suplementacdo de manganés e cobre estdo ligadas a

aminoacidos, que possuem maior disponibilidade devido a reducéo das formacdes de complexos com
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o fitato, calcio, fosforo ou fibra durante o processo de digestdo (BROOKS et al., 2012; TUFARELLI
e LAUDADIO, 2017) por utilizarem vias das moléculas organicas para absorcdo os minerais nao
competem com sitios de ligacdes com os demais minerais (MASSUQUETTO; MAIORKA; MACARI,
2017). Alguns exemplos de minerais organicos sdo o Cu-lisina e Cu-metionina.

Brooks et al. (2012) verificaram que a fonte organica de manganés possui maior
biodisponibilidade do que a fonte inorganica quando ha aumento de calcio e fésforo na racéo,
confirmando a presenca de interacfes indesejaveis dos minerais inorganicos com nutrientes da dieta.
Porém, 0 aumento da biodisponibilidade dos minerais organicos pode gerar controvérsias na literatura
(RUTZ, 2005; LI et al., 2008, YILDIZ; CUFADAR; OLGUN, 2011) além de ser fonte de alto custo

para ser produzida e, consequentemente, comercializada.

1.1.3 Hidroxicloretos

Os hidroxicloretos surgiram na década de 90 como fonte alternativa de suplementacéao
mineral e sdo conhecidos pela maior forca de ligacdo quimica (COHEN; STEWARD, 2012). Essa
fonte é produzida por meio da reacdo do mineral desejado de alta pureza com agua e &cido cloridrico
e, nesse processo, formam-se cristais de hidroxicloreto que contém o mineral ligado covalentemente
ao grupo hidroxila e ao cloreto (CEMIN et al., 2017). Sua estrutura tridimensional cristalina, possui
maior estabilidade no trato gastrointestinal, além de lenta liberacdo nas secGes posteriores do intestino
onde ocorre a maioria dos desafios com patogenos (COHEN; STEWARD, 2012).

As ligacdes covalentes dos hidroxicloretos sdo mais fortes que as ligagdes idnicas dos sulfatos
(Figura 1), por isso, melhoram a estabilidade dos componentes das ragGes e a biodisponibilidade dos
minerais. Desta forma, essa fonte de suplementacéo mineral pode oferecer vantagens como a reducéo
do custo de fabricacdo e do impacto ambiental devido a menor excre¢do dos minerais ndo absorvidos
pelas aves (COHEN; STEWARD, 2012). Além disso, ndo proporciona a oxidacdo em suplementos
minerais ou ragdes e apresentam menor reatividade comparando-se aos minerais organicos, mantendo
as acdes de enzimas comerciais exdgenas preservando assim a lucratividade do produtor (COHEN;
STEWARD, 2012).
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Figura 1 Ligagdes quimicas das fontes de suplementacéo mineral.

Fonte: Adaptado de Kvidera (2019).

Miles et al. (1998) e Lu et al. (2010) verificaram que os hidroxicloretos foram menos reativos
na racao e mais biodisponiveis do que outras formas inorganicas. Nesse sentido, Olukosi; Kuijk; Han
(2018) ao avaliarem o efeito da suplementacdo da racdo com hidroxicloreto de cobre e zinco em
comparacdo com a fonte sulfato para frangos de corte, determinaram maior concentracdo de Cu no
figado das aves que receberam a fonte hidroxicloreto. Luo et al. (2005) também determinaram maior
deposicdo de cobre hepatico nos frangos que foram alimentados com ragdes suplementadas com
hidroxicloreto do que com sulfato. Perez et al. (2017) verificaram que, quando aumentou o teor de
zinco e manganés de fonte hidroximineral, aumentou a atividade da enzima antioxidante superéxido
dismutase no figado de frangos de corte desafiados com lipopolissacarideos, em comparacdo aos
animais que receberam minerais de fonte inorganica.

Nguyen et al. (2020) determinaram que a fonte hidroxicloreto proporcionou melhor

desempenho em frangos de corte quando comparado com a fonte sulfato.
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1.2 Cobre na avicultura

O cobre (Cu) é um microelemento de nimero atémico 29 e peso atdbmico de 63,5. Esse
elemento é encontrado quase que exclusivamente nos estados de valéncia +2 e + 1, com predominio
de +2. Quando o Cu esta em meio aquoso e em pH neutro formam-se hidréxidos que se precipitam na
solucdo, a menos que estejam quelatados com moléculas organicas (LINDER, 1996).

Por volta de 1928, observou-se a importancia desse mineral na nutrigdo animal e, depois
disso, vérias doencas foram associadas a sua deficiéncia, como anemia, reducdo da pigmentacdo das
penas e fragilidade Ossea. A atuacdo desse elemento esta envolvida a outros elementos da dieta como
o molibdénio, o manganés, o zinco, o ferro, as proteinas e outros microelementos (CARLTON;
HENDERSON, 1962).

1.2.1 Absorcao do cobre nas aves

O cobre possui dois mecanismos de absor¢do, conforme a sua concentracdo na dieta. Baixas
concentracdes de Cu na dieta favorecem a absor¢ao por transporte ativo, estabelecido por ATPases.
Elevadas concentracdes de Cu favorecem a absorcdo por difusdo simples pela presenca de um
transportador de alta afinidade CTR1 na membrana basolateral dos enterdcitos (MAIORKA,;
MACARI, 2002; SUTTLE, 2010; DIAZ et al., 2015).

Héa evidéncias de que a absorc¢do intestinal de Cu é regulada pela necessidade do organismo e
que a metalotioneina nas células epiteliais do intestino pode desempenhar papel fundamental nessa
regulacdo (LINDER, 1996). Ao se ligar a metalotioneina, o Cu é impedido de ser transferido para
serosa (McDOWELL, 2003). Por esse motivo, altas concentragdes de metalotioneina no intestino
oferecem protecdo contra sobrecarga acidental de Cu e, portanto, protegem o organismo contra a
toxicidade de Cu.

Depois de absorvido pelas células da mucosa intestinal, o Cu se liga a metalotioneina, proteina
produzida pelos proprios enterdcitos, que regula a absorgdo do cobre (DIAZ et al., 2015). O metal é
entdo transportado pela proteina transcupreina ou pela albumina através da circulacdo porta hepatica
até o figado (DELGADINHO, 2014). Ao atingir esse 0rgao o cobre sera transportado para o complexo
de Golgi pela ATPase para ser ligado a ceruloplasmina (ROSA e MATTIOLI, 2002). A ceruloplasmina
é uma globulina que retém 6 a 8 moléculas de cobre na sua estrutura e é responsavel pelo transporte
do cobre no sangue até 6rgdos-alvo (LINDER, 1996; UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Ainda no
figado, o cobre liga-se a metalotioneina e depois a glutationa e o Cu seré particionado entre a secre¢do

biliar, 0 armazenamento e a ligagcdo com a superoxido dismutase (SUTTLE, 2010) (FIGURA 2).
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Figura 2 Absorc¢do, distribuicdo e metabolismo do cobre. O cobre entra nos enterdcitos através do
transportador CTR1 e flui na circulacdo portal pelo ATP7A. No figado, o Cu tem papel fundamental
na defesa contra ROS (liga-se a SOD) e na respiracdo mitocondrial. Ligado a CP, o cobre levado na
corrente sanguinea para ser transportado para outros tecidos e drgdos. ATP7B garante o transporte de
cobre através das membranas das organelas celulares ou permite que o cobre em excesso seja excretado
na bile. CTR1= Proteina transportadora de cobre; CCS= Chaperona de cobre para superdxido
dismutase (do inglés, “copper chaperone of superoxide dismutase”); COX= Citocromo-C oxidase;
Scol, Sco2= Componentes citocromo-C oxidase; Cu/Zn SOD= enzima superoxido dismutase
dependente de Cobre/Zinco; ATP7A/B= ATPase transportador de cobre. Fonte: ANTONUCCI et al.
(2017).

Apesar da absor¢do do cobre ocorrer em todo o trato gastrointestinal, o intestino delgado
destaca-se como sendo o principal sitio de absorcdo (McDOWELL, 2003). O cobre, quando nao
absorvido, € liberado no intestino por meio da bile, possibilitando breve reabsorcdo seguida da
excrecédo do restante nas excretas (DELGADINHO, 2014).
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1.2.2 Cobre: desempenho e desenvolvimento 6sseo

Sabe-se que a suplementagdo entre 125 e 250 mg Cu.kg™ pode resultar em melhor ganho de
peso (PAIK et al., 1999; MORAIS et al., 2001). Isso ocorre pois, além de sua participacdo na fase
inicial do desenvolvimento 0sseo, o metabolismo do cobre afeta as células T e B, neutrofilos e
macrofagos (McDOWELL, 2003). Além disso, 0 Cu possui efeito melhorador de crescimento visto
seu efeito bacteriostatico favorecendo os microrganismos benéficos do trato gastrintestinal dos animais
(PESTI e BAKALLLI, 1996).

O cobre é o principal cofator da lisil-oxidase, enzima importante na formacéo das subunidades
de coléageno e elastina (RUCKER et al., 1998). A lisil-oxidase atua na formacéo das ligac@es cruzadas
de colageno e elastina ao adicionar um grupo hidroxila aos residuos de lisina, conferindo rigidez e
elasticidade das proteinas do tecido conjuntivo (RUCKER et al., 1998; RICHARDS et al., 2010). Essa
enzima é encontrada principalmente no tecido conjuntivo do sistema cardiovascular, intestinos, pele e
em outros tecidos que mudam de tamanho como consequéncia do preenchimento (RICHARDS et al.,
2010). Dessa forma, indiretamente o cobre promove a resisténcia da pele, 0ssos, tenddes e intestinos.
Altos niveis do cobre estdo associados com a maior ativacdo e acao desta enzima e por isso, conferem
maior elasticidade aos tecidos (WERMAN; BARAT; BHATHENA, 1995; ZHAO et al., 2010).
Segundo Richards et al. (2010) e Zhao et al. (2010), houve reducao da incidéncia de les6es nas patas
de frangos de corte quando foram utilizados maiores valores de Zn e Cu, pois esses minerais
desempenham papel fundamental na remodelacgéo tecidual, tanto fisioldgica como patoldgica.

1.2.3 Funcdes do cobre no sistema imunoldgico e antioxidante

O cobre afeta a producéo de células T e B (McDOWELL, 2003). Segundo Harris (1997), com
a deficiéncia de cobre ha diminuicao dos niveis de linfécitos T e B. Além disso, o cobre é componente
estrutural da enzima monoamina oxidase e além da degradacdo de monoaminas essa enzima atua como
sinalizador celular para a migracdo de leucdcitos do sangue para o local alvo (SUTTLE, 2010).

O cobre possui fungbes antioxidantes por ser componente da enzima superoxido dismutase
(SOD) que esta presente em duas diferentes formas no organismo animal, a primeira dependente de
cobre e zinco e a segunda dependente de manganés (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). A SOD é uma
defesa de primeira linha do sistema antioxidante ja que converte os radicais de oxigénio em peroxido
de hidrogénio, molécula menos toxica e que é convertida em agua atraves da acdo da glutationa
peroxidase, enzima dependente do selénio (RICHARDS et al., 2010). Por isso, a relacdo do cobre com
0 sistema imunologico também ocorre por meio da superdxido dismutase, que age na remoc¢éo de

radicais livres gerados durante o burst respiratorio. Em resposta a fagocitose de microrganismos
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patogénicos, os heterofilos e macrofagos realizam a exploséo respiratoria (Burst respiratério), que
aumenta o consumo de O, com geracdo de NADPH e espécies reativas de oxigénio (ROS), como o
peroxido de hidrogénio (H202), que agem como substancias antimicrobianas (SCHAT; KASPERS;
KAISER, 2014).

1.2.4 Qutras fungdes do cobre no metabolismo das aves

O cobre é essencial para diversas funcdes relacionadas a saude e ao desempenho das aves,
dentre as quais se destacam as funcdes de componente estrutural de macromoléculas e cofator comum
para varias oxidases e monooxidases (cuproenzimas) essenciais (KANEKO et al., 2008). Sdo mais de
14 enzimas contendo o Cu e esse micromineral somente € superado pelo Zn no nimero de enzimas
que ativa (LINDER, 1996).

O cobre age no metabolismo lipidico, sendo que alta concentracdo sérica de cobre pode
diminuir o teor plasmatico de colesterol e triglicerideos (BAKALLI et al., 1995; PESTI e BAKALLLI,
1996).

No clico de Krebs, o cobre desempenha papel de cofator da citocromo-C oxidase (complexo
IV) que é a Gltima proteina da cadeia respiratoria e responsavel pela transferéncia de elétrons, gerando
energia para todos os tecidos (SUTTLE, 2010).

Sabe-se, que cerca de 90% do Cu esté ligado a ceruloplasmina, sendo essa globulina capaz de
reter seis moléculas de cobre na sua estrutura (LINDER, 1996; UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). A
ceruloplasmina oxida o ifon ferroso (Fe?*) em ion férrico (Fe3*), assim o ferro consegue se ligar a
transferrina, para ser transportado no sangue (DIAZ et al., 2015). Como grande parte do Fe no
organismo esta associado a hemoglobina (Hb), a fagocitose de hemécias senescentes é importante
forma de reciclar o Fe no organismo. Essa reciclagem é feita pelos macréfagos das aves,
principalmente no bago, mas também na medula 6ssea que identificam modificacGes bioquimicas e
anatdbmicas na membrana citoplasmatica das hemacias. Os macrofagos fagocitam as hemaécias
senescentes liberando a hemoglobina e o ferro para reaproveitamento. O Fe?* pode ser estocado no
proprio macréfago como ferritina ou ser oxidado pela ceruloplasmina em fon Fe®" para poder ser
transportado pela transferrina até os locais onde seré reutilizado (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). Outro
fato importante é que a deficiéncia de ceruloplasmina é acompanhada pelo acimulo de ferro no figado
(SUTTLE, 2010).
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1.2.5 Toxidez e deficiéncia de cobre nas aves

Quando ha desequilibrio no fluxo de cobre no corpo, pode-se ocorrer um acimulo de Cu no
figado e, posteriormente, liberagdo no sistema sanguineo por incapacidade de armazenamento (DIAZ
et al., 2015). Esse excesso pode acarretar em intoxicacdo aguda, caracterizada por gastrenterite severa,
crise hemolitica e morte. Em casos crénicos ha acumulo de Cu nos tecidos seguido de necrose hepatica,
crise hemolitica e posterior morte subita (SUTTLE, 2010). O figado é considerado o 6rgao alvo do
cobre que, quando em excesso, acumula-se principalmente nos lisossomos e no citoplasma dos
hepatocitos (YANG et al., 2017). Segundo esses autores, altos niveis de cobre na dieta, principalmente
acima de 220 ppm, podem gerar defeito especifico no complexo IV das mitocondrias hepaticas e,
assim, prejudicar a fungdo mitocondrial das células do figado dos frangos de corte.

Quando a dieta ¢é deficiente em Cu, estudos indicam que trés proteinas sdo as mais afetadas
imediatamente: a ceruloplasmina, a superoxido dismutase citosélica e a citocromo C oxidase
(LINDER, 1996). Por isso, quando em deficiéncia, pode ocasionar perda de apetite, anemia, diarreia,
hemorragia, distdrbios ésseos, falhas na reticulacdo do colageno, falhas reprodutivas, distarbios
nervosos, distdrbios cardiovasculares e 6bito (GATTAS; BARBOSA, 2004).

1.3 Manganés na avicultura

O nimero atdémico do Mn é 25 e seu peso atdmico é 54,938. E o décimo segundo elemento
mais abundante, constituindo 0,10% da crosta terrestre. Em propriedades quimicas, seus dois estados
de valéncia mais importantes em sistemas biol6ogicos sdo +2 e +3. No entanto, 0 Mn pode existir em
estados de oxidagdo Il de -3 a +7 (McDOWELL, 2003). A maior parte do Mn no organismo animal é
encontrado nas mitocdndrias das células e desde 1930 mostrou ser importante para o crescimento e a
fertilidade dos animais em estudos com ratos (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). A importancia do
manganés na nutricao e alimentacdo de aves ocorre devido a sua funcao no desenvolvimento dos 0ssos
e da casca dos ovos, por ser cofator de metaloenzimas e por atuar no metabolismo dos nutrientes
(TUFARELLI e LAUDADIO, 2017). Esse mineral esta presente em todos 0s tecidos, contudo nos

0ssos, figado, pancreas e na hipofise apresenta-se em maior concentragdo (COSTA et al., 2014).

1.3.1 Absorcao do manganés nas aves

A literatura demonstra que 0 manganés € absorvido no estado de valéncia +2 e compete pelos
locais de absorcdo no intestino delgado principalmente com o iodo e cobalto, por também serem
minerais bivalentes (GALAN; DRAGO, 2014). Segundo McDowell (2003), a absor¢do do manganés

ocorre em um processo de duas etapas, primeiramente a captacdo no limen do intestino delgado, sendo
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0 Mn absorvido pelo transportador apical ndo especifico DMT1 e, em seguida, transferéncia atraves
das células da mucosa para circulacdo via porta hepatica para atingir o figado. O mesmo autor relata
que quando a concentragdo dietética do manganés é alta ha redugdo da absorcdo e em quantidades
dietéticas baixas a absor¢do aumenta. Quando as aves sdo jovens a absor¢do ocorre em maior
quantidade no ileo (TUFARELLI; LAUDADIO, 2017).

Apbs chegar no figado o Mn pode permanecer livre ou ligar-se a2-macroglobulina para ser
removido ou entrar na circulagdo sisttmica quando iré se ligar a transferrina (McDOWELL, 2003). A
transferrina é a principal proteina carreadora do Mn no plasma (DAVIDSSON et al., 1989). Por esse
motivo, além do manganés e do ferro serem transportados no plasma pela transferrina eles também
competem pelo mesmo transportador (DMT1), sendo assim, o ferro pode interferir na absor¢do do Mn
(SUTTLE, 2010).

1.3.2 Atividades enziméticas do manganés

Como outros micronutrientes essenciais, 0 Mn pode funcionar como ativador enzimético ou
como componente de metaloenzimas. As metaloenzimas contendo manganés incluem a arginase,
glutamina sintetase, a piruvato carboxilase, e manganés-superoxido dismutase (McDOWELL, 2003;
TUFARELLI e LAUDADIO, 2017). A arginase faz a conversao do amino&cido arginina para ureia e
ornitina. A glutamina sintetase catalisa a condensacao do glutamato amonia para formar glutamina.
Enquanto isso, a piruvato carboxilase é uma das metaloenzimas mais conhecidas pela relacdo com o
Mn, a qual catalisa a formacdo de oxaloacetato a partir do piruvato e CO2, com gasto de ATP
(SCRUTTON; UTTER; MILDVAN, 1966).

Apesar do nimero de metaloenzimas composta pelo Mn ser limitado, as enzimas que podem
ser ativadas por esse mineral sdo numerosas, tais como as liases, oxirredutases, transferases,
isomerases e hidrolases (McDOWELL, 2003).

O Mn participa de varios sistemas tendo a ativacdo do ciclo de Krebs com umas das principais
funcgdes devido sua acdo com a piruvato carboxilase (COSTA et al., 2014). O manganés também esta
envolvido na formacédo da protrombina, glicoproteina formada pela acdo das glicosiltransferases que
depende do Mn (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Assim, juntamente com a vitamina K, auxiliam
na hemostasia e coagulacdo do sangue (TUFARELLI e LAUDADIO, 2017).

1.3.3 Manganés: desempenho e desenvolvimento 0sseo
No processo de desenvolvimento 0sseo é necessario a sintese de mucopolissacarideos para a

formacdo da cartilagem Gssea, assim como da proteoglicana que € a matriz organica 6ssea onde o
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colageno e a elastina se acoplam para a formagéo 6ssea. Para ocorrer a glicosilacdo de sua molécula
principal de proteina é necessario a presenca do Mn (RICHARDS et al., 2010). Segundo Hurley e
Keen (1989), o Mn é cofator para a ativacdo de enzimas glicosiltransferases, em especial a
galactosiltransferase, enzima necessaria para a sintese de mucopolissacarideos que irdo atuar na
formacdo da matriz cartilaginosa dos 0ssos. Por isso, a deficiéncia de Mn nas aves pode resultar em
achatamento tibio-tarsal com saida do tenddo do calcaneo do seu lugar anatémico, sendo essa condicao
denominada de perose (SUTTLE, 2010; COSTA et al., 2014).

Além disso, a diminuicdo da densidade d¢ssea devido a mineralizagéo deficiente, associada a
frangos de corte com rapida taxa de crescimento também sao fatores que favorecem o aparecimento
de anomalias com a sindrome do 0sso negro e degeneracdo femoral (KORVER, 2010).

A alteracdo dos mucopolissacarideos dos 0ssos que determinam a perose nos frangos é
atribuida principalmente a deficiéncia de manganés (HURLEY; KEEN, 1989). Segundo Liu et al.
(1994), frangos de corte privados de manganés tém menos proteoglicanos na cartilagem da placa de

crescimento tibial do que aves que receberam racao suplementada com Mn.

1.3.4 Func¢des do manganés no sistema imunoldgico e antioxidante

Devido sua interagdo com a enzima SOD, o Mn pode influenciar positivamente nos
mecanismos de defesa contra radicais livres dentro das mitocondrias, podendo promover aumento no
prazo de validade da carne, devido ao seu alto potencial antioxidante (Li et al., 2011). A propria
respiracdo celular do organismo produz radicais livres (O2*") e a SOD2 (enzima ligada ao manganés)
é importante para auxiliar na eliminacdo desses agentes nocivos dentro na matriz das mitocondrias
(Figura 3).
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Figura 3 Producdo mitocondrial e depuracdo do anion superéxido pela SOD2 (SOD-Mn).

Fonte: Adaptado de Koistinaho; Goldsteins (2012).

Zhang et al. (2020) trabalharam com niveis de suplementacdo de Mn deficientes, adequados
e acima da exigéncia recomendada pelo NRC (1994) para frangos desafiados com Salmonella. Os
autores observaram que a suplementacdo dietética de Mn com niveis recomendados ou acima
melhorou a reposta imunoldgica, pelo aumento da producéo de perdxido de hidrogénio, a atividade da
SOD, o nivel de mRNA de NF-xB (factor nuclear kappa B) e pela integridade da barreira intestinal
demonstrando sua importancia na satde dos frangos.

Entretanto, quando em excesso, 0 Mn ¢ excretado via suco biliar e pancreético, também
podendo ser armazenado no interior das mitocondrias. Esse sequestro de Mn, quando em niveis
elevados, interfere na respiracdo celular e causa a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(TUFARELLI e LAUDADIO, 2017). Por isso, € necessario equilibrio para favorecer positivamente as
aves.

A metaloenzima arginase dependente de manganés converte a arginina (Arg) em ornitina e
ureia. Enquanto isso, a enzima oxido nitrico sintetase (NOS) oxida a Arg para formar 6xido nitrico
(NO) e citrulina. Dessa forma, ha competicao entre a arginase e a NOS, pois o substrato de ambas é
comum, Arg. Sendo assim, a degradacdo, excessiva da Arg, em ornitina e ureia, pode comprometer a
sintese de NO e como 0 manganés esta relacionado com a ativacdo da arginase, o nivel de Mn pode
ser fator limitante na producéo do NO (PRABHAKAR et al., 1997).
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O oOxido nitrico é um gas com potencial vasodilatador, produzido naturalmente pelo
organismo. Seu envolvimento na resposta inflamatoria é relatado pela sua capacidade em aumentar a
permeabilidade vascular e aumentar a producdo de prostaglandinas pré-inflamatoérias (SALVEMINI
etal., 1996).

1.3.5 Toxidez e deficiéncia do manganés nas aves

Quando ha excesso de manganés, ocorre sequestro do mineral para dentro da mitocondria em
niveis acima do normal e isso interfere na respiracdo celular ocorrendo a liberacdo de radicais livres
(TUFARELLI e LAUDADIO, 2017).

Como ja citado, 0 Mn € importante para a sintese de mucopolissacarideos e sua deficiéncia
nas aves pode resultar em perose, producdo de ovos anormais com ma formacéo da casca (SUTTLE,
2010).

Frangos de corte, quando alimentados com dietas que apresentam baixos niveis de Mn, tém
apresentado grande incidéncia de problemas no desenvolvimento ésseo, como por exemplo a perose e
a condrodistrofia (RICHARDS et al., 2010; BROOKS et al., 2012; LEESON; SUMMERS, 2008;
SINGH; GHOSH; HALDAR, 2015). Além disso sdo relatadas diminuicdo da fertilidade, tolerancia
atipica a glicose e problemas no metabolismo de carboidratos e lipidios. Em aves de postura, pode-se
acrescentar ainda, reducéo da eclodibilidade e da producdo dos ovos, afinamento e aparecimento de
areas translicidas na casca e anomalias em sua estrutura (BROOKS et al., 2012; TUFARELLI,
LAUDADIO, 2017).

1.4 Interagdes entre 0os minerais

Muitos fatores sdo capazes de interferir com a absor¢do de microminerais. A absorcao de
minerais bivalentes é influenciada pela competicdo ou interacdo desses ions, incluindo Zn, Fe, Cu, Mn,
Mo, entre outros, no trato gastrintestinal (COZZOLINO et al., 1997). Segundo Couzy et al. (1993) ha
dois tipos principais de interacdes dos microminerais: a interacdo direta, quando estes minerais
competem pelo mesmo sitio de absorgéo e o excesso de um prejudicard o outro e a interacdo indireta,
guando o mineral depende de outro para ser transformado para sua forma ativa e ser absorvido
(COUZY et al., 1993). Quando os minerais possuem propriedades semelhantes além da interacéo no
Iimen intestinal pode haver interagdes dentro dos enterocitos na absorg¢éo ou no transporte pelo sangue
para os tecidos (COZZOLINO et al., 1997). Tambem ha reagdes sinergicas entre 0s minerais, em que
dois minerais cumprem a mesma func¢ao no organismo, a exemplo disso, pode-se citar o Cu e 0 Fe na
formac&o da hemoglobina, ou do Mn com o Zn na formagéo do DNA (SILVA; PASCOAL, 2014).
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O cobre e 0 manganés sdo ions com carga semelhantes, por isso, na absor¢édo passiva sofrem
reacOes antagonicas por competirem por sitios semelhantes de absorcao (SILVA; PASCOAL, 2014).
Apesar disso, essa competicdo antagénica do cobre com o manganés ndo é tdo expressiva quanto a
interagcdo do Cu com o P, Zn, Fe e Mo ou do Mn com o Fe, Ca, P, Mg (SILVA; PASCOAL, 2014). Na

Figura 4 estdo representadas as principais inter-relaces antagonicas entre 0s minerais.
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Figura 4 Representacédo das relagdes antagdnicas entre 0s minerais.
Fonte: Ashmead; Zunino (1993).

1.5 Expressao de genes relacionados a satde de frangos de corte

A expressao de um gene € a sintese de uma molécula de mMRNA (RNA mensageiro), a partir
de uma sequéncia de bases no DNA, até a sintese de uma proteina. Quando a informac&o contida na
sequéncia no DNA é utilizada para sintetizar uma molécula de mMRNA, esse processo ¢ denominado
de transcricdo. Apds isso, a mensagem contida no mRNA sera utilizada na sintese de proteinas, por

um processo denominado de traducéo.

1.5.1 Transcricéo e traducéo

A transcrigdo se inicia com a sintese de RNA mensageiro (mMRNA) pela enzima RNA
polimerase. A RNA polimerase se liga aos promotores e iniciadores e copia a sequéncia do DNA,
utilizando como molde uma de suas fitas. A replicacdo ocorre em ambos os lados e em uma das fitas,
a replicacdo é descontinua (GRIFFITHS et al., 2006; RIBEIRO, 2009).

Na traducdo a informacdo contida na sequéncia de nucleotideos do mRNA ¢ traduzida em
sequéncia de aminoacidos. O mRNA sintetizado se liga na subunidade menor dos ribossomos. Essa
pequena subunidade do ribossomo migra pela fita de mMRNA até encontrar o codon de iniciagdo (AUG)
(GRIFFITHS et al., 2006). Nesse momento o fator de iniciacdo IF2 é ativado e conduz o primeiro

tRNA (RNA transportador). Esse primeiro tRNA possui 0 aminodcido N-formilmetionina, uma
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modificacdo da metionina que blogueia o grupo amino e, desta forma, a ligacdo peptidica s6 pode
ocorrer em direcdo ao grupo carboxil (GRIFFITHS et al., 2006; RIBEIRO, 2009).

Sdo utilizadas sequéncias de trés nucleotideos para codificar cada aminoécido, sendo possivel
a partir dos quatro nucleotideos 64 combinagfes diferentes. As trincas contidas no RNAm sao
denominadas de cddons e sdo utilizados 20 aminoacidos para sintese de proteinas. Como citado, ha
um cédon especifico para o inicio da sintese, que codifica a metionina, e trés codons que ndo codificam
nenhum aminoéacido que sinaliza o término da tradugdo. As trincas especificas contidas no tRNA sdo
denominados anticodons. Enquanto isso, 0 RNA ribossémico (rRNA) é o responsavel por transportar
0s aminoacidos que serdo utilizados na formacao das proteinas até os ribossomos (GRIFFITHS et al.,
2006; RIBEIRO, 2009).

1.5.2 Influéncia da nutricdo na expressao génica

Os nutrientes na dieta podem afetar a expressdo dos genes (estimulando ou inibindo), e
inimeros  estudos envolvendo animais tém demonstrado que micronutrientes, como 0s
micronutrientes, sao capazes de regular a expressdo génica de muitas formas.

A exemplo disso, a expressao génica da SOD 1, presente no citoplasma e da SOD 3, presente
no liquido extracelular sdo avaliadas nos casos de estudos com 0s minerais cobre e zinco, ja que essas
enzimas possuem esses minerais na sua constituicdo. Enquanto isso, a SOD 2 encontra-se no interior
das mitocéndrias e é dependente do manganés (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Por conta da
reacdo de dismutacdo do anion superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio, realizado pela
superoxido dismutase, essa enzima importante na defesa antioxidante das células.

Estudo avaliando a expresséo do gene SOD 2 em frangos determinou que com 0 aumento da
suplementacdo de Mn ha aumento da expressao relativa desse gene em células cardiacas dos frangos
de corte (LI et al., 2004), mostrando ser um parametro interessante para avaliar a satde de frangos.

Como critério para ensaios de biodisponibilidade para frangos de corte, utilizando diferentes
fontes e niveis de manganés, a avaliagcdo da expressao génica da SOD 2 é considerada mais sensivel
do que a mensuracdo da atividade dessa mesma enzima (LI et al., 2004). Sendo assim, o nivel de
expressdo de mRNA é considerado indicador mais adequado e confidvel do que a atividade de MnSOD
(LU etal., 2016).

A mensuracgéo da expressdo relativa do gene oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) também
é realizada nos frangos de corte devido sua importante acdo no sistema imune. A iNOS ¢ ativada em

macrofagos para produzir grande quantidade de 6xido nitrico (NO), um dos principais mediadores de
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respostas inflamatorias. A iINOS degrada NAD e L-Arg para produzir o NO e L-citrulina (ALDERTON
etal., 2001).

Goel et al. (2013) verificaram resposta imunoldgica superior em pintainhos que foram
submetidos a nutrigdo in ovo com cobre, sendo observado maior expressao relativa dos genes I1L-12 e
INOS. Dessa forma, a expressdo génica ¢ uma ferramenta importante na nutri¢cdo animal para mensurar

repostas frente a diferentes nutrientes suplementados.

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

As fontes inorganicas possuem baixa biodisponibilidade para as aves e por isso,
tradicionalmente ocorre a suplementacdo acima da exigéncia aumentando o custo e a poluicao
ambiental. Além do mais, as fontes inorganicas tendem a se esgotar, ja que sdo fontes ndo renovaveis
e, portanto, é de suma importancia estudar novos conceitos e fontes de suplementagdo mineral. Os
hidroxicloretos surgiram como alternativa aos problemas relacionados com a fonte inorgénica, ja que
esta fonte possui alta biodisponibilidade. Nesse contexto, ainda ndo ha estudos publicados da
associacdo do hidroxicloreto de Cu com o hidroxicloreto de Mn no desempenho produtivo,
caracteristicas de carcaca e da carne ou nas repostas relacionadas a satde de frangos de corte. Assim,
justifica-se a elaboracdo desta pesquisa para testar a suplementacdo com hidroximineral de cobre e
manganés em relacdo a fonte inorganica na racdo de frangos de corte, sobre as caracteristicas de

carcaca, 0Ss0s, carne, 6rgaos além do desempenho, parametros imunoldgicos e antioxidantes.

2.1 Objetivo geral

Obijetivou-se testar o efeito da fonte hidroxicloreto em comparacdo a fonte sulfato com

diferentes niveis de cobre e manganés nas dietas para frangos de corte.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o desempenho produtivo: ganho de peso, consumo de ragdo, conversao alimentar e
peso final; rendimento de carcaca e de cortes; qualidade 6ssea: indice de Seedor, densitometria dssea,
teor de cinzas, matéria seca; qualidade de carne: pH, cor, capacidade de retencdo de agua, forca de
cisalhamento e perda de agua pOs coccdo; pardmetros hematoldgicos e imunoldgicos: burst
respiratorio, contagem diferencial de leucdécitos, atividade da enzima superdxido dismutase, expressao
génica dos genes 0xido nitrico sintetase induzivel e superdxido dismutase 2; concentragdo de minerais

no figado, plasma e nos 0ssos; absorcdo mineral aparente ileal de Cu e Mn; resisténcia de pele e



33

incidéncia de pododermatite; qualidade da cama de frangos de corte submetidos a suplementagdo com

duas fontes e diferentes niveis de cobre e manganés.
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DIFFERENT SOURCES AND LEVELS OF COPPER AND MANGANESE FOR BROILERS

Sources and levels of copper and manganese supplementation influence performance, carcass

traits, meat quality, tissue mineral content and ileal absorption of broiler chickens

ABSTRACT This study was conducted to evaluate the effects of different levels and sources of Cu
and Mn (sulfate or hydroxychloride - H) on growth performance, carcass traits, meat and skin quality,
footpad dermatitis severity, litter quality, liver and plasma mineral content, and ileal mineral
absorption. A total of 1,920 one-day-old male Cobb 500 chicks were distributed in a completely
randomized design with eigth treatments and eigth replicates of 30 birds each. The treatments were
distributed in a 2x3+2 factorial arrangement: CuH (15 and 150 ppm) x MnH (40, 80, 120 ppm) + 15
ppm Cu Sulfate with 80 ppm Mn Sulfate (control 1) or 150 ppm Cu Sulfate with 120 ppm Mn sulfate
(control 2). The productive performance was determined from 1-21 and from 1-42 days of age. At 42
d-old three birds per replicate were slaughtered for carcass yield and meat quality analyses. At 43 d-
old, it was determined the apparent ileal absorption of minerals and the concentration of Cu and Mn
in the liver and plasma. The resistance and elasticity of the skin, and footpad dermatitis severity were
also evaluated. Data were analyzed with Minitab®18, and the means were compared by Tukey and
Dunnett tests (P<0.05). The level 150 ppm CuH improved the FCR compared to the 15 ppm CuH and
compared to the 15 ppm Cu Sulfate level. Broilers fed diets containing 150 ppm CuH showed higher
breast yield compared to those fed diets containing 15 ppm. Breast yield was positively influenced by
the inclusion of 40 ppm MnH. There was an interaction between the CuH and the MnH for skin
elasticity, and the highest elasticity was found when the supplementation levels were 150 ppm CuH
and 40 ppm MnH. High levels of copper decreased the incidence of footpad dermatitis. The
hydroxychloride source determinerd a higher mineral concentration in the liver and plasma and greater
apparent ileal absorption of Cu and Mn. In conclusion, the results of this study indicate that dietary

supplementation with 150 ppm CuH and 40 or 80 ppm MnH enhance breast yield and improves skin
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resistance. By supplying 150 ppm CuH it is possible to improve the FCR and decrease leg injuries.
Furthermore, the hydroxychloride source seems to be more bioavailable than the sulfate source.

Key words: Bioavailability, inorganic source, hydroxychloride, poultry nutrition, trace minerals.

INTRODUCTION

Trace minerals, such as copper and manganese, are particularly important for maintaining
health and productivity of broilers chickens, due to their effects on several physiological processes
(Richards et al., 2010). Copper (Cu) is a structural component of macromolecules and a cofactor for
several essential oxydes and monooxidases (cuproenzymes) (McDowell, 2003; Kaneko et al., 2008).
The lysyl oxidase, an enzyme that cross-links the collagen subunits in mature protein forms to increase
its resistance, is copper-dependent (Rucker et al., 1998) and many other important functions in animal
metabolism and health, as well as it is a growth promoter (Pesti and Bakalli, 1996; Paik et al., 1999;
Morais et al., 2001). Manganese (Mn) is an important nutrient in poultry nutrition and feeding due to
its role in the development of bones and eggshell, enzymes component and nutrient metabolism
(Tufarelli and Laudadio, 2017). There are several manganese-dependent enzymes called
metalloenzymes, including arginase, phosphoenolpyruvate decarboxylase, glutamine synthetase, as
well as Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD) (McDowell, 2003).

Mineral supplementation in chicken feed normally occurs from inorganic sources (sulfates,
carbonates, chlorides and oxides) and fewer from organic sources (metal ions linked to organic
molecules). The inorganic source is known to have low bioavailability while the organic source is
controversial in the literature about its real bioavailability. To increase stability and bioavailability of
these trace minerals, the industry is now focusing at the hydroxychlorides (Perez et al., 2017; Olukosi
et al., 2018; Nguyen et al., 2020).The hydroxychlorides of copper and manganese in broiler nutrition
(Intellibond® C - CuH and Intellibond® M - MnH, respectively) have emerged as an alternative source

of mineral supplementation and are known for their great strength in chemical bonding resulting in
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more stability in the diet and in gastrointestinal tract (Cohen and Steward, 2012).

Although studies have been carried out with hydroxychlorides, in isolation or the association
of copper with zinc, to our knowledge there are no studies on the interaction of copper and manganese
hydroxychloride for broilers chickens. Therefore, it is important to understand how these
hydroxychloride minerals acting in comparing to the traditional inorganic sources, and if the use of
different levels of Cu and Mn influences chicken growth performance. Thus, the objective of the
present study was to evaluate the effect of different sources and levels of copper and manganese
(sulfate and hydroxychloride) on growth performance, carcass characteristics, meat quality, footpad
and litter condition, skin resistance, liver and plasma mineral content, and apparent ileal absorption of

Cu and Mn.

MATERIAL AND METHODS
All procedures described below were previously approved by Ethics Committee on Animal
Use from the S&o Paulo State University (Unesp), School of Veterinary Medicine and Animal Science,

Botucatu, under protocol number 0191/2018.
Experimental design and diets

The experiment was conducted in the poultry laboratory at Sdo Paulo State University
(Unesp), College of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu. A total of 1,920 1-d-old male
Cobb chicks were allocated to 8 dietary treatments in a 2x3+2 factorial arrangement. The factors were
2 levels of Cu hydroxychloride (15 and 150 ppm) and 3 levels of Mn hydroxychloride (40, 80, 120
ppm) and 2 additional treatments that were the controls with sulfate source (15 ppm Cu sulfate with
80 ppm Mn sulfate and 150 ppm Cu sulfate with 120 ppm Mn sulfate). Each of the eight treatments
had eight replicates and 30 birds per replicate, filling 64 pens. The levels of mineral supplementation
were determined according to the levels of nutritional requirement proposed by Rostagno et al. (2011),

using recommended levels, above or below the requirement.
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The diet basal were formulated based on corn and soybean meal following the
recommendations by Rostagno et al. (2011) in four phases: Pre-starter (d1-d7), starter (d8-d21), grower
(d22-d35), and finisher (d36-d42) (Table 1). The premix was Cu and Mn free. Each level and source
of supplementation of Cu and Mn were included in the basal diet (DB) through the replacement of
limestone.

Table 1. Ingredients (%) and calculated nutritional levels of the basal diet.

Ingredients, % Pre-starter Starter Grower Finisher
' (1-7 days) (8-21 days) (22-35 days) (36-42 days)

Corn, 8% 59.06 61.58 64.44 68.75
Soybean Meal, 46% 36.64 33.81 30.31 26.48
Soybean Oil 0.50 1.32 231 2.21
Dicalcium Phosphate 1.22 0.87 0.64 0.41
Limestone* 0.95 0.98 0.94 0.87
Salt 0.52 0.48 0.46 0.44
DL-Methionine, 99% 0.340 0.290 0.270 0.250
L-Lysine HCI, 99% 0.320 0.270 0.270 0.300
premixt 0.200 0.180 0.160 0.120
L-Threonine 98,5% 0.120 0.090 0.080 0.080
Choline Chloride, 60% 0.072 0.063 0.058 0.038
Salinomycin 0.055 0.055 0.055 -
Phitase 500FTU? 0.005 0.005 0.005 0.005
Calculated Levels
AMEZ?, Kcal/kg 2,964 3,050 3,150 3,200
Crude protein, % 22.39 21.20 19.80 18.40
Calcium, % 0.93 0.84 0.76 0.66
Available Phosphorus, % 0.47 0.40 0.35 0.31
Sodium, % 0.23 0.21 0.20 0.20
Potassio, % 0.87 0.83 0.77 0.71
Chlorine, % 0.42 0.39 0.37 0.37
Lysine dig, % 1.32 1.21 1.13 1.06
Methionine dig, % 0.66 0.60 0.56 0.53
Met+Cys dig, % 0.95 0.88 0.83 0.77
Threonine dig, % 0.86 0.79 0.74 0.69

ITrace mineral and vitamim premix supplied the following per kg of diet: vitamin A, 13,500 Ul; vitamin D3, 3,750 UlI,
vitamin E, 30 Ul; vitamin K3, 3.75 mg; vitamin B1, 3 mg; vitamin B2, 9 mg; pantothenic acid, 18 mg; vitamin B6, 4.5
mg; vitamin, B12 22.5 ug; niacin, 52.5 mg; folic acid, 2.25 mg; Biotin, 0.15 mg; Se, 0.375 mg; Fe, 50 mg; Co, 1 mg; I, 1
mg; Zn Hydroxychloride, 80 mg, 2 Apparent metabolizable energy, 3Used of the nutritional matrix. *Each level and source
of supplementation of Cu and Mn were included in the basal diet (DB) through the replacement of limestone

To achieve the required dietary levels of Cu in control group (15 and 150 ppm) copper sulfate
monohydrate (CSM) 35% was added at the rates of 43 or 429 g/ton, respectively. To achieve the

required dietary levels of Cu hydroxychloride (15 and 150 ppm) was added 28 or 278 g/ton,
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respectively of CuH 54%. To achieve the required dietary levels of Mn in control group (80 or 120
ppm) sulfate monohydrate (MSM) 31% was added at the rates 258 or 387 g/ton, respectively. To
achieve the required dietary levels of Mn hydroxychloride (40, 80 and 120 ppm) was added 89, 179 or
268 g/ton, respectively of MnH 44%.

Feed samples from each treatment and period were analyzed to determine Cu and Mn content

(ppm) using inductively coupled plasma-mass spectroscopy (ICP-MS) (Table 2).

Table 2. Supplementary levels of trace minerals fed to broilers and analyzed levels of Copper and

Manganese (ppm) in the diet by treatment and period.

Treatments Analyzed levels in the diet
Pre-starter Starter grower finisher
Mineral Source Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn,
ppm  ppm  ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Sulfate! 15 80 13.00 80.64 1425 87.99 19.03 10159 18.09 95.06
Sulfate 150 120 142.15 12595 14250 137.10 13240 12755 13410 132.84

hydroxychloride? 15 40 16.75 5352 1525 5241 1744 4467  20.22 59.14
hydroxychloride 15 80 22.00 8210 18.00 9490 1645 86.71 19.46 85.23
hydroxychloride 15 120 1875 13485 10.00 137.55 23.08 156.18 18.37 118.08
hydroxychloride 150 40 1489  62.03 160.00 49.12 19840 50.94 142.77 57.28
hydroxychloride 150 80 140.75 86.86 15150 82.17 158.70 96.85 146.42 96.30
hydroxychloride 150 120 14525 13115 14225 13525 176.1 137.41 147.60 126.33

twas used analytical grade copper sulfate monohydrate, 35% - CSM (CuSO,-H;0) and manganese sulfate monohydrate,
31% — MSM (MnSQ4-H20). 2were used Cu Hydroxychloride, (CuH, Selko IntelliBond C®, Trouw Nutrition) and Mn
hydroxychloride (MnH, Selko IntelliBond M®, Trouw Nutrition).

Feeding and management

The experiment was carried out in a poultry house from 1 to 42 days of age. The chicks were
housed in 2 m2 pens on reused wood shavings. Each pen was equipped with a tubular feeder and a
nipple drinking. The initial heating was performed using infrared lamps (250 watts) and at the end of
the 14th day of the experiment, they were removed. The poultry house was equipped with automatic
control of exhaust fans and nebulizers. Timer carried out the light program with 20-watt lamps,

obeying the lineage recommendations. Daily, the values of minimum, maximum and instantaneous
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temperature and relative humidity, inside the building, were measured using a digital thermo

hygrometer (HOBO®). Mash feed and water were available ad libitum.

Productive performance
At days 21 and 42 growth performance parameters (body weight, weight gain, feed intake,

and feed conversion ratio) were determined. Mortality was recorded daily.

Carcass and cuts yield
On the 42th d of experiment, 192 birds (24 birds per treatment) were weighed, stunning by

electric stunning and slaughtered by bleeding. Afterwards, they were scalded and feathers, head,
viscera, and feet were removed. Carcass yield and abdominal fat were calculated in relation to body
weight before slaughtering. Parts yield (breast, thighs, wings, and back, all including skin and bones)

were obtained in relation to the weight of the eviscerated carcass.

Meat quality
The breast (Pectoralis major) muscle of 16 broilers per treatment was stripped and stored

immediately at 4°C for subsequent determination of meat quality. The muscle pH values were
measured in triplicate 24 h postmortem using an electronic pH meter (Homis portable pH meter, HI
8314, S&o Paulo, Brazil) which was calibrated with pH 4.6 and 7.0 buffers equilibrated at 37°C.
Measurement was directly conducted by inserting the probe into the right side of the muscle samples.
The meat color of pectoralis muscle was assessed 24 h postmortem in triplicate using a handheld
colorimeter CR-400 (Konica Minolta Sensing, New Jersey, EUA) which was previously calibrated
against a white tile according to the manufacturer’s manual. The color was reported in the CIELAB
trichromatic system as L* (lightness), a* (redness), and b* (yellowness).

In the water-holding capacity, 1g of muscle was collected, identified, wrapped in filter paper
and centrifuged 1500 rpm for 4 min. After centrifugation, the samples were weighed and placed in the
oven at 70°C for 12 hours and after the fragments were weighed again. Holding water capacity (%)

was calculated as follows: 100 x [(weight after centrifugation - weight after drying)/initial sample
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weight] (Nakamura and Katok, 1985). For cook loss the left breast muscles were weighed and cooked
in a water bath in plastic bags to an internal temperature of 80°C. Then the muscles were allowed to
cool to room temperature and, the mass changes were used to calculate the loss of cooking based on
the initial muscle weight. Cooking loss (%) was calculated as follows: 100 x [(initial weight - cooked
final weight)/initial weight] (Honikel, 1998). Then, the cooked samples were used for shear force
measurement using a Texture Analyzer (TAXT-Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK) equipped
with Warner-Bratzler device, calibrated with a normal weight range of 5 kg and device speed was 10
mm/s, evaluating the shear force (N) according to the procedure described by Cavitt et al. (2004). The
samples were cut into five rectangles (1.0 x 1.0 x 2.0 cm) on the cranial surface and the fibers oriented

perpendicular to the Razor Blade.
Skin resistance, footpad scoring and litter quality

Samples of the drumstick skin (3 cm) from 16 chickens per treatment were used to determine
the breaking strength (kg) and elasticity (mm). The texture analyzer (Model TA-XT2i, Stable Mycro
Systems LTDA.., Goldalming, UK) was used for this test. The samples were submitted to the flexion
test at the constant strain rate for elastic material. The speed of the device was 1 mm/s, the firing force
was 10g and the tension was 15mm (Ribeiro, 2016).

Footpad scoring was done on day 42 on 5 randomly selected birds per pen by visual inspection
and three scores were assigned. The score 1 — Foot pad without apparent injuries; score 2 — Foot pad
with mild injuries, and score 3 — Foot pad with severe injuries, according to Zhao et al. (2010). Total
footpad score (TFS) was calculated using the following formula (Olukosi et al., 2018):

(I xn)+@2xn+(@3 xn)

TFS =
Total number of birds scored

Where the numbers 1 to 3 indicate the score assigned to each bird and n indicates the number
of birds assigned the particular score in each pen. A lower score is associated with better footpad

quality.
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Dry matter content of litter and quality from each pen was evaluated at the end of the grower
phase. To litter dry matter (LDM), about 10 g of litter was collected from 4 points per pen and placed
to dry for 24 hours at 105°C. Through the difference between the initial weight and the final weight,
the LDM content was obtained (%). To litter quality, scores from 1 to 5 were attributed based on the
welfare quality assessment protocol for poultry (Botreau et al., 2009). Score 1, if the litter was friable
with no capping or compaction, to score 5, if litter was wet and dough-like. The total litter score (TLS)
was calculated as follows:

IX%+2X%+BX%+@EX%+G X %)
100

TLS =

Where the numbers 1 to 5 were the scores as described previously and the % was the
percentage of the pen area corresponding to each score in each pen. A lower score is associated with

better litter quality. The litter was stirred weekly until the 28" day of age.
Mineral content in plasma and liver

To mineral concentration in plasma, about 5 mL of blood were collected via the jugular vein
and placed in tubes with sodium heparin. Then, the blood was centrifuged for 15 minutes at 2000 rpm
to obtain plasma and stored in plastic microtubules at -20° C. Fragments of the right lobe liver were
collected and frozen at —20° until further analysis. For extraction of the metal nutrients in plasma 30
ul de plasma was transferred to 10 mL glass flask, to which were added 1.0 mL of nitric acid 14 mol/L
and 0.3 pl of hydrogen peroxide 30% m/m and subsequently the samples were submitted to heating.
For extraction of the metal nutrients in liver, approximately 100 mg of sample were transferred directly
to the microwave oven’s Teflon flasks, to which were added 3.0 mL of nitric acid 14 mol/L and 2.0
mL of hydrogen peroxide 30% m/m. For heating it was used a microwave oven (Provecto Analitica
model DGT-100 Plus, Campinas, Brazil) (Rosa et al., 2002). Copper and manganese were determined

using a SHIMADZU AA-6800 atomic absorption spectrometer (Neves et al., 2009).
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Apparent ileal mineral absorption (AlA)

A total of 24 broilers with 42-d-old were randomly selected and separated according on the
treatment. These birds received for 24 hours the experimental diets containing 0.3% of chromium
oxide (marker). After, the animals were euthanized and ileum digesta were collected from taking the
distal two-thirds part of the ileum after dissection from Meckel’s diverticulum to the ileo-cecocolic
junction. The samples were stored at -20°C until analysis. Approximately 50 mg of sample and 10 mL
of 0.10 mol/L hydrochloric acid solution were transferred to 50 mL Teflon flasks. The ileum digesta
was then subjected to ultrasonic shaking to extract the metal analytes according to Neves et al. (2009)
and digestion using nitric and perchloric acids was used to extract chromium (Kimura and Miller,
1957). The concentration of Cu, Mn and Cr in the feed and in the ileum digesta were analyzed using
inductively coupled plasma- mass spectroscopy (ICP-MS).

Apparent ileal absorption (AIA) of minerals was calculated using the following formula
(Hafeez et al., 2014):
AIA(%) = 100 — [(MF — MI) x (NI/NF) x 100]
MF= concentration (%) of marker in feed; MI= concentration (%) of marker in digesta; NI=

concentration (%) of nutrient in digesta; NF= concentration (%) of nutrient in feed.

Statistical analysis
The data were submitted to normally test, and after the data were analyzed by ANOVA at the

P<0.05 level. Significant differences of the factorial were determined by Tukey test at 5% of
probability. In order to compare the factorial dietary treatment means with the additional treatments,

the Dunnett test was performed (P<0.05). The data were analyzed with Minitab® 18.

RESULTS
There was no Cu x Mn interaction (P>0.05) on growth performance response. When assessing
the main factors, there was an effect for the FCR at 42 days of age for copper. Birds that were fed diets

supplemented with 150 ppm CuH had better FCR than birds that fed 15 ppm CuH. In addition, the
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supplementation of 150 ppm CuH + 40 ppm MnH determine better FCR than 15 ppm CSM + 80 ppm

MSM (Table 3).

Table 3. Growth performance of broilers supplemented with different sources and levels of copper

and manganese at 1 to 21 and 1 to 42 days of age.

1to 21 d-old 1 to 42 d-old
Treatments
BW,g WG,g Fl,g FCR |BW,g WG,g Fl,g FCR
CuH 15ppm 997.1 957.3 13123 1.374 |3046.0 3006.2 4858.3 1.616°
CuH 150ppm 998.8 959.4 12967 1.357 |3055.9 30164 48102 1.597°
MnH 40ppm 9989 959.2 1304.8 1.378 |3061.7 30220 4853.7 1.606
MnH 80ppm  996.2 9564 12957 1.360 |3060.6 3020.9 4821.6 1.604
MnH 120ppm 999.0 959.4 1313.0 1.358 |3030.6 2991.0 48273 1613
CuH 15ppm MnH 40ppm  1001.8 961.9 1322.0 1.394 |3064.2 3024.2 4899.8 1.620
CuH 15ppm MnH 80ppm 9928 9529 1297.1 1.366 |3041.2 30014 4803.2 1.601
CuH 15ppm MnH 120ppm 996.8 957.2 1318.0 1.361 |3032.6 2993.1 48718 1.627
CuH 150ppm MnH 40ppm 9959 9565 1287.6 1.363 |3059.2 3019.8 4807.6 1.592%
CuH 150ppm MnH 80ppm  999.6 960.0 12944 1.354 |3080.0 30404 4840.0 1.600
CuH 150ppm MnH 120ppm 1001.3 961.7 1308.1 1.354 |3028.6 2989.0 47828 1599
Control 1 9855 9457 1317.1 1391 |30105 2970.8 4852.8 1.634
Control 2 1006.3 9664 13333 1.384 |3059.3 3019.4 4901.7 1.623
P - values
CuH 0.784 0.758 0.176  0.171 0743 0738  0.360  0.046
MnH 0924 0918 0451 0294 0634 0637 0.865 0.597
CuH vs MnH 0701 0.714 0508 0691 0796 0796 0526  0.116
Control 1 vs all 0.760 0.750 0.508 0.251 0.899 0.899  0.767  0.074
Control 2 vs all 0902 0.914 0259 0397 0.899 0.899  0.767  0.044
Control 1 vs. control 2 0311 0.310 0443 0814 0311 0310 0.443 0215
CV. % 204 212 3.06 3.04 3.22 3.25 3.34 3.03

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; BW= body weight; WG= weight gain; FI= feed intake; FCR=
feed conversion ratio; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate + 80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150
ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. ® Means of factors followed by different lowercase letters differ by Tukey’s test.
X Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X differ from control 1.

Broilers fed diets supplemented with 150 ppm CuH showed higher breast yield compared to

those fed diets containing 15 ppm. Breast yield was positively influenced by the inclusion of 40 ppm

Mn hydroxychloride, comparing with 120 ppm, but back and wing performance were higher at 120

ppm than 80 ppm and 40 ppm, respectively (Table 4).



Table 4. Parameters of carcass and parts yield of broilers at 42 days of age supplemented with

different sources and levels of copper and manganese.
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Treatments CY,% Breast, % Thigh, % Back, % Wings, % AF, %

CuH 15ppm 74.42 39.71b 29.20 18.92 11.83 1.14
CuH 150ppm 74.82 40.38? 28.95 18.69 11.88 1.09
MnH 40ppm 74.52 40.48? 28.83 18.87% 11.66° 1.14

MnH 80ppm 74.71 40.25% 29.18 18.41° 11.86% 1.04

MnH 120ppm  74.64 39.41b 29.21 19.142 12.06? 1.09

CuH 15ppm MnH 40ppm 74.18 40.05 28.77 19.25 11.67 1.23
CuH 15ppm MnH 80ppm 74.55 40.17 29.11 18.42 11.78 1.10
CuH 15ppm MnH 120ppm  74.54 38.90 29.71 19.10 12.05 1.08
CuH 150ppm MnH 40ppm 74.86 40.91 28.88 18.50 11.65 1.06
CuH 150ppm MnH 80ppm 74.86 40.32 29.26 18.40 11.93 0.97
CuH 150ppm MnH 120ppm  74.74 39.92 28.72 19.17 12.06 1.11
Control 1 73.88 40.31 28.68 19.11 11.83 1.26

Control 2 74.65 40.10 28.99 18.68 11.84 1.09

P - values

CuH 0.241 0.049 0.289 0.213 0.683 0.183

MnH 0.686 0.030 0.310 0.006 0.032 0.418

CuH vs MnH 0.909 0.543 0.076 0.140 0.840 0.485

Control 1 vsall 0.418 0.053 0.145 0.056 0.273 0.207

Control 2 vs all 0.876 0.061 0.170 0.060 0.278 0.552

Control 1 vs. control 2 0.099 0.670 0.459 0.082 0.972 0.163
CV.% 2.08 4,98 4.85 5.70 6.13 2.20

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; CY= Carcass yield; AF= Abdominal fat; CV= coefficient of
variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate + 80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate.
abMeans of factors followed by different lowercase letters differ by Tukey’s test. Controls were tested by Dunnett's test.

For the color of breast meat, higher levels of CuH showed higher value of L* and b*.

Meanwhile, 40 ppm of MnH determined higher L* values compared to the 120 ppm level. Water-

holding capacity, cooking loss and shear force showed no difference among treatments. Comparing

the sulfate source to the hydroxychloride source, the pH of the control 2 (150 ppm Cu sulfate + 120

ppm Mn sulfate) determined lower values than the other treatments. Meanwhile, broilers of the

control 1 determined a higher value of L* and b* compared to 15 ppm CuH and 120 ppm MnH.

Control 2 determined lower values for L* compared to150 ppm CuH and 40 or 80 ppm MnH (Table

5).
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Table 5. pH, lightness (L*), redness (a*), yellowness (b*), water-holding capacity (HWC), cooking

loss, and shear force in chicken breasts at 42 days of age supplemented with different sources and

levels of copper and manganese.

Treatments pH a* b* L* WHC, % Cook loss,g  Shear force, N
CuH 15ppm 6.26 424 610" 54.64°  60.42 19.39 14.78
CuH 150ppm 6.26 456 6.81 56.16° 59.78 19.77 14.14
MnH 40ppm 6.28 425 691 56.01*°  60.24 20.11 15.71
MnH 80ppm 6.28 445 635 5555%  59.73 18.98 14.26
MnH 120ppm 6.23 451 6.09 54.64° 60.35 19.65 13.42
CuH 15ppm  MnH 40ppm 6.28 384 6.64 5558 60.23 20.10 15.18
CuH 15ppm  MnH 80ppm 6.25 443 633 54.87 59.94 18.88 15.45
CuH 15ppm  MnH 120ppm 6.26 446 5.33% 5349% 6110 19.19 13.73
CuH 150ppm  MnH 40ppm 6.29Y 466 7.19% 56.45Y  60.24 20.11 16.24
CuH 150ppm  MnH 80ppm 6.30Y 447 638 56.24Y  59.51 19.08 13.07
CuH 150ppm  MnH 120ppm 6.21 457 6.85 55.80 59.60 20.11 13.12
Control 1 6.27° 430 620 5524 60.92 19.05 13.94
Control 2 6.18° 5.03 652 54.85 60.18 17.78 14.22

P - values

CuH 0.930 0.867 0.030 0.001 0.361 0.719 0.428
MnH 0.202 0.282 0.106 0.036 0.743 0.676 0.074
CuH vs MnH 0.171 0.256 0.168 0.389 0.660 0.932 0.221
Control 1 vs all 0.339 0.353 0.049 0.003 0.752 0.972 0.146
Control 2 vs all 0.021 0.379 0.059 0.002 0.884 0.811 0.175
Control 1 vs. control 2 0.025 0.158 0.598 0.610 0.414 0.331 0.827
CV. % 1.73 403 2446 2561 5.19 24.42 26.81

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; L*= lightness; a*= redness; b*= yellowness; WHC= water-
holding capacity; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate + 80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm
Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. *® Means of factors followed by different lowercase letters differ by Tukey’s test. XY
Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X” differ from control 1 and letter “Y” differ from
control 2.

There was no difference (P>0.05) among different supplementation sources. It was observed

an interaction between the different supplementation sources and levels of minerals for skin elasticity.
The interaction shows that the level 150 ppm of Cu + 40 ppm of Mn determined higher elasticity than
level of 150 ppm of Cu + 80 ppm of Mn. For TFS, higher levels of copper provided better footpad
scores and lower litter humidity values. The MnH did not alter the TFS or litter quality (P>0.05) (Table

6).
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Table 6. Thigh skin quality, footpad (TFS) and litter (TLS) score and, litter dry matter (LDM) of

broilers at 42 days of age supplemented with different sources and levels of copper and manganese.

Treatments Skin quality TFS LDM, % TLS

BS, N Elasticity, mm
CuH 15ppm 56.62 8.61 1.6102 50.81° 3.063
CuH 150ppm 58.44 8.59 1.350° 54,192 2.992
MnH 40ppm 60.94 8.90 1.440 53.35 3.000
MnH 80ppm 56.42 8.45 1.513 51.38 3.046
MnH 120ppm 55.23 8.45 1.488 52.76 3.047
CuH 15ppm MnH 40ppm 57.17 8.50M2 1.530 51.09 3.063
CuH 15ppm MnH 80ppm 57.59 8.994a 1.650 51.67 3.031
CuH 15ppm MnH 120ppm 55.12 8.34A4 1.650 49.66 3.094
CuH 150ppm MnH 40ppm 64.71 9.30% 1.350 55.61 2.938
CuH 150ppm MnH 80ppm 55.25 7.9180 1.375 51.10 3.061
CuH 150ppm MnH 120ppm 55.35 8.56A® 1.325 55.86 3.000
Control 1 50.16 8.62 1.425 52.64 2.969
Control 2 50.64 8.55 1.400 50.42 3.094

P - values

CuH 0.558 0.934 0.001 0.043 0.394
MnH 0.282 0.291 0.689 0.942 0.836
CuH vs MnH 0.401 0.017 0.689 0.893 0.660
Control 1 vsall 0.232 0.141 0.053 0.559 0.897
Control 2 vs all 0.246 0.101 0.054 0.437 0.849
Control 1 vs. control 2 0.915 0.895 0.823 0.227 0.312
CV.% 26.28 16.29 17.72 13.03 7.97

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; BS= breaking strength; TFS= Total footpad score; LDM= Litter
dry matter; TLS=total litter score; CVV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate + 80 ppm Mn sulfate; Control
2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. > Means of factors followed by different lowercase letters differ by Tukey’s
test. In factorial, uppercase letters differ from each other within the MnH factor and lowercase letters differ from each other
within the CuH factor. Controls were tested by Dunnett's test.

Broiler fed diets supplemented with higher level of Cu and Mn determined higher (P < 0.05)
plasma and liver Cu concentration. The levels of 80 and 120 ppm of MnH determined higher Mn
plasma contents and the level 120 ppm of MnH determined higher concentration of Mn in the liver.
There was an interaction (P < 0.05) between CuH and MnH for liver Mn contents. Mn liver content
tended to be lower when higher level of Cu was supplemented in the diet along with 80 ppm of Mn,
and lower Mn levels decrease Mn liver concentration. Comparing the sulfate source with the

hydroxychloride, it can be to observed that the use of hydroxychloride, in most cases, determined

higher concentrations of Cu and Mn in the liver and plasma (Table 7).
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The apparent ileal absorption (AIA) of Cu and Mn had a significant effect on broilers
supplemented with the different levels and mineral source (P<0.05). The 150 ppm Cu level increased
the AIA of Cu when compared to 15 ppm. By supplying 80 or 120 ppm of Mn increased the AIA of
this mineral than 40 ppm. When 15 ppm of CSM was supplemented, the AIA of Cu is lower than diets
supplemented with hydroxychlorides, except for the diet supplemented with 15 ppm CuH + 40 ppm
MnH. Finally, when 120 ppm MnH + 40 ppm CuH was used, the AIA of Cu was greater than the
sulfate source with 120 ppm Mn and 150 Cu.

Table 7. Mineral contents in liver and plasma and apparent ileal absorption (AlA) of Cu and Mn of

broilers at 42 days of age supplemented with different sources and levels of copper and manganese.

Plasma Cu, Plasma Liver Cu, Liver Mn, AlAof Cu, AlAof
Treatments

ppm Mn, ppm ppm ppm % Mn, %
CuH 15ppm 0.454P 0.456° 14.283b 21.247° 65.70P 82.04
CuH 150ppm 0.5792 0.5032 15.4382 22.8592 77.842 78.83
MnH 40ppm 0.516 0.470° 14.879 21.450P 70.37 74.18°
MnH 80ppm 0.497 0.5122 15.694 21.001° 71.96 82.872
MnH 120ppm 0.549 0.5102 15.720 23.7092 73.00 84.242
CuH 15ppm MnH 40ppm 0.428 0.438 14.290% 20.557XY Ab 63.15 74.70%
CuH 15ppm MnH 80ppm 0.417 0.511% 13.824%  23.553XY Aab 66.67 84.82
CuH 15ppm MnH 120ppm 0.517% 0.475 14.734% 24.449%Y Aa 67.29 86.60y
CuH 150ppm  MnH 40ppm 0.605%Y 0.503 15.468% 22.323%Y Aa 77.59% 73.68%
CuH 150ppm  MnH 80ppm 0.577% 0.513%Y 17.564%Y 18.451 Bb 77.25% 80.92
CuH 150ppm  MnH 120ppm 0.581% 0.545%Y 16.705%Y  22,969%Y Aa 78.70% 81.88
Control 1 0.389° 0.442 11.2742 18.211 55.89P 82.53
Control 2 0.4912 0.441 13.923P 17.632 76.052 79.11

P - values
CuH <0.001 0.002 <0.001 <0.001 0.002 0.207
MnH 0.124 0.031 0.263 <0.001 0.848 0.005
CuH vs MnH 0.066 0.095 0.081 <0.001 0.905 0.822
Control 1 vsall <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.005 0.023
Control 2 vs all <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.097 0.029
Control 1 vs. control 2 0.028 0.974 0.006 0.481 0.015 0.274
CV.% 37.47 25.77 29.59 20.04 20.58 10.73

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate +
80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. **Means of factors followed by different
lowercase letters differ by Tukey’s test. In factorial, uppercase letters differ from each other within the MnH factor and
lowercase letters differ from each other within the CuH factor. *Y Controls were tested by Dunnett's test and means
followed by letter “X” differ from control 1 and letter “Y” differ from control 2.
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DISCUSSION

A melhor conversdo alimentar dos frangos suplementados com niveis elevados de CuH pode
estar relacionada ao efeito melhorador de desempenho do Cu. De fato, estudos tem demonstrado
melhor desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo nivel de Cu acima de 125
ppm (Pesti e Bakalli, 1996; Paik et al., 1999; Moraes et al., 2001; Santos et al., 2020). Entretanto, esse
efeito somente foi encontrado quando foi utilizado a fonte hidroxicloreto, mostrando que ao utilizar a
fonte sulfato, por ser menos biodisponivel, para obter este mesmo efeito seria necessario aumentar os
niveis de suplementacdo. Dessa forma, os hidroxicloretos sdo mais biodisponiveis e, por isso, fonte
alternativa promissora de suplementacdo mineral para melhorar indices produtivos (Miles et al., 1998;
Lu et al., 2010; Cohen and Steward, 2012; M’Sadeq et al., 2018).

Nguyen et al. (2020) também determinaram que a fonte hidroxicloreto de cobre, quando
comparada com a fonte sulfato melhorou o desempenho produtivo dos frangos de corte aos 35 dias de
idade. Santo et al. (2020) determinaram que o nivel 150 ppm de Cu da fonte hidroxicloreto melhorou
a conversdo alimentar de frangos de corte aos 42 dias de idade em comparacdo com 15 ppm de cobre.

Resultados obtidos por Yang et al. (2011) e Philpot et al. (2020) ndo observaram efeito
melhorador de desempenho nos frangos suplementados com altos niveis de Cu. O mecanismo de acdo
do cobre como melhorador do desempenho inclui sua atividade bacteriostatica contra bactérias
patogénicas (Pesti e Bakalli, 1996; Puig e Thiele, 2002). Desta forma, este mineral favorece a
proliferacdo de microrganismos benéficos no trato gastrointestinal proporcionando uma modulacdo da
microbiota (Silva, 2011). Por isso, quando os frangos sao criados com baixo grau de desafio sanitario
esse efeito pode estar ausente. Além dos aspectos relacionados a modulagdo da microbiota intestinal,
a menor suplementacdo de cobre pode prejudicar a imunidade celular e humoral (Prohaska e Failla,
1993), atividade de superoxido dismutase (Jones e Suttle, 1981, Stabel e Spears, 1990, Gengelbach et
al., 1997), proliferacéo de células T, producgéo de citocinas e producéo de anticorpos (Stabel e Spears,

1990). Devido a acdo da enzima superoxido dismutase cobre e zinco dependentes atuar na remocao



55

de radicais livres, produzidos durante a fagocitose, isto ocasiona células de defesa do sistema imune
menos susceptiveis ao ataque de radicais livres, melhorando assim a imunidade dos frangos de corte
(Harris, 1997).

Apesar do cobre ndo ter demonstrado efeito no ganho de peso dos frangos, niveis elevados de
CuH melhoraram o rendimento do peito das aves e por isso, o efeito melhorador de desempenho do
cobre também foi visivel através dessa variavel. O Cu atua na sintese de colageno e elastina por ser
cofator da lisil-oxidase, enzima que faz a reticulacdo do colageno (Rucker et al., 1998). Por isso,
indiretamente o cobre melhora a qualidade dos musculos, pele, 0ssos e demais tecidos que mudam de
tamanho como consequéncia do preenchimento como os intestinos e vasos sanguineos (Richards et
al., 2010). Philpot et al. (2020) ndo encontraram diferenca no ganho de peso dos frangos suplementados
com altos niveis de cobre, entretanto, notaram gque o rendimento do peito dos frangos suplementados
com maiores niveis foi superior, aos 54 dias.

Segundo Gajulaetal. (2011), a suplementacdo de Mn no nivel de 60 ppm seria suficiente para
o desempenho de frangos de corte, contrariando Cupertino et al. (2015) que valores entre 30 a 40 ppm.
Contudo, esses trabalhos relataram valores 6timos para atender as exigéncias nutricionais e garantir
bons resultados de desempenho produtivo descartando repostas que melhorem além do desempenho
parametros de salde e bem-estar das aves.

O Mn é um micromineral importante na formacdo dos 0ssos e altos niveis do Mn pode
influenciar positivamente o desenvolvimento desse tecido (SUTTLE, 2010). Como as asas e 0 dorso
possuem alta proporcdo de tecido 6sseo em relacdo a quantidade de carne o nivel 120 ppm foi melhor
para o rendimento desse corte por sua influéncia positiva na mineralizagdo 0ssea. Jasek et al. (2019)
relataram que 160 ppm de MnH foi capaz de melhorar a qualidade e a resisténcia dos 0ssos de frangos.
Enquanto isso, o nivel 40 ppm aumentou o rendimento do peito, j& que esse corte possui propor¢éo

menor de tecido 6sseo em relacdo a quantidade de carne.
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Segundo Lu et al. (2006), com o aumento da inclusdo do Mn, pode ocorrer diminuicao do pH
da carne sem alterar outros parametros de qualidade. O pH esta correlacionado com a capacidade de
retencdo da agua do musculo, se o pH esta acima de 6,2 a carne pode reter mais agua que o normal
(Barbut, 1997; Le Bihan-Duval et al., 1999). Entretanto, a capacidade de retencdo de agua das carnes
estava dentro dos valores esperados (Jayasena et al., 2013; Droval et al., 2012) e ndo tiveram nenhum
efeito entre os tratamentos. Dessa forma, somente a avaliacdo do pH néo é suficiente para afirmar que
houve alteracdo da qualidade da carne. Altos valores de pH da carne estdo sendo encontrados em
diversos estudos, sem alteracdes de outros parametros de qualidade. Segundo Alnahhas et al. (2016),
valores de pH 24 horas post-mortem acima de 6,10 podem ser encontrados em linhagens melhoradas
geneticamente para obterem maior rendimento de peito e sdo chamadas de linhagens pH+.

A luminosidade da carne esta relacionada se a carne esta escura ou clara, quanto maior o L*
mais palida é a carne. Segundo Le Bihan-Duval et al. (1999), 0 aumento do peso vivo e do rendimento
de peito parece ser capaz de aumentar a palidez da carne. Essa informacdo corrobora com este estudo
ja que os maiores valores de rendimento de peito obtidos foram no nivel de 150 ppm de CuH com 40
ppm de MnH e os mesmos obtiveram maiores valores de luminosidade.

Apesar do teor de L* estar na faixa de 54, o que poderia inferir uma carne com a
anormalidade PSE (carne palida, flacida e exsudativa), os valores de pH 24 horas ap6s o abate estavam
entre 6,2 e para ser considerada uma carne PSE os valores devem estar abaixo de 5,7 (Droval et al.,
2012). Além disso, na avaliacdo de carnes PSE, Droval et al. (2012) encontraram valor de L* de 59.26.
Dessa forma, ao utilizar 150 ppm CuH com 40 ppm de MnH é possivel aumentar o rendimento do
peito sem prejuizos a qualidade da carne.

A capacidade de retencdo de agua, forca de cisalhamento e perda de agua apds cocgdo da
carne ndo foram alterados quando utilizou a fonte hidroxicloreto, mostrando que essa fonte pode ser

utilizada na alimentagédo dos frangos sem causar danos na qualidade da carne.
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Na analise de elasticidade da pele houve interacdo dos fatores CuH e MnH. No
desdobramento da interacdo foi observado que a melhor elasticidade da pele dos frangos foi quando
se utilizou alto nivel de CuH com baixo nivel de MnH. O cobre é um micromineral importante para a
manutencdo de tecidos como a pele e isso se deve por ser o principal cofator da enzima lisil oxidase.
Essa enzima participa da formacao de ligacdes cruzadas no colageno e elastina ao adicionar um grupo
hidroxila aos residuos de lisina, conferindo rigidez e elasticidade as proteinas do tecido conjuntivo
(Rucker et al., 1998; Richards et al., 2010). Altos niveis do cobre estdo associados com maior ativacao
e acao dessa enzima e por isso, confere maior elasticidade os tecidos (Werman et al., 1995; Zhao et
al., 2010). Com a pele mais resistente, lesdes de pele como as dermatoses e celulites sdo reduzidas e
menos carcacas sdo condenadas nos frigorificos, ja que essas sdo uma das principais causas de
condenacdo parcial (Oliveira et al., 2016).

Aves suplementadas com alto nivel de CuH obtiveram reducdo de aproximadamente 16% na
dermatite do coxim plantar. Como ja mencionado, o cobre possui diversos beneficios aos frangos e um
deles é o0 aumento da resisténcia e elasticidade dos tecidos (Rucker et al., 1998; Richards et al., 2010).
Richards et al. (2010) e Zhao et al. (2010) relataram que houve reducéo da incidéncia de lesdes nos
coxins plantares quando foi utilizado maiores valores de Zn e Cu pois esses minerais, desempenham
papel fundamental na remodelacéo tecidual tanto fisiologica como patoldgica. A avaliacdo dos coxins
plantares é parametro relevante para mensurar o bem-estar das aves. A dermatite do coxim plantar é
uma condicdo que causa lesGes necroticas nas patas, causando dor e consequentemente queda na
produtividade. Por isso, é importante reduzir essa condi¢cdo patoldgica para gerar ganhos produtivos
além de preservar o bem-estar.

Os escores de pontuacdo da cama ndo foram alterados com os diferentes niveis e fontes de Cu
e Mn estudados. Com maiores valores de suplementacdo de CuH, a cama tornou-se mais seca e esse
fato também explica a melhor qualidade dos coxins plantares dos frangos que receberam 150 ppm

CuH. Devido ao fato de o cobre favorecer positivamente as bactérias benéficas do trato gastrintestinal
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(Silva, 2011) e ter acdo bacteriostatica aos microrganismos patogénicos (Pesti e Bakalli, 1996; Puig e
Thiele, 2002). Por isso, melhora o transito intestinal, diminuindo incidéncias de diarreia e outros
distdrbios intestinais infecciosos que aumentam a umidade das excretas e, consequentemente, da cama.

De maneira geral, quando foi comparado os mesmos niveis de suplementacdo mineral, 0s
frangos que receberam a fonte hidroxicloreto obtiveram maiores concentracdes de Cu e Mn no plasma
e no figado do que os frangos que receberam a fonte sulfato. Este resultado confirma o principio que
os hidroxicloretos possuem maior biodisponibilidade relativa dos minerais do que os sulfatos.
Semelhante a esse estudo, Olukosi et al. (2018) avaliaram o efeito da suplementacdo da racdo de
frangos com hidroxicloreto de cobre e zinco em comparagdo com a fonte sulfato e encontraram maior
concentracdo de cobre no figado das aves que receberam a fonte hidroxicloreto. Lu et al. (2010)
também encontraram maior deposicao de cobre hepatico nos frangos que foram suplementados com a
fonte hidroxicloreto do que a fonte sulfato comprovando assim melhor biodisponibilidade relativa da
fonte hidroximineral.

Os hidroxicloretos possuem ligacdes covalentes que sdo mais fortes que as ligacdes idnicas
dos sulfatos, por isso, melhoram a estabilidade dos componentes das racoes e a biodisponibilidade dos
minerais por evitar a interacdo antagonistas com outros nutrientes da dieta (Cohen and Steward, 2012).
A grande vantagem dessa fonte é a reducdo do custo de fabricacdo, além da diminuicdo da inclusdo
mineral por serem mais absorvidos e do impacto ambiental, ja que os frangos de corte irdo excretar
menos minerais no ambiente (Cohen and Steward, 2012; M’Sadeq et al., 2018). Miles et al. (1998) ¢
Lu et al. (2010) verificaram que os hidroxicloretos foram menos reativos na racdo e mais
biodisponiveis do que outras formas inorganicas.

Com maiores valores de Cu e Mn suplementados na ragdo houve aumento do contetdo desses
minerais no figado e no plasma dos frangos. Segundo Suttle (2010) e Yang et al. (2011), o figado é
considerado o 6rgdo alvo para deposicdo do cobre e do manganés. O cobre quando em excesso,

acumula-se principalmente nos lisossomos e no citoplasma dos hepatdcitos e a toxicidade hepatica
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para esse mineral é relatada com niveis acima de 220 ppm, nesse caso, ha comprometimento da funcéo
mitocondrial dos hepatdcitos (Yang et al., 2011). Enquanto isso, 0 Mn em excesso é sequestrado para
dentro das mitocondrias, consequentemente ha interferéncia na respiracdo celular com aumento da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Cupertino et al., 2015; Tufarelli e Laudadio, 2017).

Somente houve interacdo para Cu e Mn no conteudo de manganés no figado dos frangos. De
maneira geral, quando foi utilizado 120 ppm de MnH com 15 ou 150 ppm de CuH, houve maior
deposicdo de Mn nesse 6rgdo. Dessa forma, maiores niveis de MnH suplementados aumentaram o
conteudo desse mineral no figado.

As medicdes de absorcdo de microminerais como o Cu, Mn e o Zn sao dificeis de serem
realizadas devido a complexidade da excrecdo mineral endégena (M’Sadeq et al., 2018). Esses
elementos sdo absorvidos em quase todo o trato gastrointestinal e excretados no intestino por meio da
bile, quando isso ocorre, 0 mineral ndo absorvido e o nutriente absorvido e excretado pela bile podem
se misturar no intestino, impedindo o calculo exato de ambos (Finley et al., 1997). Neste estudo, a
absorcdo aparente ileal de CuH foi maior em comparacdo com o sulfato e quando a ragdo foi
suplementada com 15 ppm de CSM a absor¢do mineral de cobre foi menor que as demais, mostrando
que a fonte sulfato realmente possui menor biodisponibilidade. Valores proximo a 60% de absorcao
aparente ileal para o Cu sdo encontrados quando é utilizado a fonte sulfato no nivel de 15 ppm (Hafeez
etal., 2014).

Com relacdo ao Mn, quando se utilizou 120 ppm MnH em comparacdo com 120 ppm de
MSM, a fonte hidroximineral novamente demonstrou maior AlA do que a fonte inorgénica. M’Sadeq
et al. (2018) ndo encontraram diferenca na AlA de cobre e manganés para frangos de corte com 38
dias em comparacéo a fonte sulfato, entretanto, os niveis de hidroxicloretos utilizados tiveram reducao
da inclusdo em comparagdo com a fonte sulfato. Dessa forma, mesmo recebendo a suplementag¢do com

niveis menores, a fonte hidroxicloreto foi capaz de se igualar a fonte sulfato para esse parametro.
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Com base nestas observacfes, pode-se concluir que a fonte hidroxicloreto foi mais
biodisponivel que a fonte sulfato pela maior absorcdo ileal aparente dos minerais e pela maior
concentracdo dos minerais no figado e no plasma. Sendo assim, como os hidroxicloretos foram mais
biodisponiveis aos frangos, possivelmente pode-se reduzir a inclusdo dessa fonte em relacéo ao sulfato
sem prejuizos ao desempenho produtivo, além da diminuicdo da poluicdo ambiental pela menor
excrecdo de minerais. Entretanto, este aspecto precisard ser melhor avaliado para auxiliar na
comprovacdo desta hipotese. Altos niveis de Cu hidroxicloreto sdo capazes de melhorar o FCR,
rendimento de peito, qualidade dos coxins plantares e elasticidade da pele. Enquanto isso, baixos niveis
de Mn hidroxicloreto aumentam o rendimento do peito e altos niveis de MnH podem aumentar o
rendimento do dorso e das asas. Além disso, os hidroxicloretos podem ser usados em substituicdo a
fonte sulfato sem comprometer a qualidade da carne dos frangos. Diante disso, o nivel 150 ppm de
CuH + 80 ppm de MnH séo niveis e fontes interessantes na suplementacdo das racdes de frangos de

corte com acréscimos a produtividade.
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HYDROXYCHLORIDE: POTENTIAL SOURCE OF Cu AND Mn

Effects of copper and manganese supplementation with hydroxychloride or sulfate source on
bone quality, superoxide dismutase activity and immune responses for broilers chickens

challenged with E. coli LPS

ABSTRACT This study was conducted to evaluate the effects of different levels and sources of Cu
and Mn (sulfate or hydroxychloride - H) on bone quality, mineral content in tibia and immune and
antioxidant parameters of broilers chickens. A total of 1,920 one-d-old male Cobb chicks were
allocated in a completely randomized design with eight treatments and eight replicates of 30 birds
each. The treatments were distributed in a 2x3+2 factorial arrangement: CuH (15 and 150 ppm) x
MnH (40, 80, 120 ppm) + 15 ppm Cu sulfate with 80 ppm Mn sulfate (control 1) or 150 ppm Cu sulfate
with 120 ppm Mn sulfate (control 2). At 42 d-old two birds per replicate were slaughtered for bone
quality analysis: tibia dry matter (TDM), bone breaking strength (BBS), Seedor index (SI), ash content,
bone densitometry by tomography, femoral degeneration (FD), black bone syndrome (BB) and content
of Cuand Mn in tibia ash. At 35 d-old, 12 birds per treatment were selected for the E.coli LPS challenge
and then, the respiratory burst of macrophages, activity of superoxide dismutase and white blood cells
parameters were analyzed. The liver of the challenged chickens was collected and the relative
expression of the SOD and iNOS genes was determined. Data were analyzed with Minitab® 18, and
the means were compared by Tukey and Dunnett tests (P<0.05), for analysis of gene expression, the
Kruskal-Wallis test was performed. The level 150 ppm CuH increased TDM and BBS when compared
to 15 ppm. The supplementation with 80 ppm MnH proved to be efficient for tibia quality. The sulfate
source showed worse means of TDM, SI, BBS, ash and, Cu and Mn contents in tibia than most levels
of hydroxychlorides. By supplying 80 ppm MnH there was observed an increase in macrophage nitric

oxide production and SOD activity and, upregulated the relative expression of the SOD?2 in the liver
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of 35-d-old broilers challenged with E.coli LPS. With high levels. High levels of the hydroxychloride
source upregulated the relative expression of the iINOS. In conclusion, dietary broiler supplementation
with 150 ppm CuH + 80 ppm MnH allowed a to improvement in bone quality, tibia mineral content,
liver SOD activity/expression and NO production/expression. The hydroxychloride source seems to
be more efficient than the sulfate source for bone quality and some parameters of the immune system.
Key words: Bone characteristics, chicken health, hydroxy minerals, lipopolysaccharide, respiratory

burst.

INTRODUCTION

Functional nutrients can be considered a timely subject and attention has been paid on it
aiming at their benefits, especially on animal health and welfare along with the basic nutrients
provided. Research have indicated that supplementation of trace minerals with levels above the
recommended for growth are beneficial to birds (Werman et al., 1995; Paik et al., 1999; Zhao et al.,
2010; Li et al., 2011). optimal trace mineral supplementation levels for growth could be insufficient to
maintain an acceptable immune system response for birds under challenge (Santin et al., 2017).

Minerals represent about 4% of weight of birds and although necessary in lower
concentrations in the body, are extremely important due to their participation in many physiological
processes (Richards et al., 2010). Trace minerals are part of biomolecule structures, important for the
tissue growth and maturation and are cofactors of several enzymes (Silva and Pascoal, 2014).

In this sense, the trace mineral Mn act as a cofactor in the synthesis of mucopolysaccharides
and carbonate, which are essential for bone formation (Swiatkiewicz and Koreleski, 2008; Suttle,
2010). There are several manganese-dependent enzymes including arginase, phosphoenolpyruvate
decarboxylase, glutamine synthetase, as well as Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD) (McDowell,
2003). Meanwhile, copper is important in the initial bone formation since act as a main cofactor of

lysyl oxidase, an important enzyme in the of collagen and elastin synthesis (Rucker et al., 1998), along
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with its importance for the immune (McDowell, 2003) and antioxidant response for being component
of the enzyme superoxide dismutase (Underwood and Suttle, 1999).

Copper and manganese are commercially available in organic, inorganic and recently as
hydroximineral form. Inorganic sources of mineral supplementation are not sufficiently absorbed by
animals (Upadhaya et al., 2016) and are reported to be rapidly dissociated, becoming free to interact
with antagonists (Ward et al., 1996; Upadhaya et al., 2016). The hydroxychlorides of copper
(Intellibond® C) and manganese (Intellibond® M) in broiler nutrition have emerged as an alternative
source of mineral supplementation and are known for their great strength of chemical bonding (Cohen
and Steward, 2012). They can be more stable in diets and gastrintestinal tract and, consequently more
bioavailable for chickens (Perez et al., 2017; Olukosi et al., 2018; Nguyen et al., 2020).

Therefore, it is opportune to study efficient nutritional strategies to meet trace minerals
requirement for broilers health and welfare without causing negative impact on the environment. Thus,
the objective of the present study was to evaluate the effect of different sources and levels of Cu and

Mn on bone, immunological and antioxidant parameters to broilers chickens.

MATERIAL AND METHODS
All procedures described below were previously approved by Animal Use Ethics Committee
from the S&o Paulo State University (Unesp), School of Veterinary Medicine and Animal Science,

Botucatu, under protocol number 0191/2018.
Experimental design and diets

The experiment was conducted in the poultry laboratory at S&o Paulo State University
UNESP, College of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu. A total of 1,920 1-d-old male
Cobb chicks were allocated to eight dietary treatments in a 2x3+2 factorial arrangement. The factors
were two levels of hydroxychloride Cu (15 and 150 ppm) and three levels of hydroxychloride Mn (40,
80, 120 ppm) and two additional treatments that were the controls with sulfate source (15 ppm Cu

sulfate with 80 ppm Mn sulfate and 150 ppm Cu sulfate with 120 ppm Mn sulfate). Each of the eight
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treatments had eight replicates and 30 birds per replicate, filling 64 pens. The levels of mineral
supplementation were determined according to the levels of nutritional requirement proposed by
Rostagno et al. (2011), using recommended levels, above or below the requirement.

The basal diet was formulated based on corn and soybean meal following the
recommendations by Rostagno et al. (2011) in four phases: Pre-starter (d1-d7), starter (d8-d21), grower
(d22-d35), and finisher (d36-d42) (Table 1). The premix was Cu and Mn free. Each level and source
of supplementation of Cu and Mn were included in the basal diet through the replacement of limestone.

Table 1. Ingredients (%) and calculated nutritional levels of the basal diet.

Ingredients, % Pre-starter Starter Grower Finisher
’ (1-7 days) (8-21 days) (22-35 days) (36-42 days)

Corn, 8% 59.06 61.58 64.44 68.75
Soybean Meal, 46% 36.64 33.81 30.31 26.48
Soybean QOil 0.50 1.32 2.31 2.21
Dicalcium Phosphate 1.22 0.87 0.64 0.41
Limestone* 0.95 0.98 0.94 0.87
Salt 0.52 0.48 0.46 0.44
DL-Methionine, 99% 0.340 0.290 0.270 0.250
L-Lysine HCI, 99% 0.320 0.270 0.270 0.300
Premixt 0.200 0.180 0.160 0.120
L-Threonine 98,5% 0.120 0.090 0.080 0.080
Choline Chloride, 60% 0.072 0.063 0.058 0.038
Salinomycin 0.055 0.055 0.055 -
Phitase 500FTU3 0.005 0.005 0.005 0.005
Calculated Levels

AME? kcal/kg 2,964 3,050 3,150 3,200
Crude protein, % 22.39 21.20 19.80 18.40
Calcium, % 0.93 0.84 0.76 0.66
Available Phosphorus, % 0.47 0.40 0.35 0.31
Sodium, % 0.23 0.21 0.20 0.20
Potassio, % 0.87 0.83 0.77 0.71
Chlorine, % 0.42 0.39 0.37 0.37
Lysine dig, % 1.32 1.21 1.13 1.06
Methionine dig, % 0.66 0.60 0.56 0.53
Met+Cys dig, % 0.95 0.88 0.83 0.77
Threonine dig, % 0.86 0.79 0.74 0.69

1Vitamin and trace mineral premix supplied the following per kg of diet: vitamin A, 13,500 Ul; vitamin D3, 3,750 Ul;
vitamin E, 30 Ul; vitamin K3, 3.75 mg; vitamin B1, 3 mg; vitamin B2, 9 mg; pantothenic acid, 18 mg; vitamin B6,
4.5 mg; vitamin, B12 22.5 nug; niacin, 52.5 mg; folic acid, 2.25 mg; Biotin, 0.15 mg; Se, 0.375 mg; Fe, 50 mg; Co, 1
mg; 1, 1 mg; Zn Hydroxychloride, 80 mg, 2 Apparent metabolizable energy, 3Used of the nutritional matrix. *Each
level and source of supplementation of Cu and Mn were included in the basal diet (DB) through the replacement of
limestone.

To achieve the required dietary levels of Cu in control group (15 and 150 ppm) copper sulfate

monohydrate (CSM) 35% was added at the rates of 43 or 429 g/ton, respectively. To achieve the
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required dietary levels of Cu hydroxychloride (15 and 150 ppm) was added 28 or 278 g/ton,
respectively of CuH 54%. To achieve the required dietary levels of Mn in control group (80 or 120
ppm) sulfate monohydrate (MSM) 31% was added at the rates 258 or 387 g/ton, respectively. To
achieve the required dietary levels of Mn hydroxychloride (40, 80 and 120 ppm) was added 89, 179 or

268 g/ton, respectively of MnH 44%.

Feed samples from each treatment and period was analyzed to determine Cu and Mn content

(ppm) using inductively coupled plasma-mass spectroscopy (ICP-MS) (Table 2).

Table 2. Supplementary levels of trace minerals fed to broilers and analyzed levels of Copper and

Manganese (ppm) in the diet by treatment and period.

Treatments Analyzed levels in the diet

Pre-starter Starter Grower Finisher

Mineral Source Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn, Cu, Mn,
ppm  ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

Sulfate? 15 80 13.00 80.64 1425 87.99 19.03 10159 18.09 95.06

Sulfate 150 120 142,15 12595 14250 137.10 132.40 12755 13410 132.84

hydroxychloride? 15 40 16.75 5352 1525 5241 1744 4467 2022 59.14

hydroxychloride 15 80 2200 8210 18.00 9490 16.45 86.71 19.46 85.23

hydroxychloride 15 120 18.75 13485 10.00 137.55 23.08 156.18 18.37 118.08

hydroxychloride 150 40 1489 62.03 160.00 49.12 19840 50.94 14277 57.28

hydroxychloride 150 80  140.75 86.86 151.50 82.17 158.70 96.85 146.42 96.30

hydroxychloride 150 120 14525 131.15 14225 13525 176.1 137.41 147.60 126.33

was used analytical grade copper sulfate monohydrate, 35% - CSM (CuSO4 -H,0) and manganese sulfate monohydrate,
31% — MSM (MnS0O4 -H,0). 2were used Cu Hydroxychloride, (MnH, Selko IntelliBond C®, Trouw Nutrition) and Mn
hydroxychloride (MnH, Selko IntelliBond M®, Trouw Nutrition).

Feeding and management

The experiment was carried out in a poultry house from 1 to 42 days of age. The chicks were
housed in 2 m2 pens on reused wood shavings. Each pen was equipped with a tubular feeder and a
nipple drinking. The initial heating was performed using infrared lamps (250 watts) and at the end of
the 14th day of the experiment, they were removed. The poultry house was equipped with automatic

control of exhaust fans and nebulizers. Timer carried out the light program with 20-watt lamps,



73

obeying the lineage recommendations. Daily, the values of minimum, maximum and instantaneous
temperature and relative humidity, inside the building, were measured using a digital thermo

hygrometer. Mash feed and water were available ad libitum.
Bone parameters

At 42 day of age, after 8-h feed fast 16 broilers per treatment were selected. These broilers
were euthanized by electronarcosis, followed by bleeding, scalding, and plucking. After slaughter and
evisceration, the thighs were separated, identified, weighed, and frozen (-20°C) for further analysis.
As to the Seedor index (SI) analysis, the left thighs were thawed, and the tissue was removed to access
the tibia. Tibia length was measured using digital calipers and weighed using a precision scale (0.01
g). Bone density was evaluated through the Sl, obtained by dividing the weight (mg) by the length
(mm) of the tibia (Seedor, 1991). After the Sl evaluation, bone breaking strength (BBS) of the tibia
was determined using a testing system for Compression EMIC DL (Instron Scientific Equipment Ltda.,
Sé&o Jose dos Pinhais, Brazil) with 300 kN (67,500 Ibf) capacity and ach tibia was supported on a 3.00-
cm span (Almeida Paz et al., 2007).

After BBS analysis, the broken tibias were later used for other measurements. All tibias were
defatted using petroleum ether (P.A.) through Soxhlet extractor. After, the bones were dried at 105°C
for 24 h, placed in a desiccator, and weighted to determine fat-free dry matter. Then, the tibias were
placed in a muffle furnace at 600°C for 6 h and cooled in a desiccator, and the ash weight was recorded.
The percentage of bone ash was obtained using the formula: Ashes (%) = (ashes, g / tibia weight, g) x
100.

Using eight right tibias per treatment, bone densitometry analysis using computed
tomography was performed. The adherent tissue was removed and the bones were taken to the
Veterinary Hospital of FMVZ, Unesp, Botucatu Campus for tomographic images, using a 1-channel
helical tomograph following the protocol 1x1 Na 50kvp 120fov 110x35 and a tissue filter was used to

express the results. After obtaining the tomographic images, densitometric readings were performed
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by digitizing the images and using the computer program ClearClanvas Worksatation 2.0. Then, the
bone mineral density of the tibia of the birds was measured in 5 regions (proximal epiphysis, proximal
metaphysis, diaphysis, distal metaphysis and distal epiphysis). After standardization of the reading
area, bone mineral density values were expressed in a Hounsfield unit (HU) according to the
methodology described by Martinéz Cummer et al. (2006).

Incidence of femoral degeneration (FD) and Black Bone syndrome (BB)

At 42 day of age, after slaughtering, the right femur of 16 birds per treatment was collected
and the head and neck of the bone were subjected to a macroscopic examination to evaluate the FD.
For this, scores from 1 to 5 were assigned. Score 1 corresponded to bones without injury. Score 2 to
injuries where there is no more cartilage on the head of the femur. Score 3 was assigned to injuries
where the head of the femur had no cartilage and it was partially broken. Score 4 corresponded to
lesions where the head of the femur was quite damaged and with partial contour. Score 5 the head of
the femur was totally broken, without recognition of its contour (Almeida Paz et al., 2007).

For BB syndrome 16 thighs per treatment were roasted in an electric oven until internal
temperature reached 90 °C. After roasting, thighs were visually assessed to determine the darkening
of the femur adjacent muscle tissues. Their appearance was scored as score 1: region close to the bone
did not presented any darkening); score 2: region close to the bone slightly darkened, and score 3:

region close to the bone with severe darkening. (Baldo et al., 2013).
Copper and manganese content in tibia

About 100 mg of tibia ash were transferred to the Teflon flask, to which were added 3.0 mL
of nitric acid 14 mol/L and 2.0 mL of hydrogen peroxide 30% m/m, and then heated in a microwave
oven (Provecto Analitica model DGT-100 Plus, Campinas, Brazil) (Rosa et al., 2002). As to the copper
and manganese determinations, a Shimadzu model AA-6800 atomic absorption spectrometer was used

(Neves et al., 2009).
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Challenged with Escherichia coli lipopolysaccharide

At 35 days of age 6 birds per treatment were selected and were subjected to abdominal
inoculation (1 mL/kg) with lipopolysaccharide of Escherichia coli (LPS, Sigma-Aldrich - ref. L2880)
diluted with saline solution 0.9% (1mg/1mL). Subsequently, the respiratory burst, white blood cells

and SOD activity were analyzed.
Respiratory burst assessment of macrophages: NO and H202 production

After 24h of inoculation of LPS, for each 200g of live weight 1 mL of Sephadex G-50 Fine
solution (3.0%) was injected into the abdominal cavity to attract macrophages (Quereshi et al., 1986).
After 24h of Sephadex inoculation, the birds were euthanized and 20 ml of cold RPMI-1640 solution
was inoculated into the peritoneal cavity, shortly after the injected liquid was aspirated and stored in
propylene tubes and identified. The total count of macrophages in the Neubauer chamber was
performed with a trypan blue cell exclusion test. The samples were diluted or concentrated to
standardize with similar cell values (x10° cells). After, it was evaluated the production of nitric oxide
(NO) and hydrogen peroxide (H202).

The macrophages NO production was measured by the colorimetric method, according to
Green et al. (1982) which consists of the combination of 100uL of the supernatant of the test sample
with 100uL of the Griess reagent (Need 0.1% and 1.0% sulfanilamide in 5.0% HsPOa). The readings
were performed in an ELISA microleader at 540 nm. The results were expressed in umoles of NO /
2.0x10° cells, comparing the optical density with the standard NO curve. The hydrogen peroxide test
was based on the principle of the release of hydrogen peroxide by macrophages and the oxidation of

phenol red by H>O>, which is dependent on peroxidase. The protocol was adapted by Pick and Mizel
(1981) and modified by Russo et al. (1989) and the results were expressed in nmoles of H,0 /2.0x10°

cells.
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Enzymatic activity of superoxide dismutase

After 48h of challenge the broilers were euthanized by cervical dislocation and the liver was
collected, immediately immersed in liquid nitrogen and stored at —80°C until enzyme activity
determination. Then, 1g of liver samples was homogenized in 5 ml of 0.05 M phosphate buffer (pH
7.0). The homogenate was centrifuged at 5,000 rpm for 20 min at 4°C. Supernatant was used for SOD
activity and protein content analyses. Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity was assayed
according to Beauchamp and Fridovich (1971), which measures one unit of SOD required inhibiting
50% of nitroblue tetrazolium (NBT). The inhibition of NBT was measured spectrophotometrically
(Abs) at 560 nm. The results were expressed as U.mg pt~'. For this, total protein concentration was
determined by Bradford (1976) method with Coomassie brilliant blue G-250, using bovine serum

albumin as a standard.
White blood cells parameters

As to leukocyte differentiation, blood was collected from the jugular vein 48h after LPS
challenge using a 5 mL syringe and needles 22G. Then, it was transferred to microtubes with EDTA
K3 anticoagulant. The leukocyte differentiation was performed in a blood extension stained with May-
Gruenwald- Giemsa, Wright stain (Weiss and Wardrop, 2010). Differential counting was performed
under a microscope at 100x in immersion oil. One hundred cells were counted to establish the

percentage of each cellular component. The heterophile: lymphocyte relationship was also calculated.
RNA Extraction and Quantitative Real-time PCR Analysis

After 48h of challenge the liver was collected, immediately immersed in liquid nitrogen and
stored at —80°C. The RNA was extracted from a 50 mg sample of liver of 6 birds per treatment (Zhao
et al., 2013). The extraction was performed using the Trizol method with 500 pL of Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) for each sample to disrupt cells and release their contents. The extraction

product was visualized on a 1% agarose gel and quantified using the NanoDrop instrument (ND-1000
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Spectrophotometer). Afterward, samples were treated with DNase, and cDNA synthesis reaction was
set as follows: a mix of oligodT solution (N = 18) 0.75 mM; random oligonucleotides (N = 8) 0.15
mM; 0.75 mM dNTP and 11 ul of RNA treated with DNAse in the previous step, was prepared and
incubated at 65°C for 5 minutes and then placed on ice for 1 minute. To this preparation, 0.5mM DTT,
40U of RNase out and 100U of Super Script 111 were added. The reaction was then incubated at 50°C
for 1 hour and then at 70°C for 15 minutes.

Then, Real-time PCR analysis (RT-PCR) was performed using ABI StepOne Plus system
(Applied Biosystems) and a SYBR Green PCR Master Mix kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).
The primer sequences for the target and reference genes were listed in Table 3. The PCR cycle
parameters were as follows: one cycle at 50°C for 2 minutes, a cycle at 94°C for 10 minutes, followed
by 40 cycles of 94°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. The dissociation curve was obtained as
follows: 95°C for 15 seconds, 60°C for 30 seconds and 95°C for 15 seconds. To calculate the efficiency
for the oligonucleotides used, four dilutions of cDNA samples were made: 1:5, 1:25, 1:125 and 1:625.
The efficiency (E) was calculated using the formula E = 10 (-1/slope). The relative levels of mMRNA
expression were calculated using the 2-AACT method (Pfaffll, 2001), which normalized to the
reference MRNA level of g-actin. Each sample was analyzed in triplicate.

Table 3. Primer sequences for the target and reference genes.

Gene Accession number  Annealing temp (°C) Primer sequence (5’ -3°)
) F: CAACACAGTGCTGTCTGGTGGTA
p-actin X00182 61
R: ATCGTACTCCTGCTTGCTGATCC
F: CAGCTGATTGGGTGTGGAT
iINOS NM_204961 60
R: TTTCTTTGGCCTACGGGTC
F: CACTCTTCCTGACCTGCCTTAC
SOD-2 NM_204211.1 59

R: TAGACGTCCCTGCTCCTTATTA

INOS= Inducible nitric oxide synthase; SOD-2= Manganese-dependent superoxide dismutase
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Statistical analysis

The data was submitted to normally test, and after the data were analyzed by ANOVA at the
P<0.05 level. Significant differences of the 2x3 factorial (CuH: 15, 150 ppm x MnH: 40, 80, 120 ppm)
were determined by Tukey test at 5% of probability. In order to compare the factorial dietary treatment
means with the control’s treatments, the Dunnett test was performed (P<0.05). Relative gene
expression results were compared among treatments using the Kruskal-Wallis test (P<0.05). Gene
expression was presented as fold changes relative to the control 1. The data were analyzed with

Minitab® 18.

RESULTS
There was no significant Cu x Mn interaction on any of the bone response (P>0.05).
However, by evaluating the factors individually with 150 ppm of CuH it observed higher tibia dry
matter (TDM) and bone breaking strength (BBS) for broilers at 42 d-old. Meanwhile with 80 ppm
MnH higher values of SI, BBS and HU were determined (P <0.05). It can be observed that 40 ppm
MnH supplementation level determined the highest ash values, differing from 120 ppm (P=0.03). As
to the mineral sources, the sulfate showed worst means for SI and TDM than most levels of

hydroxychlorides (P <0.05) (Table 4).
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Table 4. Tibia bone quality of broilers with 42 days of age supplemented with different sources and

levels of Cu and Mn.

Treatments SI, mg/mm TDM, % Ash, % BBS, N HU, CT
CuH 15ppm 174.77 48.83P 51.47 44.93P 268.78
CuH 150ppm 178.81 49.542 51.38 46.232 290.30
MnH 40ppm 175.542 49.26 52.042 45,88% 281.47%
MnH 80ppm 182.392 49.28 51.31%® 48.41° 317.15%
MnH 120ppm 172.43° 49.03 50.92° 42.46" 240.01°
CuH 15ppm MnH 40ppm 175.64Y 48.83 51.95% 44.70 279.40
CuH 15ppm MnH 80ppm 180.56Y 48.59% 51.41 48.31 274.33
CuH 15ppm MnH 120ppm 168.09 49.09 51.05 41.78 252.71
CuH 150ppm MnH 40ppm 175.44Y 49.69 52.13% 47.07 283.65
CuH 150ppm MnH 80ppm 184.22%Y 49.97 51.22 48.50 365.00%Y
CuH 150ppm MnH 120ppm 176.77Y 48.96 50.79 43.13 234,42
Control 1 169.85 50.21 50.35° 46.63 251.30
Control 2 160.16 49.78 51.942 41.78 269.32
P - values
CuH 0.156 0.029 0.732 0.049 0.360
MnH 0.016 0.768 0.003 0.021 0.029
CuH vs MnH 0.442 0.153 0.762 0.874 0.144
Control 1 vs all <0.001 0.024 0.005 0.098 0.028
Control 2 vs all <0.001 0.084 0.053 0.098 0.048
Control 1 x control 2 0.115 0.442 0.016 0.100 0.560
CV, % 9.17 3.20 2.93 18.67 57.89

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; SI= Seedor Index; TDM= tibia dry matter; BBS= bone breaking
strength; HU= Hounsfield units by computed tomography (CT) CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate +
80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. #° Means of factors followed by different lowercase
letters differ by Tukey’s test. *Y Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X” differ from control 1

and letter “Y” differ from control 2.

In assessing the incidence of femoral degeneration and black bone syndrome, there was no

difference between levels and sources (P>0.05). The supplementation of 120 ppm of MnH determined

higher concentration of copper in tibia compared to the level of 40 ppm (P<0.01), and 80 ppm MnH

determined higher concentration of Mn in tibia than 40 ppm MnH (P=0.021) (Table 5).
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Table 5. Femoral degeneration, black bone syndrome and mineral content in tibia of broilers with 42

days of age supplemented with different sources and levels of Cu and Mn.

Treatments Total femoral Total black bone Cu in tibia, Mn in tibia,
CuH MnH degeneration score  syndrome score ppm ppm
CuH 15ppm 1.708 1.792 21.46 23.44
CuH 150ppm 1.708 1.646 21.67 23.15
MnH 40ppm 1.843 1.907 20.48° 22.66°
MnH 80ppm 1.500 1.532 22.00° 24.40°
MnH 120ppm 1.781 1.719 22.228 22.822
CuH 15ppm MnH 40ppm 2.062 1.938 20.98% 22.88
CuH 15ppm MnH 80ppm 1.375 1.563 21.85%Y 23.36
CuH 15ppm MnH 120ppm 1.688 1.875 21.56%Y 24.09
CuH 150ppm MnH 40ppm 1.625 1.875 19.98% 22.45
CuH 150ppm MnH 80ppm 1.625 1.500 22.15%Y 25.45%Y
CuH 150ppm MnH 120ppm 1.875 1.563 22.88%Y 21.55
Control 1 2.063 1.625 14.74° 21.72
Control 2 1.500 1.813 18.63% 22.78
P - values
CuH 0.999 0.376 0.714 0.606
MnH 0.397 0.184 0.025 0.021
CuH vs MnH 0.370 0.771 0.246 0.052
Control 1 vs all 0.359 0.551 <0.001 0.002
Control 2 vs all 0.598 0.441 <0.001 0.004
Control 1 vs. control 2 0.128 0.456 <0.001 0.329
CV.% 61.12 35.06 24.47 20.92

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate +
80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. #° Means of factors followed by different
lowercase letters differ by Tukey’s test. X,Y Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X” differ
from control 1 and letter “Y” differ from control 2.

The production of H202 and NO by macrophages were higher when broilers received 150

ppm CuH (P <0.05). The supplementation level of 80 ppm MnH determined higher SOD activity, and

nitric oxide production for broilers. In general, the broilers supplemented with the hydroxychloride

source had higher Enzyme SOD activity, NO and H202 production. (Table 6).
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Table 6. Production of hydrogen peroxide (H202, nmol/2 x 108 cells) and nitric oxide (NO, pmol/2 x

108 cells) by peritoneal macrophages and activity of superoxide dismutase (SOD, U.mg pt™') in the

liver of broilers with 35 days of age supplemented with different sources and levels of Cu and Mn.

Treatments H202, NO, SOD in liver,
nmol/2x108 cells pmol/2x108 cells U.mg pt!
CuH 15ppm 0.1614° 5.240P 10.973
CuH 150ppm 0.23292 6.9042 10.728
MnH 40ppm 0.1969 5.064° 10.281°
MnH 80ppm 0.2077 7.8682 11.7852
MnH 120ppm 0.1869 5.285° 10.495P
CuH 15ppm MnH 40ppm 0.1592 4.343 10.760%
CuH 15ppm MnH 80ppm 0.1764 6.561% 11.639%
CuH 15ppm MnH 120ppm 0.1487 4.737 10.092*
CuH 150ppm MnH 40ppm 0.2348* 5.148 9.802
CuH 150ppm MnH 80ppm 0.2391% 9.179% 11.879%
CuH 150ppm MnH 120ppm 0.2254* 5.834 11.204%
Control 1 0.1504 5.339 8.753b
Control 2 0.1948 5.716 10.136a
P - values
CuH 0.045 0.046 0.628
MnH 0.906 0.032 0.042
CuH vs MnH 0.987 0.830 0.177
Control 1 vs all 0.031 0.040 0.025
Control 2 vs all 0.049 0.048 0.045
CV.% 61.12 35.06 24.47

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate +
80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. a,b Means of factors followed by different
lowercase letters differ by Tukey’s test. X,Y Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X”
differ from control 1 and letter Y™ differ from control 2.

The supplementation 15 of ppm of CuH along with 40 ppm of MnH determined lower

basophil count compared to sulfate source in LPS challenged chickens. Broilers chickens that received

40 ppm MnH had lower basophil counts (Table 7).
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Table 7. White blood cells parameters with broilers challenged with Escherichia coli

lipopolysaccharide of broilers with 35 days of age supplemented with different sources and levels of

Cu and Mn.
Treatments Het,% Lymp,% Eosin,% Mono, % Baso,% LT, mm?3 H:L
CuH 15ppm 42.92 40.47 5.16 5.33 5.85 18083 1.177
CuH 150ppm 41.28 43.02 5.47 5.14 5.16 17583 1.075
MnH 40ppm 42.71 42.87 5.20 5.29 3.54° 18625 1.090
MnH 80ppm 41.58 41.41 6.00 4.58 6.452 17500 1.128
MnH 120ppm  42.00 40.96 4.74 5.83 6.532 17375 1.161
CuH 15ppm MnH 40ppm 42.92 42.17 5.58 5.92 2.58xy 19500 1.069
CuH 15ppm  MnH 80ppm  41.42 41.08 5.50 4.58 7.33 17917 1.087
CuH 15ppm MnH 120ppm  44.42 38.17 441 5.50 7.66 16833 1.375
CuH 150ppm  MnH 40ppm  42.50 43.58 4.83 4.66 450 17750 1.110
CuH 150ppm  MnH 80ppm 41.75 41.75 6.50 4.58 5.58 17083 1.169
CuH 150ppm  MnH 120ppm  39.58 43.75 5.08 6.17 5.41 17917 0.947
Control 1 41.50 40.75 5.50 7.33 491 15417 1.120
Control 2 44.58 39.67 5.58 5.66 4.50 16333 1.165

P values

CuH 0.435 0.275 0.729 0.813 0.411 0.714 0.468
MnH 0.906 0.782 0.504 0.463 0.006 0.711 0.916
CuH vs MnH 0.553 0.650 0.689 0.627 0.094 0.687 0.259
Control 1 vs all 0.755 0.275 0.225 0.109 0.551 0.165 0.178
Control 2 vs all 0.555 0.200 0.390 0.445 0.559 0.198 0.188
CV, % 19.47 22.77 68.04 63.63 68.52 31.71 47.85

CuH= Cu Hydroxychloride; MnH= Mn Hydroxychloride; CV= coefficient of variation. Control 1= 15 ppm Cu sulfate +
80 ppm Mn sulfate; Control 2= 150 ppm Cu sulfate + 120 ppm Mn sulfate. a,b Means of factors followed by different
lowercase letters differ by Tukey’s test. X,Y Controls were tested by Dunnett's test and means followed by letter “X”
differ from control 1 and letter “Y” differ from control 2.

All gene expression analysis results are presented as fold changes compared to the control 1

(15 ppm CSM + 80 ppm MSM) (Figure 1). Expression of iNOS in the liver was upregulated in birds

that received the 80 ppm MnH with 15 or 150 ppm CuH and 40 ppm MnH+150 ppm CuH than other

treatments. Expression of SOD-2 in the liver was upregulated in birds that received the 80 ppm MnH

with 15 or 150 ppm CuH and 120 ppm MnH + 150 ppm CuH. Birds fed diets supplemented with high

levels of manganese from the hydroxychloride source determined upregulation of SOD-2 in the liver.

The sulfate source determined downregulation of the INOS and SOD-2 genes when compared to most

treatments using the hydroxychloride source.
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Figure 1. iINOS (a) and SOD-2 (b) relative gene expression in liver of broiler chickens with 35 days
of age supplemented with different sources and levels of Cu and Mn and challenged with Escherichia
coli lipopolysaccharide. Tissue samples were collected of six birds per treatment and analysed using
gRT-PCR normalized against B-actin (housekeeping gene) expression. Data are presented as fold
changes compared to control 1 treatment (dotted line) (n = 6). *An asterisk indicates that the bars differ

significantly from the control 1treatment at P < 0.05 by Kruskal-Wallis test.

DISCUSSION
Este estudo foi conduzido com a hipotese de que a substituicdo da fonte sulfato pela fonte
hidroxicloreto pode melhorar a qualidade 6ssea e a salde de frangos de corte por ser uma fonte mais

biodisponivel.
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A inclusdo dietética de fontes hidroxicloreto de cobre e manganés determinou melhores
resultados para a qualidade @ssea, sistema imunoldgico e antioxidante dos frangos de corte.
Especialmente, com o nivel 80 ppm MnH + 150 ppm CuH foi possivel melhorar a qualidade das tibias
das aves. Com 80 ppm MnH também foi possivel aumentar a producdo de 6xido nitrico pelos
macrofagos e atividade SOD hepatica além da maior expressao relativa dos genes SOD2 e iNOS dos
frangos desafiados com LPS de E.coli.

Com maiores valores de Cu suplementados na racéo € possivel que ocorra maior estimulo da
lisil oxidase, enzima que atua na formacdao das ligacGes cruzadas de colageno e elastina, ao adicionar
um grupo hidroxila com a lisina, conferindo rigidez e elasticidade aos tecidos (Richards et al., 2010).
Dessa forma, indiretamente o cobre promove maior resisténcia dos 0ssos por ser cofator dessa enzima
(McDowell, 2003). O aumento da matéria seca das tibias dos frangos quando altos niveis de Cu foram
utilizados pode ter ocorrido pela maior sintese e maturacao de colageno e elastina por a¢éo da enzima
lisil oxidase, ja que ndo houve diferenca para o teor de cinzas. Além disso, foi encontrado maior
resisténcia 6ssea (BBS) com o nivel 150 ppm de CuH, comprovando esse possivel aumento na sintese
de colageno e elastina que ird conferir elasticidade e rigidez dos 0ssos. Segundo Rucker et al. (1998)
e Dibner et al. (2007) o cobre esta entre os minerais considerados essenciais para o0 desenvolvimento
dos 0ssos nas aves, principalmente por favorecer o crescimento e a resisténcia 6ssea.

A suplementacdo de manganés com a fonte hidroxicloreto no nivel de 80 ppm favoreceu a
qualidade dos 0ssos. Esse nivel esta proximo ao recomendado por Rostagno et al. (2017), de 70 ppm,
e pelo NRC (1994) de 60 ppm, sendo assim esta suprindo as exigéncias nutricionais dos frangos. Gajula
et al. (2011) afirmaram que o Mn no nivel de 60 ppm, seria suficiente para o desempenho dos frangos
e dos pardmetros 6sseos. Foi possivel constatar que a adi¢cdo de 80 ppm de Mn hidroxicloreto resultou
no aumento da densidade mineral 6ssea medida pela escala Hounsfilde nos ossos da tibia dos frangos

com relacdo a fonte sulfato, fato este que também foi constatado no indice de Seedor.
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Altos niveis de manganés ndo foram benéficos para a qualidade das tibias dos frangos de corte.
Niveis de Mn acima da exigéncia podem prejudicar a qualidade das tibias (Gajula et al., 2011) e a
absorcdo de outros minerais importantes para 0s 0Ss0S como 0O zinco, por competirem no trato
gastrintestinal pelos mesmaos sitios de absorcéo (Cozzolino, 1997). Além disso, a suplementagdo com
niveis acima da exigéncia ndo foi capaz de aumentar a concentracdo desse mineral nas tibias, desse
modo, ha um limite para a deposicdo 6ssea de Mn, ou seja, mesmo que aumente o nivel da
suplementacdo ndo ha aumento da deposicao.

O nivel de suplementacdo do MnH de 40 ppm, ndo determinou bons resultados para o indice
de Seedor (SI) e o contetdo de Cu e Mn nas tibias foi baixo quando comparado com os demais
trtamentos. A suplementacdo da racdo de frangos de corte com baixos niveis de Mn ha aumento da
incidéncia de osteoblastos danificados, membrana externa mitocondrial incompleta e membrana
nuclear encolhida (Liu et al., 2015). Com reducdo dos osteoblastos viaveis a formacdo 6ssea fica
comprometida bem como a densidade mineral dssea, expresso pelo menor indice de Seedor. Liu et al.
(2015) verificaram que com a suplementacdo de 40 ppm de Mn as tibias apresentaram menor
comprimento em relacéo ao grupo que foi suplementado com 60 ppm.

Por se tratar de uma fonte mineral mais recente, ha poucos estudos utilizando os
hidroxicloretos na avicultura, principalmente sobre a interacdo do cobre com 0 manganés. De maneira
geral, no presente estudo foi verificado que os frangos suplementados com a fonte sulfato
determinaram menores valores do indice de Seedor, densitometria 6ssea, materia seca, teor de cinzas
e conteudo de cobre e manganés nas tibias, quando comparados os hidroxicloretos. Isso pode ser
explicado pelo fato que essa fonte é conhecida por ser mais biodisponivel (Miles et al., 1998; Luo et
al., 2005; Lu et al., 2010; Cohen and Steward, 2012; Olukosi et al., 2018). Em especial o tratamento
150 ppm de CuH + 80 ppm MnH determinou melhores resultados para os frangos de corte na avaliagéo

Ossea.
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Os menores niveis de Mn da fonte hidroxicloreto foram suficientes para que igualasse aos
resultados observados com o nivel mais elevado de Mn da fonte sulfato. Isso mostra que 0s
hidroxicloretos possuem mais estabilidade nas ragdes e formam menos reagdes antagonistas no sistema
digestivo (Luo et al., 2005). Sendo assim, a fonte hidroxicloreto pode ser utilizada com niveis menores
que a fonte sulfato sem efeito negativo nos parametros 6sseos dos frangos de corte (M’Sadeq et al.,
2018).

As maiores concentracdes de Mn podem gerar interacdes antagonicas dentro dos enterdcitos
levando a menor deposicdo do Cu nas tibias (Cozzolino et al., 1997). O cobre e 0 manganés sdo ions
com carga semelhantes e, na absor¢do passiva, sofrem reacdes antagonicas por competirem por sitios
semelhantes (Silva and Pascoal, 2014).

A degeneracdo femoral (FD) e da sindrome do o0sso negro (BB) estdo relacionadas com
patologias locomotoras dos frangos e a reducdo da incidéncia dessas anomalias sdo de grande interesse
para as industrias, pois problemas locomotores resultam em pior desempenho e comprometem o bem-
estar das aves (Almeida Paz et al., 2009). Os escores da FD e da BB sindrome ficaram proximos aos
valores aceitaveis nas aves de todos os tratamentos. 1sso pode ser explicado pois ndo houve nenhuma
dieta com total deficiéncia de cobre e manganés e também ndo houve valores extremamente baixos
para a densidade mineral 6ssea e indice de Seedor, ja que isso € um fator predisponente ao
aparecimento da FD e BB (Korver, 2010).

Os macrofagos produzem o6xido nitrico (NO) em resposta a estimulos inflamatérios, por
regulacdo positiva da atividade da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) (Schat et al., 2014). A NOS
oxida o aminodcido arginina em NO e citrulina enquanto que a enzima arginase (dependente de
manganés) converte a arginina em ornitina e ureia (Schat et al., 2014). Ha relacdo de competigdo entre
a arginase e a NOS, pois o substrato de ambas é comum (Prabhakar et al., 1997). Os frangos
suplementados com o nivel 80 ppm de Mn da fonte hidroxicloreto apresentaram maior valor de

producdo do NO pelos macrdfagos e atividade da SOD hepatica. 1sso mostra que a suplementagdo com
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altos niveis de Mn pode limitar a acdo da NOS, enquanto 40 ppm foi deficiente ao sistema da ave.
Diante disso, com o nivel 80 ppm de Mn € possivel induzir a uma boa resposta imunologica e
antioxidante. O nivel de 80 ppm de MnH ¢é o nivel e a fonte interessante com efeito imunoestimulante
nas aves (Zhang et al., 2020).

O nivel 150 ppm de CuH conferiu em maior producdo de H202. O cobre atua na imunidade
celular e humoral (Prohaska e Failla, 1993), atividade de superoxido dismutase (Jones e Suttle, 1981,
Stabel e Spears, 1990, Gengelbach et al., 1997), proliferacdo de células T, producédo de citocinas e
producdo de anticorpos (Stabel e Spears, 1990).

A suplementacdo da racdo de frangos de corte desafiados com LPS utilizando a fonte
hidroxicloreto de Mn é capaz de aumentar a atividade da SOD do figado de frangos em comparacao a
fonte sulfato (Perez et al., 2017), principalmente ao utilizar o nivel 80 ppm MnH. Zheng et al. (2018)
relataram que a fonte hidroxicloreto aumentou a atividade da SOD no soro de suinos na fase de
terminacéo.

A maior biodisponibilidade da fonte hidroxicloreto pode explicar o aumento da atividade da
SOD do que os sulfatos (Perez et al., 2017; Zheng et al., 2018). As ligacGes covalentes dos
hidroxicloretos sdo mais fortes que as ligacdes i6nicas dos sulfatos e por isso melhoram a estabilidade
dos componentes das racoes e a biodisponibilidade dos minerais (Cohen and Steward, 2012). Miles et
al. (1998) e Lu et al. (2010) verificaram que os hidroxicloretos foram menos reativos na racdo e mais
biodisponiveis do que outras formas inorganicas.

Os frangos que receberam 40 ppm de MnH obtiveram menores valores de baséfilos. Apesar
da acdo dos basofilos ainda ndo ser totalmente elucidada em frangos, essas células apresentam
participacdo no processo inflamatorio pela liberacdo do mediador inflamatorio histamina e pela
fagocitose dos patogenos (Macari et al., 2002). Sendo assim, o aumento dos basoéfilos ocorre em

processos infecciosos (Weiss and Wardrop, 2010). Esse nivel também produziu menos 6xido nitrico
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pelos macréfagos durante o Burst respiratorio. Dessa forma, pode ser considerado um nivel ineficiente
para o sistema imune.

Os frangos suplementados com 15 ppm de CuH com 80 ou 120 ppm de MnH determinaram
maiores valores de basofilos. Com esses niveis de suplementacfes pode ocorrer maior producéo dessas
células para auxiliar no processo inflamatério ocorrido pela administracdo do LPS de E. coli na
cavidade abdominal.

O cobre, 0 manganés e a fonte utilizada foram capazes de regular a expressdo génica nas aves
desafiadas com LPS E.coli. Com o uso da fonte sulfato, quando comparado os mesmos niveis da fonte
hidroxicloreto, os frangos determinaram menor expressao relativa dos genes SOD2 e iNOS mostrando
que por ser mais biodisponivel (Miles et al., 1998; Lu et al., 2010 ¢ M’Sadeq et al., 2018) 0s
hidroxicloretos sdo capazes de regular positivamente tanto a expressdo génica como a
producdo/atividade da SOD e iNOS.

Perez et al. (2017) também verificaram que quantidades maiores da suplementacdo de
frangos de corte com manganés e zinco utilizando a fonte hidroxicloreto, em comparacdo com a fonte
sulfato, aumentou a expressao relativa da SOD, IL-1 e catelicidinas e atividade da SOD.

Em especial, utilizando 80 ppm de MnH ¢é possivel melhorar a depuracédo de radicais livres
principalmente durante processos infecciosos, melhorando a satde desses animais frente a desafios.
Com o uso da fonte hidroxicloreto também foi determinado possivel efeito imunoestimulante,
especialmente quando os frangos foram suplementados com altos niveis de MnH com 15 ou 150 ppm
CuH.

Semelhante a este estudo, Li et al. (2004) determinaram que com 0 aumento da
suplementacdo de Mn h& aumento da expressao relativa da SOD2 nas células cardiacas dos frangos de
corte (LI etal., 2004). Goel et al. (2013) determinaram maior expresséo relativa de genes relacionados
a imunidade celular, como IL-12 e 0 gene iINOS em pintainhos submetidos a nutri¢do in ovo com

cobre.
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Com base nessas observacdes pode-se concluir que com a suplementacdo das racdes para
frangos de corte com o nivel 150 ppm de cobre e 80 ppm de manganés, da fonte hidroxicloreto, ha
melhora na qualidade 6ssea, aumento da producédo de 6xido nitrico pelos macréfagos durante o burst
respiratorio e da atividade da SOD hepatica. Além disso, a suplementacdo com a fonte hidroxicloreto
apresenta ser uma fonte promissora para melhorar o desempenho e a saude dos frangos de corte,

podendo ser utilizada em substituicao a fonte sulfato com grandes beneficios a satde dos frangos.
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IMPLICACOES

Apesar das fontes inorganicas de suplementacdo mineral serem as mais utilizadas na
alimentacdo de frangos de corte ela sdo menos biodisponivel e com isso ha aumento do impacto
ambiental, j& que os minerais nas excretas ndo sdo degradaveis.

Sabemos que na producao de frangos ha desafios gerados pelo sistema intensivo de criacdo
e isso faz com que haja mudanca na exigéncia nutricional dos animais. A definicdo de niveis adequados
as aves principalmente em momentos de desafio é de extrema importancia.

Para contornar esses problemas, a fonte hidroxicloreto surgiu como alternativa ja que possui
alta biodisponibilidade. Entretanto, por ser uma fonte mais recente produzida, niveis ideais de
suplementacdo mineral devem ser estudados para garantir alta produtividade e manutencéo da saude
dos frangos.

No presente estudo, para avaliar a biodisponibilidade das diferentes fontes de suplementacéo
mineral foi adotado o método da absorcdo mineral aparente do contetdo ileal das aves, através de um
marcador de digestibilidade. Para obtencdo de resultados mais precisos, o ideal era utilizar gaiolas
metabdlicas de plastico ou livres de metais para evitar contaminacdo mineral das amostras. Devido a
auséncia dessa estrutura nas instalacdes, o metodo de absorcdo mineral aparente foi empregado.

Na literatura € relatada que a suplementacdo com valores acima de 125 ppm de cobre tem
efeito promotor de crescimento nas aves. Isso acontece principalmente pela acdo bactericida do cobre.
Entretanto, a auséncia de desafios pode diluir esse efeito. No presente estudo, na avaliacdo do
desempenho produtivo ndao houve desafio sanitario e possivelmente, por esse motivo, s6 foi encontrado
diferenca estatistica na conversdo alimentar (CA). Mesmo assim, niveis elevados de cobre obtiveram
melhores valores de CA do que o baixo nivel. Apesar da auséncia de efeito para ganho de peso dos
frangos, foi visivel maior rendimento de peito das aves com niveis elevados de cobre.

Para a suplementacdo de manganés esperava-se que niveis acima da exigéncia fosse capaz de
melhorar a qualidade 6ssea dos frangos de corte. Entretanto, o nivel 80 ppm que é o nivel mais proximo
do indicado nas tabelas de Rostagno (2017) foi ideal para essa avaliacdo e demais pardmetros
mensurados.

Para o desempenho, o melhor nivel de suplementacédo para os frangos de corte € de 150 ppm
de Cobre hidroxicloreto (CuH) com 40 ou 80 ppm de Mn Hidroxicloreto (MnH). Entretanto, avaliando
os demais parametros (6sseos e de salde) a recomendacdo de suplementacdo mineral para obter

melhores resultados é utilizando o nivel 150 CuH + 80 ppm MnH.
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A fonte hidroxicloreto demonstrou ser mais interessante como fonte de suplementagéo
mineral para frangos de corte. De maneira geral, 0s mesmos niveis de suplementacao mineral da fonte
sulfato ndo foram capazes de trazer beneficios a salide e caracteristicas 6sseas quando comparado com
0s mesmos niveis da fonte hidroxicloreto.

A avaliacdo da microbiota intestinal € uma avaliacdo interessante para ser utilizada em
trabalhos futuros utilizando niveis diferentes fontes e niveis de cobre, ja que esse mineral demostrou

ter uma relagdo na modulacéo da microbiota intestinal.



