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RESUMO GERAL

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

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

recomendado quando usado as fontes hidroxicloretos.



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

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

possiveis biomarcadores.

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



ABSTRACT

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

superdosagem de vacina contra coccidiose.

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.  Minerais Hidroxicloretos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2. Cobre (Cu)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

melhorando a absor¢do de nutrientes por consequéncia.

1.3. Manganés (Mn)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

mucopolissacarideos.

1.4.  Zinco (Zn)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.5. Protéomica aplicada na avicultura

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

especialmente as aves.

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

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

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

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

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

O Capitulo 111 foi intitulado “PERFIL METALOPROTEOMICO DE PLASMA DE

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

O Capitulo IV foi intitulado “PERFIL METALOPROTEOMICO DE FIGADO DE
FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NIVEIS DE
COBRE, MANGANES E ZINCO” e adequado de acordo com as normas estabelecidas pelo
periodico cientifico British Poultry Science.
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CAPITULO II
SUPLEMENTAQAO DE COBRE, ZINCO E MANGANES SOBRE O
DESEMPENHO E RENDIMENTO DE PARTES DE FRANGOS DE CORTE
DESAFIADOS COM COCCIDIOSE
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Resumo: A suplementacdo de microminerais é indispensavel para atender as exigéncias
de frangos de corte. Os hidroximinerais representam a terceira geracdo da suplementacéo
mineral devido suas caracteristicas quimicas diferenciadas das fontes usuais que trazem
beneficios sobre os pardmetros de desempenho e salde das aves. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar diferentes fontes e niveis de microminerais Cobre (Cu), Zinco (Zn) e
Manganés (Mn), bem como o potencial microbriano de Cu em dieta de frangos de corte
desafiados com overdose de vacina contra coccidiose. Para isso, 1080 pintos (COBB 500)
de 1 dia de idade foram alojados em 4 tratamentos experimentais (Controle +: 15, 80 e 80
ppm de Cu, Mn e Zn na forma sulfato e adicdo do antimicrobiano melhorador de
crescimento Avilamicina - 50 mg/kg de racao; Controle —: 15, 80 e 80 ppm de Cu, Mn e
Zn na forma sulfato; Baixo HCM (15, 40 e 40 ppm de Cu, Mn e Zn na forma
hidroxicloreto mineral e Alto HCM: 15, 80, 80 ppm de Cu, Mn e Zn na forma
hidroxicloreto mineral), avaliando fontes sulfato e hidroxicloreto em diferentes niveis de
Cu, Zn e Mn sobre os parametros de desempenho e rendimento de partes. Ndo houve
efeito de fonte e suplementacdo dos minerais suplementados sobre o desempenho e
rendimento de partes. Sendo assim, € possivel concluir que as fontes hidroxicloretos
minerais podem ser suplementadas 50% abaixo do recomendado pelos manuais de
linhagem, sem comprometer o desempenho ou rendimento de partes, mesmo quando ha

presenca de aditivo melhorador de desempenho.

Palavras Chave: frangos de corte, hidroxicloretos, microminerais, nutrigéo,

performance.
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INTRODUCAO

Os minerais desempenham uma série de funcGes bioquimicas que permitem o
bom funcionamento do organismo animal, garantindo suporte estrutural, fisioldgico,
regulatério e catalitico (SUTTLE,2010).

Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Manganés (Mn) estdo presentes em ingredientes
comumente utilizados em dietas para aves, principalmente milho e soja, porém estdo em
pequenas concentracdes e, suas quantidades dependem de alguns fatores como genétipo
e estagio de maturidade da planta, solo e do clima (SUTTLE, 2010).

Inicialmente, a suplementacdo desses microminerais em dietas de aves para
atender as exigéncias nutricionais se deu amplamente com as formas inorganicas (6xidos
e sulfatos) principalmente pelo custo-beneficio. No entanto, estes possuem alta
capacidade reativa, com minerais e outros nutrientes, reduzindo sua biodisponibilidade.
Ja 0s minerais organicos, apesar de serem menos reativos e mais biodisponiveis em
relacdo as fontes inorganicas, apresentam alto custo que muitas vezes inviabilizam o uso
em producgdes comerciais (RAMIREZ et al., 2022).

Recentemente, surgiram os hidroxicloretos que passaram a representar nova
fonte de suplementacdo de microminerais em dietas de aves, incluindo o Cu, Zn e Mn.
Os hidroxicloretos possuem uma estrutura cristalizada em que o metal esta associado a
varios grupos hidroxi e de cloretos por ligacfes covalentes (LEISURE et al, 2014). Tais
ligacGes sdo fortes o suficiente para evitar a formacdo de complexos insollveis e, ao
mesmo tempo, fracas o suficiente que permitem a liberacdo do mineral no intestino
garantindo maior biodisponibilidade (COHEN & STWEARD, 2014; CALDEIRA et al.,

2019).
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Em frangos de corte Olukosi et al. (2018) constataram que os minerais Cu e Zn
na forma hidroxicloretos minerais proporcionaram melhor eficiéncia alimentar e
rendimento de peito em comparacdo a fonte sulfato.

Yuetal. (2021) também observaram que o Zn na forma hidroximineral melhorou
0 ganho de peso e a conversdo alimentar de frangos de corte em comparacdo a fonte
sulfato, além de melhorar em 10% a biodisponibilidade do mineral.

Esses microminerais sdo conhecidos por acabarem modulando direta ou
indiretamente a salde da microbiota intestinal, o metabolismo e o desempenho. Alguns
produtores suplementam dietas de aves com niveis acima do recomendado (niveis supra
nutricionais) por guias nutricionais e manuais de linhagem (acima de 125 mg/kg) a fim
de melhorar os parametros de saude intestinal. Cobre, Zn e Mn sdo 0s microminerais mais
estudados nesse sentido, podendo agir diretamente sobre o patdgeno ou indiretamente
através do efeito antimicrobiol6gico ou imunomodulatério (PIERCE et al., 2009; AO &
PIERCE, 2013).

Bortoluzzi et al. (2020) afirmaram que a suplementacdo de Cu, Zn e Mn em
niveis acima dos regulares recomendados para frangos de corte podem neutralizar os
efeitos negativos de coccidiose sobre os parametros de desempenho e status de saude das
aves.

As concentracdes desses minerais sdo alteradas no corpo dos frangos de corte
qguando as aves estdo sob desafio, indicando mobilizacdo desses elementos em
determinados locais do organismo e acdo imunomoduladora. No entanto, a forma quimica
e 0s niveis suplementados desses microminerais podem alterar a efetividade da resposta
imunoldgica (BORTOLUZZI et al., 2020).

O Zn, na forma organica em comparacdo com a forma inorganica, aumenta a

expressao de genes anti-inflamatérios e reduz a expressao dos indutores inflamatorios,
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além de reduzir a permeabilidade do Iimen intestinal em frangos de corte desafiados com
coccidiose (PRASAD et al., 2011; BORTOLUZZI et al., 2019).

Ja o Cu é usado de forma profilatico para melhorar o desempenho e as vezes,
como substituto aos antimicrobianos devido a acdo positiva no status de satde do trato
gastrintestinal (BROOM et al., 2021). Klasing e Nazipipour (2010) a0 compararem o
nivel de 150 ppm de Cu na forma sulfato e hidroximineral observaram que a fonte
hidroximineral possui efeito bacteriostatico contra Escherichia coli, atribuindo tal efeito
ainfluéncia do Cu em alterar o pH intestinal e estimular enzimas com funcdes de protecédo
as celulas e acdo imunoldgica, justamente pela fonte apresentar-se mais biodisponivel.

O Mn melhora a imunidade direta ou indiretamente por dar suporte a fatores
imunomodeladores, como as enzimas do sistema antioxidante associadas as respostas
causadas por fatores inflamat6rios como a coccidiose (KIDD, 2004). A suplementacédo de
Mn também esta associada em aumentar a altura dos vilos, reducdo da permeabilidade
intestinal por aumentar a expressdo de genes de ligacdo entre as células intestinais e
alterar a microbiota intestinal favorecendo micro-organismos benéficos em detrimento
dos micro-organismos nocivos (ZHANG et a., 2020).

Desse modo, em virtude a essencialidade desses microminerais para a nutricdo
de aves e sua importancia no combate a patdgenos, esta pesquisa teve o objetivo avaliar
o0 potencial do Cu como promotor de crescimento, o efeito da fonte (hidroxicloretos
mineral vs sulfato) e niveis de Cu, Zn e Mn sobre o desempenho e rendimento de partes

de frangos de corte desafiados com overdose de vacina contra coccidiose.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos executados nessa pesquisa foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais — CEUA/FMVZ, processo n°

0033/2020.

Aves, Dietas e Tratamentos Experimentais

Foram utilizados 1.080 frangos de corte (Cobb 500) de um dia de idade criados
em galpdo com piso de concreto coberto com cama de maravalha. O galpdo foi dividido
em boxes de 2m?2 cada (15 frangos/m?). Cada box foi equipado com comedouro tubular e
bebedouros tipo nipple (5 bebedouros/box).

Os frangos foram distribuidos casualmente em quatro tratamentos experimentais
com 9 repeticbes e 30 aves/repeticdo. Os tratamentos experimentais consistiam em
Controle + (15, 80 e 80 ppm de Cu, Mn e Zn na forma sulfato e adicdo do promotor de
crescimento Avilamicina - 50 mg/kg de racédo); Controle — (15, 80 e 80 ppm de Cu, Mn e
Zn na forma sulfato); Baixo HCM (15, 40 e 40 ppm de Cu, Mn e Zn na forma
hidroxicloreto mineral) e Alto HCM (15, 80, 80 ppm de Cu, Mn e Zn na forma
hidroxicloreto mineral), conforme demonstra Tabela 1.

As dietas foram isoproteicas e isoenergéticas formuladas a base de milho e farelo
de soja seguindo as recomendac6es de Rostagno et al. (2017), diferindo apenas nos niveis
dos minerais avaliados (conforme Tabela 1), adicionados no momento da fabricacdo da
racdo em substituicdo ao ingrediente inerte (veiculo). O fornecimento da racdo e agua
foram ad libitum durante os 42 dias de criacdo. A determinacgdo dos niveis de Cu, Mn e

Zn definidos como controle foi a partir da recomendagdo dos niveis nutricionais do
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manual da linhagem Cobb 500. A composicao e 0s niveis nutricionais das fases das dietas
experimentais estdo apresentados na Tabela 2, com excecdo dos niveis dos minerais
testados.

Tabela 1. Niveis de suplementacdo (mg/kg) e fontes de Cu, Mn e Zn em dietas
experimentais de frangos de corte

Sulfato Hidroxicloreto
Tratamentos AMD cu Mn Zn cu Mn Zn
Controle + + 15 80 80
Controle - - 15 80 80
Baixo HCM - 15 40 40
Alto HCM - 15 80 80

Controle + = 15 ppm de Cu na forma sulfato + 80 ppm de Mn na forma sulfato + 80 ppm
de Zn na forma sulfato + Avilamicina (50mg/kg de racdo); Controle - = 15 ppm de Cu na
forma sulfato + 80 ppm de Mn na forma sulfato + 80 ppm de Zn na forma sulfato; Baixo
HCM = 15 ppm de Cu na forma hidroxicloreto + 80 ppm de Mn na forma hidroxicloreto
+80 ppm de Zn na forma hidroxicloreto; Alto HCM = 15 ppm de Cu na forma
hidroxicloreto + 40 ppm de Mn na forma hidroxicloreto +40 ppm de Zn na forma
hidroxicloretos.

AMD = aditivo melhorador de desempenho.

Tabela 2. Ingredientes (kg) e composicao nutricional (por quilo de racdo) das dietas
experimentais

Pré Inicial Inicial  Crescimento Final
Milho, fuba 510,12 530,42 602,74 661,93
Farelo de Soja 46% 424,39 401,10 329,24 275,41
Oleo de Soja 26,78 3306 35,44 32,22
Fosfato Bicalcico 18,44% 13,51 10,97 8,73 7,97
Calcério 38,42% 10,96 10,54 10,26 10,02
Sal Comum 5,17 4,92 4,81 4,44
DL-Metionina 99% 3,17 3,08 2,66 2,30
L-Lisina 99% 1,48 1,69 2,11 2,34
Premix Vitaminico e Mineral* 2,00 1,80 1,60 1,20
L-Treonina 98,5% 0,67 0,72 0,74 0,70
Cloreto de Colina 60% 0,72 0,63 0,58 0,38
Avilamicina3 0,25 0,25 0,25 -
Fitase 10000 FTU 0,05 0,05 0,05 0,05

Sulfato de Manganés - - - -
Sulfato de Cobre - - - -
Sulfato de Zinco - - - -
Manganés Hidroximineral - - - -
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Cobre Hidroximineral - - - -
Zinco Hidroximineral - - - -

Inerte 0,45 0,45 0,45 0,67
Niveis Nutricionais

Energia Metabolizavel (kCal) 2.980 3.050 3.150 3.200
Proteina Bruta (%) 24,20 23,31 20,60 18,60
Extrato Etéreo (%) 5,30 5,96 6,38 6,22
Fibra Bruta (%) 3,72 3,62 3,36 3,17
Matéria Mineral (%) 5,97 5,58 5,04 4,67
Célcio (%) 0,98 0,90 0,82 0,78
Fosforo Disponivel (%) 0,50 0,45 0,40 0,38
Sédio (%) 0,22 0,21 0,21 0,19
Colina (%) 1,75 1,65 1,48 1,26
Metionina Digest.(%) 0,66 0,64 0,57 0,50
Lisina Digest.(%) 1,31 1,27 1,26 1,02
Metionina + Cistina (%) 0,97 0,94 0,83 0,75
Treonina (%) 0,27 0,26 0,74 0,67

12 Fase Pré Inicial: Premix mineral (por quilo de rag&o): Ferro min. 125,0 mg, lodo min.
2,5 mg, Selénio min. 0,750 mg; Premix vitaminico (por quilo de ra¢&o): Vitamina A min.
18.750,0 Ul, Vitamina D3 min. 4.750,0 Ul, Vitamina E min. 70,0 Ul, Vitamina K3 min.
3,76 mg, Vitamina B1 min. 5,0 mg, Vitamina B2 min. 12,5 mg, Vitamina B6 min. 7,2
mg, Vitamina B12 min. 0,03 mcg, Acido Félico min. 1,75 mg, Acido de Calcio min. 25,0
mg, Biotina min. 0,176 mg, Niacina min. 75,0 mg. Fase Inicial: Premix Mineral (por
quilo de racdo): Ferro min. 112,500 mg; lodo min. 2,250 mg; Selénio min. 0,675 mg;
Premix vitaminico (por quilo de racdo):Vit. A min. 16.875,000 Ul; Vit. D3 min.
4.275,000 Ul; Vit. E min. 63,000 Ul; Vit. K3 min. 3,384 mg; Vit. B1 min. 4,500 mg;
Vit. B2 min. 11,250 mg; Vit. B6 min. 6,480 mg; Vit. B12 min. 0,027 mcg; Niacina min.
67,500 mg; Ac. Pantoténico min. 0,0225 mg; Ac. Félico min. 1,575 mg; Biotina min.
0,1584 mg; B.H.T. 27,000 mg. Fase Crescimento: Premix Mineral (por quilo de racéo):
Ferro min. 100,000 mg; lodo min. 2,000 mg; Selénio min. 0,600 mg; Premix Vitaminico
(por quilo de racdo): Vit. A min. 15.000,000 Ul; Vit. D3 min. 3.800,000 Ul; Vit. E min.
56,000 Ul; Vit. K3 min. 3,008 mg; Vit. B1 min. 4,000 mg; Vit. B2 min. 10,000 mg;
Vit. B6 min. 5,760 mg; Vit. B12 min. 0,024 mcg; Niacina min. 60,000 mg; Ac.
Pantoténico min. 0,020 mg; Ac. Félico min. 1,400 mg; Biotina min. 0,1408 mg; B.H.T.
24,000 mg. Fase Final: Premix Mineral (por quilo de ragdo): Ferro min. 75,000 mg; lodo
min. 1,500 mg; Selénio min. 0,450 mg; Premix Vitaminico (por quilo de ragdo): Vit. A
min. 11.250,000 UI; Vit. D3 min. 2.850,000 UI; Vit. E min. 42,000 Ul; Vit. K3 min.
2,256 mg; Vit. B1 min. 3,000 mg; Vit. B2 min. 7,500 mg; Vit. B6 min. 4,320 mg; Vit.
B12 min. 0,018 mcg; Niacina min. 45,000 mg; Ac. Pantoténico min. 0,015 mg; Ac.
Félico min. 1,050 mg; Biotina min. 0,1056 mg; B.H.T. 18,000 mg.

4 Adicionado apenas no tratamento 1.
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Avaliacdo de Desempenho

O desempenho dos frangos de corte foi avaliado semanalmente. Aos 7, 14, 21,
28, 35 e 42 dias de idade foi avaliado o peso vivo (PC), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA), mortalidade (MORT) e indice de eficiéncia

produtiva (IEP), determinado aos 42 dias por:

IEP = [(GP (g) x Viabilidade (%)) + CA] <10

Avaliacdo de Rendimento de Partes da Carcaca

Aos 42 dias de idade trés aves de cada box foram retiradas casualmente e
submetidas a jejum alimentar de 8 horas, sendo posteriormente transportadas ao
Abatedouro Experimental da FMVZ, Unesp, Campus de Botucatu, onde foram pesadas e
insensibilizadas por eletronarcose, abatidas, depenadas e evisceradas.

O rendimento de carcaca foi determinado pela relacdo percentual do peso da
carcaca apo0s a retirada das penas, sangue, cabeca, pés, visceras, pescoco, gordura
abdominal e o peso vivo obtido antes do abate das aves.

Para determinar o rendimento de partes foi calculada a relacdo percentual entre
0 peso das partes individuais (como dorso, peito, asas, coxa e sobrecoxa) e 0 peso total

da carcaca.
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Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia

complementada pelo teste de médias Tukey (P<0,05), através do procedimento de

Modelo Lienar Generalizado (GLM) do software SAS 9.3.(SAS Institute. SAS

OnlineDoc 9.3.).

Desempenho

RESULTADOS

Houve diferenca para as variaveis de ganho de peso (PF, GPM, GPMD) no

periodo de 1 a 21 dias de idade (Tabela 3). Os frangos de corte do tratamento controle

positivo obtiveram melhores (P<0,05) resultados para ganho de peso em comparacao aos

frangos de corte dos demais tratamentos.

Tabela 3. Desempenho de frangos de corte de 1-21 dias de idade suplementados com

diferentes fontes e niveis de minerais Cu, Zn e Mn.

Tratamento Pl PF GP GPD CR CA MORT
Controle + 46,31 1014,31a 968,00a 46,0952 1245,00 1,294 2,59
Controle - 46,09 972,60b  926,50b 44,119b 1196,30 1,298 2,22
Baixo HCM 46,22 975,70b  929,40b 44,258b 1193,10 1,288 2,22
Alto HCM 46,14 964,60b  918,550b 43,736b 1207,60 1,321 1,11
Desv Pad 0,475 37,715 37,691 1,794 48,287 0,044 1,18
Valor de P 0,792 0,040 0,041 0,041 0,109 0,412 0,567

Pl = peso inicial (g); PF = peso final (g); GP = ganho de peso (g); GPD = ganho de peso
diario (g); CR = consumo de ragéo (g/ave); CA = converséo alimentar (g/g); MORT =

mortalidade (%).

Letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si estatisticamente (Valor de p <

0,05).
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N&o houve diferenca para o desempenho de frangos de corte no periodo de 1 a

42 dias de idade (Tabela 4).

Tabela 4. Desempenho de frangos de corte de 1-42 dias de idade suplementados com

diferentes fontes e niveis de minerais Cu, Zn e Mn.

Tratamento Pl PF GP GPD CR CA MORT IEP
Controle+ 46,31 3081,20 3034,89 72,26 4824,03 1,611 7,04 417,34
Controle- 46,10 2996,77 2950,67 70,25 4676,55 1,620 8,89 396,05
Baixo HCM 46,22 3032,96 2986,74 71,11 471088 1,601 6,30 416,10
Alto HCM 46,15 2977,72 2931,57 69,80 462588 1,609 9,26 394,27
P Value 0,792 10134 0,135 0,135 0,171 0861 0,408 0,265
CV% 0,475 3373 3,084 2300 10,923 0,045 4,303 11,935

Pl = peso inicial (g); PF = peso final (g); GP = ganho de peso (g); GPD = ganho de peso
diario (g); CR = consumo de ragdo (g/ave); CA = converséo alimentar (g/g); MORT =
mortalidade (%), e IEP = indice de eficiéncia produtiva.

Letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si estatisticamente (Valor de p <
0,05).

Rendimento de Partes

Os dados de rendimento de partes dos frangos de corte aos 42 dias de idade estéo

apresentados na tabela 5.

N&o houve diferenca entre os tratamentos para as variaveis avaliadas.
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Tabela 5. Rendimentos de cortes de frangos de corte aos 42 dias de idade suplementados

com diferentes niveis e fontes de Cu, Zn e Mn.

Tratamento %Carc %Gord  %Peito %Coxa %Asas % Dorso

Controle + 75,32 1,19 39,213 30,14 10,37 17,65
Controle - 75,42 1.14 39,481 29,63 10,42 17,79
Baixo HCM 75,74 1.23 38,182 30,09 10,50 18,03
Alto HCM 74,28 1.14 39,118 30,08 10,65 17,65
P Value 0,450 0,796 0,126 0,430 0,183 0,545
CV% 2,020 0,375 2,105 1,278 0,499 1,119

%Carc = porcentagem de carcaca em relacdo ao peso vivo; %Gord = porcentagem de
gordura em relacdo ao peso da carcaca; %Peito = porcentagem de peito em relagdo ao
peso de carcaca; %Coxa e Sobrecoxa = porcentagem de coxa + sobrecoxa em relagdo ao
peso de carcaca; %Asa = porcentagem de asa em relagdo ao peso de carcaca; %Dorso =
porcentagem de dorso em relacdo ao peso de carcaca.

DISCUSSAO

No periodo de 1 a 21 dias de idade, a melhoria do ganho de peso observado para
frangos de corte recebendo dieta Controle + (Tabela 3) se deu a inclusdo do aditivo
promotor de crescimento Avilamicina. A ndo observacdo de melhoria verificada para os
tratamentos pode ser justificada pelo fato de que os niveis suplementados dos minerais
Cu, Zn e Mn estavam de acordo com as recomendacdes do manual da linhagem Cobb
500.

O uso de antimicrobiano melhoradores de desempenho tem efeito profilatico
contra patdgenos melhorando desempenho produtivo (CASTANON, 2007), uma vez que
estes patogenos se desenvolvem no intestino delgado das aves resultando em pior
absorcdo de nutrientes, queda no desempenho e maior taxa de mortalidade
(BORTOLUZZI et al., 2020).

O Cu também ¢é usado tradicionalmente na avicultura como melhorador de
desempenho (SHARIF et al., 2020). No entanto, para se obter tal efeito do Cu, a industria

avicola usa dosagens supra nutricionais, com niveis acima do recomendado, de 125 a 250



52

mg de Cu/kg de racdo (FENG et al., 2020; SHARIFE et al., 2021). Desse modo, como
em todos os tratamentos experimentais dessa pesquisa, 0s niveis de Cu suplementados
foram niveis nutricionais (15 ppm), ndo era esperado efeito promotor de crescimento do
mineral durante o periodo de 1 a 21 dias de idade, atribuindo apenas ao promotor de
crescimento do tratamento controle positivo o efeito de maior peso final das aves.

Considerando o periodo todo de criacdo, de 1 a 42 dias de idade, ndo houve
diferenca (p<0,05) para o desempenho das aves em comparacéo as dietas experimentais.
Experimentos anteriores (LUO et al, 2005, M’SADEQ et al., 2018; NGUYEN et al.,
2020) indicam que tanto aves quando suinos sdo mais responsivos a suplementacdo de
Cu na forma hidroxicloretos mineral em comparacéo ao Cu na forma sulfato, justamente
pela composicao quimica dessa fonte, resultando em menor reatividade do mineral com
os demais nutrientes da dieta, assegurando resultados satisfatorios de desempenho,
mesmo quando comparado com a fonte Controle + desse experimento.

Nguyen et al (2020) compararam diferentes fontes (sulfato e hidroxicloretos) e
niveis (15, 50, 100, 150 e 200 mg/kg de racdo) de Cu em dietas de frangos de corte. Estes
autores ndo observaram efeito do Cu sobre os parametros de desempenho na dosagem de
15 mg/kg, assim como os resultados desse experimento. Estes mesmos autores ainda
afirmaram que a predicdo do nivel recomendado deste mineral para se obter acdo
promotora de crescimento e melhorar os indices de ganho de peso e conversdo é de 109
mg/kg a 72 mg/kg de racdo, respectivamente.

No entanto, mesmo niveis nutricionais de Cu em niveis de 8 a 15 mg/kg de
racdo, podem apresentar bons resultados para os indices de desempenho. Segundo Miles
et al. (1998), os minerais na forma hidroxicloreto apresentam particulas 7 vezes menores

em comparacdo as fontes sulfato. Isso permite maior superficie de contato e por
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consequéncia maior exposicdo as enzimas, proteinas metais dependentes e
transportadores, aumentando a absor¢do no trato gastrintestinal.

Olukosi et al (2018) encontraram que frangos de corte alimentados com 15 ppm
de Cu na forma hidroxicloreto obtiveram maior rendimento de peito em comparacao aos
frangos alimentados com Cu na forma sulfato com mesmo nivel e até com niveis de 125
ppm, relacionando tal achado com o efeito antimicrobiano do Cu contra bactérias
patogénicas, mesmo sendo usado em dosagem nutricional, aumentando a absorcdo de
nutrientes permitindo maior acrecdo de proteina (PANG & APPLEGATE, 2007). Tal
achado corrobora com os achados desse experimento, uma vez que 15 ppm de Cu na
forma hidroxicloreto proporcionou os mesmos resultados que as aves com adi¢do de

promotor de crescimento.

Em alguns estudos nota-se efeito positivo sob o desempenho com niveis
crescentes de Zn suplementados em dietas de frangos de corte (HUANG et al., 2007, LIU
et al., 2015). Porém ¢ relatado na literatura que a absor¢cdo do Zn diminui
proporcionalmente a medida que aumenta a concentracdo de Zn no lumen intestinal
(COPPEN & DAVIES, 1987) e, segundo Huang et al (2007), a expressao do transportador
de Zn no pancreas diminui acima de 80 ppm de Zinco suplementado, garantindo a
homeostase do mineral em situacfes de excesso.

No entanto, nota-se nessa pesquisa que a suplementacao de 40 ppm de Mn e Zn
na forma hidroximineral no tratamento Baixo HCM, proporcionou 0s mesmos resultados
que os frangos de corte suplementados com os niveis recomendados (80mg/kg de racao)
tanto na forma sulfato quanto na forma hidroxicloreto.

Estes dados estdo de acordo com Cupertino et al. (2005) que afirmam que 40

ppm de Mn € suficiente para atender as exigéncias das aves enquanto Gajula et al (2011)



54

recomendam 60 ppm. Franklin et al. (2022), notaram que a suplementacédo de niveis mais
baixos de Zn e Mn (40 ppm e 60 ppm respectivamente) proporcionaram melhor
desempenho (1,6 g de GPD) para frangos de corte em comparacgdo a fonte inorganica.
Segundo estes mesmos autores, a suplementacdo de Zn e Mn na forma inorganica
convencional (sulfato e 6xido) pode ser até duas vezes maior que a fonte hidroximineral
sem causar diferencas no desempenho, corroborando com os achados desta pesquisa
sugerindo maior biodisponibilidade da fonte hidroximineral por conta da sua estrutura
cristalina que garante alta estabilidade na dieta reduzindo sua perda e de outros nutrientes
como vitaminas e enzimas (COHEN & STEWARD, 2012).

Groff-Urayama et al (2022) afirmam que 40 ppm de Mn na forma hidroxicloreto
levou aos mesmos resultados que os niveis de 80 e 120 ppm para absorcdo ileal aparente,
além de aumentar o rendimento de peito. Estes autores ainda afirmam que, fontes de
minerais hidroxicloretos sdo mais biodisponiveis em comparacéo as fontes sulfato e isso
permite maior concentracdo mineral nos tecidos, além de permitir reduzir a inclusdo da
fonte hidroxicloreto em dietas animais sem comprometer ou afetar o desempenho.

N&o houve diferenca entre os tratamentos (p<0,05) para rendimento de partes
nesse experimento (Tabela 5), assim como outros trabalhos na literatura que avaliaram
diferentes fontes e niveis destes minerais para aves (BOIAGO et al, 2013; ATTIA et al.,
2019).

No entanto outros autores seguindo a mesma linha de investigacdo observaram
efeito da suplementacdo desses minerais sobre o rendimento de partes de frangos de corte.
Santos et al (2021) e Qudsieh et al. (2018) observaram que a suplementacdo de Zn
hidroximineral beneficiou o rendimento de partes em relacdo a fonte sulfato. Groff-

Uirama et al (2022) também observaram que altos niveis de Cu e Mn na forma
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hidroxicloreto melhoraram o rendimento de peito, ao passo que baixos niveis de Mn
hidroxicloretos aumentam o rendimento de dorso e asas.

O Zn esta envolvido no metabolismo da sintese de proteinas estruturais,
colageno e queratina (SUTTLE, 2010), assim como 0 manganés estd envolvido na
formacéo do tecido 6sseo que permite maior sustentacdo as aves, especialmente o frango
de corte moderno que tem rapido crescimento. Ja o Cu esta envolvido no metabolismo de
lipideos e Skrivan et al. (2002) observaram reducdo na porcentagem de gordura
abdominal em frangos de corte suplementados com Cu, favorecendo a qualidade da carne.

Mesmo sabendo da participacdo desses minerais no metabolismo das aves e a
possibilidade de modularem o rendimento de partes da carcaca, nota-se que niveis de
hidroximenerais desta pesquisa mesmo quando abaixo do recomendsado pelos guias
nutricionais (Tratamento Baixo HCM) proporcionaram desempenho igualmente as fontes
sulfatos em niveis de acordo com o recomendado (Tratamento Controle — e Tratamento
Alto HCM), sobretudo, quando houve inclusdo de promotor de crescimento (Tratamento
Controle +).

O uso de promotor de crescimento ndo favoreceu o desempenho de frangos de
corte e, as fontes hidroxicloretos minerais, independente de niveis altos e baixos, também
proporcionaram os mesmos resultados que o tratamento controle, além de ndo afetarem a
porcentagem de partes.

Em funcdo dos dados obtidos nessa pesquisa, € possivel constatar que, ao
suplementar dietas de frangos de corte com fonte hidroxicloreto mineral Zn e Mn pode-
se usar dosagens 50% abaixo do recomendado em comparacdo as fontes sulfatos,
mantendo o desempenho produtivo, o rendimento de partes e garantindo melhor
utilizacdo do mineral, evitando, possivelmente, problemas ambientais como a excrec¢do

do mineral excedente.
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CAPITULO I
PERFIL METALOPROTEOMICO DE PLASMA DE FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NiVEIS DE
COBRE, MANGANES E ZINCO
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Resumo: A suplementacdo de microminerais como o Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Manganés
(Mn) em dietas de frangos de corte é indispensavel para o funcionamento normal do
metabolismo, extrapolando a fungéo nutricional e agindo a nivel celular. Considerando
as muitas interacfes que os minerais podem ter com o corpo da ave, diferentes fontes de
microminerais podem resultar em diferentes respostas. A interacdo de uma proteina com
um ion metalico & configura como metaloproteina ou proteina metal ligante, e em alguns
casos, existe a necessidade deste ion metélico para que essa proteina consiga expressar
sua funcdo bioldgica. Uma das formas de medir as interacfes entre 0s minerais e as
metaloproteinas é através do estudo metaloprotebmico. O objetivo desse estudo foi
avaliar diferentes niveis e fontes de suplementagdo de microminerais Cu, Zn e Mn sobre
o perfil de metaloproteinas no plasma de frangos de corte. Para isso, foi coletado plasma
de frangos de corte submetidos aos procedimentos de extracdo proteica para obtencéo do
proteoma para caracterizacdo das proteinas associadas aos minerais estudados,
identificacdo de niveis funcionais, vias metabolicas e interacfes entre proteina-proteina
ou identificacdo de biomarcadores responsivos as concentracdes de Cu, Zn e Mn no tecido
plasmatico de frangos de corte, podendo produzir respostas mais confiaveis sobre a
biodisponibilidade, essencialidade e toxicidade desses minerais. A analise
metaloprotedmica demonstrou inducéo de proteinas associadas com sistema imune e 0
crescimento celular (IGLL1 — imunoglobulina lambda cadeia leve e cadeia pesada e
RC3H1 - Ring finger and CCCH-type domains 1), proteinas envolvidas no metabolismo
do oxigénio (HBE e HBG2 — hemoglobina subunidade alfa e hemoglobina subunidade
beta) e transporte de nutrientes (RBP4 — retinol binding protein 4), sugerindo
envolvimento dessas proteinas com os minerais estudados e com potencial chance de

serem possiveis biomarcadores.

Palavras chave: biomarcadores, hidroxicloretos minerais, metaloproteinas, metal

binding proteins, Shotgun.
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INTRODUCAO

A suplementagdo de microminerais na nutrigéo de frangos de corte desempenha
importante papel em muitos processos metabolicos no organismo. Os microminerais séo
essenciais para crescimento e desenvolvimento adequado das aves e, ainda que sejam
exigidas em pequenas quantidades, pois as dietas a base de milho e farelo de soja ndo
possuem quantidades suficientes de microminerais para atender as exigéncias das aves, €
necessario que a suplementacdo seja feita através de premixes ou nlcleos minerais
(RAMIREZ et al., 2022; MAIORKA e MACARI, 2002).

Os microminerais mais estudados na nutri¢cdo de frangos de corte sdo o Cobre
(Cu), Zinco (Zn) e Manganés (Mn), por exercerem diversos papéis e funcdes no
metabolismo e por refletirem diretamente no desempenho produtivo caso ndo sejam
suplementados de acordo com a exigéncia da ave (GENG et al., 2022; HU et al., 2022;
MENG et al., 2021).

Cobre, Zn e Mn geralmente s&o suplementados em dietas de aves nas formas
inorganicas, como sulfatos, ¢xidos, carbonatos. Embora tenham baixo custo em
comparacao as fontes organicas, as fontes inorganicas possuem baixa biodisponibilidade
e seu uso acima do recomendado pode acarretar problemas no desempenho das aves e de
polui¢do ambiental (LU et al., 2010; UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).

Os hidroxicloretos representam a terceira geragdo das fontes minerais
disponiveis comercialmente para dietas das aves e apresentam caracteristicas diferentes
das fontes usuais como baixa reatividade, baixa capacidade de formagdo de complexos
nutricionalmente indisponiveis, menor higroscopicidade e solubilidade em dgua (PEREZ
etal., 2017; OLUKOSI et al., 2019).

S80 muitas as possibilidades de interacGes entre estes minerais e demais

componentes da dieta, além de interagdes com o proprio organismo animal. Dentre as
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interacdes com o organismo ha a influéncia da fonte e do nivel do micromineral sobre o
desempenho, rendimento de partes e de carcaca, qualidade de carne e concentracdo
mineral em tecidos e 6rgdos. No entanto, ha também a participacdo desses microminerais
em vias metabdlicas e acdo sobre o perfil de algumas proteinas que quando associadas
com o mineral desempenham uma funcéo bioldgica especifica (MOUNICOU et al., 2009;
BAO & CHOCT, 2012).

Nesse sentido, a suplementacdo de dietas com microminerais afeta a expressédo
de genes que modulam o metabolismo animal e a protedbmica é importante ferramenta que
permite caracterizar as estruturas e funcGes do perfil proteico no organismo animal
alterada por tais fatores externos e, uma série de proteinas foram identificadas permitindo
correlacionar estratégias nutricionais com interacdes metabdlicas (BARCELO-
BLATORI & GOMES, 2009; WANG et al., 2019).

Os microminerais Cu, Zn e Mn agem no organismo como cofator ou
constituintes de metaloenzimas. O Zn participa na sintese de colageno e queratina,
importantes proteinas para o sistema estrutural, como tecidos internos, 0ssos, penas, bico
e unhas; o Cu esta envolvido no processo de reticulacdo do colageno e elastina além de
cofator para diversas cuproenzimas (proteinas dependentes de Cobre) enquanto o Mn é
essencial para a mineralizacdo dos 0ssos, dentre outras funcées essenciais (MANANGI
etal., 2012).

No entanto, tais minerais imprimem diferentes respostas frente as diferentes
fontes e niveis suplementados na industria avicola. Nesse sentido, as exigéncias de
microminerais para frangos de corte variam de acordo com 0s guias nutricionais
disponiveis e desse modo, acaba criando-se uma lacuna no entendimento da relacao entre

perfil proteico frente os niveis e fontes desses microminerais. Desse modo, 0 objetivo



66

desta pesquisa foi avaliar a interacédo entre as fontes e niveis do microminerais Cu, Mn e

Zn e o perfil de metaloproteinas do tecido plasmatico de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos executados nesse estudo foram submetidos e aprovados

pelo Comité de Etica de Uso de Animais — CEUA/FMVZ, processo n° 0033/2020.

Aves, Dietas e Tratamentos Experimentais

Para o estudo protedmico foram utilizados 810 frangos de corte machos (Cobb
500). As aves foram distribuidas em 3 tratamentos com 9 repeticGes de 30 aves por
repeticdo em esquema totalmente casualizado. Os frangos foram criados desde um dia de
idade em galpao com piso de concreto cobertos com maravalha com area 2,0m2/box (15
frangos/m?) durante 42 dias. Cada box foi equipado com um comedouro tubular e
bebedouros tipo nipple (5 bebedouros/box).

Os trés tratamentos experimentais consistiam em duas fontes e diferentes niveis
de Cu, Zn e Mn (niveis recomendados e niveis reduzidos de acordo com o indicado pelo
manual da linhagem Cobb 500), conforme apresentados na Tabela 1 e descritos em: Sulf.
Controle (15 ppm de sulfato Cu, 80 ppm de sulfato Mn e 80 ppm de sulfato Zn); Baixo
HCM (15 ppm de hidroxicloreto Cu, 40 ppm de hidroxicloreto Mn e 40 ppm de
hidroxicloreto Zn) e HCM Controle (15 ppm de hidroxicloreto Cu, 80 ppm de
hidroxicloreto Mn e 80 ppm de hidroxicloreto Zn). As dietas foram isoproteicas e
isoenergeticas formuladas a base de milho e farelo de soja seguindo as recomendacdes de
Rostagno et al. (2017), diferindo apenas nos niveis dos minerais avaliados e divididas em

quatro fases: pré inicial (1 a 7 dias); inicial (8 a 21 dias); crescimento (22 a 35 dias) e
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final (36 a 42 dias). O fornecimento da ragdo e agua foram ad libitum durante toda a

execucdo da pesquisa.

Tabela 1. Tratamentos experimentais e niveis de suplementacao (mg/kg) e fontes de
Cu, Mn e Zn em dietas de frangos de corte.

Trat. Sulfato Hidroximineral

Cu Mn Zn Cu Mn Zn
Sulf. Controle 15 80 80
Baixo HCM 15 40 40
HCM Controle 15 80 80

Sulf. = Sulfato; HCM = Hidroxicloreto mineral; Sulf. Controle+ = 15 ppm de Sulfato de
Cobre + 80 ppm de Sulfato de Manganés + 80 ppm de sulfato de Zinco; BaixoHCM = 15
ppm de Cobre Hidroximineral + 40 ppm de Manganés Hidroximineral + 40 ppm de Zinco
Hidroximineral; AltoHCM = 15 ppm de Cobre Hidroximineral + 80 ppm de Manganés
Hidroximineral + 80 ppm de Zinco Hidroximineral.

Coleta de Amostras

Aos 42° dias de idade foi coletado sangue de 3 aves por unidade experimental
por puncdo da veia jugular utilizando seringas descartaveis. O plasma foi obtido apds
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos. Apds a separacdo do plasma, as amostras foram
acondicionadas em criotubos e armazenadas imediatamente em freezer -80 até a

realizacdo do estudo protedmico.

Extracdo e Quantificacdo de Proteinas

Para a extracdo das proteinas foram homogeneizados aproximadamente 100 pl
de cada pool do plasma em tampéo de lise (uréia 7 mol L-%, tiouréia 2 mol L-1, ditiotreitol
40 mmol L-! e bicarbonato de amdnio 50 mmol L-1). A mistura foi submetida a extracio
em desruptor de células por trés ciclos de 20 segundos e descanso em gelo de um minuto
entre os ciclos. Em seguida os extratos foram centrifugados durante 20 minutos, a 14 000

Xg e 4°C. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
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microtubo. Posteriormente as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford

(Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrao.

Digestéo de Proteinas em Solucéo

A partir dos extratos proteicos, 50 g de proteina de cada amostra foi diluida em
60 pL de bicarbonato de aménio (50 mmol L™). Em seguida foram adicionados 25 pL de
Rapigest (0,2% (v/v)) em cada amostra e transferidas para bloco aquecido a 37°C durante
60 minutos. Posteriormente, as proteinas presentes nas amostras foram reduzidas com a
adicdo de 2,5 pL de ditiotreitol (100 mmol L) sendo incubadas (37°C) por 40 minutos,
e posteriormente alquiladas por meio da adi¢do de 2,5 pL de iodoacetamida (300 mmol
L™1). Logo apos as etapas de reducdo e alquilacéo, os extratos proteicos foram incubados
em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 30 minutos. Na sequéncia foram
adicionados 10 pL de solucdo de tripsina na concentragdo de 0,1 pg pL?* (1:50)
procedendo-se imediatamente a digestdo a 37°C por 16 horas. A digestdo foi interrompida
com 10 pL de &cido trifluoroacético 5% (v/v) e as amostras foram incubadas novamente
durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14 000
rom por 30 minutos em temperatura ambiente. Logo ap6s a centrifugacdo os
sobrenadantes foram separados e transferidos para um novo microtubo. As amostras
foram dessalinizadas por meio de colunas Sep-Pak Vac C18 (Waters, Milford, EUA)
conforme as recomendacfes do fabricante. As solucdes contendo os peptideos foram
reduzidas por meio de centrifugacdo a vacuo e armazenadas a -20°C até a andlise por
espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC-

MS/MS).
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Identificacdo e Analise de Bioinformatica e Expressado de Proteinas

A anélise funcional das proteinas upregulated e downregulated (proteinas mais
ou menos expressas) foi realizada utilizando o software Blast2GO v.6.0.3 a partir das
sequéncias peptidicas FASTA das proteinas obtidas no banco de dados Uniprot. Por meio
os termos GO (Gene Ontoloy) as proteinas foram classificadas em trés niveis: processo
bioldgico, funcdo molecular e componente celular. A ferramenta online String (string-
db.org v.11.5) foi utilizada para construir a rede de interacéo proteina-proteina utilizando
o nivel de confianca mais alto (0,900). A rede foi agrupada em 3 clusters utilizando o
agrupamento kmeans. Os nos desconectados na rede foram ocultados. A andlise de
enriquecimento da via KEGG (Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto) foi realizada
utilizando o software Cytoscape (v.3.9.1) com o plugin String para avaliar as vias

metabolicas alteradas (FDR<0,05) pelas proteinas diferencialmente expressas.

RESULTADOS

Os tratamentos avaliados foram confrontados para melhor visualizacéo do perfil
das proteinas identificadas, conforme a descricdo a seguir: Sulf. Controle vs Baixo HCM,;
Sulf. Controle vs Controle HCM e por fim, Baixo HCM vs HCM Controle, e as figuras 1,
2 e 3 representam, respectivamente, a rede de interacdo de proteinas identificas nas

amostras de plasma de frangos de corte. Ja o resultado com a expressdo de todas as



70

proteinas evidenciadas nos tratamentos experimentais estdo descritas no Tabela S1

(material suplementar).
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Figura 1. Rede de interacdo entre proteinas identificadas na comparacao entre o grupo
Sulf. Controle vs Baixo HCM e diferencialmente expressas no plasma de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e manganés. Cada n6 (esfera
colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo gene. As linhas que
conectam cada nd indicam evidéncia da interacdo (quanto mais espessa maior o nivel de
confianca).

Na rede de interagdo de proteinas entre os tratamentos Sulf. Contre vs Baixo
HCM, 75 proteinas foram evidenciadas. Tais proteinas, nos termos de ontologia genética,
estdo distribuidas entre os processos bioldgicos, fungbes moleculares e componentes
celulares das quais foram associadas. Em rela¢do ao processo bioldgico, as proteinas estéo
envolvidas em resposta imune humoral (2,79%), regulacdo negativa de proteolise
(3,35%), ativacdo da resposta imune (2,79%), regulacdo positiva da resposta imune

(3,07%), processos catabolicos de regulacdo de hidrogénio (1,39%), regulacdo da
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protedlise (3,63%), regulacdo da atividade da hidrolase (4,74%), detoxificacdo da
oxidacdo celular (1,67%), resposta de defesa (3,91%), coagulacdo sanguinea (1,95%),
processo efetor imunoldgico (2,73%), resposta a estimulos (12,29%), regulacédo negativa
do processo metabolico de proteinas celulares (3,63%), coagulacdo do sangue — formacéo
de coagulos de fibrina (0,83%), resposta a ferimentos (2,23%), resposta ao estresse
(6,42%), ativacdo plaquetéaria (1,17%), regulacao do processo do sistema imune (3,63%),
agregacao plaquetaria (0,83%), resposta a outros organismos (3,07%), resposta imune
inata (2,23%), adesdo de células (3,07%), resposta imune (3,07%), adesdo da célula ao
substrato (1,39%), resposta inflamatoria aguda (0,83%), processo metabdlico do
Pantotenato (0,55%), atividade de regulacdo catalitica (5,02%), resposta de defesa a
outros organismos (2,51%), morfogéneses de células envolvidas em diferenciacédo
(2,23%), desenvolvimento/crescimento de células (4,73%).

Dentre as fungbes moleculares, destacam as func@es: atividade inibidora de
endopeptidase (15,49%), atividade reguladora de peptidade (16,90%), atividade
carreadora de oxigénio (8,45%), ligacdo ao oxigénio (8,45%), atividade inibidora de
endopeptidase tipo serina (8,45%), ligacdo heme (9,85%), atividade reguladora
enzimatica (19,71%), ligacdo de microtibulo (9,85%) e atividade da proteina
serina/treonina quinase dependente de Rho (2,81%).

E para as funcGes de componente celular, observam-se funcdo de regido
extracelular (29,36%), espaco extracelular (19,84%), complexo de hemoglobinas
(4,76%), complexo hepatoglobina-hemoglobina (3,96%), complexo de fibrinogénio
(2,38%), matriz extra celular contendo colageno (6,34%), matriz extracelular (7,14%) e

complexo contendo proteinas (26,19%).
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Figura 2. Rede de interagdo entre proteinas identificadas na comparacgdo entre o grupo
Sulf. Controle vs Controle HCM e diferencialmente expressas no plasma de frangos de
corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e manganés. Cada né
(esfera colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo gene. As linhas que
conectam cada nd indicam evidéncia da interacdo (quanto mais espessa maior o nivel de
confianca).

Na rede de interacdo de proteinas entre os tratamentos Sulf. Contre vs HCM
Controle, 41 proteinas foram evidenciadas. Tais proteinas estdo distribuidas entre as
funcBGes moleculares e componentes celulares das quais foram associadas.

Entre os processos moleculares em que estas proteinas estdo envolvidas
destacam-se as funcdes de atividade carreadora de oxigénio (17,64%), ligagdo oxigénio
(17,64%), atividade motora (29,41%), atividade motora dos microtubulos (23,52%) e

atividade de proteina serina/treonina quinase dependente de Rho (11,76%).
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Ja os resultados de ontologia genética mostram que entre 0S processos de
componente celular estdo as funcbes de complexo de hemoglobina (37,5%) e complexo

associado ao microtubulo (62,5%).
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Figura 3. Rede de interacdo entre proteinas identificadas na comparacdo entre o grupo
Baixo HCM vs Controle HCM e diferencialmente expressas no plasma de frangos de
corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e manganés. Cada né
(esfera colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo gene. As linhas que

conectam cada né indicam evidéncia da interacdo (quanto mais espessa maior o nivel de
confianca).

Na rede de interacdo de proteinas entre os tratamentos Baixo HCM vs HCM
Controle, 49 proteinas foram evidenciadas. Tais proteinas estdo distribuidas entre as
funcBGes moleculares e componentes celulares das quais foram associadas.

As fungbes das proteinas dentro do processo bioldgico sdo: via classica
complementar de ativacdo (8,69%), crescimento e desenvolvimento de células (26%),

regulacao negativa da atividade da hidrolase (17,39%), extensdo da projecdo do neurénio
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(8,69%), resposta imune humoral (10,86%), transporte de lipideos (13,04%), ativacao da
resposta imune (10,86%) e processo metabdlico do Pantotenato (4,34%).

As funcdes dentro do processo de componente celular dessa rede de interacéo de
proteica (Baixo HCM vs HCM Controle) sdo regido extracelular (57,14%), espaco
extracelular (35,71%) e complexo hemoglobina (7,14%). Enquanto as funcdes
moleculares sdo atividade inibidora de endopeptidase (20%), atividade carreadora de
oxigénio (10%), atividade transportadora de lipideos (16,66%), ligacdo de oxigénio
(10%), atividade inibidora de endopeptidase tipo serina (13,33%) e ligacdo de lipideos

(30%).

DISCUSSAO

Na presente pesquisa a suplementacdo de diferentes fontes e niveis de Cu, Mn e
Zn promoveu mudancas na expressao de proteinas plasmaticas associadas a Varios
processos e funcdes bioldgicas. A analise de ontologia genética indicou a interacdo das
proteinas em processos pertinentes como sistema imune, transporte de oxigénio, lipideos
e acdo sobre o crescimento e desenvolvimento de células. A partir dessa analise, cinco
proteinas foram associadas com a funcdo de metal binding protein: IGLL1 (complexo
imunoglobulina cadeia lambida), HBE e HBG2 (hemoglobina subunidade B e
hemoglobina subunidade a, respectivamente), RBP4 (retinol binding protein 4) e RC3H1
(Ring finger and ccch-type zinc finger).

As imunoglobulinas sdo moléculas que fazem parte do sistema imune inato
capazes de reconhecer agentes estranhos e desencadearem respostas imunolégicas como
a fagocitose e o sistema complemento. Cada molécula de imunoglobulina consiste em
duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas e, ha duas classes de cadeias

leves: kappa e lambida (SANCHEZ & CAZENAVE, 1987; OBERDOEFFER et al.,



75

2003). Nesse estudo, a proteina IGLL1 foi expressa unicamente no grupo suplementado
com menores niveis de hidroxicloreto mineral (Baixo HCM). Estudos protedmicos
correlacionando a nutricdo mineral com imunoglobulinas de frangos de corte séo
escassos. No entanto, Pozzi et al., (2015) observaram a presenca de ions de zinco na
cadeia pesada de imunoglobulinas do leite humano e segundo Mounicou et al. (2009),
ions de Zn tem afinidade com grupos tiol e de hidrogénio, presentes na estrutura da
hemoglobina. A atividade imunologica é significativamente influenciada pela dieta,
especialmente pela suplementacdo de micronutrientes (CHOCT, 2009). O Zn é um
micromineral que desempenha importante papel no processo fisiologico e patoldgico,
modulando a resposta imune (FENG et al., 2009). Joraz et al (2022) observaram que a
suplementacdo do Zn na forma orgéanica aumentou a expressdo de imunoglobulinas em
frangos de corte em comparacdo as aves suplementadas com a forma inorganica. O zinco
na forma organica estimula a imunidade humoral pela ativacdo e diferenciacdo de
linfécitos B em imunoglobulinas de forma mais eficiente que as fontes inorganicas
(LAMMERS et al., 2010). Como os hidroxicloretos possuem caracteristicas quimicas que
conferem a eles funcionalidades semelhantes aos minerais organicos, é possivel
correlacionar a expressdo exclusiva das proteinas IGLL1 ao grupo suplementado com
hidroxicloretos minerais.

As proteinas HBE e HBG2 fazem parte do complexo de hemoglobinas. Essas
metaloproteinas e suas subunidades sdo as principais responsaveis pela deteccéo,
transporte e armazenamento do oxigénio nos animais vertebrados (GREENE et al., 2019).
Tanto as proteinas HBE e HBG2 foram down reguladas no tratamento Sulf Controle em
comparagdo ao grupo HCM controle. HBE e HBG2 s&o formadas pela incorporagdo de
um ion ferro em protoporfirina IX. No entanto, no momento da formacao do grupo heme

no enterocito hd também a formacdo de protoporfirina de zinco (metal proteina
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dependente de um ion de Zn) que pode se ligar a globina ao invés do grupo heme. Essa
ligacdo da protoporfirina de Zn é um indicador de alta biodisponibilidade de Fe e por
consequéncia formacdo de hemoglobinas e correta oxigenacdo dos tecidos (VIEIRA et
al., 2017). Na estrutura de hemoglobina ha sitios de ligacdo com afinidade ao Zn. Esses
sitios de ligacdo do Zn sdo residuos de cisteina (sitio Cys-93) e histidina (sitio (His-146)
afetando diretamente a capacidade e propriedades transportadoras de oxigénio pela
hemoglobina caso o Zn ndo esteja ligado (NOVIKOVA et al., 2019).

Além do Zn, o Cu também estd associado com as proteinas do complexo de
hemoglobinas pois € essencial para sua sintese. Em estudo com ratos, Chen et al. (2018)
demonstraram que 0s animais que receberam dietas deficientes em Cu apresentaram
reducdo da concentracdo de hemoglobinas em comparacdo ao grupo controle, além de
prejuizo no metabolismo do Fe, causando anemia aos animais desse tratamento, uma vez
que o Cu também é componente de cuproenzimas e ferroxidases, que por sua vez, sdo
constituintes das células vermelhas do sangue que garantem correta distribuicdo de
oxigénio aos tecidos (MIYAIJIMA et al., 2003, CHEN et al., 2018).

A correta distribuicdo de oxigénio pelas hemoglobinas é imprescindivel para
correto crescimento e desenvolvimento de tecidos, principalmente em linhagens de
frangos de corte modernos com rapido crescimento e acres¢do muscular (OLKOWSKI et
al., 1999). Nesse sentido, podemos inferir que as fontes hidroxicloretos, devido as suas
caracteristicas quimicas e estruturais, como o tipo de ligacdo e tamanho da particula,
favoreceram o metabolismo do complexo de hemoglobinas, permitindo que as aves do
tratamento HCM Controle obtivessem os mesmos resultados que as aves do grupo Sulf
Controle.

A proteina RBP4, ou proteina de ligacdo 4 ao retinol desempenha importante

papel no direcionamento e circulagéo do retinol (vitamina A) (GODA et al., 1993). De
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acordo com os resultados desse estudo, a proteina RBP4 foi expressa exclusivamente no
tratamento Baixo HCM quando comparado com o tratamento HCM Controle e Sulf
Controle. A proteina RBP4 ¢ expressa majoritariamente no figado e no tecido adiposo,
justamente onde a maioria das vitaminas hidrofobicas sdo armazenadas, assim como a
vitamina A, principal amina carregada por esta proteina (WU et al., 2009).

O retinol é armazenado no figado na forma de ésteres de retinil e, quando
precisam ser mobilizados do figado até os demais tecidos, sdo hidrolizados novamente
em vitamina A e ligados a proteina RBP4 no hepatdcito, caindo na corrente sanguinea e
distribuidos pelo corpo (STEINHOFF et al., 2021).

A RBP4, além de carreador especifico do retinol, também tem importante acéo
na adipocina (proteinas secretadas pelo tecido adiposo) que auxilia no ganho de peso e
distribuicdo de energia (ANAND et al., 2021). Em pesquisas com matrizes suinas, Wang
et al (2023) revelaram que além do envolvimento da retinol binding protein 4 estar
envolvida no metabolismo da vitamina A, também pode regular a proliferacdo, migracédo
e apopitose de células do endométrio, tecidos com alto turnover, favorecendo a
implantacdo de embrides. Desta forma, pode-se inferir que a RBP4 pode agir da mesma
forma em células intestinais, que também possuem alto turnover. Segundo Goda et al.
(1993), a expressao da proteina RBP4 ja acontece logo no inicio do desenvolvimento do
intestino de frangos de corte, modulando a absorcdo de nutrientes no lamen,
especialmente a absor¢do da vitamina A.

Ja o grupo Baixo HCM expressou exclusivamente a proteina Ring Zinc Finger
CCHC type (RC3H1) quando comparado com os demais tratamentos. Tal proteina exerce
participacdo importante no processo biologico, ativando a resposta imune inata,
mitigando infec¢bes por agentes patogénicos (CHEN et al., 2022). Além da agéo

imunoestimulante, a proteina RC3H1 suprime a transcri¢cdo do material genético de virus
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impedindo sua replicacdo. A familia das proteinas Ring Finger Protein precisa da ligacao
de ion de zinco em sua estrutura para conferir estabilidade a proteina e permitir que exerca
sua funcdo (BARLOW et al., 1994), principalmente em induzir ou exacerbar respostas
imunes ou proteger de certas desordens imunes (SMATTI et al., 2019).

Tal comportamento da proteina RC3H1 na resposta de ontologia genética deste
experimento pode ter ocorrido devido as caracteristicas quimicas e estruturais do zinco
hidroxicloreto por ser mais biodisponivel e permitir a conexao do ion mineral com o sitio
de ligacdo da proteina. J& o fato de niveis mais baixos dos minerais estudados aumentarem
a expressao da proteina RC3H1, mesmo quando comparado com a fonte hidroxicloretos
em niveis mais altos (HCM Controle), pode ter se dado devido a competicdo dos minerais
por transportadores no limen intestinal quando suplementados em altos niveis, uma vez
que alguns minerais compartilham os mesmos carreadores. Somado a isso, altos niveis de
minerais, como 0 Zn por exemplo — essencial para metaloproteina HC3H1, imprimem
feedback negativo e reduzem a expressdo de transportadores como forma de garantir a
homeostase do mineral (HUANG et al., 2007).

A suplementacdo de Cu, Zn e Mn na forma hidroxicloreto mineral,
principalmente a suplementacdo em 50% de Zn e Mn, modulou positivamente a expressdo
das proteinas supracitadas. Novamente, este fato pode estar associado a maior
biodisponibilidade dessa fonte devido as ligacGes quimicas de sua estrutura, o tamanho
da particula do mineral e sua solubilidade, ja confirmada previamente por alguns autores
(GROFF-URAYAMA et al., 2022; VILLAGOMEZ-ESTRADA et al., 2020; OLUKOSI
etal., 2018; LU et al., 2010), que permitem maior absorcédo e incorpora¢do dos minerais
aos processos bioldgicos, especialmente aos processos e proteinas/enzimas metais

dependentes.
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Dessa forma, as proteinas descritas nessa pesquisa, apesar da necessidade de
estudos complementares, podem ser possiveis biomarcadores que consigam mensurar
molecularmente as interacdes de estratégias nutricionais sobre os processos fisioldgicos
e a conversdo dessas respostas em parametros de desempenho, saude e bem-estar de

frangos de corte.
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Tabela S1. Expresséao de proteinas frente a analise dos termos de ontologia genética e status de expressdo frente as comparacées com 0s
tratamentos experimentais.

ACESSION PROTEIN COMPARATION UNIQUE RATIO P VALUE | REGULATION
AOA1D5P1C6 Phospholipase B-like SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5SPK41 Rho-associated protein kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PUX4 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PC47 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOALDENTVS Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A30Q2TY16 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5NWBS8 | Rho-associated protein kinase 2 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1DS5SPOF4 Collagen alpha-1(XIV) chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
P32018 Collagen alpha-1(XIV) chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
Q9DE13 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2TVB7 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U3B7 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
FINLXO0 Fanconi_A N domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PQT5 Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
P0O7751 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
E1BXC5 C3H1-type domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA3Q2TWR1 | Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q2TT39 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2TWQ7 | VWFD domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PQ9%4 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2UJC3 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
FINRH6 Rho-associated protein kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
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A0A3Q2UL60 Microtubule-associated protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
Q9PWM9 Tyrosine-protein kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
FINHT3 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2ULM6 | Microtubule-associated protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2UFA0 Microtubule-associated protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2TTH6 Rho-associated protein Kinase 2 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
D2W6W9 Adenomatous polyposis coli 2 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A1D5NZX5 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PVG1 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U0M3 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PBHO Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1D5PDT4 Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1DSNTKO Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
Q98SN6 Rho-associated coiled-coil forming kinase 1 (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
Q98SN5 Rho-associated protein Kinase 2 (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q2UIC5 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AOA1DS5PDR9 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q2UPH9 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q2U6V9 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q2TUU4 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U000 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
FINS97 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U5Z2 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
FINK88 Rho-associated protein Kinase 2 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U342 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AO0A3Q3ABK?2 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
P11533 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2UG14 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
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A0A3Q2U4EQ Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
F1P2F7 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U719 Dystrophin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
K4Q293 Histidine-rich glycoprotein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
AQA1D5PQC3 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
Q90933 Neuron-glia cell adhesion molecule (Ng-CAM) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q2U475 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
A0A3Q3AREQD Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM SULF. CONTROLE
ADA3Q2U5S8 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
Q4AEJ1 Complement regulatory soluble protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5PNS4 Gelsolin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A3Q2U6J1 A2M recep domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
F2Y134 Toll-like receptor 3 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AO0A1D5P331 RING-type E3 ubiquitin transferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5SNUS0 Fibronectin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AO0A1D5PUUG PH domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P26652 Metalloproteinase inhibitor 3 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
FINKF3 Gelsolin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A411H9Q7 Tof SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
ADA3Q2TZA4 A2M _recep domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P41263 Retinol-binding protein 4 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOABC4HWGT7 | Protogenin homolog b (Gallus gallus) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA3Q2TRY9 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
Q90XG4 Slit-3 (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5SP7H9 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P11722 Fibronectin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
Q90750 Beta-H glohin gene 5'flanking region (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A3Q2TS72 VASt domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
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FINAS58 Calponin-homology (CH) domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P02001 Hemoglobhin subunit alpha-D SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
Q90735 Beta-globin protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
FINUK7 Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT3 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AQOABC4HUMSY | Protogenin homolog b (Gallus gallus) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
E1BZI9 RING-type E3 ubiquitin transferase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
E1BZI6 DEUBAD domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
B8ZX71 Sixth complement component SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P51890 Lumican SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5PA50 VASt domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOALILIRYW9 | Gelsolin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
Q03696 Neuronal-glial cell adhesion molecule SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5PHS1 Phospholipid-transporting ATPase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A3Q2UKP2 MG2 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P00565 Creatine kinase M-type SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
P01994 Hemoglobin subunit alpha-A SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A3Q2U4J3 Sema domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
T1WI1C3 Polyprotein (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AO0A3Q2TWO7 Fibronectin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOALDSNYA7 Sema domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5PMO04 VASt domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
FINW72 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
093510 Gelsolin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA3Q2TSES8 A2M _recep domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOA1D5PH32 Gelsolin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
FINJT4 Fibronectin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
A0A3Q2U1V1 Reverse transcriptase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
AOAL1D5PFV8 VASt domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM
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ADABC4ANUA9 Protogenin homolog b (Gallus gallus) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

A0A3Q2UEM6 Creatine kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

A0A3Q2UH03 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,932394 0,02 | down regulation
A0A3Q3AN21 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,932394 0,02 | down regulation
A0A3Q2UMU2 | Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,697676 0,02 | down regulation
A0A3Q2TXP7 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,941765 0,04 | down regulation
ADA3Q2TZA1 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,941765 0,04 | down regulation
A0A3Q2UJK8 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,941765 0,05 | down regulation
AOA3Q2UGD4 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,941765 0,05 | down regulation
A0A3Q2U474 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,951229 0,05 | down regulation
AOA3Q3AF81 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 0,941765 0,05 | down regulation
Q5F3Q0 Nup188 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,781044 1| Up regulation
AOA3Q2UHWS | Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,363161 1| Up regulation
E1BQC2 Ovaotransferrin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,404948 1| Up regulation
AO0A3Q2U637 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,095955 1| Up regulation
Q5ZHM4 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,473948 1| Up regulation
F1DQG4 Complement component 7 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,0552 1 | Up regulation
Q90864 Beta-H globin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 28,50273 1 | Up regulation
P02128 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 27,11264 1| Up regulation
P02127 Hemoglobin subunit rho SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 27,66035 1 | Up regulation
A0A30Q2TXQ0 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,363161 1 | Up regulation
ADA30Q2TX84 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,0552 1 | Up regulation
Q90WR3 Hemopexin (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,896193 1 | Up regulation
E1BUAG6 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,20698 1 | Up regulation
Q7LZ50 Ornitho-kinin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,181472 1 | Up regulation
P02112 Hemoglobin subunit beta SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 29,66596 1 | Up regulation
A0A3Q2U4V6 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,801066 1 | Up regulation
AO0A290WNG2 Complement component 4 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,138276 1 | Up regulation
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AQA3Q2TYH6 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,293319 1 | Up regulation
Q02020 Fibrinogen beta chain (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,004166 1| Up regulation
A0A3Q2TX54 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1| Up regulation
A0A1D5PZ59 Nup188 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,365556 1| Up regulation
A2N887 VH1 protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,0552 1| Up regulation
F1P417 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,259311 1| Up regulation
AOA3Q2TTN1 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1| Up regulation
A2N882 VH1 protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,669296 1| Up regulation
AOA1D5SPEU7 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,312168 1| Up regulation
ADA3Q2U7A2 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1| Up regulation
AO0A1D5PIVO Pyruvate Kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,221993 1 | Up regulation
A0A3Q2U5M8 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,013753 1| Up regulation
E1BV78 Fibrinogen C-terminal domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,189933 1| Up regulation
A0A3Q2TT43 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1| Up regulation
A0A3Q2U540 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,293319 1| Up regulation
Q4ADJ7 Ovaotransferrin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,462285 1| Up regulation
B3VE14 Inter-alpha inhibitor heavy chain 2 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,363161 1| Up regulation
Q4ADJ6 Ovotransferrin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,476981 1 | Up regulation
Q8JIG5 Alpha-1-acid glycoprotein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,491825 1 | Up regulation
ATUEBO Alpha-1-acid glycoprotein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,506818 1 | Up regulation
P02789 Ovotransferrin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,404948 1| Up regulation
AOA3Q2TUE3 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,339647 1 | Up regulation
A0A3Q2TX27 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,095955 1| Up regulation
A0A3Q2TX22 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,773195 1 | Up regulation
AOA1D5SP4A2 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 27,93834 1| Up regulation
A0A3Q2UD70 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1 | Up regulation
Q4ADG4 Ovaotransferrin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,476981 1 | Up regulation
AOALD5PTV2 Nup188 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1 | Up regulation
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P81475 Complement factor B-like protease (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,158193 1 | Up regulation
FINUL9 Fibrinogen beta chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,94468 1| Up regulation
AQA1D5PCD2 A2M_recep domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,935351 1| Up regulation
FINWX6 Plasminogen SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,004166 1| Up regulation
A0A3Q2UEGS A2M domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,773195 1| Up regulation
P10184 Ovoinhibitor SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,189933 1| Up regulation
A0A3Q2TYZ3 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,138276 1| Up regulation
A0A3Q2UON4 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,339647 1| Up regulation
P14448 Fibrinogen alpha chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,50929 1| Up regulation
ADA3Q2UFX8 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,117 1| Up regulation
AOA3Q2UFX5 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,158193 1| Up regulation
ADA3Q2UAE7 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,13712 1| Up regulation
AOA3Q2U9E1L Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,247908 1| Up regulation
093601 Apolipoprotein AlV SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,064854 1| Up regulation
093568 Fibrinogen gamma chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,254374 1| Up regulation
ADA3Q3AV59 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,01485 1| Up regulation
H1AC38 A2M_recep domain-containing protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 6,049647 1| Up regulation
F1P587 Anaphylatoxin-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,247908 1 | Up regulation
A0A3Q2TWO03 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,158193 1| Up regulation
P00548 Pyruvate kinase PKM SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,287081 1 | Up regulation
F1P4V1 Fibrinogen alpha chain SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,745601 1| Up regulation
Q90633 Complement C3 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,640654 1 | Up regulation
A0A3Q2U743 A2M_recep domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 4,0552 1| Up regulation
AOA1D5PGT8 Nup188 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,812437 1 | Up regulation
AOA1D5PLM9 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 5,419481 1| Up regulation
A0A3Q2U3K4 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1 | Up regulation
A0A3Q2U324 A2M domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,801066 1 | Up regulation
FINW43 Pyruvate Kinase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 3,254374 1 | Up regulation
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AQA3Q2TTU9 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1 | Up regulation
P20763 Ig lambda chain C region SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,29693 1| Up regulation
AQA3Q3AKX3 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,2705 1| Up regulation
RIPXM5 Immunoglobulin lambda like polypeptide 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,718282 1| Up regulation
AO0A1D5P1C6 Phospholipase B-like SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
Q5ZHM4 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AQA1D5PK41 Rho-associated protein Kinase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1DQG4 Complement component 7 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A1D5PUX4 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1DS5PC47 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1DSNTVS Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINIU3 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
E1BUAG CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1P3R3 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A30Q2TY16 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5NWBS8 | Rho-associated protein kinase 2 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
E1BW44 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA3Q3ANZ2 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
Q9DE13 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2TVB7 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U3B7 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1P417 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINLXO0 Fanconi_A_N domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PEU7 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PEU2 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PQTS Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
PO7751 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PUS9 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
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E1BXC5 C3H1-type domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
B3VE14 Inter-alpha inhibitor heavy chain 2 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA3Q2TWR1 | Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
ADA3Q2TT39 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
E1C6U2 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
ADA3Q2TWQ7 | VWFD domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AQA1D5PQ94 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2UJC3 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINRH6 Rho-associated protein kinase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
E1BYS5 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
QIPWM9 Tyrosine-protein kinase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINHT3 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U6B8 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
ADA3Q2TTH6 Rho-associated protein Kinase 2 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
D2W6W9 Adenomatous polyposis coli 2 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1INX88 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1DSNZX5 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PVG1 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A3Q2U0M3 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A1D5PBHO Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PDT4 Sodium channel protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5NTKO Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
Q98SN6 Rho-associated coiled-coil forming kinase 1 (Fragment) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
Q98SN5 Rho-associated protein Kinase 2 (Fragment) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A3Q2UIC5 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PDR9 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2UPH9 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE
A0A3Q2U6V9 Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
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H1AC38 A2M_recep domain-containing protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
ADA3Q3AJ53 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A3Q2TUU4 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U000 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1INS97 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINL38 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U572 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
E1BX75 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
FINK88 Rho-associated protein kinase 2 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U342 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1D5PLM9 CN hydrolase domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA3Q3ABK2 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
P11533 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A3Q2UG14 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A3Q2U4EQ Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
F1P2F7 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q2U719 Dystrophin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
K4Q293 Histidine-rich glycoprotein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AO0A1D5PQC3 Spectrin alpha chain_ non-erythrocytic 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
Q90933 Neuron-glia cell adhesion molecule (Ng-CAM) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A3Q3B2L3 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA1LIRKA9 Uncharacterized protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A30Q2U4Z5 [Histone H3]-lysine(4) N-methyltransferase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
REVERSE376 Reversed Sequence 376 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
AOA3Q3AREOD Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | SULF. CONTROLE
A0A30Q2U5S8 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AO0A1D5PC51 Ceramide transfer protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A0A30Q2UJ10 Nuclear receptor coactivator SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE
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AO0A3Q2TTP6 Histone deacetylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AOA1D5PRP5 Spatacsin_C domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AQA3Q2TRY9 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AOA1D5P7H9 Kinesin motor domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

E1C409 Ceramide transfer protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AOQA1D5P5T9 Ceramide transfer protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AOA3Q3AD18 Hist_deacetyl domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A0A3Q2UIGO Histone deacetylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

F1P1T9 Spatacsin_C domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

P00565 Creatine kinase M-type SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A0A3Q2U014 Histone deacetylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

AOA1D5PBB1 Histone deacetylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

FINMB5 Nuclear receptor coactivator SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A0A3Q2U1U6 RRM domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE |HCM CONTROLE

Q5F432 Histone deacetylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A0A3Q2UB6M6 Creatine Kkinase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE | HCM CONTROLE

A2N884 VH1 protein (Fragment) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,826959 0,01 | Down regulation
A0A3Q2UGI5 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,860708 0,01 | Down regulation
Q90864 Beta-H globin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,644036 0,02 | Down regulation
FINWX6 Plasminogen SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,826959 0,02 | Down regulation
A0A3Q2UCM5 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,151072 0,02 | Down regulation
P02128 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,625002 0,03 | Down regulation
A0A3Q2UAA5 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,951229 0,03 | Down regulation
AOA1D5P4A2 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,637628 0,04 | Down regulation
F1P587 Anaphylatoxin-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,802519 0,04 | Down regulation
P02127 Hemoglobin subunit rho SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,637628 0,05 | Down regulation
AO0A3Q2UJK8 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,349859 1 | Up regulation
A0A3Q3ARD4 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,2586 1 | Up regulation
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AO0A3Q2UHWS

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,32313

Up regulation

AOA3Q2U8BXS

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,349859

Up regulation

E1BQC2

Ovotransferrin

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,419068

Up regulation

A0A3Q2UGD4

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,363425

Up regulation

A0A3Q2TXQ0

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,309964

Up regulation

ADA3Q2TXP7

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,377128

Up regulation

A0A3Q2TYH6

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,2586

Up regulation

AOA3Q2UFG5

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,349859

Up regulation

AOA3Q2TTN1

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,246077

Up regulation

ADA3Q2TZAL

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,349859

Up regulation

AOQA3Q2U7A2

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,246077

Up regulation

AOA3Q2TT43

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,246077

Up regulation

Q4ADJ7

Ovotransferrin

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,377128

Up regulation

Q4ADJ6

Ovotransferrin

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,32313

Up regulation

Q8JIG5

Alpha-1-acid glycoprotein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,447735

Up regulation

ATUEBO

Alpha-1-acid glycoprotein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,447735

Up regulation

P02789

Ovotransferrin

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,433329

Up regulation

AOA3Q2TUE3

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,309964

Up regulation

AO0A3Q2UD70

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,161834

Up regulation

AOA1L1SO0P1

Uncharacterized protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,32313

Up regulation

AO0A3Q2UCU3

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,363425

Up regulation

A0A3Q2U474

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,363425

Up regulation

Q4ADG4

Ovotransferrin

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,29693

Up regulation

AOA1D5PAQO

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,363425

Up regulation

AOA3Q3AIAD

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,462285

Up regulation

A0A3Q2UON4

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,309964

Up regulation

A0A3Q2ULL1

Ig-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,2586

Up regulation

AOA3Q3AMX7

1g-like domain-containing protein

SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE

1,476981

e L L L L e e T e e e T T P N = T T e N Y R

Up regulation
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AQA3Q2TYY3 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,363425 1 | Up regulation
A0A3Q2UFX5 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,462285 1| Up regulation
A0A3Q2U9E1 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,2586 1| Up regulation
A0A3Q2UH03 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,363425 1| Up regulation
A0A3Q2TWO03 1g-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,462285 1| Up regulation
Q98TD1 PIT 54 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,433329 1 | Up regulation
AQALD5PGT8 Nup188 domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 2,484323 1| Up regulation
A0A3Q2U343 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
AOA3Q3AN21 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,363425 1| Up regulation
A0A3Q2U8BF2 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
A0A3Q2U3K4 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
A0A3Q2U287 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
AOA3Q2TTU9 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
P01875 Ig mu chain C region SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,521962 1| Up regulation
AOA3Q3AKX3 Ig-like domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,246077 1| Up regulation
Q4AEJ1 Complement regulatory soluble protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA1D5PNS4 Gelsolin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
Q5ZHM4 CN hydrolase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
F1DQG4 Complement component 7 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
E1BUAG6 CN hydrolase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A30Q2U6J1 A2M _recep domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
F2Y134 Toll-like receptor 3 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A1D5P331 RING-type E3 ubiquitin transferase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AO0A1D5NU50 Fibronectin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA1D5PUUG PH domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P26652 Metalloproteinase inhibitor 3 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
FINKF3 Gelsolin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
F1P417 CN hydrolase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
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A0A411H9Q7 Tof BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
ADA3Q2TZA4 A2M_recep domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AQALD5PEU7 CN hydrolase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P41263 Retinol-bhinding protein 4 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AQOABC4HWGT? | Protogenin homolog b (Gallus gallus) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
B3VE14 Inter-alpha inhibitor heavy chain 2 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
Q90XG4 Slit-3 (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P11722 Fibronectin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
Q90750 Beta-H globin gene 5'flanking region (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
ADA3Q2TS72 VASt domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
FINAS8 Calponin-homology (CH) domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P02001 Hemoglobin subunit alpha-D BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
Q90735 Beta-globin protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
FINUK7 Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT3 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA8C4HUMY9 | Protogenin homolog b (Gallus gallus) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
E1BZI9 RING-type E3 ubiquitin transferase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
E1BZI6 DEUBAD domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
B8zX71 Sixth complement component BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P51890 Lumican BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA1D5PA50 VASt domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOAILIRYW9 | Gelsolin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
Q03696 Neuronal-glial cell adhesion molecule BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA1D5PHS1 Phospholipid-transporting ATPase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A3Q2UKP2 MG2 domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P01994 Hemoglobin subunit alpha-A BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A3Q2U4J3 Sema domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
H1AC38 A2M _recep domain-containing protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
T1IWI1C3 Polyprotein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
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A0A3Q2TWO07 Fibronectin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOALDSNYA7 Sema domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AQA1D5PMO04 VASt domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
FINW72 Kinesin motor domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AQA1D5PLM9 CN hydrolase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
093510 Gelsolin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AQA3Q2TSES8 A2M_recep domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AOA1D5PH32 Gelsolin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
FINJT4 Fibronectin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A3Q2U1V1 Reverse transcriptase domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
AO0A1D5PFV8 VASt domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
ADABC4NUAY9 Protogenin homolog b (Gallus gallus) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A30Q2UJ10 Nuclear receptor coactivator BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AO0A3Q2TTP6 Histone deacetylase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AOA1DSPRP5 Spatacsin_C domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AO0A1D5POF4 Collagen alpha-1(XIV) chain BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
P32018 Collagen alpha-1(XIV) chain BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
E1C409 Ceramide transfer protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AO0A1D5P5T9 Ceramide transfer protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AOA3Q3AD18 Hist_deacetyl domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
A0A3Q2UL60 Microtubule-associated protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
A0A3Q2ULM6 | Microtubule-associated protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
A0A3Q2UIGO Histone deacetylase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
A0A3Q2UFAQ Microtubule-associated protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
F1P1T9 Spatacsin_C domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
A0A3Q2U014 Histone deacetylase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
AO0A1D5PBB1 Histone deacetylase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
FINMB5 Nuclear receptor coactivator BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE
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A0A3Q2U1U6 RRM domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE

Q5F432 Histone deacetylase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE HCM CONTROLE

AQA1D5P4A2 Hemoglobin subunit epsilon BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 0,025476 0,01 | Down regulation
A0A3Q2UF48 Peptidase S1 domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 0,559898 0,01 | Down regulation
A0A3Q2UJKS8 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
A0A3Q2U8X8 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
E1BQC2 Ovotransferrin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,221403 1| Up regulation
A0A3Q2UGD4 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
A0A3Q2TZD6 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 4,71147 1| Up regulation
A0A3Q2TXP7 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
QIWGEF5 Vitamin D-binding protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,2586 1| Up regulation
P19121 Albumin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,419068 1 | Up regulation
A2N890 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,584074 1| Up regulation
A0A3Q2UFG5 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
A2N889 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 5,05309 1| Up regulation
A2N886 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 5,259311 1| Up regulation
A2N885 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 2,117 1| Up regulation
A2N884 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,682028 1 | Up regulation
A2N883 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,822119 1| Up regulation
A2N881 VH1 protein (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,584074 1 | Up regulation
AOA3Q2TZAl Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
Q4ADJ6 Ovotransferrin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,20925 1 | Up regulation
A0A3Q2UCU3 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1| Up regulation
A0A3Q2U474 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,568312 1 | Up regulation
Q4ADG4 Ovotransferrin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,20925 1 | Up regulation
AO0A1D5PAQO 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,568312 1 | Up regulation
FINVF3 Vitamin D-binding protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,2586 1 | Up regulation
AQA1D5PCD2 A2M _recep domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,390968 1 | Up regulation




101

A0A3Q3AF81 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,552707 1 | Up regulation
AOALD5NW68 | Albumin BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,419068 1 | Up regulation
A0A3Q2UH03 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,568312 1| Up regulation
A0A3Q2UPH3 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 5,103875 1| Up regulation
A0A3Q2TWO03 1g-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,568312 1| Up regulation
P08250 Apolipoprotein A-I BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,599994 1| Up regulation
AO0A1D5PUO00 Protein AMBP BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,750673 1 | Up regulation
Q98TD1 PIT 54 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,822119 1 | Up regulation
AOA3Q2UAA5 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,349859 1| Up regulation
ADA3Q3AN21 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,537258 1| Up regulation
AOA3Q2UAWO | Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 4,806648 1| Up regulation
A0A3Q2UGI5 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,433329 1| Up regulation
AOA3Q2UMU2 | Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 1,803988 1| Up regulation
A0A3Q2U2P6 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 5,002811 1| Up regulation
A0A3Q2UDAS5 Ig-like domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE 3,974902 1 | Up regulation
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CAPITULO IV
PERFIL METALOPROTEOMICO DE FIGADO DE FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FONTES E NIVEIS DE
COBRE, MANGANES E ZINCO
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Resumo: Cobre, Zinco e Manganés sdo microminerais suplementados em dietas de aves
que participam de varios processos fisioldgicos especificos. Ha diversas fontes
comerciais e dentre elas os hidroxicloreto minerais representam a terceira geracao por
apresentarem caracteristicas especificas em relacdo as fontes convencionais. Tais
caracteristicas podem influenciar as respostas fisiologicas em nivel molecular e o estudo
protedmico é uma das ferramentas que auxiliam na descricdo dessas respostas. Desse
modo, o0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar diferentes fontes e niveis de Cu, Zn e Mn
sobre o perfil diferencial das proteinas associadas com estes minerais no tecido hepatico
de frangos de corte. Para isso, 1080 frangos de corte foram divididos em 3 grupos
experimentais (Sulf. Controle, Baixo HCM e HCM Controle) e foi coletado fragmento de
figado de 9 aves/tratamento e a partir das amostras feito 3 pools. Os pools foram
submetidos aos procedimentos de extracdo proteica para obtencdo do proteoma e
posteriormente caracterizacdo, identificacdo dos niveis funcionais, via metabdlicas e
interacdes das proteinas associadas com 0s minerais estudados. A analise protedbmica
demonstrou inducdo de proteinas associadas 0s processos bioldgicos e componente
celular, com funcGes de transporte de nutrientes e producao de energia como a ALDOB
(frusctose-biphosfate aldolase B) e ATP Sintetase Subunidade [ (ATP5b),
respectivamente, sugerindo envolvimento dessas proteinas com os minerais estudados e
como potenciais biomarcadores responsivos a concentracdes e/ou biodisponibilidade dos

minerais frente as estratégias nutricionais.

Palavras Chaves: ATP Sintetase Subunidade [, frusctose-biphosfate aldolase B,

hidroxicloreto minerais, metaloproteinas, Shotgun.
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INTRODUCAO

Os elementos minerais sdo estruturas que ndo podem ser decompostos ou
sintetizados pelos organismos vivos em reagdes quimicas metabdlicas e desempenham
diversas funcgdes (estruturais, fisioldgica, catalisadora, etc.) no organismo animal
(MACARI et al., 2002; SUTLE, 2010).

Nutricionalmente, os minerais requeridos em grandes quantidades s&o chamados
de macrominerais e aqueles requeridos em pequenas quantidades s&o chamados de
microminerais. No grupo dos microminerais estdo presentes o Cobre (Cu), Zinco (Zn) e
Manganés (Mn), todos com funcGes muito especificas no metabolismo animal e,
essenciais para as funcgdes de manutencdo e producdo de frangos de corte (MACARI et
al., 2002).

Cobre, Zn e Mn suplementados em dietas de aves sdo indispensaveis para o
crescimento, além de terem interfacie com muitos processos fisioldgicos e bioldgicos,
especialmente como catalizador enzimatico intracelular, envolvidos no metabolismo de
proteinas, secre¢do de hormonios, sistema imunoldgico, antioxidante e outros (VIEIRA
et al., 2020).

H& diversas fontes comerciais de minerais no mercado atualmente e sua
efetividade bem como seu valor comecial é medida pela biodisponibilidade, determinada
pela quantidade do mineral ingerida e absorvida no tratato gastrointestinal para ser
utilizada em funcBes metabolicas normais do organimos.

Entre as fontes disponiveis comercialmente, os hidroxicloretos também sdo
classificados como minerais inorganicos, no entanto apresentam particularidades que os
diferenciam das fontes sulfatos, Oxidos ou carbonatos (JASEK et al., 2019). Os
hidroxicloreto minerais apresentam ligacGes covalentes em sua estrutura quimica que 0s

tornam menos reativos e menos solUveis em agua, reduzindo as interagdes negativas com
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0s demais componentes da dieta (LUO et al., 2005; LU et al., 2010). E embora hajam
estudos que comprovem sua efetividade como fonte de maior biodisponibilidade ndo ha
estudos que exploram a funcionalidade de Cu, Zn e Mn a nivel molecular, com o objetivo
de correlacionar uma caracterisitca fenotipica estimulada por uma estratégia nutricional.
A analise protedmica pode auxiliar na avaliacdo das interacfes de diferentes

estratégias nutricionais sobre as alteracdes no proteoma de células, tecidos ou fluidos
corporais, elucidando como estas mudancas podem influenciar a saide, producéo,
reproducéo e qualidade dos produtos gerados (ALMEIDA & BENDIXEN, 2012).

Ferramentas protebmicas permitem compreender as propriedades das proteinas,
seus niveis de expressdo e modificacbes pos traducionais, caracterizando quali e
quantitativamente o perfil proteico, permitindo a compreensdo de mecanismos
moleculares que alteram os fenétipos (NAABY-HANSEN et al., 2001; PRASAD et al.,
2017).

Nesse sentido, o objetivo desse experimento foi avaliar o perfil diferencial das
proteinas associadas com Cu, Zn e Mn no tecido hepatico de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis desses minerais utilizando como ferramenta

as estratégias metaloprotedmicas.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos executados nesse estudo foram submetidos aprovados

pelo Comité de Etica de Uso de Animais — CEUA/FMVZ, processo n® 0033/2020.

Aves, Dietas e Tratamentos Experimentais

Para o estudo protedmico foram utilizadas amostras do tecido hepatico de 27

frangos de corte macho da linhagem (Cobb® 500) suplementados com duas fontes
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(sulfato e hidroxicloreto) e um nivel de Cobre (15 ppm), dois niveis de manganés (40 e
80 ppm) e dois niveis de zinco (40 e 80 ppm), totalizando trés tratamentos:
e Sulf. Controle — 15 ppm de Cobre + 80 ppm de Manganés + 80 ppm de
Zinco (fonte sulfato);
e Baixo HCM — 15 ppm de Cobre + 40 ppm de Manganés + 40 ppm de
Zinco (fonte hidroxicloreto);
e HCM Controle — 15 ppm de Cobre + 80 ppm de Manganés + 80 ppm de
Zinco (fonte hidroxicloreto);

As dietas foram isoproteicas e isoenergéticas formuladas a base de milho e farelo
de soja, seguindo as recomendacdes de Rostagno et al. (2017), diferindo apenas nos niveis
dos minerais avaliados e divididas em quatro fases: pré inicial (1 a 7 dias); inicial (8 a 21
dias); crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias).

As aves foram criadas desde um dia de idade em galpdo com piso de concreto
cobertos com maravalha com area 2,0m2/box (15 frangos/m?2) durante o de 42 dias. Cada
box foi equipado com um comedor tubular e bebedouros tipo nipple (5 bebedouros/box).

O fornecimento da racdo e agua foi a vontade durante todo o periodo experimental.

Coleta de Amostras

Aos 42 dias os frangos de corte foram abatidos por deslocamento cranio cervical
e posteriormente foi realizada a coleta de um fragmento do lobo direito do figado de cada
ave utilizando lamina de aco inoxidavel. Cada fragmento de figado foi seccionado em
fatias, transferidos para criotubos e entdo armazenado em freezer -80°C até a sua
utilizacdo nos ensaios protedmicos. A partir das amostras coletadas foram feitos pools

por meio da homogeneizacdo e maceracdo das amostras de figado do mesmo grupo,
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correspondendo aos trés tratamentos estudados. Foram consideradas amostras de 9 aves

por tratamento.

Extracédo e Quantificacdo de Proteinas

Para a extracdo das proteinas foram homogeneizados aproximadamente 100 mg
de cada pool de tecido hepatico em 300 puL em tampao de lise (uréia 7 mol L-, tiouréia
2 mol L-%, ditiotreitol 40 mmol L-! e bicarbonato de aménio 50 mmol L-1). A mistura foi
submetida a extracdo em desruptor de células por trés ciclos de 20 segundos e descanso
em gelo de um minuto entre os ciclos. Em seguida os extratos foram centrifugados durante
20 minutos, a 14 000 xg e 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo microtubo. Posteriormente as proteinas foram quantificadas
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA)

como proteina padréo.

Digestéo de Proteinas em Solucéo

A partir dos extratos proteicos, 50 pg de proteina de cada amostra foi diluida em
60 uL de bicarbonato de aménio (50 mmol L1). Em seguida foram adicionados 25 pL de
Rapigest (0,2% (v/v)) em cada amostra e transferidas para bloco aquecido a 37°C durante
60 minutos. Posteriormente, as proteinas presentes nas amostras foram reduzidas com a
adicdo de 2,5 pL de ditiotreitol (100 mmol L) sendo incubadas (37°C) por 40 minutos,
e posteriormente alquiladas por meio da adi¢do de 2,5 pL de iodoacetamida (300 mmol
L1). Logo apds as etapas de reducdo e alquilagdo, os extratos proteicos foram incubados
em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 30 minutos. Na sequéncia foram
adicionados 10 pL de solucdo de tripsina na concentragdo de 0,1 pg pL? (1:50

[enzima:substrato]) procedendo-se imediatamente a digestdo a 37°C por 16 horas. A
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digestéo foi interrompida com 10 pL de &cido trifluoroacético 5% (v/v) e as amostras
foram incubadas novamente durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 14 000 rom por 30 minutos em temperatura ambiente. Logo apés
a centrifugacéo os sobrenadantes foram separados e transferidos para um novo microtubo.
As amostras foram dessalinizadas por meio de colunas Sep-Pak Vac C18 (Waters,
Milford, EUA) conforme as recomendacdes do fabricante. As solucBes contendo o0s
peptideos foram reduzidas por meio de centrifugacdo a vacuo e armazenadas a -20°C até
a analise por espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida

(LC-MS/MS).

Identificacdo e Analise de Bioinformatica e Expressado de Proteinas

A analise funcional das proteinas upregulated e downregulated foi realizada
utilizando o software Blast2GO v.6.0.3 a partir das sequéncias FASTA das proteinas
obtidas no banco de dados Uniprot. Por meio os termos GO (Gene Ontoloy) as proteinas
foram classificadas em trés niveis: processo bioldgico, funcdo molecular e componente
celular. A ferramenta online String (string-db.org v.11.5) foi utilizada para construir a
rede de interacdo proteina-proteina utilizando o nivel de confianca mais alto (0,900). A
rede foi agrupada em 3 clusters utilizando o agrupamento kmeans. Os nés desconectados
na rede foram ocultados. A analise de enriquecimento da via KEGG (Enciclopédia de
Genes e Genomas de Kyoto) foi realizada utilizando o software Cytoscape (v.3.9.1) com
o plugin String para avaliar as vias metabolicas alteradas (FDR<0,05) pelas proteinas

diferencialmente expressas.
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RESULTADOS

Os tratamentos avaliados foram confrontados para melhor visualizagéo do perfil
de proteinas identificadas, conforme a descricéo a seguir: Sulf. Controle vs Baixo HCM;
Sulf. Controle vs Controle HCM e Baixo HCM vs Controle HCM. Os resultados da
anotacdo funcional (processos biologicos, fun¢ées moleculares e componentes celulares)
das proteinas encontradas no confronto dos tratamentos experimentais Sulf. Controle vs
Baixo HCM; Sulf. Controle vs Controle HCM e Baixo HCM vs Controle HCM podem

ser visualizados nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente.

Funcao Molecular

Processo Biologico

Figura 1. Anotacdo funcional das proteinas identificadas na comparacdo entre Sulf.
Contole vs Baixo HCM do tecido hepético de frangos de corte suplementados com
diferentes fontes e niveis de Cobre, Zinco e Manganés.
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FUNCAO MOLECULAR COMPONENTE CELULAR

PROCESSO BOLOGICO
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Figura 2. Anotacdo funcional das proteinas identificadas na comparacdo entre Sulf.
Contole vs HCM Controle do tecido hepatico de frangos de corte suplementados com
diferentes fontes e niveis de Cobre, Zinco e Manganés.

FUNCAO MOLECULAR

PROCESSO BIOLOGICO

COMPONENTE CELULAR

Figura 3. Anotacdo funcional das proteinas identificadas na comparacdo entre Baixo
HCM vs. HCM Controle do tecido hepético de frangos de corte suplementados com
diferentes fontes e niveis de Cobre, Zinco e Manganés.

J& a rede de interacdo de proteinas identificadas no tecido hepético entre a

comparacdo do tratamento Sulf. Controle vs Baixo HCM; Sulf. Controle vs Controle
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HCM e Baixo HCM vs Sulf HCM podem ser visualizados nas Figuras 4, 5 e 6,

respectivamente.

LOC426037

©

HIST1H2BS

Figura 4. Rede de interacdo entre proteinas identificadas na comparacdo entre o grupo
Sulf. Controle vs Baixo HCM e diferencialmente expressas no tecido hepatico de frangos
de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e manganés. Cada
no (esfera colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo gene. As linhas
gue conectam cada n6 indicam evidéncia de interacdo (quanto mais espessa maior o nivel
de confianca).

De acordo com a Figura 4, 15 proteinas foram evidenciadas entre os tratamentos
Sulf. Contre vs Baixo HCM, participando de processos bioldgicos, funcGes moleculares

e componentes celulares, como mostra a Figura 1.
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Figura 5. Rede de interacdo entre proteinas identificadas na comparacdo entre o grupo
Sulf. Controle vs HCM Controle e diferencialmente expressas no tecido hepético de
frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e
manganés. Cada no (esfera colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo
gene. As linhas que conectam cada no indicam evidéncia de interacdo (quanto mais
espessa maior o nivel de confianca).

A figura 5 indica a rede de interagéo entre os tratamentos Sulf. Contre vs HCM
Controle, evidenciando 15 proteinas que participam de processos bioldgicos, funcdes

moleculares e componentes celulares, como mostra a Figura 2.
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Figura 6. Rede de interacdo entre proteinas identificadas na comparacao entre o
grupo Sulf. Controle vs HCM Controle e diferencialmente expressas no tecido hepéatico
de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre, zinco e
manganés. Cada no (esfera colorida) representa uma proteina com o nome do respectivo
gene. As linhas que conectam cada no indicam evidéncia de interacdo (quanto mais
espessa maior o nivel de confianca).

De acordo com a Figura 6, 18 proteinas foram evidenciadas entre os tratamentos
Baixo HCM. vs HCM Controle, participando de processos biologicos, funcbes

moleculares e componentes celulares, como mostra a Figura 3.

DISCUSSAO

A suplementacdo de diferentes fontes e niveis de Cu, Zn e Mn alterou o perfil de
proteinas hepaticas associadas com o0s processos bioldgicos e componente celular, com
funcBes de transporte de nutrientes e producdo de energia em frangos de corte aos 42 dias
de idade. A partir da andlise de ontologia genética foi possivel identificar nesse estudo
proteinas que tiveram sua expressdo alterada a partir dos tratamentos experimentais,
como: ALDOB (frusctose-biphosfate aldolase B) e ATP Sintetase Subunidade [

(ATP5D).
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A proteina ALDOB encontrada nesse estudo faz parte de processos bioldgicos
e moleculares e foi expressa exclusivamente no tecido hepatico de frangos de corte
suplementados com niveis mais baixos de hidroxicloreto mineral (grupo Baixo HCM)
qguando comparado as aves suplementadas com niveis mais altos da mesma fonte mineral
(HCM Controle).

A ALDOB ¢é uma enzima glicolitica, predominantemente expressa pelo figado e
rim, responsavel por clivar a frutose 1,6 bifosfato em gliceraldeido 3 fosfato. A isoforma
B desta proteina é expressa exclusivamente pelo figado e sua expresséo é controlada pela
ingestdo de alimentos. A ALDOB é uma mataloproteina e depende de um ion de Zn em
sua estrutura para exercer sua funcéo bioldgica (COPPER et al., 1999; FONVIELLE et
al., 2008). Carboidratos simples, como a frutose por exemplo, aumentam a expressao de
MRNA para sintese da ALDOB (MUNNICH et al., 1985). Estudos protebmicos
correlacionando esta proteina com frangos de corte sdo escassos. No entanto, Maharjan
et al (2021), observaram que a medida que algumas proteinas envolvidas no metabolismo
de carboidratos sdo up reguladas (PYGB e MGAM) inicia-se um estado fisioldgico de
deficiéncia de nutrientes e as fibras musculares sdo afetadas, ao passo que essa situacdo
fisioldgica é contornada com o aumento da expressdao da ALDOB, permitindo melhor
utilizacdo de energia dos carboidratos da dieta para correto crescimento celular.

Neste estudo, a fonte hidroxicloreto de Cu, Zn e Mn em niveis reduzidos (grupo
Baixo HCM) podem ter favorecido a expressdo da proteina ALDOB, seja pela maior
disponibilidade da fonte mineral ou ainda pela menor saturacdo dos ions metalicos
circulantes no organismo da ave competindo por sitios de ligacdo e/ou transportadores.
Alguns autores também constataram que a suplementacdo de hidroxicloreto mineral
resultaram em melhor performance em comparacdo as fontes sulfatos, inclusive obtendo

0s mesmos resultados quando suplementados em niveis abaixo do recomendado pelos
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guias nutricionais (OLUKOSI et al., 2018; NAGUYEN et al., 2020, FRANKLIN et al.,
2022; GROFF-URAYAMA et al., 2023). Nesse sentido, por mais que esses estudos ndo
sejam protedbmicos, pode-se sugerir que molecularmente a fructose-biphosfate aldolase B
também tenha sido positivamente expressa, favorecendo o metabolismo de nutrientes e,
dessa maneira, proporcionando resultados satisfatorios de desempenho mesmo quando a
suplementacdo mineral foi abaixo do recomendado.

Outra proteina que teve sua expressao alterada nesse estudo é a ATP Sintetase
Subunidade g (ATP5b). Esta proteina foi expressa exclusivamente no tratamento Baixo
HCM gquando comparado com o tratamento Sulf. Controle. A proteina ATP5b é uma
subunidade da enzima ATP sintetase mitocrondrial responsavel por produzir ATP a partir
de ADP durante o processo da cadeia respiratdria na mitocondria e com importante funcéo
no metabolismo celular (GANETZKY et al., 2022). Segundo Liu et al. (2012), maior
expressdao de ATP5b significa maior capacidade oxidativa (capacidade produzir energia
a partir de glicose, acidos organicos) e estudos anteriores com suinos correlacionam tal
acao com maior crescimento muscular e metabolismo de tecido adiposo (Xu et al., 2009).

Proteinas envolvidas na atividade mitocondrial, assim como a ATP5b podem ser
usadas como biomarcadores de saude de frangos de corte (DUCATELLE et al., 2018).
Nesse sentido, pode-se extrapolar que também possam ser biomarcadores para
desempenho, uma vez que a funcionalidade dessas proteinas garante correta producédo de
energia para ser convertida as exigéncias de mantenca e de produc¢do. Segundo Musigwa
etal. (2021), o aumento da expressao de genes da ATP sintetase esta relacionado com um
melhor desempenho uma vez que o correto funcionamento do metabolismo de
mitocondrias em produzir energia favorece o metabolismo celular e a utilizagdo da

energia em processos bioldgicos.
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Tanto a proteina ALDOB quanto ATP5b sdo importantes para 0S processos
biolégicos e moleculares no organismo de frangos de corte. Apesar das informacdes a
cerca desse assunto serem escassas e ndo haver estudos que investigam estas fontes com
0 proteoma de frangos de corte, pelos resultados obtidos, pode-se inferir que a
suplementacdo das dietas com Cu, Zn e Mn na forma hidroxicloreto favoreceram sua
expressdao em comparacao a fonte sulfato. Somado a isso, tais proteinas podem ser
consideradas possiveis biomarcadores para avaliar a influéncia de estratégias nutricionais
a nivel molecular. No entanto, para isso, requer-se mais estudos detalhando as vias

metabdlicas envolvidas.
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Tabela S1. Expresséao de proteinas de tecido hepatico de frangos de corte frente a analise dos termos de ontologia genética e status de expressao
frente as comparagdes com os tratamentos experimentais (diferentes niveis e fontes de Cu, Zn e Mn).

ACESSION PROTEIN COMPARATION UNIQUE RATIO P VALUE | REGULATION
P01994 Hemoglobin subunit alpha-A SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

Q90750 Beta-H globin gene 5'flanking region (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

P02001 Hemoglobin subunit alpha-D SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

AOALL1RY04 ATP synthase subunit beta SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

Q5ZLC5 ATP synthase subunit beta mitochondrial SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

A0A30Q2U983 Lipoyl-binding domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

AOA1D5PMD9 Carboxylic ester hydrolase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

AOA1DS5SPN19 PKS_ER domain-containing protein SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

Q8JHF6 Pyruvate carboxylase SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

VILUS50 Carboxylic ester hydrolase (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

P23991 Alcohol dehydrogenase 1 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM BAIXO HCM

AO0A3Q2U9K8 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,648721 1 | Up regulation
AOA1D5P4A2 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,225541 1| Up regulation
QIPSW9 Histone H2B 8 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,054433 1 | Up regulation
P21642 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP]_ mitochondrial SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,632316 1| Up regulation
P07341 Fructose-bisphosphate aldolase B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,552707 1 | Up regulation
Q90864 Beta-H globin SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,225541 1| Up regulation
P02112 Hemoglobin subunit beta SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,225541 1| Up regulation
A0A3Q2UDI2 Histone H2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,075081 1 | Up regulation
P02128 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,247908 1 | Up regulation
P02127 Hemoglobin subunit rho = SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,225541 1| Up regulation
B47858 Fructose-bisphosphate aldolase (Fragment) SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 1,462285 1 | Up regulation
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POC1H5 Histone H2B 7 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,203396 1 | Up regulation
POC1H4 Histone H2B 5 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,054433 1| Up regulation
POC1H3 Histone H2B 1/2/3/4/6 SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,033991 1 | Up regulation
AOALD5PY49 Histone H2B SULF.CONTROLE vs BAIXO HCM 2,247908 1| Up regulation
A0A3Q2U9IK38 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

P21642 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP]_ mitochondrial SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

P07341 Fructose-bisphosphate aldolase B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

B4Z858 Fructose-bisphosphate aldolase (Fragment) SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

A0A30Q2U983 Lipoyl-binding domain-containing protein SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

Q8JHF6 Pyruvate carboxylase SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE SULF. CONTROLE

AOA1DS5SP4A2 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,698932 1 | Up regulation
Q90864 Beta-H globin SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,733253 1 | Up regulation
P02112 Hemoglobin subunit beta SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,309964 1 | Up regulation
P02128 Hemoglobin subunit epsilon SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,616074 1| Up regulation
P02127 Hemoglobin subunit rho SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 1,682028 1| Up regulation
POC1H5 Histone H2B 7 SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,826959 0,03 | Down regulation
AOA1D5PY49 Histone H2B SULF.CONTROLE vs HCM CONTROLE 0,810584 0,03 | Down regulation
A0A30Q2U9K8 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

P21642 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP]_ mitochondrial BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

P07341 Fructose-bisphosphate aldolase B BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

P01994 Hemoglobin subunit alpha-A BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

Q90750 Beta-H globin gene 5'flanking region (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

P02001 Hemoglobin subunit alpha-D BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

AOALLIRY04 ATP synthase subunit beta BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

Q5ZLC5 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

B47858 Fructose-bisphosphate aldolase (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

A0A1D5PMD9 Carboxylic ester hydrolase BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM

AOA1D5PN19 PKS_ER domain-containing protein BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
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VILU50 Carboxylic ester hydrolase (Fragment) BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
P23991 Alcohol dehydrogenase 1 BAIXO HCM vs HCM CONTROLE BAIXO HCM
A0A3Q2U983 Lipoyl-binding domain-containing protein 0,733447 0,01 | Down regulation
P02128 Hemoglobin subunit epsilon 0,683861 0,04 | Down regulation
AOA1DSP4A2 Hemoglobin subunit epsilon 0,697676 0,05 | Down regulation
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IMPLICACOES

O presente experimento investigou o efeito de duas fontes minerais (sulfato e
hidroxicloreto) e diferentes niveis de Cobre, Zinco e Manganés sobre os parametros de
desempenho e rendimento de partes de frangos de corte. Além do estudo de desempenho
zootécnico, também foi investigado através da metodologia Shotgun metaloproteinas
associadas com os minerais estudados, e seu perfil de expressio com base na
funcionalidade e metabolismo dessas proteinas, sugerindo que sejam possiveis
biomarcadores de exposicdo a esses minerais, por meio das estratégias nutricionais
testadas.

Apesar da nutricdo mineral para frangos de corte ser amplamente estudada,
estudos com hidroxicloretos minerais sdo de certa forma recentes. Trouxemos nessa
pesquisa alguns esclarecimentos, mas certamente ha uma série de lacunas que precisam
ser preenchidas para melhor entendimento sobre os parametros de desempenho. Bem
como avaliar molecularmente a interacdo de tais fontes minerais com proteinas e outros
processos fisiologicos desempenhados pelo organismo das aves.

Nesse estudo constatou-se que Cobre, Zinco e Manganés na forma
hidroxicloreto suplementados em niveis abaixo do recomendado por guias nutricionais
proporcionam desempenho satisfatorio, inclusive quando comparado ao desempenho de
frangos de corte recebendo dietas com adicdo de aditivo melhorador de desempenho e
fontes convencionais.

Desse modo, apesar de ndo se ter conduzido estudos de avaliacdo de
concentra¢do mineral em tecidos e/ou 6rgdos, ou ensaios de digestibilidade dos minerais
estudados, pode-se inferir de acordo com a literatura e os resultados desse estudo que a
fonte hidroxicloreto € mais biodisponivel, favorecendo o desempenho de frangos de corte.
No entanto, sugere-se para estudos futuros com a mesma linha de investigacdo a
realizacdo de ensaios de digestibilidade para auxiliar na validacéo e justificativa dos
resultados encontrados na pesquisa.

Ja para o estudo protedmico, a técnica usada foi a Shotgun que se baseia na
analise quantitativa e fornece resultados de expressao diferencial de proteinas de forma
robusta. Através desta metodologia algumas metaloproteinas foram identificadas e
correlacionadas como passiveis de mudanga em sua expressao frente aos niveis e fontes

dos minerais testados, sugerindo a possibilidade de serem biomarcadores.
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No entanto, apesar da Shotgun ser uma metodologia mais aceita entre os
pesquisadores da &rea proteomica, por ser mais recente, acreditamos que seria
complementar aos resultados a utilizacdo conjunta de outra metodologia em estudos
futuros que pretendam seguir essa linha de pesquisa: a 2D-PAGE.

A analise das proteinas por 2D-PAGE permite separar 0 proteoma, mapear 0S
minerais nos spots proteicos e caracterizar as proteinas a partir desses spots e,
complementar a isso, a Shotgun nos permite averiguar a diferenca de expressao de
proteinas entre 0s grupos experimentais permitindo melhor compreensdo das proteinas

encontradas.
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