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ZINCO NA NUTRICAO E SAUDE DE FRANGOS DE CORTE

Resumo: Foi realizado um experimento para avaliar o efeito dos niveis de zinco na
dieta de frangos de corte, sobre o desempenho, a imunidade e saude. O ensaio foi
realizado em aviario experimental, o delineamento foi inteiramente casualisado com
cinco niveis de zinco, totalizando 5 tratamentos com sete repeticdes, 0s tratamentos
consistiram em 50, 75, 100, 125 e 150% da exigéncia de zinco segundo Rostagno et al.
(2011), sendo o tratamento 100% (controle): 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-
incial, inicial e crescimento, respectivamente. As aves foram divididas em boxes, sendo
cada box uma unidade experimental com 33 aves cada. E aos 35 dias de idade foi
realizado um desafio com LPS de E. coli. Foram avaliados os parametros de
desempenho: conversdo alimentar, consumo de racéo, peso corporal, ganho de peso e
viabilidade; bioquimicos: zinco no sangue, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase no soro sanguineo; e imunolégico: titulo de anticorpos para doenca de
Newcastle de 1 a 35 dias de idade. Ap6s os 35 dias de idade foram avaliados peso
relativo de 6rgdos, o teor de zinco na tibia inteira, fémur sem a medula 6ssea, medula
6ssea do fémur e no figado, atividade da superoxido dismutase e glutationa peroxidase
no soro sanguineo e no figado e a producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio por
macrofagos peritoniais; em todos os niveis de zinco em aves desafiadas por LPS ou néo.
Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) através do procedimento
General Lineal Model (GLM), com auxilio do programa estatistico SAS 9.3. O nivel
6timo de zinco dietético foi determinado pela analise de regressdo no modelo da Nova

—-bx

Compartimental (y = —— ) utilizando-se o programa Excel (xIsx) com excecao

(1+ e~y
dos dados de Peroxido de Hidrogénio e Oxido Nitrico em que o nivel 6timo de zinco
dietético foi determinado pela anélise de regressdo, Broken Line, utilizando-se o
procedimento Proc Reg do SAS 9.3, com o auxilio do programa Origin. A
suplementacédo de zinco na forma de 6xido de zinco em dietas de frangos de corte pode
influenciar o ganho de peso, conversdo alimentar e consumo de racdo de 1 a 21 dias de
idade, em aves criadas em galpdo, com ponto étimo 128% da exigéncia estimada por
Rostagno et al. (2011). A mesma suplementacdo e nas mesmas condigdes, nao
influencia o desempenho de 1 a 35 dias de idade e ndo apresenta melhorias evidentes no
status antioxidante e imunologico das aves. A partir dos 35 dias de idade em aves
desafiadas verificou-se que a suplementacdo de zinco acima dos niveis recomendados
para dietas de frangos de corte até 35 dias de idade influencia negativamente a producéo
de perdxido de hidrogénio e de oxido nitrico por macrofagos peritoneais, em aves
desafiados ou ndo com o lipopolissacarideo de Escherichia coli. Os melhores resultados
para resposta imunoldgica primaria foram obtidos com a suplementacdo de 100% da
exigéncia estimada por Rostagno et al. (2011). Pode-se dizer que a suplementacdo de
139% de zinco da exigéncia preconizada por Rostagno et al. (2011) aumenta a atividade
da glutationa peroxidase no soro, bem como aumenta o teor de zinco no figado das aves.

Palavras-chave: antioxidante, desafio, mineral, sistema imune.



ZINC IN THE NUTRITION AND HEALTH OF BROILERS

Abstract: An experiment was carried out to evaluate the effect of zinc levels on the
broiler diet on performance, immunity and health. The experiment was carried out in
experimental fowl, the design was completely randomized with five levels of zinc,
totaling 5 treatments with seven replicates, treatments consisted of 50, 75, 100, 125 and
150% of the zinc requirement according to Rostagno et al. (2011), the treatment being
100% (control): 81.3; 71.5; 65 ppm of zinc in the pre-intial, initial and growth phases,
respectively. The birds were divided into boxes, each box being an experimental unit
with 33 birds each. And at 35 days of age a challenge was performed with E. coli LPS.
Performance parameters were evaluated: feed conversion, feed intake, body weight,
weight gain and viability; Biochemicals: zinc in the blood, superoxide dismutase and
glutathione peroxidase in blood serum; And immunological: titer of antibodies to
Newcastle disease from 1 to 35 days of age. After 35 days of age, relative body weight,
zinc content in the entire tibia, femur without the bone marrow, bone marrow of the
femur and liver, superoxide dismutase activity and glutathione peroxidase in blood
serum and liver were evaluated. Production of oxygen and nitrogen reactives by
peritoneal macrophages; At all levels of zinc in LPS challenged birds or not. Data were
analyzed by analysis of variance (ANOVA) using the General Linear Model (GLM)
procedure, using the statistical program SAS 9.3. The optimal level of dietary zinc was

ae—bx
(7 e

using the program Excel (xlIsx) with the exception of Hydrogen Peroxide and Nitric
Oxide data in which the optimum level of dietary zinc was determined by the regression
analysis, Broken Line, using the Proc Reg procedure of SAS 9.3, with the aid of the
Origin program . Zinc supplementation in the form of zinc oxide in broiler diets can
influence weight gain, feed conversion and feed intake from 1 to 21 days of age in
poultry reared in shed, with a best point of 128% of the requirement Estimated by
Rostagno et al. (2011). The same supplementation and under the same conditions does
not influence the performance from 1 to 35 days of age and does not show evident
improvements in the antioxidant and immunological status of the birds. From 35 days of
age on challenged birds it was found that zinc supplementation above recommended
levels for broiler diets up to 35 days of age negatively influences the production of
hydrogen peroxide and nitric oxide by peritoneal macrophages in Birds challenged or
not with Escherichia coli lipopolysaccharide. The best results for primary immune
response were obtained with the 100% supplementation of the requirement estimated by
Rostagno et al. (2011). It can be said that the 139% zinc supplementation of the
requirement recommended by Rostagno et al. (2011) increases the activity of
glutathione peroxidase in serum as well as increases the zinc content in the liver of
birds.

determined by the Regression analysis in the New Compartmental (y =

Keywords: antioxidant, challenge, imune system, mineral.



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéo

A avicultura brasileira tem apresentado crescimento significativo na produgéo de
frangos de corte e se expande a cada ano de forma consistente, configurando uma cadeia
produtiva e bem-sucedida. Atualmente, o Brasil se encontra como terceiro maior
produtor e maior exportador mundial desta carne (UBABEF, 2016) e tem se destacado
devido ao baixo custo de producdo e o aprimoramento constante da nutricdo,
melhoramento genético, manejo e controle sanitéario, que possibilitam a obtencdo de
elevado indice zootécnico e competitividade de seus produtos (R1ZZO et al., 2010).
Desta forma, é essencial a continuidade do aperfeicoamento das tecnologias em
instalagOes, genética, manejo, nutrigdo e sanidade.

Para alcancar esses altos indices de produtividade; alto ganho de peso, alto
rendimento de carcaca, baixa conversdo alimentar, entre outros; nos ultimos 60 anos, o
uso de antibidticos e quimioterapicos, como melhoradores de desempenho (AMD) e
com finalidade profilatica, tem sido frequente, impedindo o desenvolvimento de
doencas e permitindo aumento do ganho de peso e melhora da conversédo alimentar dos
animais criados sobre sistema intensivo (R1ZZO et al., 2010). No entanto, a selecdo de
aves com maior velocidade de desenvolvimento e as alteragdes ambientais visando
aumentar a producdo resultou em alteracfes no desenvolvimento do trato gastrintestinal;
assim aves jovens sdo, atualmente, mais susceptiveis a distlrbios entéricos que aves
criadas nas décadas de 70 e 80. Os patdgenos causadores das enfermidades tém cada
vez mais preocupado a industria, devido a perda de produtividade, aumento da
mortalidade e contaminacdo de produtos destinados ao consumo humano. Diante disso
0 uso de antibidticos tem sido feito em larga escala, 0 que tem preocupado o sistema de
salde ao que se refere a resisténcia cruzada desses patdgenos e também dos antibidticos,
causando danos a saude publica.

A resisténcia cruzada com humanos alertou os paises da Comunidade Europeia,
que exigiram a ndo utilizacdo de antibioticos como melhoradores de desempenho na
alimentacdo animal (DORMAN et al.,, 2000), fazendo com que as empresas

intensifiquem pesquisas com produtos alternativos visando a melhor satde das aves.



Dentro desse contexto, deve-se salientar a importancia da satde das aves. O
correto funcionamento do organismo animal permite a maxima expressao do potencial
produtivo, ou seja, € de extrema importancia que todo o organismo das aves esteja
atuando de forma adequada, para eficientemente combater possiveis doencas, absorver e
metabolizar os nutrientes, combater radicais livres, depositar massa muscular, em geral,
manter a homeostase e, consequentemente, evitar a reducdo do desempenho produtivo
(MORGULLIS, 2002).

Assim, a busca por alternativas aos antibioticos promotores de crescimento, tem
se voltado ndo apenas ao efeito antimicrobiano dos aditivos, mas também ao efeito
imune estimulante, que pode ser obtido ndo apenas de aditivos, mas também com a
suplementacdo dos préprios nutrientes, principalmente ao que se refere a suplementacgéo
de vitaminas, minerais e aminoacidos, que podem favorecer a proliferacdo das células
do sistema imune, torna-las mais responsivas; beneficiando o desenvolvimento do
sistema de defesa do organismo. Dentre estes, podemos citar a suplementacdo com o
mineral zinco.

A suplementacdo de zinco tem demonstrado efeito benéfico, mas é importante
salientar a necessidade de uma avaliacdo bioquimica e imunolégica mais profunda para
determinar o nivel ideal deste mineral nas dietas animais, visto que, quando fornecido
em excesso, podera ocorrer interacdo negativa com outros minerais, prejudicando a
salde do animal. O envolvimento do zinco no adequado funcionamento do organismo é
bem estabelecido, no entanto, em muitas ocasifes sua forma exata de acdo ainda nédo €
totalmente elucidada. Prosseguir com as pesquisas é indispensavel, pois é provavel que

0 zinco tenha uma participacéo ainda mais ampla na vida animal.

2. Zinco

A necessidade do zinco para 0s organismos vivos foi comprovada por Raulin em
1869. E em 1934 os pesquisadores Bertrand e Bhattacherjee demonstraram sua
essencialidade nutricional em ratos. Em 1940, Keilin e Mann isolaram e purificaram a
metaloenzima anidrase carbdnica, que contém em sua composic¢éo 0,33% de zinco, ou
seja, é um cofator desta enzima. Este micromineral esta envolvido na atividade de mais

de 300 enzimas que se encontram associadas aos processos biolégicos dos animais,



apresentando funcBes cataliticas, estruturais e reguladoras, apesar das baixas
concentrag¢fes na maioria dos 6rgdos (McDOWEELL, 1992).

O zinco é cofator de varios sistemas enzimaticos, € vital para o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Essencial para muitas metaloenzimas como anidrase
carbonica, fosfatase alcalina e carboxipeptidase pancreética. E ativo no metabolismo de
proteinas e &cidos nucleicos e desempenha papel importante na acdo da insulina,
glucagon, horménios corticotroficos, foliculo estimulante e luteinizante (PEZZATO et
al., 2004; MAFRA e COZZOLINO, 2004).

As metaloenzimas dependentes de zinco encontram-se distribuidas em todos os
tecidos do organismo exercendo fun¢des importantes, das quais se destacam a sintese e
degradacdo de carboidratos, lipideos e proteinas (COZZOLINO, 2007). Nessas
condicdes o0 zinco atua como ativador de enzimas, estabilizando as estruturas de DNA,
RNA e ribossomos (McDOWEELL, 1992). E extremamente importante na transcrigio e
traducdo de polinucleotideos, atuando no crescimento, diferenciacdo e reparo celular e,
na sintese hormonal (SALGUEIRO, 2000). O zinco esta ligado as proteinas (globinas)
que se ligam ao DNA no momento da transcricdo dos horménios esteroides, permite
maior adesdo das moléculas (STEVENS L., 2004). Em uma deficiéncia de zinco,
atividades da fosfatase alcalina plasmatica, carboxipeptidase pancreética A, timidina
quinase, entre outras enzimas produzidas no figado, foram diminuidas (McDOWEELL,
1992).

Visto isso, 0 zinco também faz parte de alguns mecanismos enddcrinos, em
especial da tiredide, e esta ligado ao crescimento de desenvolvimento das aves. O
receptor do horménio T3 também é dependente de zinco para se transformar na forma
ativa. Alguns autores defendem a hipdtese de que o melhoramento genético das aves
para maximizar o crescimento fez com que algumas linhagens comerciais possuem
predisposicdo genetica para anormalidades esqueléticas, suas taxas de crescimento
aceleradas aumentam a quantidade de defeitos nos ossos (KESTIN et al, 1999, 2001;
WHITEHEAD, 2003; MENCH, 2004).

Algumas doengas ésseas comuns, tais como discontroplasia tibial (DT) em
frangos tém sido correlacionados com hipotireoidismo (SHEN et al., 2004). Deficiéncia
nos horménios da tireoide e corticosterona elevado pode desempenhar efeito deletério

no desenvolvimento aviario, bem como causar outros distirbios metabélicos tipicos de



aves de crescimento rapido, como a sindrome de ascite (LUGER et al., 2002). Dessa
forma a suplementacdo de zinco pode ser uma alternativa para diminuir esses efeitos e
evitar doencas correlacionadas ao crescimento acelerado das aves modernas

Além disso, varios minerais e oligoelementos sdo essenciais para 0 metabolismo
normal dos horménios tireoidianos, ou seja, iodo, ferro, selénio, e zinco influenciam o
crescimento, em especial o crescimento dsseo, das aves. Existindo deficiéncias destes
elementos a funcdo da tiroide pode ser prejudicada (ZIMMERMANN e KOHRLE,
2002). Da mesma forma, os niveis corporais de zinco, cobre, magnesio, calcio,
manganés, selénio, (AIHARA et al., 1984; SIMSEK et al., 1997), bem como a vitamina
A (AKTUNA et al., 1993) podem estar relacionados a doencgas da tireoide. Niveis
baixos de zinco plasmatico pode deprimir o bom funcionamento metabdlico no eixo
tiroide-timo. A sintese de zinco esta sob o controle e ligado as metalotioneinas de zinco
(Zn-MT), os hormaonios tireoidianos, corticosterona e zinco nutricional podem afetar a
producéo de Zn-MT (MOCCHEGIANI et al., 2002) e hormonios da tireoide mediam as
alteracdes na fluidez da membrana intestinal e renal, possuem a funcdo de modulacédo
no transporte de Zn®* no intestino e nos rins nas membranas de borda em escova
controlando sua absorcéo e reabsorcdo. (PRASSAD et al., 1999).

A absorcdo de zinco ocorre por todo o intestino delgado em monogastricos,
sendo transportada para o interior da membrana celular dos enterdcitos por meio de
carreadores (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Também pode ser absorvido em uma
extensdo limitada do proventriculo em pintos; porém, sua maior absor¢do ocorre no
duodeno (NAVEH et al., 1988). Essa absorcao ocorre no limen intestinal pelas células
da mucosa por transporte ativo (carregamento mediado) e interior da célula da mucosa
intestinal. A transferéncia de zinco é aparentemente regulada pela proteina de ligacao de
metal produzido pelo figado, metalotioneina.

A sintese da metalotioneina € influenciada tanto pelo o teor de zinco da dieta
como pela concentracdo plasmatica desse mineral, e pode regular a quantidade de zinco
absorvida pelo organismo, desempenhando papel central na homeostase do mineral
(McDOWEELL, 1992). Portanto, a absor¢do de zinco proveniente da alimentacdo,
constitui-se na principal forma de controle de seus niveis corporais (COZZOLINO,
2007). A metalotioneina atua como principal forma de reserva de zinco no figado, e
pode ser prontamente mobilizada durante as necessidades metabolicas. No plasma, o



zinco € transportado ligado a albumina (MAIORKA e MACARI, 2002). Alguns
componentes da dieta podem reduzir a absor¢ao de zinco, incluindo fitatos, gorduras
saturadas, fibra, calcio, fosforo, sodio, potassio, cobre, cadmio e cromo. A utilizacdo de
enzimas que desdobram o fitato em dietas a base de milho e farelo de soja pode reduzir
significativamente a necessidade de suplementacdo de zinco (ROBERSON e
EDWARDS, 1994).

O zinco também possui propriedades antioxidantes que sdo explicadas pelo seu
papel na regulacdo da sintese das metalotioneinas, na estrutura da enzima superoxido
dismutase e na protecdo de grupamentos sulfidrila de proteinas de membranas celulares,
promovendo a inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
antagonismo com metais pro-oxidantes, como ferro e cobre. Estudos tém demonstrado
que a fragilidade osmotica de eritrocitos esta relacionada a funcdo do mineral na
membrana celular (POWELL, 2000; KOURY & DONANGELO, 2003). A superéxido
dismutase do figado também é uma fracdo sugerida como estoque de zinco no
organismo (McDOWEELL, 1992) ela atua no sistema de defesa antioxidante do
organismo, sendo a primeira enzima envolvida na dismutacdo do anion superéxido,
podendo ser rapidamente estimulada pela exposicdo ao estresse oxidativo (ARIF et al.,
2010).

Este mineral estd distribuido em todos os tecidos e, em uma situacdo de
deficiéncia, ocorre grande queda de zinco plasmatico, que pode ser recuperada em 24h
por meio da alimentacdo. Em situacdes de deficiéncia de zinco, as metalotioneinas séo
mobilizadas caso haja necessidade. Os tecidos muscular e 6sseo também possuem
reservas de zinco e possuem capacidade de liberar possiveis excedentes em condigdes
de deficiéncia na dieta (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Outras fun¢des atribuidas
ao zinco sdo protecdo de membranas, metabolismo de prostaglandinas e metabolismo de
lipideos (BRANDAO NETO, 1995).

Diante de suas funcGes, estudos foram efetuados com restricbes ou excesso de
zinco alimentar e alteracOes na atividade de metaloenzimas zinco dependentes foram
observadas em humanos e animais (COZZOLINO, 2007). O Zinco tambem & muito
importante no sistema imunologico, sendo essencial para sua integridade. Sua

deficiéncia provoca répida atrofia do timo e influencia as funcdes das células T. Assim,



uma variedade de fungdes celulares, é influenciada pela concentracdo de zinco
(McDOWEELL, 1992).

O efeito da deficiéncia de zinco sobre a imunocompeténcia esta relacionado com a
producdo e atividade hormonal do timo; fun¢des dos linfocitos, funcdo de ceélulas
natural killer (NK); anticorpos, citotoxicidade mediada por células e producdo de
linfocinas (McDOWEELL, 1992). Esse micromineral é elemento essencial nas ligacdes
intracelulares dos receptores de linfocitos T, que sdo necessarias para o adequado
desenvolvimento e ativacdo dos linfocitos T e fibroblastos; tornando-se um mineral
primordial na resposta imunoldgica priméria e na cicatrizacdo (COZZOLINO, 2007).
Além disso, a proliferacdo celular é dependente de zinco, ele é cofator da DNA
polimerase e RNA transcriptase, faz parte do RNA, estd no nucleo e faz parte dos
cromossomos. Sendo assim a producdo, maturacdo e diferenciacdo dos leucocitos
também sdo dependentes de zinco (LIUZZI et al., 2001; VOGT, 2005). Na auséncia de
zinco ha baixa proliferacdo dos sistemas celulares, como o sistema imune, a pele e o
sistema reprodutivo, prejudicando o organismo de maneira geral.

O zinco também ¢é requerido para a sintese hepatica do retinol ligado a proteina,
que é responsavel pelo transporte de Vitamina A, portanto em situacdes de deficiéncia
de zinco a producdo da proteina ligada ao retinol € reduzida, por consequéncia pode
causar uma caréncia secundaria de vitamina A, caracterizada pelos baixos niveis séricos
de retinol, mesmo na presenca de niveis hepaticos adequados dessa vitamina (SILVA et
al., 2007). A referida vitamina esta envolvida em func¢Ges importantes, como o0 processo
visual, manutencdo da pele, resisténcia as infecgdes, crescimento, desenvolvimento
0sseo, reproducdo e secrecdo noturna do GH. Outras disfuncGes podem ocorrer com a
deficiéncia de zinco no organismo, como o envelhecimento das células e a falta de
regeneracdo de células funcionais. Além disso, o zinco é importante para a transducéo,
as enzimas desse processo sao zinco dependente (RINK & GABRIEL, 2000).

Outra funcdo bioquimica importante do zinco é na reproducdo, no momento da
deposicdo do albimen na formacdo do ovo em aves, em que 0 zinco pode-se ligar a
avidina, biotina, flavoproteina e riboflavina. Sendo a avidina uma proteina dependente
de progesterona, sintetizada nas células caliciformes, presente no albimen e com papel

relacionado a capacidade de diminuir os niveis de biotina no ovo, dessa maneira inibe o
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crescimento bacteriano, protegendo o embrido de possiveis doengas (WHITTOW G. C.,
1988).

Alguns dados indicam que a inclusdo de minerais organicos complexos em
dietas de frangos de corte aumenta a resposta imune a vacinacdo contra a coccidiose,
reduz escores de lesdo, aumenta a integridade intestinal e melhora o desempenho
(DIBNER et al., 2004). Acredita-se que a infecgdo por coccidiose aumenta exigéncias
de zinco de frangos de corte e, 0 zinco organico pode exercer efeitos anticoccidianos
pela manutencdo do equilibrio oxidativo (McDOWEELL, 1992).

Sendo assim, os minerais podem ser usados como aditivos alimentares na
prevencdo e tratamento de certas doengas em aves (PAPAIOANNOU et al, 2005;
SHARIATMADARI, 2008), além de melhorar o desempenho de frangos de corte
(SUCHY et al, 2006; KARAMANLIS et al., 2008). O uso de zinco melhora a atividade
antibacteriana sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus in vitro (HRENOVIC et
al., 2012). Fallavena (2000) concluiu que a adigdo de complexo de zinco melhora a
cicatrizacdo, aumenta a resisténcia da pele e melhora o empenamento, além de

promover beneficios indiretos no estado de saude da ave.

3. Zinco e o Crescimento

O zinco € um micromineral que é necessario para o crescimento normal e
mantenc¢a do organismo, e entre outras funcgdes, desenvolvimento dsseo, empenamento,
processos enzimaticos e regulacdo do apetite em aves (BATAL et al., 2001). Estudos
com frangos de corte alimentados com dietas praticas suplementadas com zinco aos 7
dias de idade observaram reducdo da mortalidade por ascite, problemas nas pernas e
obtiveram crescimento compensatorio (CAMACHO et al., 2004).

Leeson (2005) estudou frangos de corte criados em gaiolas e alimentados com
racOes formuladas com sulfatos de minerais para proporcionar 100, 90, 30 e 5 ppm de
zinco, manganés, ferro e cobre, respectivamente. Considerou 70% de biodisponibilidade
desses sulfatos (zinco, manganés, ferro e cobre biodisponivel foram 70, 63, 21, e 3,5
ppm, respectivamente). Foram adicionados cinco tratamentos, que consistiam no uso de
um proteinato como fonte mineral exclusiva da dieta, que forneceram 100, 80, 60, 40 e
20% do nivel de biodisponibilidade dos sulfatos minerais. Nao houve diferencas
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estatisticas entre os tratamentos aos 42 dias para ganho de peso e conversdo alimentar.
Em um estudo com aves criadas no chdao, com a mesma fonte de mineral inorganico e o
mesmo proteinato usado como fonte de minerais, para fornecer 14 ou 7% dos minerais
biodisponiveis (LEESON, 2005), ndo detectaram diferencas entre tratamentos para
ganho de peso e converséo alimentar de 0 a 20 dias, bem como aos 20 a 41 dias de
idade. O autor indica que quando o proteinato foi usado como a fonte mineral Unica para
fornecer 14% de mineral biodisponivel, nas dietas de frangos, o custo era comparavel
aos premixes inorganicos. No entanto, o autor encontrou que o zinco, ferro, cobre e de
saida nas excretas foi significativamente reduzido nas dietas com proteinado (LEESON,
2005).

Salabi et al. (2011) observaram que niveis de zinco na dieta de frangos de corte
influenciam no desempenho, ganho de peso e conversdo alimentar dos frangos de corte;
os resultados com suplementacao de 90 mg/kg de zinco na dieta foram melhores quando
comparados com aqueles suplementados com 45 mg/kg. Ragdes com baixos, adequados
e altos niveis de zinco na dieta (34, 68, 181 mg/kg, respectivamente), ndo apresentaram
efeito significativo no desempenho (BARTLETT e SMITH, 2003).

O ganho de peso médio diario nas fases inicial, crescimento e final ndo
apresentaram diferenca; entretanto, no periodo total de criagdo (1 a 42 dias de idade), a
suplementacdo de zinco apresentou efeito significativo. O ganho de peso médio dos
frangos de corte em todas as fases e no periodo total apresentou diferenca entre os
niveis 0, 40, e 400mg/kg. Quanto ao consumo médio de racdo, foi encontrada diferenca
entre os niveis de zinco utilizados em todas as fases e no periodo total de criacéo.
Nenhuma diferenga foi encontrada na conversdo alimentar dos frangos de corte
(CARDOSO, 2004).

Diferentes niveis de zinco suplementados na dieta ndo tiveram influéncia no
ganho de peso, consumo de racao e conversdo alimentar de frangos com quatro semanas
de idade. O teor de zinco disponivel na dieta de milho e farelo de soja, equivalente a 29
ppm, proporcionou bom desempenho para as aves, porém, este nivel é inferior ao valor
de 40 ppm recomendado pela National Research Council (NRC) para frangos de corte
(1994) (SUNDER et al., 2008).
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4. Zinco e Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido, classicamente, como “desequilibrio entre pro-
oxidantes e antioxidantes em favor do pré-oxidante” (SIES, 1985). No entanto, esse
conceito vem se adaptando as recentes descobertas, as quais demonstram que as
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem atuar como segundos mensageiros de vias
especificas na sinalizacdo celular (FORMAN et al., 2004; ROSA et al., 2004; JONES,
2006). Dessa forma, surge nova defini¢do que conceitua como “desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, causando desarranjo da sinalizacéo e
controle redox e/ou a dano molecular” (JONES, 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas nas células por diversos
estimulos fisiologicos e ambientais, tais como infec¢des, radiacbes UV e poluentes, 0s
quais sdo coletivamente chamados de oxidantes. As EROs também sdo consideradas
como fatores de risco e aceleradores de doencas autoimunes, Vvisto que existe estreita
relacdo entre o estresse oxidativo e essas doencas (SURH, 2005; AVALOS et al., 2007).

A excessiva formacdo enddgena de radicais livres pode ser causada pela ativacédo
aumentada de fagdcitos, interrupcdo dos processos normais de transferéncia de elétrons
na cadeia respiratoria mitocondrial, aumento da concentracdo de ions metalicos de
transicdo por escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo ou doencas
metabolicas e por niveis diminuidos das defesas antioxidantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; DROGE, 2002; OKTYABRSKY e SMIRNOVA, 2007).

Por outro lado, as EROs séo reconhecidas como importantes sinalizadoras
intracelulares e estdo envolvidas na regulacdo redox no interior das células do sistema
imune (OKTYABRSKY e SMIRNOVA, 2007; GRIFFITHS, 2005; BARRY
HALLIWELL, 2007). Sabe-se que celulas fagocitarias, como macrdfagos e neutrofilos,
sdo ativados sob condigdes oxidativas. Essa ativacdo € mediada pelo sistema da
NADPH oxidase que resulta em incremento no consumo de oxigénio e, consequente,
producdo de anion superoxido, que é convertido em perdxido de hidrogénio
espontaneamente e pode ser catalisado pela enzima superdxido dismutase. Essa enzima
possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganés-SOD, uma
constitutiva e outra induzivel, respectivamente (HITCHON e EI GABALAWY, 2004).
Dessa forma o zinco participa da estrutura da superoxido dismutase constitutiva, potente
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estabilizador das membranas celulares, de proteinas estruturais e da sinalizacéo celular,
protegendo as células de danos oxidativos.

Sendo assim, o zinco é essencial para a integridade e funcionalidade das
membranas celulares. A sua concentracdo na membrana das células pode ser bastante
elevada dependendo do tipo celular, por ser componente estrutural e catalitico da
enzima superoxido dismutase (SOD) presente no citoplasma de todas as células. Esse
mineral também compde a enzima superoxido dismutase extracelular (EC-SOD),
presente no plasma, linfa e fluido sinovial (CORDOVA e MON-ALVAREZ, 2005). A
acdo dessa enzima reduz a toxicidade das espécies reativas de oxigénio, transformando
uma espécie altamente reativa (radical ion superdxido) em uma forma menos danosa as
células (perdxido de hidrogénio) (KOURY; DONANGELO, 2003, p.433- 441).

O zinco presente em altas concentracdes nas células pode interferir em outros
processos metalo-dependentes ou inibir proteinas. Assim, a tioneina (T) se acopla ao
zinco e age como marcador bioquimico que controla a concentracdo do zinco. O
aumento na concentracdo de zinco disponivel induz a sintese de tioneina, por meio da
acdao do zinco sobre os fatores de transcricdo zinco-dependentes, formando a
metalotioneina (MT) (MAFRA; COZZOLINO, 2004, p.79-87). A metalotioneina é uma
proteina cuja principal funcdo é a protecdo celular contra o estresse oxidativo
desencadeado pela presenca de metais pesados (tais como cadmio e mercario) e
responsaveis pelo controle do contetido de zinco nos tecidos (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005, p.27-51).

As metaloenzimas dependentes de zinco também sdo reconhecidas em seis tipos
de enzimas, nas quais incluem oxido redutases (catalisando oxido redugdes entre dois
substratos), transferases (catalisando a transferéncia de um grupo exceto hidrogénio),
hidrolases (catalisando a hidrolise de ésteres, éter, peptideo, acido anidro, C - C, C —
haleto), liases (catalisando a remocéo de grupos a partir de substratos por mecanismos
que quebram duplas ligagdes), isomerases (catalisando a conversao de isdmeros opticos,
geométricos ou de posicdo), e ligases (catalisando a quebra de uma interligacdo
pirofosfato em ATP ou composto similar) (KEILIN e MANN, 1940).
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5. Zinco e o Sistema imune

O sistema imunolégico das aves € responsavel pela formacdo e
desencadeamento de mecanismos que visam proteger o organismo destes animais contra
as ameacas representadas por qualquer tipo de agente potencialmente nocivo. Exige-se
cada vez mais do sistema imunoldgico das aves, devido a aplicagdo de maior numero de
vacinacOes para diferentes tipos de doencas, e de condi¢bes ambientais que propiciam o
estabelecimento de estresse, desde 0 manejo de incubacdo, transporte e ado¢do de altas
densidades de criacdo, até o manejo das aves nas granjas.

As aves possuem uma série de particularidades em seu sistema imunoldgico, as
quais as diferenciam dos mamiferos, sob o ponto de vista anatdmico e funcional. Estas
caracteristicas proprias incluem estruturas especializadas, ligadas a formacdo e
amadurecimento do sistema imunolégico e suas células - como o timo e a bolsa cloacal
e estruturas menos complexas, porém responsaveis por niveis mais primarios de defesa,
como a pele e penas. Butcher e Miles (2003) classificam estes drgdos e estruturas como
componentes de resposta imunoldgica especifica ou inespecifica, de acordo com seu
modo de atuacdo. (WHITANAGE et al., 2004).

O timo e bago, 6rgdos do sistema imunoldgico das aves podem ser classificados
em primarios, sdo responsaveis pela formacdo e diferenciacdo das células deste sistema.
Ja os 6rgdos secundarios sdo aqueles responsaveis pela migracdo ou agrupamento de
células, formando sitios de amadurecimento, diferenciacdo e atuacdo: Glandula de
Harder, baco, tonsilas cecais, Placas de Peyer. Orgdos imunes secundarios comecam a
desenvolver sua capacidade imunoldgica na eclosdo, e serdo capazes de responder
efetivamente a um desafio apenas 10 dias ap6s (YUN et al., 2000).

O timo é um drgdo plano e lobulado, localizado na regido cervical, proximo do
nervo vago e veia jugular. E considerado o local de desenvolvimento e amadurecimento
dos linfécitos T. Quando maduros, movem-se do cortex para a medula, entrando na
circulacdo pelos vasos medulares. Também pode apresentar no timo, uma populagéo de
linfocitos B que varia de 5 a 10%, dependendo da idade da ave (MAST e GODDEERIS,
1999).

Morgulis (2002) observou que os o6rgédos linféides sdo divididos em primarios
(timo, medula dssea e bursa de Fabricius), e secundarios ou periférico, constituido pelo
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baco. O timo se dispde na forma de dois corddes com sete lobos cada, dispostos
paralelamente ao longo das jugulares, onde se desenvolvem e diferenciam os linfécitos
T, responsaveis pelas reacdes de hipersensibilidade e citoxicidade mediada por células.
E na bursa de Fabricius que se desenvolvem e se diferenciam os linfocitos B,
responsaveis pela producdo de anticorpos. J& 0 baco apresenta fun¢Ges hematologicas,
agindo como um filtro de remocdo das hemacias senescentes ou defeituosas da
circulacéo, e na regulacdo do fluxo sanguineo para o figado, armazenamento de células
sanguineas e “reciclagem” do ferro endégeno. Também atua na imunidade, onde sua
funcdo fagocitaria representa 25% do total da fagocitose do organismo. A auséncia do
baco provoca incapacidade na remocdo de bactérias e células revestidas por anticorpos
da circulacdo (HENRY e LONGO, 1998).

A ingestdo insuficiente de zinco pode carretar alguns problemas para o sistema
imunoldgico, como baixo peso do timo e defeitos nas células T. Vérias anormalidades
destas células estdo relacionadas com a caréncia de zinco, incluindo a reducdo do seu
nimero e da sensibilidade aos estimulos mutagénicos, reducdo da producdo de
anticorpos relativos as células T auxiliares, da producdo de horménios timicos e
maturacgdo das células T (SHILS et al., 2002).

Os niveis de zinco organico influenciam o peso da bursa de Fabricius,
apresentando maior peso com a suplementacdo de 61,5 ppm. Esse crescimento da bursa
em frangos de corte indica que essas aves provavelmente apresentaram maior tolerancia
aos desafios ambientais e maior imunidade. O peso do bago néo sofreu influéncia dos
niveis de zinco organico fornecidos na dieta (MEDEIRQOS, 2012).

Salabi (2011), estudando o peso relativo dos 6rgdos figado, bago e bursa de
Fabricius de frangos de corte abatidos aos 43 dias, observou aumento significante da
bursa e baco das aves suplementadas com zinco, sendo o peso da bursa das
suplementadas com 135 mg/kg foi maior que aquelas suplementadas com 90 e 45 mg/kg
de zinco.

As células do sistema imunoldgico, como as natural killer (NK), dependem de
zinco para sua atividade e para reconhecer moléculas de histocompatibilidade da classe
I (MHC). Na deficiéncia de zinco, ocorre alteragdo na atividade de celulas NK, na
fagocitose feita por macréfagos e leucdcitos, na geracdo de dano oxidativo, queda no
namero de granulécitos (IBS; RINK, 2000 apud FERNANDES; MAFRA, 2005). Em
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situacOes de deficiéncia de zinco, o nimero absoluto de linfocitos B tende a cair, pois o
zinco participa da maturacéo destas células, e também ocorre queda no numero absoluto
de linfécitos T CD8+ e CD73+, pois estas células sofrem maturacao no timo, 6rgdo que
atrofia na deficiéncia de zinco. Também ¢ cofator da timulina, enzima que atua na
diferenciacdo de células T imaturas e fungdo de células periféricas, modula ainda a
liberagdo de citocinas por células mononucleares e induz a proliferagdo de linfocitos T
CD8+ em conjunto com a interleucina-2 (FERNANDES; MAFRA, 2005). Ja foi
observado que as interleucinas 1, 2 e IFN sdo dependentes de zinco para serem
produzidas. O zinco também afeta o timo e proliferacdo de células T, portanto afeta
indiretamente 0 metabolismo das citocinas e replicacdo do DNA nos linfécitos (SHILS
M. E., OLSON J. A., SHIKE M., 1994).

Devido a importancia do zinco na replicacdo celular, transcricdo do DNA, sua
deficiéncia pode impedir sinais reguladores prejudicando o animal na resposta a
infeccOes devido a possivel falha na traducdo de proteinas codificadas por genes ligados
durante a resposta de fase aguda de infec¢do (SHILS M. E., OLSON J. A, SHIKE M.,
1994). Ao analisar o efeito da suplementacdo de zinco no sistema imunoldgico de ratos
que apresentavam zinco plasmatico deficiente, Wong et al. (2009) concluiram que, nos
ratos a suplementacdo de zinco pode reverter alguns defeitos timicos relacionados com a

idade, o que pode ser de grande beneficio na melhoria da funcdo imune e salude geral.

1. Justificativas e objetivo

A producéo de frangos de corte esta em constante aprimoramento e atualmente
buscam-se melhoria do sistema imune das aves através da nutricdo. O uso de
microminerais tem sido estudado, devido ao seu efeito positivo sobre o organismo das
aves, melhorando o desempenho e principalmente a saude.

O zinco ¢é essencial em diversas fungdes do organismo, sendo cofator de muitas
enzimas em diversos sistemas do organismo, também forma as metaloproteinas e atua
diretamente no sistema imune, ativando células imunologicas.

Pesquisa com frangos de corte, poedeiras e codornas europeias estdo sendo

realizada, com o uso de aditivos, suplementacdo de aminoacidos e minerais, avaliando a
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higidez, resposta imunologica e atividade antioxidante. Porém estudos sobre a melhor
suplementacdo de zinco inorganico com o objetivo de aumentar a resposta do sistema
imune e antioxidante ainda n&o sdo totalmente elucidados.

Em funcéo do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis de
zinco inorganico na dieta de frangos de corte de 1 a 35 dias de idade, sobre o

desempenho, parametros bioquimicos e imunolégicos das aves.

O Capitulo II, denominado “Niveis de zinco no desempenho, atividade
antioxidante e resposta imune em frangos de corte de 1 a 35 dias de idade”,
apresenta-se de acordo com as normas para publicacdo na Journal of British Poultry
Science. O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de zinco inorganico na dieta de
frangos de corte de 1 a 35 dias de idade sobre o desempenho, status antioxidante,
resposta imune a vacinacao, porcentagem de leucocitos no sangue e concentracdo de
zinco no sangue.

O Capitulo 11, denominado “Efeito de diferentes niveis dietéticos de zinco na
resposta imune e antioxidante de frangos de corte aos 35 dias de idade desafiados
com lipopolissacarideo bacteriano”, apresenta-se de acordo com as normas para
publicacdo na Poultry Science Journal. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos
dos niveis de zinco inorganico na dieta de frangos de corte aos 35 dias de idade
desafiados com lipopolissacarideo de E. coli sobre as varidveis imunolodgicas, status

antioxidante e concentracdo de zinco no tecido 6sseo e figado.
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Niveis de zinco no desempenho, atividade antioxidante e sistema imune em frangos
de corte de 1 a 35 dias de idade.

Resumo: Foi realizado um experimento para avaliar o efeito dos niveis de zinco
inorganico na dieta de frangos de corte, sobre o desempenho, a imunidade e saude. O
ensaio foi realizado em aviario experimental, o delineamento foi inteiramente
casualisado com cinco niveis de zinco inorganico, totalizando 5 tratamentos com sete
repeticdes, tratamentos utilizados foram 50, 75, 100, 125 e 150% da exigéncia de zinco
segundo Rostagno et al. (2011), a exigéncia preconizada por Rostagno et al. (2011) o
tratamento 100% - controle: 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e
crescimento, respectivamente. As aves foram divididas em boxes, sendo cada box uma
unidade experimental com 33 aves cada. Foram avaliados os parametros de
desempenho: conversdo alimentar, consumo de racéo, peso corporal, ganho de peso e
viabilidade; bioquimicos: concentracdo zinco no sangue, atividade superdxido
dismutase e glutationa peroxidase no soro sanguineo; e imunoldgico: titulo de
anticorpos para doenca de Newcastle. As variaveis foram avaliadas com auxilio do
programa estatistico SAS 9.3 pela anélise de variancia (ANOVA). O nivel 6timo de zinco
dietético foi determinado pela analise de regressdo, Broken Line, utilizando-se o
procedimento Proc Reg do SAS 9.3, com o auxilio do programa Origin. O desempenho
sofreu influéncia tratamentos aos 21 dias de idade das aves criadas em galpdo, com
ponto 6timo 128% da exigéncia estimada por Rostagno et al. (2011). A mesma
suplementacdo e nas mesmas condi¢6es, ndo influencia o desempenho de 1 a 35 dias de
idade e ndo apresenta melhorias evidentes no status antioxidante e imunoldgico das

aves.

Palavras-chave: anticorpo, enzima, imunologia, mineral, superoxido dismutase.
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Zinc levels in performance, antioxidant activity and immune system in broilers

from 1 to 35 days of age.

Abstract: An experiment was conducted to evaluate the effect of inorganic zinc levels
on the broiler diet on performance, immunity and health. The experiment was carried
out in experimental fowl, the design was completely randomized with five levels of
inorganic zinc, totaling 5 treatments with seven replicates, treatment 50, 75, 100, 125
and 150% of the zinc requirement according to Rostagno et al. (2011), the requirement
advocated by Rostagno et al. (2011) the treatment 100% - control: 81.3; 71.5; 65 ppm of
zinc in the pre-initial, initial and growth phases, respectively. The birds were divided
into boxes, each box being an experimental unit with 33 birds each. Performance
parameters were evaluated: feed conversion, feed intake, body weight, weight gain and
viability; Biochemical: zinc concentration in the blood, superoxide dismutase activity
and glutathione peroxidase in blood serum; And immunological: titer of antibodies to
Newcastle disease. The variables were evaluated with the aid of the statistical program
SAS 9.3 by analysis of variance (ANOVA). The optimal level of dietary zinc was
determined by the regression analysis, Broken Line, using the Proc Reg procedure of
SAS 9.3, with the aid of the Origin program. The performance was influenced by
treatments at 21 days of age of birds raised in shed, with optimal point 128% of the
requirement estimated by Rostagno et al. (2011). The same supplementation and under
the same conditions does not influence the performance from 1 to 35 days of age and
does not show evident improvements in the antioxidant and immunological status of the
birds.

Keywords: antibody, enzyme, immunology, mineral, superoxide dismutase.
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1. Introdugéo

A avicultura moderna apresenta constante avango na producdo de frangos de
corte, devido ao melhoramento genético, aperfeicoamento de técnicas de manejo,
melhoria no controle sanitario, melhorias na ambiéncia das instalagdes, na nutri¢do e na
alimentacdo das aves. Porém com a selecéo de aves mais precoces, com maior ganho de
peso e as altas densidades de alojamento, os problemas sanitarios e as condenagfes de
carcacas nos abatedouros vém aumentando, refletindo no aumento do uso de
antibioticos melhoradores de desempenho, anticoccidianos e antimicrobianos de uso
terapéutico. Devido a esse uso excessivo 0s mercados consumidores internacionais,
principalmente a Unido Europeia tém banido a utilizacdo de antibidticos promotores de
crescimento na producdo avicola, por conta do risco para a saide humana, ja que existe
a possibilidade de deixarem residuos na carne e ovos e induzirem a resisténcia cruzada
em bactérias patdgenas aos humanos (DANZINGER, 2005).

Dentro desse contexto, estudos estdo sendo realizados para se conhecer melhor o
efeito imune estimulante da suplementacdo de vitaminas, minerais e aminoacidos, que
favorecem a proliferagéo celular e beneficiam o desenvolvimento do sistema de defesa
do organismo. Assim a suplementacdo desses nutrientes pode ser uma alternativa para
diminuir o uso dos antibidticos promotores de crescimento. Dentre 0s minerais o zinco
tem sido estudado com essa finalidade, como observado na literatura (BATAL, et al.,
2001; BARTLETT e SMITH, 2003; EZZATI, et al., 2013).

O zinco é um micromineral necessario para o crescimento normal e mantenca, e
entre outras funcGes, desenvolvimento Gsseo, empenamento, processos enzimaticos e
regulacdo do apetite em aves (Batal et al., 2001). Existem duas formas comerciais de
fontes de zinco inorganico usadas pela indudstria avicola: 0xido de zinco (ZnO: 72% Zn)
e sulfato de zinco monohidratado (ZnSO4.H,0: 36% Zn) (Wedekind e Baker, 1990;
Batal et al., 2001). A principal fonte de zinco na suplementacdo das dietas animais é
oxido de zinco (ZnO) (Fosmire, 1990; Sandoval et al., 1997).

A suplementacdo de zinco melhorar a proliferagdo de linfocitos T e,
consequentemente, a producdo de anticorpos contra doengas como a de Newcatle (Shils
et al.,, 2002). Existem poucos estudos, em aves sobre a suplementacdo de zinco

inorganico, e ainda ndo se sabe qual o melhor nivel a ser suplementado na alimentacéo
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de frangos de corte a fim de melhorar o crescimento, a resposta imune e o sistema
antioxidante.

Diante disso o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de zinco inorganico
na dieta de frangos de corte de 1 a 35 dias de idade sobre o desempenho, niveis
sanguineos de atividade de superdxido dismutase, glutationa peroxidase, concentragao

de zinco, contagem diferencial de leucdcitos sanguineos e resposta imune a vacinagao.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— FMVZ, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, no
Laboratorio de Nutricdo de Aves. Os procedimentos experimentais foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, UNESP — Univ. Estadual Paulista, Campus de Botucatu
(34/2014 — CEUA), estando de acordo com 0s principios éticos na experimentacao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

aprovado.

Ensaio

Foram utilizados 1155 pintos de um dia de idade, machos, da linhagem Cobb,
alojados em 35 boxes de 2,0 m2 com 33 aves por boxe com densidade de 16,5 aves/m?,
equipados com bebedouros tipo nipple, comedouro tubular e cama de maravalha
reutilizada de 15 cm de espessura, sendo este o quinto lote e com manejo de
fermentagdo entre todos os lotes criados. O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado, com cinco tratamentos e sete repeti¢des (cinco niveis de zinco inorganico).
As aves foram vacinadas no incubatorio contra as doengas de Marek, Gumboro e Bouba
aviaria e aos 10 dias, as aves foram vacinadas individualmente, via ocular, contra o
virus da Doenga de NewCastle.

As dietas foram formuladas a base de milho e farelo de soja, segundo as
recomendacdes de Rostagno et al. (2011) para frangos de corte machos de desempenho

medio, variando somente a inclusdo de zinco, que foi incluido em substituicéo ao inerte
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(Tabela 1). Os tratamentos consistiram em niveis crescentes de zinco, tendo como fonte
de zinco o éxido de zinco (50%, 75%, 100%, 125% e 150% da exigéncia segundo
Rostagno et al.[2011]). A exigéncia preconizada por Rostagno et al. (2011) o tratamento
100% - controle foi 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e
crescimento, respectivamente. (Tabela 2). Agua e ragdo foram fornecidas a vontade
durante todo o periodo de criacdo e o programa de luz foi o recomendado pelo manual
da linhagem. Foi realizado 0 monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar,
por meio de conjunto de termdmetros de maxima e minima, bulbo seco e bulbo umido e
de globo negro colocados na altura das aves.

Ao0s 21 e aos 35 dias de idade das aves, foram realizadas as coletas de sangue em

uma ave por repeticdo por meio de punc¢do da veia ulnar.

Variaveis a serem avaliadas

Desempenho

Peso corporal: todas as aves de cada unidade experimental foram pesadas aos 7,
21 e 35 dias para o célculo do peso corporal médio. O ganho de peso foi calculado em
periodos acumulados, por meio da diferenca entre 0 peso das aves no inicio de cada
semana e o peso das aves ao final do periodo.

Consumo de ragdo: consumo de racédo foi determinado através da diferenca entre
a quantidade de ragdo fornecida no inicio e as sobras existentes ao final de cada periodo,
o resultado obtido foi dividido pelo numero médio de aves de cada unidade
experimental, corrigido para as aves mortas.

Conversdo alimentar: a conversdo alimentar foi calculada dividindo-se o peso
total da ragdo consumida pelas aves da unidade experimental, expressa em quilogramas,
pelo peso total das aves no mesmo periodo também expresso em quilogramas.

Viabilidade: as mortalidades, bem como o peso das aves mortas, foram
registradas diariamente, e a partir desses dados foi calculada a viabilidade (percentual

de aves vivas ao final de cada periodo em relacdo ao nimero inicial de aves alojadas).
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Parametros quimicos e bioquimicos

Foram avaliados os teores de zinco no sangue, atividade de superdéxido dismutase
e glutationa peroxidase no soro sanguineo aos 35 dias de idade de uma ave por unidade
experimental. Para teor de zinco no sangue foi coletado 1 mL de sangue com seringa
heparinizadas e acondicionado em freezer, para posterior analise segundo AOAC
(1995).

Para determinar o teor de zinco sangue, utilizou-se 1ml de sangue que foi digerido
com 5 ml de &cido nitrico (65% PA) e 3 ml de peréxido de hidrogénio (35% PA)
utilizando tubos fechados de fluoropolimero (PFA) em Forno de Micro-ondas da marca
Speedwave modelo SW-4. O teor de zinco foi obtido por espectrofotdmetro de absorcéo
atdbmica modelo SHIMADZU AA-6800 de acordo com Neves et al. (2009).

Para a atividade enzimatica no sangue, foram coletados 5 mL de sangue de uma
ave por repeticdo, por meio de puncdo da veia ulnar com seringa, posteriormente foi
obtido o soro com o auxilio de centrifuga refrigerada, as amostras foram acondicionadas

em ultra freezer, e analisados com auxilio de kits comerciais.

Contagem diferencial de leucdcitos e relagdo heterofilo/linfécito

Foram coletados 2 mL de sangue de uma ave por unidade experimental, por meio
de puncdo da veia ulnar com seringa heparinizadas aos 35 dias de idade. Foram
confeccionadas extensdes sanguineas para contagem diferencial de leucdcitos e
determinacdo da relacdo heterdfilo:linfécito (H:L) de acordo metodologia proposta por
Charles Noriega (2000). As laminas de extensdo sanguinea foram coradas com corante
pré-preparado Rosenfeld para diferenciagdo dos leucocitos. A contagem diferencial foi
realizada em microscépio, utilizando-se aumento de 100x. Foram contadas 100 células
leucocitarias por lamina, diferenciando os tipos de células leucocitarias e entdo foi

determinada a H:L e as porcentagens das diferentes células.
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Titulos de anticorpos contra Doenga de NewCastle

Foi coletado aos 21 e aos 35 dias de idade de uma ave por unidade experimental 5
mL de sangue por meio da puncdo da veia ulnar, para avaliar os titulos séricos de
anticorpos contra o virus da Doenca de NewCastle. As amostras de sangue foram
acondicionadas em tubos de ensaio, deixadas em descanso para formagéo de coagulo,
posteriormente foram centrifugadas para obtencdo do soro e acondicionados em
microtubos de 1,5 mL. A mensuragdo da producdo de anticorpos foi avaliada por meio

do ensaio imunoenzimatico — Kit ELISA.
Andlises estatisticas dos ensaios

As varidveis que ndo atenderam as premissas dos testes de normalidade foram
feitas transformacdes matematicas, sendo elas log na base 2 e raiz quadrada, de acordo
com a necessidade. As quais foram avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA)
através do procedimento General Lineal Model (GLM), com auxilio do programa

estatistico SAS 9.3. O nivel 6timo de zinco dietético foi determinado pela analise de

—-bx

regressdo no modelo da Nova Compartimental (y = a = ) utilizando-se o

+ e—c(x—d))

programa Excel (xIsx) (Garcia-Neto e Perri, 2015).
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Tabela 1. ComposicGes centesimais e nutricionais das dietas basais.

Ingredientes (%0) Pré-inicial Inicial Crescimento
Milho, gréo 54,55 58,74 61,39
Soja, farelo 38,41 34,89 31,67
Soja, 6leo bruto 2,38 2,32 3,30
Fosfato bicalcico 1,91 1,51 1,28
Calcério calcitico 0,91 0,92 0,86
DL-Metionina 0,36 0,29 0,25
L-Lisina 0,28 0,21 0,19
L-Treonina 0,10 0,06 0,04
Bicarbonato de sodio 0,23 0,20 0,15
Sal comum 0,35 0,35 0,35
Premix vitaminico e mineralt 0,50 0,44 0,40
Inerte’ 0,02 0,06 0,10
Antibiético + anticoccidiano® 0,00 0,01 0,02
Total 100 100 100
Composic¢édo Nutricional

Energia metabolizavel, kcal/kg 2950 3000 3100
Proteina bruta, % 22,20 20,80 19,50
Célcio, % 0,920 0,819 0,732
Faésforo disponivel, % 0,470 0,391 0,342
Fibra bruta, % 2,980 2,865 2,741
Metionina digestivel, % 0,646 0,562 0,519
Metionina+cistina digestivel, % 0,945 0,846 0,788
Lisina digestivel, % 1,311 1,175 1,079
Sédio, % 0,220 0,210 0,200
Triptofano digestivel, % 0,250 0,232 0,214
Treonina digestivel, % 0,853 0,763 0,701

Iniveis de garantia do premix vitaminico e mineral (Animal Enterprise) por quilo de produto, acido félico 175mg, acido Pantoténico
. 2500mg, biotina 17600mcg, colina 75000mg, niacina 7500mg, vitamina A 1875KUI, vitamina B1 500mg, vitamina B12
3000mcg, vitamina B2 1250mg, vitamina B6 700mg, Vitamina D; 475KUI, Vitamina E 7KUI, Vitamina K 376mg, cobre 2500mg,
ferro, 12500mg, iodo 250mg, manganés 17600mg, selénio 75mg, BHT 20000mg.

?Monoensina + Lincomicina

®0Oxido de zinco em substituicdo ao inerte.
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Tabela 2. ComposicGes nutricionais de zinco nas dietas experimentais.

Fornecimento de Zn mg/kg de ragdo

Tratamento
Pre-Inicial Inicial Crescimento
1 (50%) 40,650 35,750 32,500
2 (75%) 60,975 53,625 48,750
3 (controle -100%) 81,300 71,500 65,000
4 (125%) 101,625 89,375 81,250
5 (150%) 121,950 107,250 97,500

3. Resultados

Os dados de desempenho de 1 a 7 dias de idade estdo apresentados na Tabela 3.
Como pode ser observado, os niveis de zinco dietético ndo influenciaram o ganho de
peso, consumo de racdo, conversao alimentar e viabilidade de frango de corte na fase
pré-incial de criacéo.

Na anélise de desempenho das aves no periodo de 1 a 21 dias (Tabela 4) pode-se
observar que o ganho de peso, 0 consumo de racdo e a conversdo alimentar variaram
com os diferentes tratamentos, mas ndo interferiram na viabilidade, tendo verificado
maiores resultados para ganho de peso e consumo de ragdo com o tratamento 4 (125%),
101,625 e 89,375 ppm de zinco nas fases pré-inicial e inicial, respectivamente; no
entanto para conversdo alimentar o teor de zinco dietético basal, tratamento 3 (controle
— 81,30 ppm e 71,5 ppm de zinco nas fases pré-inicial e inicial, respectivamente)
apresentou os melhores resultados.

No periodo total, de 0 a 35 dias de idade das aves, 0s tratamentos nao
influenciaram os dados de ganho de peso, conversdo alimentar e viabilidade, porém o
consumo de racdo foi afetado pelos tratamentos, sendo que o consumo de racao foi
maior no tratamento 4; 101,625; 89,375 e 81,25 ppm de zinco nas fases pré-inicial,
inicial e crescimento, respectivamente (Tabela 5).
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O teor de zinco no sangue (Tabela 6) de frangos de corte aos 35 dias de idade,
tratados com dietas com diferentes niveis de zinco, ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos (P=0,225). A atividade das enzimas superdxido dismutase e glutationa
peroxidase no soro sanguineo das aves aos 35 dias de idade (Tabela 7) ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos estudados (P=0,635 e P=0,650, respectivamente). Na
Tabela 8 estdo apresentados os dados da contagem diferencial de leucdcitos sanguineos
aos 35 dias de idade das aves, onde pode-se verificar que os tratamentos ndo
influenciaram os resultados desse parametro. Os tratamentos também néo influenciaram
a titulacdo de anticorpos para 5% de probabilidade para a doenca de NewCastle aos 21 e
aos 35 dias de idade (P=0,67 e P=0,065, respectivamente). Porém os valores de
probabilidade encontrados para as aves aos 35 dias de idade para titulos de anticorpos,
apesar de ndo serem significativos para 5% de probabilidade, sdo menores que 10% e
podem indicar possivel efeito positivo na suplementacdo de zinco sobre a resposta
imune adquirida das aves, nessas condigdes experimentais (Tabela 9).

Nas figuras 1, 2, 3 e 4 estdo representados os modelos de ajuste de dados pela
modelo da Nova Compartimental. A Figura 1, 2 e 3 indicam que se pode obter os
melhores resultados de ganho de peso, consumo de racéo e eficiéncia alimentar de 1 a
21 dias de idade das aves com suplementacdo de 128% de zinco da exigéncia
preconizada por Rostagno et al (2011).

A figura 4 sugere que a suplementacdo de 125% de zinco da exigéncia
preconizada por Rostagno et al (2011) é o nivel étimo de zinco para o0 melhor consumo
de racdo de 1 a 35 dias de idade em frangos de corte.
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Tabela 3. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo diferentes

niveis de zinco aos 7 dias de idade.

TRATAMENTO  GPM: CR! CA! VB!
1 (50%) 122,17 136,89 1,1268 99,134
2 (75%) 121,37 138,01 1,1369 99,567
3 (controle -100%) 129,51 141,45 1,0926 99,134
4 (125%) 131,1 143,69 1,0992 99,134
5 (150%) 124,99 137,1 1,0981 100

P 0,059 0,299 0,086 0,620
CV%2 5,71 5,04 3,13 1,26

1 GPM, ganho de peso médio; CR, consumo de ra¢do médio; CA, conversdo alimentar; VB, viabilidade.
2CV%, coeficiente de variagdo.
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Tabela 4. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de zinco aos 21 dias de idade.

TRATAMENTO GPM? CR? CA! VB!

1 (50%) 856,1 1199,4 1,4100 97,835
2 (75%) 856,1 1202,9 1,4114 98,27
3 (controle -100%) 931,9 1268,6 1,3638 97,835
4 (125%) 942,23 1294,8 1,3706 98,701
5 (150%) 886,5 1232,7 1,3942 99,567
P 0,014 0,040 0,016 0,469
CV%2 6,28 5,24 2,20 2,04

1 GPM, ganho de peso médio; CR, consumo de ragdo médio; CA, conversdo alimentar; VB, viabilidade.
2CV%, coeficiente de variagdo.

New Compartmental - Observed and Predicted Output
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Figura 1. Ganho de peso médio de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade com dietas

variando os niveis de zinco.
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New Compartmental - Observed and Predicted Output
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Figura 2. Consumo de racdo médio de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade com

dietas variando os niveis de zinco.
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Figura 3. indice de eficiéncia alimentar médio de frangos de corte de 1 a 21 dias de

idade com dietas variando os niveis de zinco.
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Tabela 5. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de zinco aos 35 dias de idade.

TRATAMENTO  GPM: CR! CA! VB.1
1 (50%) 2132,4 3271,9 1,5441 97,835
2 (75%) 21295 33438 1,5835 96,97
3 (controle -100%)  2200,6 3389,3 1,5702 95,24
4 (125%) 2192,6 3429,0 1,5783 96,97
5 (150%) 2118,5 3331,1 15772 99,134
P 0,245 0,036 0,855 0,112
CV%? 3,96 2,74 4,56 2,70

1 GPM, ganho de peso médio; CR, consumo de ragcdo médio; CA, conversao alimentar; VB, viabilidade.
2CV%, coeficiente de variagéo.

New Compartmental - Observed and Predicted Output
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Figura 4. Consumo de racdo médio de frangos de corte de 1 a 35 dias de idade com

dietas variando os niveis de zinco.
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Tabela 6. Concentracdo (pg/L) de zinco no sangue de frangos de corte aos 35 dias de

idade alimentados com dietas contendo niveis de zinco.

TRATAMENTO Zn sangue
1 (50%) 9485
2 (75%) 8806
3 (controle -100%) 8665
4 (125%) 9133
5 (150%) 8592
P 0,225
CV%! 8,83

1ICV%, coeficiente de variagdo.
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Tabela 7. Valores de atividade de superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH) no soro de frangos de corte aos 35 dias de idade alimentados com dietas

contendo niveis de zinco.

TRATAMENTO SOD GSH

1 (50%) 0,255 16,224
2 (75%) 0,299 16,241
3 (controle -100%) 0,213 16,229
4 (125%) 0,372 16,166
5 (150%) 0,276 16,333
P 0,635 0,650
CV%! 32,53 1,25

1CV%, coeficiente de variagéo.
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Tabela 8. Porcentagem (%) de cada célula do sistema imune e relagdo
heterdfilo:linfocito (H/L) em Iaminas de esfregagco sanguineo em frangos de corte aos

35 dias de idade alimentados com dietas contendo niveis de zinco.

TRATAMENTO LINF! HET! MONO! EOSIN' BASOF! H/L2

1 (50%) 58,9 30,1 45 3,1 3,2 0,58
2 (75%) 59,0 32,1 3,7 2,3 2,8 0,56
3 (controle -100%) 66,4 26,4 3,1 1,9 2,5 0,411
4 (125%) 56,6 34,4 3,3 1,5 3.1 0,677
5 (150%) 61,5 28,7 4,0 2,5 2,9 0,476
P 0297 0547 0678 0235 0945 0,295
CV%? 1436 30,26 49,66 1759 57,45 4365

ILINF, linféticos; HET, heter6filo; MONO, mondcito; EOSIN, eosinéfilo; BASOF, basofilo.
2 H/L, relacdo heterofilo:linfocito.
3CV%, coeficiente de variagéo.
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Tabela 9. Valores de titulos de anticorpos de frangos de corte vacinados contra o virus
da Doenga de NewCastle, expresso em médias geométricas (GMT), alimentados com

dietas contendo niveis de zinco.

TRATAMENTO AC 21d* AC 35d*
1 (50%) 339 2079
2 (75%) 432 1595
3 (controle -100%) 637 1272
4 (125%) 499 3761
5 (150%) 532 2511
P 0,670 0,065
CV%2 9,97 12,71

1 AC 21d, Titulo de anticorpos aos 21 dias de idade; AC 35d, Titulo de anticorpos aos 35 dias de idade.
2CV%, coeficiente de variagéo.

4. Discussao

As aves de 1 a 7 dias de idade, suplementadas com diferentes niveis de zinco na
dieta ndo apresentaram diferencas significativas nos parametros avaliados neste
trabalho. Este evento poderia ser explicado pelo fato que nesta fase da vida, as aves
ainda apresentam resquicios nutritivos da gema (Rutz et al., 2005), que lhes
proporcionam um aporte de nutrientes além dos nutrientes da dieta, que podem
influenciar diretamente nos resultados de desempenho, fazendo com que o ganho de
peso, conversdo alimentar, consumo de racdo e viabilidade na fase pré-inicial ndo sofra
influéncia dos tratamentos.

Dos 7 aos 21 dias de idade pode-se observar a influéncia dos tratamentos, pois nessa
fase a reserva de nutrientes provenientes da gema ja se esgotaram e as aves estdo em
crescimento acelerado, portanto a dieta € a Unica fonte de nutrientes e deve fornecer o
necessario para a ave expressar seu maximo potencial genético (Rutz et al., 2005). Desta

maneira, qualquer mudanca nos niveis da dieta nessa fase de 7 a 21 dias de idade, ira
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influenciar os resultados de desempenho, como podem ser observados nos tratamentos,
pois os resultados obtidos neste experimento comprovam esta assertiva com os dados
observados para 0 ganho de peso, consumo de racao e conversdo alimentar.

Na fase de crescimento das aves, de 21 a 35 dias de idade, o desenvolvimento das
aves ndo é tao acelerado, como no periodo dos 7 aos 21 dias de idade, e a influéncia dos
tratamentos sobre o desempenho néo foi tdo acentuada, assim a suplementagéo de zinco
interferiu positivamente apenas no consumo de racdo de 1 a 35 dias de idade, nessas
condicdes experimentais.

Huang et al. (2007) estudando niveis de zinco; 0, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 ppm de
zinco em dietas de frango de corte até os 21 dias de idade, verificou que 20 ppm de
inclusdo de zinco na dieta melhora o ganho de peso e o consumo de racdo quando
comparado a dieta sem zinco, mas ndo afeta a conversao alimentar, e 20 ppm de zinco
quando comparado aos tratamentos com maior incluséo (40, 60, 80, 100 e 120 ppm) néo
diferem entre si em nenhum dos parametros de desempenho até os 21 dias de idade. Por
outro lado, um estudo com niveis variando de 0 a 320 ppm de zinco na dieta de frango
de corte ndo influenciou o desempenho de 0 a 28 dias (Shyam Sunder et al., 2008).

Ragdes com suplementacdes sub, ideal ou acima das exigéncias nutricionais de
zinco nas dietas, 34, 68, 181 ppm de zinco respectivamente, ndo apresentaram efeito
significativo no desempenho das aves durante todo periodo de criacdo, segundo Bartlett
e Smith (2003). Entretanto Salabi et al. (2011) estudando a suplementacdo de zinco em
dietas de frangos de corte, observaram que os niveis de zinco na dieta de frangos de
corte influenciam o desempenho, no ganho de peso e conversao alimentar de frangos de
corte, em que os resultados obtidos com a suplementacdo de 90 ppm de zinco na dieta
foram melhores quando comparados com aqueles suplementados com 45 ppm.

Ezzati et al. (2013) verificaram que a suplementacdo de zinco em niveis de 0, 50,
75, 100 e 125 ppm néo influenciou os resultados de conversao alimentar. Por outro lado,
quando analisado a suplementacdo de 100 ppm para o pardmetro de ganho de peso, em
comparagao com os niveis 0, 50 e 75 ppm, houve uma melhora nesta variavel analisada.

No presente estudo ndo foi observada diferencas na concentracdo de zinco no
sangue entre os tratamentos estudados. Este resultado obtido pode ser explicado pelas
diferencas entre os tratamentos ter sido insuficiente para se observar mudancas na

concentracdo de zinco no sangue das aves. Deve-se ressaltar que esta observagéo
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constatada entre os tratamentos se deve ao fato do zinco ser cofator das enzimas que
(dessaturam=esse verbo ndo existe no dicionario Aurélio!!!! O certo ndo seria
DESNATURAM?) o acido linoleico para a formacdo do &cido dihomo-gama-linoleico
na formacdo de membrana celular dos eritrocitos (Horrobin, 1981). Sendo assim, o
zinco esta presente em maior quantidade dentro das células vermelhas, neste estudo as
variacOes dietéticas ndo influenciaram a concentracéo de zinco no sangue.

O zinco proveniente da dieta € carreado para todo o organismo pelo soro sanguineo
(Vallee e Gibson, 1948), assim a variacdo dietética de zinco pode influenciar o teor de
zinco no sangue, ja que o soro é parte do sangue (Reed et al., 2014). Um estudo sobre a
exigéncia de zinco para frangos de corte, verificou que a suplementagéo de zinco de 12,
37,62, 87,112 e 137 ppm de zinco tem efeito quadratico em relacdo a sua concentracdo
no soro sanguineo, sendo que o ponto encontrado para a maior concentracao de zinco no
soro foi de 113,55ppm, com r2 igual a 0,71 (Gomes et al., 2008).

Analisando os dados obtidos no presente estudo, podemos observar que os niveis de
zinco dietético ndo alteraram a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GSH) e
superdéxido dismutase (SOD) no soro sanguineo nos frangos de corte aos 35 dias de
idade, e essa ocorréncia pode ser devido as aves estarem em homeostase, que impediria
a ativacao dessas enzimas.

O estresse oxidativo nos animais se da pelo desequilibrio entre pr6 e antioxidantes
do organismo (Sies, 1991), que sdo as formacgOes das espécies reativas de oxigénio
(EROS). Quando o organismo estd em desequilibrio, podem ocorrer desarranjos da
sinalizacdo e controle das reacfes redox e/ou provocando danos moleculares (Jones,
2006). Essas espécies reativas de oxigénio sdo produzidas nas células por diversos
estimulos fisioldgicos e ambientais, tais como infecgdes, radiacbes UV e poluentes, 0s
quais sdo coletivamente chamados de oxidantes (Surh, 2005; Avalos et al., 2007).
Assim, um aumento da atividade da SOD e da GSH é observado em situacGes de
estresse para as aves, e no presente estudo, as aves ndo foram induzidas a nenhum
estresse que pudesse desencadear esse desequilibrio de maneira acentuada e
consequentemente provocar um aumento significativo da atividade dessas enzimas.
Podemos inferir, que possivelmente por isso, ndo se observou diferencas entre os

tratamentos para esse parametro estudado.
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No presente estudo, a contagem diferencial de leucdcitos nao foi afetada pelos
diferentes niveis de zinco utilizados. Este resultado observado poderia ser explicado
pelo provavel estado de homeostase das aves, uma vez que ndo foi induzido nenhum
desafio microbiolégico no local de estudo. Dessa forma, esse parametro poderia ser
afetado pelo teor de zinco dietético quando comparado a dietas sem adicdo de zinco
inorganico. Um estudo comparando dietas com e sem adic¢do de zinco, observou que a
adicdo de 20 ppm ja se observa melhora nesse parametro (Shyam Sunder et al., 2008), e
a suplementacao a cima desse nivel, quando comparado com os 20 ppm, ndo apresenta
diferenca, mostrando que a melhora da proliferacdo celular proveniente do zinco
dietético possui um limite no organismo do animal, possivelmente por isso, no presente
estudo a relacdo heterofilo:linfécito ndo tenha sido afetada pelo tratamentos, ja que 0s
tratamentos estudados possuiam um minimo de 32,5 ppm de zinco.

A titulacdo de anticorpos observada neste experimento, as aves aos 21 e as 35 dias
de idade ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos, porém o valor de
probabilidade encontrado foi menor que 0,10 aos 35 dias de idade, apresentando a maior
média para o tratamento 4 (101,62; 89,37; 81,25 ppm de zinco nas fases pré-inicial,
inicial, crescimento e final, respectivamente). Provavelmente, suplementacdes de zinco
na ragdo podem influenciar positivamente a resposta imune adquirida, uma vez que o
zinco esta diretamente ligado as fun¢des hormonais do timo e proliferacdo de células T,
responsaveis pela producéo e anticorpos (Fraker et al., 2000).

Shyam Sunder et al. (2008) observaram que a suplementacdo de zinco de 0 a 320
ppm até os 28 dias de idade das aves melhorou a titulagdo de anticorpos contra a doenca
de Newcastle a partir de 40ppm e depois disso se manteve, mostrando que a
suplementacdo de zinco a cima desse valor ndo influencia esses resultados. J& Ezzati et
al. (2013) observaram que a analise de titulos de anticorpos contra a doenca de
Newcastle por ELISA aumentou com a suplementacdo até 50 ppm em comparagdo com
dietas sem suplementacdo de zinco, e quando comparou dietas com 50ppm com dietas
com suplementag@es superiores a esses niveis, ndo observou diferencas.

Nas condicBes do presente estudo e com os dados obtidos, podemos concluir que
suplementacédo de zinco na forma de O0xido de zinco em dietas de frangos de corte pode
influenciar o ganho de peso, conversao alimentar e consumo de racdo de 1 a 21 dias de
idade, em aves criadas em galpdo, com ponto 6timo 128% da exigéncia estimada por
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Rostagno et al. (2011). A mesma suplementacdo e nas mesmas condi¢fes, nao
influencia o desempenho de 1 a 35 dias de idade e ndo apresenta melhorias evidentes no

status antioxidante e imunoldgico das aves.
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Efeito de diferentes niveis de zinco nas rac6es sobre a resposta imune e
antioxidante de frangos de corte aos 35 dias de idade desafiados com

lipopolissacarideo bacteriano.

Resumo: Um experimento foi realizado para estudar os efeitos dos niveis de zinco
inorganico na dieta de frangos de corte aos 35 dias de idade desafiados com
lipopolissacarideo de Escherichia coli sobre as variaveis imunoldgicas, status
antioxidante e concentracdo de zinco nos tecidos 6sseos e figado. O ensaio foi realizado
em aviario experimental, em delineamento fatorial (5x2, cinco niveis dietéticos de zinco
inorganico, desafiados ou ndo com lipopolissacarideo de Escherichia coli) com sete
repeticdes. Os niveis de zinco utilizados foram 50, 75, 100, 125 e 150% da exigéncia de
zinco segundo Rostagno et al. (2011), a exigéncia preconizada por Rostagno et al.
(2011) o tratamento 100% - controle foi de 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-
incial, inicial e crescimento, respectivamente. As aves foram divididas em boxes, cada
box com 33 aves. Foram avaliados o peso relativo de érgdos; o teor de zinco na tibia, no
fémur sem a medula 6ssea e medula 6ssea do fémur e no figado, também foi avaliada a
atividade da superdxido dismutase e glutationa peroxidase no soro sanguineo e no
figado. Outro pardmetro avaliado foi a producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio
por macréfagos peritoneais. As varidveis foram avaliadas para todos os niveis de
suplementacdo de zinco e em aves desafiadas ou ndo por LPS. As varidveis foram
analisadas com auxilio do programa estatistico SAS 9.3, andlise de variancia
(ANOVA). O nivel étimo de zinco dietético foi determinado pela anélise de regressao,
Broken Line, utilizando-se o procedimento Proc Reg do SAS 9.3, com o auxilio do
programa Origin. Os melhores resultados para resposta imunoldgica primaria foram
obtidos com a suplementacdo de 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial
e crescimento, respectivamente. E a suplementacdo de 139% de zinco da exigéncia
preconizada por Rostagno et al. (2011) aumenta a atividade da glutationa peroxidase no

soro, bem como aumenta o teor de zinco no figado das aves.

Palavras-chave: desafio, enzima, imunidade, macrofago, 0ssos.
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Effect of different levels of zinc on diets on the immune and antioxidant response

of broilers at 35 days of age challenged with bacterial lipopolysaccharide.

Abstract: An experiment was carried out to study the effects of inorganic zinc levels on
the 35 - day - old broiler diet challenged with Escherichia coli lipopolysaccharide on the
immunological variables, antioxidant status and zinc concentration in bone tissues and
liver. The experiment was carried out in a experimental aviary, in a factorial design
(5x2, five dietary levels of inorganic zinc, challenged or not with Escherichia coli
lipopolysaccharide) with seven replicates. The zinc levels used were 50, 75, 100, 125
and 150% of the zinc requirement according to Rostagno et al. (2011), the requirement
advocated by Rostagno et al. (2011) the treatment 100% - control was 81.3; 71.5; 65
ppm of zinc in the pre-initial, initial and growth phases, respectively. The birds were
divided into boxes, each box containing 33 birds. The relative weight of organs was
evaluated; The zinc content in the tibia, in the femur without the bone marrow and bone
marrow of the femur and in the liver, the activity of superoxide dismutase and
glutathione peroxidase in blood serum and liver was also evaluated. Another parameter
evaluated was the production of oxygen and nitrogen reactants by peritoneal
macrophages. The variables were evaluated for all levels of zinc supplementation and in
birds challenged or not by LPS. The variables were analyzed using the statistical
program SAS 9.3, analysis of variance (ANOVA). The optimal level of dietary zinc was
determined by the regression analysis, Broken Line, using the Proc Reg procedure of
SAS 9.3, with the aid of the Origin program. The best results for primary immune
response were obtained with the supplementation of 81, 3; 71.5; 65 ppm of zinc in the
pre-intial, initial and growth phases, respectively. And the 139% zinc supplementation
of the requirement recommended by Rostagno et al. (2011) increases the activity of
glutathione peroxidase in serum as well as increases the zinc content in the liver of
birds.

Keywords: bones, challenge, enzyme, immunity, macrophage.
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Introducgéo

O grande aumento da produgdo de carnes do mercado mundial, principalmente
de frangos de corte, leva as integrac@es avicolas a utilizarem ao maximo sua capacidade
de alojamento, aumentando a densidade populacional dos galpdes, o que pode reduzir o
desempenho das aves individualmente, apesar de se obter maior produtividade por area
(kg/m?) (Heckert et al. 2002). A consequéncia disso € o aumento dos desafios sanitarios,
refletindo em maior uso de antibiéticos melhoradores de desempenho, anticoccidianos e
antibidticos de uso terapéutico.

Os aumentos da densidade populacional aliada a outros fatores ambientais
estressantes exercem influéncia negativa sobre o sistema imune das aves, aumentando a
susceptibilidade as doencas. Dentro desse contexto, a manutencdo da salde das aves €
essencial para o correto funcionamento do organismo animal e permite a maxima
expressao do potencial produtivo, ou seja, é de extrema importancia que o sistema
imune das aves esteja atuando de forma adequada (Morgulis, 2002).

A suplementacéo de zinco na dieta tem demonstrado efeito benéfico sobre esses
aspectos, mas é importante salientar a necessidade de uma avaliacdo bioquimica e
imunoldgica mais profunda para determinar o nivel ideal deste mineral nas dietas
animais com objetivo de melhorar a resposta imunoldgica e antioxidante, visto que,
quando fornecido em excesso, podera ocorrer interacdo negativa com outros minerais,
prejudicando assim a saude do animal. O envolvimento do zinco no adequado
funcionamento do organismo ja esta bem estabelecido, mas ainda sdo necessarios mais
estudos para elucidar os detalhes da sua forma de a¢éo no organismo.

Normalmente, a suplementacdo de microminerais em dietas para aves é feita
com alguma margem de seguranga, 0 que significa desperdicio ou falta do nutriente
dependendo da situagdo desta ave. De modo geral, a suplementacdo de microminerais
aos animais é feita utilizando formas salinas inorgénicas simples com
biodisponibilidades diferentes, o que explica o fato de suplementos minerais com 0s
mesmos niveis nutricionais promoverem resultados de desempenho diferentes.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos dos niveis de zinco

inorganico na dieta de frangos de corte aos 35 dias de idade desafiados com
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lipopolissacarideo de Escherichia coli sobre as variaveis imunoldgicas, status
antioxidante e concentracéo de zinco nos tecidos 6sseos e figado.

1. Material e Métodos

Foi conduzido um experimento na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — FMVZ, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, no
Laboratorio de Nutricdo de Aves. Os procedimentos experimentais foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, UNESP — Univ. Estadual Paulista, Campus de Botucatu
(34/2014 — CEUA), estando de acordo com o0s principios éticos na experimentacao
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

aprovado.

Ensaio

Foram utilizados 1155 pintos de 1 dia de idade, machos, da linhagem Cobb,
alojados em 35 boxes de 2,0 m2 com 33 aves por boxe, densidade de 16,5 aves/mz,
equipados com bebedouros tipo nipple, comedouro tubular e cama de maravalha
reutilizadas de 15 cm de espessura. O delineamento experimental foi fatorial 5x2 (cinco
niveis de zinco inorganico na dieta, desafiados ou ndo) com sete repeticdes. As aves
foram vacinadas no incubatdrio contra as doencas de Marek, Gumboro e Bouba aviéria.

As dietas foram formuladas a base de milho e farelo de soja, segundo as
recomendacdes adaptadas de Rostagno et al. (2011) para frangos de corte machos de
desempenho médio, variando somente a inclusdo de zinco (Tabela 1). Os niveis de
zinco consistiram em 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da exigéncia segundo Rostagno
et al. (2011). Portanto, tratamento 1: 40,65; 35,75; 32,50 ppm de zinco nas fases pré-
incial, inicial e crescimento, respectivamente; tratamento 2: 60,975; 53,625; 48,75 ppm
de zinco nas fases pre-incial, inicial e crescimento, respectivamente; tratamento 3
(controle): 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e crescimento,
respectivamente; tratamento 4: 101,625; 89,375; 81,25 ppm de zinco nas fases pré-
incial, inicial e crescimento, respectivamente; tratamento 5: 121,95; 107,25; 97,5 ppm

de zinco nas fases pré-incial, inicial e crescimento, respectivamente (Tabela 3). Agua e
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racdo foram fornecidas a vontade durante todo o periodo de criacdo e o programa de luz
foi de acordo com recomendagdes do manual da linhagem. Foi realizado o
monitoramento da temperatura e umidade relativa do ar, por meio de conjunto de
termOdmetros de méaxima e minima, bulbo seco e bulbo Umido e de globo negro
colocados na altura das aves, a fim de manter o conforto térmico das aves.

As amostras para as andlises bioquimicas e imunolégicas do ensaio foram
obtidas na dltima semana do periodo de criacdo (35 a 42 dias de idade) em que foi
realizada a inoculacdo de LPS de E. coli em uma ave por boxe e em outra ave por box
foi realizado a inoculagdo de solugéo salina (ndo desafiados), totalizando 70 aves, que
posteriormente foram abatidas.

Apbs 24h da inoculacdo de LPS de E. coli foi iniciada a andlise da atividade
respiratoria de macrdfagos peritoneais, no momento do abate das aves para a coleta dos
macrofagos foram também feitas as coletas de sangue e Orgdos para analises
bioguimicas das duas aves de cada box (desafiadas e ndo desafiadas).



Tabela 1. ComposicGes centesimais e nutricionais das dietas basais.
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Ingredientes (%0) Pré-inicial Inicial Crescimento  Final
Milho, gréo 54,55 58,74 61,39 66,02
Soja, farelo 3841 34,89 31,67 27,48
Soja, 6leo bruto 2,38 2,32 3,30 3,15
Fosfato bicalcico 1,91 1,51 1,28 1,07
Calcério calcitico 0,91 0,92 0,86 0,77
DL-Metionina 0,36 0,29 0,25 0,24
L-Lisina 0,28 0,21 0,19 0,22
L-Treonina 0,10 0,06 0,04 0,05
Bicarbonato de sodio 0,23 0,20 0,15 0,14
Sal comum 0,35 0,35 0,35 0,35
Premix vitaminico e mineralt 0,50 0,44 0,40 0,30
Inerte’ 0,02 0,06 0,10 0,21
Antibiético+anticoccidiano® 0,00 0,01 0,02 0,00
Total 100 100 100 100
Composic¢édo Nutricional

Energia metabolizavel, kcal/kg 2950 3000 3100 3150
Proteina bruta, % 22,20 20,80 19,50 18,00
Célcio, % 0,920 0,819 0,732 0,638
Faésforo disponivel, % 0,470 0,391 0,342 0,298
Fibra bruta, % 2,98 2,86 2,74 2,59
Metionina digestivel, % 0,646 0,562 0,519 0,486
Metionina+cistina digestivel, % 0,945 0,846 0,788 0,738
Lisina digestivel, % 1,311 1,175 1,079 1,010
Sédio, % 0,220 0,210 0,200 0,195
Triptofano digestivel, % 0,250 0,232 0,214 0,192
Treonina digestivel, % 0,853 0,763 0,701 0,656

Iniveis de garantia do premix vitaminico e mineral (Animal Enterprise) por quilo de produto, acido félico 175mg, acido pantotenico
2500mg, biotina 17600mcg, colina 75000mg, niacina 7500mg, vitamina A 1875KUI, vitamina B1 500mg, vitamina B12 3000mcg,
vitamina B2 1250mg, vitamina B6 700mg, Vitamina D3 475KUI, Vitamina E 7KUI, Vitamina K 376mg, cobre 2500mg, ferro,
12500mg, iodo 250mg, manganés 17600mg, selénio 75mg, BHT 20000mg.

“Monoensina + Lincomicina.
®0Oxido de zinco em substituigio ao inerte.

A formulagéo da Fase Final néo seria excluida do texto?
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Tabela 2. ComposicGes nutricionais de zinco nas dietas experimentais.

Fornecimento de Zn mg/kg
Niveis de zinco

Pre-Inicial Inicial Crescimento Final
1 (50%) 40,65 35,75 32,50 24,40
2 (75%) 60,97 53,62 48,75 36,60
3 (controle -100%) 81,30 71,50 65,00 48,80
4 (125%) 101,62 89,37 81,25 61,00
5 (150%) 121,95 107,25 97,50 73,20

Desafio - Inoculacdo de LPS

Aos 35 dias de idade duas aves por box foram selecionadas, em uma ave foi
inoculado lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (sigma - ref. L2880) na
cavidade abdominal na dosagem de 1mg de LPS por quilo de peso vivo diluido em soro
fisioldgico (1 mg: 1 mL). Na outra ave de cada box foi inoculada 1 mL/kg de peso vivo

de soro fisioldgico puro, que foi utilizado como grupo ndo desafiado — controle.

Peso relativo de 6rgaos

Foram utilizadas as 70 aves, duas de cada box (desafiadas e controle), pesadas e
eutanasiadas, apos jejum de duas horas. Posteriormente, foram coletados e pesados o
baco, timo, bolsa cloacal e figado para o calculo dos pesos relativos em relacdo ao peso

corporal das aves em jejum.

Parametros quimicos e bioquimicos

Foram avaliados os teores de zinco na tibia inteira, fémur sem a medula 6ssea,
medula dssea do fémur e no figado, os tecidos foram coletados, armazenados em freezer
e posteriormente analisados segundo AOAC (1995). As amostras foram preparadas
antes da analise de zinco, o figado foi seco e moido, a tibia inteira e o fémur sem a

medula foram queimados em mufla e moidos, ja a medula éssea foi analisada em natura.
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Para determinar o teor de zinco utilizou-se 1mg do tecido que foi digerido com 5 mL de
acido nitrico (65% PA) e 3 mL de perdxido de hidrogénio (35% PA) utilizando tubos
fechados de fluoropolimero (PFA) em forno de micro-ondas da marca Speedwave
modelo SW-4. O teor de zinco foi obtido por espectrofotdmetro de absorcdo atbmica
modelo SHIMADZU AA-6800 de acordo com Neves et al. (2009).

Para a atividade de superdxido dismutase e glutationa peroxidase no soro
sanguineo e no figado foram coletados 5 mL de sangue de cada ave, por meio de punc¢éo
da veia ulnar com seringa. Para obtencdo de soro, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo refrigerada e armazenadas em ultra freezer. Uma fracdo do figado foi
coletado ap0s a eutanasia das aves e tambem armazenado em ultra freezer. Ambos

foram analisados com auxilio de kits comerciais.

Colheita e Isolamento de macrofagos peritoneais

Apo6s 24h de inoculacdo da solucgdo de LPS, foi injetado, na cavidade abdominal
das aves 1 mL de solucdo de Sephadex (Sephadex G-50 Fine a 3% em solucdo salina
0,9%) para cada 200 g de peso corporal, com a finalidade de atrair macrofagos para a
cavidade.

Apos 48 horas de inoculagdo de Sephadex, foi realizada a eutanasia destas aves e
injetado 20 mL de meio RPMI — 1640, seguido de massagem na cavidade abdominal
para o desprendimento das células e, em seguida, o liquido da cavidade foi aspirado e
transferido para tubos Falcon e acondicionado em gelo.

A determinacdo do nimero de células de cada amostra foi realizada por meio de
contagem em camara de Neubauer; a viabilidade das células foi determinada pela
técnica de exclusdo pela coloragdo Trypan Blue, onde as células ndo vidveis coram-se
em azul. Aliquotas destas amostras foram coletadas para a realizacdo do teste producéo
de peroxido de hidrogénio e 0xido nitrico.

Producéo de peroxido de hidrogénio

A liberacdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) pelos macrofagos foi
determinada, baseada na oxidacdo do vermelho de fenol pela H,O,, dependente de
peroxidase, segundo método de Pick e Keisari (1980), adaptado por Pick e Mizel (1981)
e modificado por Russo et al. (1989).
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Apobs o isolamento dos macrofagos da cavidade abdominal das aves, foram
utilizadas aliquotas para o teste de producdo de H,0,. As aliquotas foram resuspensas
em 1 mL de vermelho de fenol, para padronizar concentracdo de 2x10° cels./mL e
posteriormente plaqueadas (placas com 96 pocos).

As placas ficaram em estufa de CO;, 5% a 41°C por 1h e, ap0s este periodo foi
adicionado 10uL hidroxido de sodio (1M) objetivando parar a reacdo. A leitura do
vermelho de fenol foi quantificada em leitor de ELISA utilizando-se filtro de 620nm. A
producdo de peréxido de hidrogénio (n moles x 10° células) foi calculada com base na
curva padrdo com valores de absorbancia obtidos para valores de dilui¢bes 1:10, 1:40,
1:80 e 1:160 Os resultados foram apresentados n moles de H,O,, mediante equagéo de

regressdo com base na curva padréo.

Determinagéo de oxido nitrico (NO)

A producdo de NO por macrdéfagos abdominais foi determinada pelo método
colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (Green et al., 1982), combinando 100uL do
sobrenadante da amostra teste com 100uL do reagente Griess (Need 0,1% e
sulfanilamida 1,0% em H3PO,4 5,0%). As leituras foram efetuadas em microleitor de
ELISA a 540nm. Os resultados foram expressos em umoles de NO/2,0x10° células,
comparando-se a densidade éptica com a curva padrdo de NO,, realizada em cada

experimento.

Andlises estatisticas dos ensaios

As variaveis que ndo atenderam as premissas dos testes de normalidade foram
transformadas matematicamente, sendo elas log na base 2 e raiz quadrada, de acordo
com a necessidade. As quais foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA)
através do procedimento General Lineal Model (GLM), com auxilio do programa
estatistico SAS 9.3. O nivel 6timo de zinco dietético foi determinado pela analise de

ae—bx

regresséo no modelo da Nova Compartimental (y:m

) utilizando-se o

programa Excel (xIsx) com excecdo dos dados de peroxido de hidrogénio e oxido nitrico
em que o nivel 6timo de zinco dietético foi determinado pela analise de regresséo,
Broken Line, utilizando-se o procedimento Proc Reg do SAS 9.3, com o auxilio do
programa Origin(Garcia-Neto e Perri, 2015).
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2. Resultados

Analisando os dados da Tabela 3, pode-se observar que ndo houve diferenca no
peso relativo de 6rgaos do sistema imune e do figado entre os niveis de zinco. Ainda na
mesma tabela, verificou-se que o peso relativo do bago foi afetado pelo desafio, sendo
que as aves desafiadas apresentaram peso relativo do bago maior que as aves nédo
desafiadas (P=0,046).

N&o houve diferenca no teor de zinco 6sseo para tibia inteira, fémur sem medula e
medula 6ssea do fémur, entre os niveis de zinco em aves desafiadas ou ndo. Ja o teor de
zinco no figado apresentou efeito significativo, tanto para os niveis de zinco (P=0,049)
quanto para o desafio (P=0,01), mas ndo apresentou interacdo entre esses dados (Tabela
4), sendo que as aves desafiadas apresentaram maior concentracdo de zinco no figado.
O modelo de ajuste de dados pela Nova Compartimental sugere que o ponto 6timo de
zinco na dieta para essa variavel € em 139% da exigéncia preconizada por Rostagno et
al. (2011) (Figura 1).

A atividade da enzima superoxido dismutase no soro sanguineo e figado ndo
sofreram influéncia dos tratamentos, ja a atividade da glutationa peroxidase no soro
sanguineo sofreu influéncia dos niveis de zinco dietético (P=0,009), mas sua atividade
ndo foi afetada pelo desafio e, a atividade da glutationa peroxidase no figado nao
apresentou diferenca entre os tratamentos (Tabela 5). O modelo de ajuste de dados pela
Nova Compartimental sugere que o nivel ideal de zinco na dieta para a maior atividade
da enzima glutationa peroxidase no soro para aves desafiadas é em 138% da exigéncia
preconizada por Rostagno et al. (2011) (Figura 2).

Os niveis de zinco da dieta influenciaram a producdo dos reativos de nitrogénio
(NO) (P=0,017) e oxigénio (H,0,) (P=0,003), alem disso, o desafio influenciou também
a producéo de H,0O, (P=0,039) (Tabela 6). De maneira geral os animais desafiados com
LPS de E. Coli (desafio) apresentaram maior producao de H,0,. O modelo de regressao
segmentada, broken line, sugere que o nivel étimo de zinco dietético para producgéo de
reativos de oxigénio foi de 98,24% da exigéncia de zinco segundo as recomendacdes de
Rostagno et al. (2011), ou seja, 79,87; 70,24; 63,86 ppm de zinco nas fases pré-incial,

inicial e crescimento (Figura 3).
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Os menores niveis de zinco dietético, tratamento 1, 2 e 3 (tratamento 1: 40,65;
35,75; 32,50 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e crescimento, respectivamente;
tratamento 2: 60,975; 53,625; 48,75 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e
crescimento, respectivamente; tratamento 3 (controle): 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas
fases pré-inicial, inicial e crescimento, respectivamente, aumentaram a produgdo de NO
pelos macrofagos peritoneais de frangos de corte na ultima semana do ciclo produtivo.
O desafio com LPS bacteriano ndo afetou os resultados desse parametro. O ponto de
quebra derivado do modelo de regressdo segmentada, broken line, sugere que o ponto
6timo de exigéncia de zinco dietético para a maior producdo de oxido nitrico pelos
macrdfagos peritoneais em aves desafiadas nesta fase é de 100% da exigéncia de zinco,
segundo Rostagno et al. (2011), ou seja, 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-

incial, inicial e crescimento (Figura 4).



Tabela 3. Médias de valores de peso relativos de 6rgdos do sistema imune e do figado

de frangos de corte alimentados com dietas contendo niveis de zinco, submetidos ou

ndo ao desafio (lipopolissacarideo de E. coli.).

65

Niveis Baco Timo Bursa Figado
1 (50%) 0,059 0,335 0,081 1,834
2 (75%) 0,066 0,362 0,116 1,946
3 (controle -100%) 0,069 0,321 0,092 1,805
4 (125%) 0,062 0,283 0,100 1,871
5 (150%) 0,073 0,330 0,091 1,882
Desafio

Com 0,071 0,312 0,092 1,913
Sem 0,061 0,340 0,101 1,828
)

Niveis de zinco 0,347 0,217 0,266 0,490
Desafio 0,046 0,214 0,374 0,101
Niveis de Zn*Desafio 0,195 0,262 0,253 0,840
CV%! 29,19 26,82 42,14 11,05

ICV%, coeficiente de variagdo.
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Tabela 4. Médias de valores de zinco na tibia inteira (Zn Tibia), fémur sem a medula

Ossea (Zn Fémur), medula 6ssea do fémur (Zn Fémur) e figado (Zn Figado) de frangos

de corte alimentados com dietas contendo niveis de zinco, submetidos ou ndo ao desafio

(lipopolissacarideo de E. coli.).

Niveis Zn Zn Zn Zn

Zn Tibia Fémur Medula Figado

1 (50%) 20,4 43,6 28,8 116,1

2 (75%) 20,1 41,6 28,7 109,9

3 (controle -100%) 19,1 41,9 25,7 132,2

4 (125%) 20,5 44,1 26,2 1433

5 (150%) 20,4 43 30,6 128,6
Desafio

com 20,4 43,1 28,7 135,9
sem 19,8 42,6 27,4 116,2
P

Niveis de zinco 0,534 0,247 0,700 0,049
Desafio 0,372 0,349 0,598 0,010
Niveis de Zn*Desafio 0,368 0,153 0,501 0,168
CV%! 11,25 9,27 34,25 22,46

1CV%, coeficiente de variagdo.
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New Compartmental - Observed and Predicted Output

—— Prediction Output ® Output(y)
150 -
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130 4

125 A

Teorde zinco no figado
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115 4 gy ™ 13911
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110 A .

105 T T T T T 1
45 65 85 105 125 145 165

Suplementacio de zinco

Figura 1. Valores médios de zinco no figado de frangos de corte alimentados com dietas

contendo niveis de zinco.
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Tabela 5. Médias de valores de superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase

(GSH) no soro e no figado de frangos de corte alimentados com dietas contendo niveis

de zinco, submetidos ou nao ao desafio (lipopolissacarideo de E. coli.).

Niveis SOD SOD GSH GSH
Zn Soro Figado Soro Figado

1 (50%) 16,151 73,7 0,459 463

2 (75%) 16,147 76,3 0,512 457,1

3 (controle -100%) 16,226 77,3 0,529 4714

4 (125%) 16,163 74,2 0,647 451,3

5 (150%) 16,143 75 0,518 457,9
Desafio

Com 16,202 75,3 0,5 465,1
Sem 16,125 75,3 0,5 455,2
)

Niveis de zinco 0,911 0,604 0,009 0,887
Desafio 0,232 0,975 0,932 0,427
Niveis de Zn*Desafio 0,080 0,458 0,473 0,663
CV%! 1,53 8,35 22,70 10,95

1CV%, coeficiente de variagdo.
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New Compartmental - Observed and Predicted Output

w— Prediction Out put @ Output(y)
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Figura 2. Valores médios de glutationa peroxidase (GSH) no soro de frangos de corte

alimentados com dietas contendo niveis de zinco.
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Tabela 6. Médias de valores de intermediarios reativos de nitrogénio (NO), e oxigénio

(H20,) produzidos por macréfagos peritoneais de frangos de corte alimentados com

dietas contendo niveis de zinco, submetidos ou ndo ao desafio (lipopolissacarideo de E.

coli.).

Niveis Zn Zn
Zn NO H20;
1 (50%) 2,9624 0,141
2 (75%) 2,8329 0,104
3 (controle -100%) 2,3682 0,073
4 (125%) 1,9131 0,076
5 (150%) 1,8983 0,059
Desafio

Com 2,6 0,105
Sem 2,2 0,078
P

Niveis de zinco 0,017 0,003
Desafio 0,090 0,039
Niveis de Zn*Desafio 0,993 0,358
CV%! 57,39 45,09

1CV%, coeficiente de variagdo.
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Figura 3. Valores de intermediarios reativos de oxigénio (H,O;) produzidos por
macrofagos peritoneais de frangos de corte alimentados com dietas contendo niveis de

zinco.
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Figura 4. Valores de intermediarios reativos de nitrogénio (NO) produzidos por
macrofagos peritoneais de frangos de corte alimentados com dietas contendo niveis de

zinco.
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3. Discussao

O peso relativo do baco foi afetado pelo desafio, que consistiu em aplicacdo de
LPS de E. coli na cavidade abdominal, isso aconteceu provavelmente porque este 6rgao
faz parte do sistema imune, sendo responsavel pela interacdo do antigeno com as células
de defesa, desse modo ele teve seu peso aumentado e suplementacdo de zinco na dieta
ndo apresentou efeito.

O baco apresenta grande importancia para a imunidade, pois além de ser
responsavel por 25% da funcdo fagocitaria do organismo, também apresenta funcGes
hematoldgicas, agindo como um filtro, removendo hemécias senescentes ou defeituosas
da circulacdo e regulando do fluxo sanguineo para o figado, armazenando as células
sanguineas e realizando a reciclagem do ferro endégeno (Henry e Longo, 1998). Porém
os niveis adicionais de zinco dietético ndo mostraram efeito sobre o peso dos 6rgdos do
sistema imunoldgico nesse estudo.

Segundo Bartlett e Smith (2003), o peso relativo dos érgdos, bursa de Fabricius,
baco e timo ndo apresentam diferenca significativa em relacdo ao nivel de zinco na
dieta. Entretanto, as aves suplementadas com alto teor de zinco na dieta (181 mg/kg)
apresentaram aumento pequeno do peso relativo do timo quando comparadas com a
suplementacdo de 68 e 34 mg/kg de zinco na dieta. Ja Feng et al. (2011) constataram
que o peso relativo da bursa de Fabricius, timo e baco foi maior de acordo com o
aumento linear dos niveis de zinco na dieta.

A suplementacdo de zinco equivalente a 120 e 200 mg/kg na dieta apresentou
aumento no peso da bursa de Fabricius e baco, respectivamente, em frangos de corte
com 42 dias de idade (Sajadifar, 2013). Frangos de corte suplementados com diferentes
niveis de zinco inorganico na dieta (40, 80, 120 ppm, e dieta controle sem adicdo de
zinco) apresentaram variancia no peso relativo da bursa de Fabricius entre os
tratamentos utilizados, do dia 4 a 28 de idade, porém sem diferenca significativa.

No presente estudo nédo se observou diferenga entre os tratamentos para os teores de
zinco nos tecidos 0sseos e figado, o que pode ser explicado pela dindmica desse mineral
em todo organismo da ave, por estar envolvido em diversos processos metabolicos e

assim em constante equilibrio nos diferentes tecidos.
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A concentracgdo de zinco no tecido 6sseo pode aumentar com a suplementacéao de até
40 ppm de zinco por quilo de racdo, e ap6s esse valor, até 140 ppm, ndo ocorre mais
aumento (Huang et al., 2008). Essa constatacdo de Huang et al. (2008) corrobora com 0s
dados obtidos no presente estudo, onde o teor de zinco nas diferentes partes do tecido
0sseo do presente estudo também ndo apresentou diferenca. Em contrapartida Shyam
Sunder et al. (2008) verificaram que a suplementacdo de zinco em 80 ppm até os 28 dias
de idade aumenta a concentracao de zinco no tecido 6ésseo, e a partir de 20 ppm o teor
de zinco no figado aumenta de forma linear em conjunto com o aumento da
suplementacéo dietética.

Medeiros (2012), observou que maiores deposi¢cdes nos 0ssos foram obtidas em
dietas contendo de 80 e 90 ppm de zinco organico, e o nivel de zinco organico ideal
para se obter maior concentracdo do mineral no 0sso é de 85,3 ppm (Medeiros, 2012).
De acordo com Kumar et al. (2012) a deposi¢do de zinco na tibia varia de acordo com
as concentracdes do mineral na dieta, onde maiores concentragdes de zinco promoveram
maior deposic¢do deste na tibia.

No presente estudo os niveis de zinco dietético ndo alteraram a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) no soro sanguineo e no figado, e também ndo alteraram a
atividade da glutationa peroxidase (GSH) no figado de frangos de corte aos 35 dias de
idade em aves desafiadas ou ndo com LPS bacteriano. Apesar disso, 0s niveis de zinco
dietético influenciaram a atividade de GSH no soro sanguineo das aves aos 35 dias de
idade. 1sso pode ter ocorrido devido as aves ndo estarem em homeostase, pois o desafio
utilizado desencadeou o desequilibrio oxidativo e 0 aumento da producdo de perdxido
de hidrogénio para combater o agente inoculado (LPS de E. coli). Tal efeito ocorrido
pode ter aumentado a atividade da GSH, ja que ela é responsavel pela transformacao de
H.O, em oxigénio e &gua, a fim de proteger as células do organismo contra o estresse
oxidativo causado pela H,0,. Uma vez que o estresse oxidativo se da pelo desequilibrio
entre prd e antioxidantes (Sies, 1991), quando em desequilibrio causam desarranjo da
sinalizacdo e controle redox e/ou dano molecular (Jones, 2006), que podem ser
desencadeados por diversos estimulos fisiologicos e ambientais, tais como infecgdes,
radiagdes UV e poluentes, os quais sdo coletivamente chamados de oxidantes. (Surh,
2005; Avalos et al., 2007), tais como neste estudo em que houve desafio com LPS de E.
coli. Em contrapartida, em outro estudo, Huang et al. (2008) avaliando a suplementagéo



74

de zinco dietético em frangos de corte, verificou que ndo houve aumento da atividade da
SOD no figado de frangos de corte aos 21 dias de idade ndo desafiados.

Foi verificado no presente estudo, que a atividade do peroxido de hidrogénio foi
maior para os tratamentos com menor quantidade de zinco dietético, e isso pode ter
ocorrido devido a dependéncia simultanea de zinco e cobre pela superdxido dismutase
dentro dos macréfagos (Cunningham-Rundles, 1993), assim pode-se dizer que 0 zinco
em excesso desencadeia um desequilibrio entre os microminerais nas células, e o
excesso pode ser prejudicial para a producdo de perdxido de hidrogénio.

Também foi observado que a producdo de oxido nitrico pelos macrofagos
peritoneais foi maior nas menores suplementacdes de zinco (tratamentos 1, 2 e 3), com
um ponto 6timo na suplementacdo basal (tratamento 1 - controle) e, por outro lado, o
excesso de zinco dietético dos tratamentos 4 e 5 pode ter prejudicado a atividade dos
macrofagos peritoneais e consequentemente a producdo de éxido nitrico, ja que o zinco
atua na formagdo da cadeia de DNA e consequentemente na transcricdo das
interleucinas, biossintese do NO, utilizado pelos macréfagos para combater os antigenos
invasores, e faz parte das proteinas de transcricdo nessa biomolécula e esta presente no
complexo biolégico de formacéo de linfécitos T (Cunningham-Rundles, S., 1993).

Como pode-se observar, o oxido nitrico € uma molécula biologicamente ativa e
participa de uma série de mecanismos intra e extracelular (Aktan, 2004) e também
desempenha um papel importante como molécula de sinal, como um agente citotoxico
ou molécula efetora para regular resposta da imunidade inata (Berendji et al., 1999).
Dessa forma o excesso de zinco pode ter causado um desequilibrio e inibido ou
retardado todo esse processo (Aktan, 2004).

Em concluséo no presente estudo, verificou-se que a suplementacdo de zinco acima
dos niveis recomendados para dietas de frangos de corte até 35 dias de idade influencia
negativamente a producéo de peroxido de hidrogénio e de oxido nitrico por macrofagos
peritoneais, em aves desafiados ou ndo com o lipopolissacarideo de Escherichia coli. Os
melhores resultados para resposta imunologica primaria foram obtidos com a
suplementacdo de 81,3; 71,5; 65 ppm de zinco nas fases pré-incial, inicial e
crescimento, respectivamente. Pode-se dizer que a suplementagédo de 139% de zinco da
exigéncia preconizada por Rostagno et al. (2011) aumenta a atividade da glutationa

peroxidase no soro, bem como aumenta o teor de zinco no figado das aves.
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IMPLICACOES

O excesso de zinco pode ocasionar prejuizos metabdlicos aos animais a longo
prazo. Portanto, a utilizacdo de niveis elevados de zinco e outros minerais
bivalentes em dietas para frangos de corte deve ser revista.

A discrepéncia de resultados dos estudos com microminerais é decorrente da
grande influéncia desses nutrientes no metabolismo animal e sua acéao frente a
imunidade e atividade antioxidante.

Em toda a producéo a relacdo custo/beneficio do produto a ser utilizado deve
ser considerada. No processo industrial de criacdo de frangos corte, a ragao
representa a maior parte do custo total de producédo, e apesar de serem
utilizados em pequenas quantidades, 0s minerais Sdo nutrientes onerosos e
deve ser levado em consideracdo suas interacdes para entdo fazer o balanco
adequado entre eles. Portanto, as racGes devem ser formuladas de acordo com
a fase de vida do animal a fim de melhorar os indices zootécnicos e atender a
exigéncia nutricional das aves, visando o crescimento e higidez.

Outro fator a ser considerado para os testes como o presente estudo, sdo 0s
desafios sanitarios, ambientais e de manejo impostos aos animais na industria.
A grande maioria das pesquisas realizadas com aditivos nutricionais como 0s
microminerais é feita em laboratdrios de Universidades e centros de pesquisa
onde a preocupacdo com o biosseguridade e higienizacdo do local € alta,
impedindo assim a observacao do real efeito sobre 0 organismo dos animais.
Como consideracdo para novas pesquisas, alunos e pesquisadores devem ter
em mente que para se obter resultados efetivos e que expressem o real efeito
dos aditivos nutricionais sdo necessarias reproducées dos mesmos desafios
sanitarios e ambientais observados na producédo de frangos de corte em escala
comercial.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar como os microminerais interagem
entre si e como influenciam nos sistemas biol6gicos, principalmente no que se

diz do sistema imunoldgico.



