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RESUMO

LOUZADA AGUIAR, LUARA. Zinco organico e cobre sobre parametros
histomorfométricos e contagem diferencial de leucdcitos de codornas japonesas.
2015. 70p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias

Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2016.

Dentre os minerais, 0 zinco e o cobre compdem algumas enzimas responsaveis por
processos metabolicos e de defesa do organismo. Com a finalidade de avaliar a possivel
influéncia da suplementacdo desses minerais em codornas japonesas foram analisados:
duodeno, magno, figado, pancreas e contagem diferencial de leucdcitos. Para isso foram
usadas 480 codornas japonesas com 180 dias distribuidas inteiramente ao acaso, em
fatorial 3x2, totalizando seis tratamentos, com dez repeticdes e 0ito animais por unidade
experimental. As mesmas foram suplementadas com racdes com trés niveis de zinco
organico (35, 50 e 65 mg/kg) e dois niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) por 84
dias. Foi coletado sangue de cinco aves por tratamento para confeccdo de esfregaco
sanguineo e em seguida as mesmas foram eutanasiadas para coleta de duodeno, magno,
figado e pancreas, que foram processadas histologicamente e coradas com hematoxilina
e eosina, para analise histomorfométrica, e técnica de PAS para contagem de células
mucosas em duodeno. Os resultados demonstraram que 0s animais suplementados com
50 mg de zinco apresentaram condi¢des histomorfométricas importantes como: aumento
da altura da vilosidade intestinal e aumento da altura do epitélio do magno. A
concentracdo de 3,5 mg de cobre influenciou significativamente em maiores vilosidades
intestinais. Nao houve interferéncia significativa do cobre na altura do epitélio do magno,
apesar de nao significativo, ambas as concentra¢des de cobre combinadas com 50 mg de
zinco organico, proporcionaram em alturas maiores do epitélio. As analises, histologica e
histomorfométrica de figado e pancreas, respectivamente, ndo foram influenciadas pelos
niveis de zinco organico e cobre, assim como na fungcdo exercida por ambos no
metabolismo animal. A contagem diferencial de leucécitos ndo demonstrou a influéncia
dos minerais estudados nas taxas de leucocitos, entretanto foi observado que o zinco
organico e cobre amenizam os efeitos do estresse em animais expostos ao desconforto
térmico. Portanto foi observado que o nivel de 50 mg de zinco organico influenciou

significativamente em melhores parametros histomorfométricos para os 6rgaos duodeno e



magno, para duodeno especificamente, as concentracdes significativas foram
50Zn/3,5Cu, e para magno na concentragcdo de 50Zn/5Cu. Sugere-se que 0 uso de
ambos 0s minerais amenizaram 0 estresse térmico, assim mantendo a saude e bem estar

animal.

Palavras-chave: ave poedeira. nutricdo animal. histologia. satude animal



ABSTRACT

LOUZADA AGUIAR, LUARA. Organic zinc and copper on histomorphometric
variables and differential leukocyte count of Japonese quails. 2015. 70p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre, ES, 2016.

Among the minerals, zinc and copper make up some enzymes responsible for metabolism
and the body's defense processes. In order to assess the possible influence of
supplementation of these minerals in Japanese quails were analyzed: duodenum,
magnum, liver, pancreas and differential leukocyte count. Were used 480 Japanese quails
with 180 days distributed completely randomized in a factorial 3x2, totaling six treatments,
with ten repetitions and eight animals each. Were supplemented with ration with three
levels of organic zinc (35, 50 and 65 mg/kg) and two inorganic copper levels (3.5 and 5
mg/kg) for 84 days. Blood was collected from five birds per treatment for blood smears and
then the same were euthanized for duodenum collection, magnum, liver and pancreas,
which were histologically processed and stained with hematoxylin and eosin for
histomorphometric analysis and PAS technique for mucosal cell count of the duodenum.
The results showed that animals supplemented with 50 mg of zinc showed significant
histomorphometric conditions such as height increase of intestinal epithelium and increase
in epithelial height magnum. The concentration of 3,5 mg of copper significantly influenced
in larger intestinal villi. No significant interference from the copper at the time of the
magnum of the epithelium, although not significant, both concentrations of copper
combined with 50 mg of organic zinc, resulted in larger heights of the epithelium.
Histological and histomorphometric analysis of liver and pancreas, respectively, were not
influenced by levels of organic zinc and copper, as well as the function performed by both
in animal metabolism. The differential leukocyte count showed no influence of mineral
studied in leukocyte count, however it was observed that the organic zinc and copper
alleviate the effects of stress on animals exposed to thermal discomfort. Therefore was
observed that the level of organic zinc 50 mg influenced significantly histomorphometric
parameters for magnum and duodenum, for duodenum specifically, significant
concentrations were 50Zn / 3,5Cu, and the concentration 50Zn/5Cu for magnum. It is
suggested that the use of both minerals softened thermal stress, thereby maintaining the

health and well being of animals.
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1. INTRODUCAO

O grande avanco do setor avicola brasileiro tem impulsionado muitos estudos
com o proposito de aprimorar e aumentar a eficiéncia produtiva das aves. Para isso,
é importante considerar a nutricdo animal, uma vez que ela visa fornecer
guantidades adequadas de nutrientes e minerais, a fim de suplementar a deficiéncia
dos mesmos em componentes bases das racoes.

Os minerais inorganicos sao o0s mais utlizados, no entanto devido a
dificuldades de absorcéo, indisponibilidade e prejuizos ao ambiente, é crescente o
namero de pesquisas sobre desempenho de aves com a substituicdo desses pelos
minerais organicos.

Os minerais organicos sdo minerais ligados a um aminoacido ou algum
carreador polissacaridico, visando aprimorar o aproveitamento dos minerais na
absorcdo e melhorar o desempenho animal, além de diminuir o potencial de poluicao
ambiental devido a baixa eliminacédo de nutrientes por meio das excretas.

Dentre os minerais utilizados encontram-se 0 zinco e o0 cobre, 0s quais
participam na composicdo de enzimas como co-fatores, que sdo importantes em
processos metabdlicos e bioguimicos no organismo.

Diante disso objetivou-se com este trabalho analisar a suplementacédo de
zinco organico e cobre em codornas japonesas por meio da histologia e
histomorfometria de intestino delgado, magno, figado, péncreas e contagem

diferencial de leucdcitos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Minerais organicos

Desde a década de 50 sao realizados estudos referentes ao uso de minerais
na suplementacdo animal devido a problemas relacionados a saude animal que
prejudicavam a producdo (BERTECHINI, 2006). Em poedeiras, principalmente, a
adicdo de minerais é importante, pois componentes basicos, como milho e soja, nédo
suprem a quantidade necessaria de minerais ao organismo das aves (VEIGA;
CARDOSO, 2005).

Segundo McDowell (1992) apesar de compor apenas 5% do organismo
animal, os minerais sdo essenciais no desempenho de diversas funcgbes
bioquimicas, na composicdo, crescimento e desenvolvimento do esqueleto, estdo
relacionados na formacdo da casca do ovo e composicdo do musculo e sao
essenciais para o bom funcionamento do metabolismo celular.

Por apresentar melhor biodisponibilidade se comparado ao mineral
inorganico, estudos relacionados aos minerais organicos tém ganhado destaque nos
altimos anos (MACIEL et al., 2010).

Os minerais organicos sado elementos minerais ligados a algum tipo de
carreador, o qual pode ser um aminoacido ou polissacarideo, que possui a
capacidade de ligar o metal por ligacbes covalentes em grupamentos aminos ou
oxigénio, dando origem a uma estrutura ciclica (LEESON; SUMMERS, 2001).

Leeson e Summers (2001) sugerem que essas estruturas organicas possuem
a funcdo de aumentar a absorcao e a disponibilidade desse mineral no organismo,
além de aumentar a sua estabilidade fisica, diminuindo a afinidade dos minerais em
se ligar com demais componentes no processo de digestao.

A comparacgdo da biodisponibilidade entre minerais inorganicos e organicos
foi demonstrada por Boruta et al. (2007), que comprovaram por meio da analise
mineral das fezes de galinhas poedeiras a eliminacdo maior dos minerais

inorganicos estudados quando comparados aos minerais organicos.
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2.2 Zinco

Assim como o0s demais minerais, 0 zinco apresenta grande importancia no
organismo. Segundo Prasad e Kucuk (2002) o zinco participa da atividade de cerca
de 300 enzimas e desempenha diversas fun¢des metabodlicas. De acordo com a
NRC (1994) o zinco é importante na composi¢cao de algumas metaloenzimas tais
como a superoxido-dismutase, anidrase carbOnica, alcool-desidrogenase,
carboxipeptidase, fosfatase alcalina, DNA e RNA polimerases.

O zinco ainda apresenta funcdo relacionada aos sistemas enzimaticos
envolvidos no metabolismo dos &cidos nucléicos, sintese de proteinas e
metabolismo de carboidratos e lipideos (McDOWELL, 1992).

Além disso, o0 zinco participa da protecdo celular contra radicais livres como
componente estrutural e catalitico de enzimas como a superoxido dismutase,
presente no citoplasma de todas as células, que possui como centro ativo um ion
cobre e um ion zinco (LEHNINGER; NELSON, COX 1998) e a metalotioneina,
proteina rica em cistina, capaz de atacar os radicais livres (OTEIZA et al., 1996).

A deficiéncia de zinco em aves pode gerar problemas de crescimento e
anormalidades nas pernas (MCDONALD et al., 2002), alteracbes na epiderme,
gastrintestinais, neurais, esqueléticas, reprodutivas e imunoldgicas (HAMBIGDE,
2000), afeta as fungbes do timo, pois o zinco compde a timosina, horménio
produzido por esse 6rgao (SHANKAR; PRASAD, 1998) e reducédo na producéo de
ovos em galinhas (LEESON; SUMMERS, 2001) .

2.3 Cobre

Estudos referentes a concentracdo de cobre na nutricdo de animais tiveram
inicio a partir de 1930, quando pesquisadores relacionaram certas doencas
presentes em ovelhas e bovinos com a deficiéncia desse mineral no organismo
(LEESON; SUMMERS, 2001).

E um elemento essencial no organismo por compor metaloenzimas que
participam de processos metabdlicos como a citocromo-c-oxidase, oxidase,
lisiloxidase, tirosinase, uricase. Além disso, desempenha importante papel na

reproducdo, desenvolvimento 06sseo, desenvolvimento de tecido conjuntivo,
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pigmentacdo de pele e participa da composicdo da hemoglobina (UNDERWOOD,
1999; LEESON; SUMMERS, 2001).

O cobre absorvido liga-se a albumina que o transfere para o sistema porta. No
figado o cobre se liga com a glutationa e em seguida se liga a metalotionina, que
entdo pode ser destinado a secrecdo biliar, a sintese de ceruloplasmina ou a
estocagem. Dentre as metaloenzimas que o cobre compde esta a ceruloplasmina,
uma glicoproteina que transporta e armazena atomos de cobre no sangue e é
indisponivel a oxidacdo do ferro. Esta enzima realiza o transporte do cobre do figado
para os érgaos periféricos (UNDERWOOD, 1999).

A absorcdo de cobre pelo intestino € baixa e alguns fatores como a
necessidade do organismo por este mineral, a forma quimica que o elemento se
encontra e a quantidade de outros minerais que podem exercer efeitos antagbnicos,
a regulam. O cobre pode interagir com outros minerais durante a absorgéo tal como
0 zinco. Ambos apresentam afinidade pelo mesmo transportador, portanto se houver
maior nivel de zinco na dieta, este pode causar deficiéncia de cobre no organismo
pela baixa absorcdo. Outro exemplo de mineral que compete com o cobre é o
molibdénio que em niveis elevados na dieta causa interferéncia na absorcao
intestinal de cobre (LEESON; SUMMERS, 2001).

2.4 Intestino Delgado

O intestino delgado possui funcdo importante na digestdo, absorcao de
nutrientes e secrecdo enddcrina. A digestédo é finalizada no intestino delgado onde
0S nutrientes sdo absorvidos principalmente através da mucosa composta por
células epiteliais de revestimento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A mucosa € formada por numerosas projecdes denominadas de vilosidades,
cuja finalidade é aumentar a superficie de absor¢do para nutrientes. Na base das
vilosidades intestinais sdo observadas invaginacbes chamadas de criptas, que sao
pequenas aberturas de glandulas tubulares simples (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

O epitélio da mucosa intestinal € composto por células denominadas de
enterocitos ou absortivas, e células caliciformes. Segundo Junqueira e Carneiro

(2008) as células absortivas sdo identificadas como células colunares altas com
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nacleo oval na porcao basal, as quais desenvolvem a capacidade de transportar
mondmeros para o interior da célula, através da membrana apical, e dai para a
corrente sanguinea, através da membrana basolateral (MAIORKA et al., 2001). As
células caliciformes ficam distribuidas entre as absortivas. Estas produzem
glicoproteinas acidas, as mucinas, que formam o muco intestinal, cuja funcédo é
proteger e lubrificar o intestino (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O desenvolvimento da mucosa intestinal inicia com o aumento do
comprimento e da densidade dos vilos intestinais, que € estimulado por mitoses
seguidas das células da cripta intestinal em direcdo as vilosidades, e, com isso, ha o
aumento no numero de células e do tamanho do vilo. A partir da formacéo do 6érgéo
ha constante renovacéo e proliferacdo celular, consequentes das divisbes mitéticas
das células-tronco localizadas nas criptas intestinais que se diferenciam ao deslocar
pelas vilosidades (UNI; GANOT; SKYLAN, 1998; MAIORKA et al., 2001; FURLAN;
MACARI; LUGUETTI, 2004).

2.5 Oviduto

Em aves os 6rgdos reprodutores das fémeas sdo compostos por ovario e
oviduto, os quais séo bilateralmente simétricos e formados precocemente na vida
embrionéria. (SISSON; GROSSMAN, 1986; DYCE et al.,1996). Na embriogénese,
em aves domésticas, forma-se dois ovarios e dois ovidutos, no entanto apdés o
nascimento o ovario e oviduto direitos regridem e os esquerdos desenvolvem-se.

No geral o oviduto se abre préximo ao ovario e termina na cloaca, sendo
dividido em cinco regibes distintas por sua anatomia e funcdes fisiol6gicas
especificas: infundibulo, magno, istmo, utero e vagina (RIBEIRO et al., 1995; DYCE
et al., 1996; SULTANA et al., 2003). Histologicamente é constituido por uma camada
mucosa revestida por epitélio simples cilindrico ciliado e néo ciliado, apoiado em
uma lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo, duas camadas musculares de
musculo liso, uma circular interna e outra longitudinal externa e uma serosa formada
por tecido conjuntivo frouxo e mesotélio (BACHA; BACHA, 2000).

De acordo com Macari e Gonzales (2003) o oviduto tem as funcdes de servir

como sitio de fertilizacdo do odcito, onde ocorre 0 processo da deposicdo da
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albumen, membranas e casca ao redor do ovo; realizar movimento do ovo,
armazenar e transportar os espermatozoides.

O ovario produz o odcito, composto pela gema que é sintetizada a partir de
matéria-prima sintetizada pelo figado (MORAES et al., 2010). No infudibulo, regiao
em forma de funil ocorre a fecundagdo seguida pela secrecdo de material protéico
depositado ao redor da gema que contribui para a resisténcia da membrana pré-
vitelina (RICHARDSON, 1935; AITKEN; JOHNSTON, 1963).

Apos ser fecundado na regido do infundibulo, no magno ocorre a deposicao
das proteinas que compde o albumen, conhecido como a clara do ovo (RUTZ,
ANCIUTI, PAN, 2005). Esta regiao possui parede distensivel e mais espessa do que
a parede do infundibulo, isto devido a presenca de dobras com glandulas tubulares
em seu interior (WYBURN et al., 1970). O magno é revestido por epitélio do tipo
simples cilindrico com células ciliadas e células secretoras (EVENCIO-NETO et al.,
2001; TAKATA et al., 2000).

O istmo, regido curta do oviduto apresenta faixa estreita de tecido (zona
translicida) na qual as glandulas tubulares estdo ausentes e sua parede € mais fina
quando comparada as demais partes do oviduto (GIESBERG, 1922).

No Uutero sdo observadas numerosas glandulas tubulares e longas
microvilosidades em suas extremidades. Sua por¢ao cranial é estreita, onde o0 ovo
provavelmente passa rapidamente para uma por¢do caudal mais expandida,
semelhante a uma bolsa, que mantém o ovo durante a maior parte do periodo de
formacao da casca (JOHNSTON et al., 1963).

A vagina é um estreito tubo muscular com uma mucosa branca. Na jun¢éo do
Gtero com a vagina ha um esfincter (FUJII; TAMURA, 1963). As pregas delicadas da
mucosa sao longitudinais, mais delgadas e baixas comparadas as outras porcdes do
oviduto, exceto no funil do infundibulo (BOBR et al.,1964).

2.6 Pancreas

O pancreas € uma glandula composta por tecido exécrino, o qual armazena e
secreta enzimas digestivas por meio de glandulas acinosas, e o tecido enddécrino,
composto pelas ilhotas pancreaticas, responsaveis por sintetizar horménios
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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As ilhotas pancreaticas estdo relacionadas com a secre¢cdo de hormdnios
como insulina e glucagon, fator de crescimento, angiotensinogénio e trombopoietina.
A insulina e o glucagon produzidos pelas ilhotas pancreaticas regulam os niveis de
glicose no sangue. Esses hormonios sédo produzidos por tipos celulares especificos
que compde a parte enddcrina do pancreas (GLASGOW; MULVIHILL, 2008),

Em aves podem-se observar trés tipos de ilhotas pancreéticas: as alfa, as
quais possuem células alfa e delta, as beta, que possuem células beta e delta, e as
mistas, as quais apresentam todos os tipos celulares, alfa, beta e delta (SCHMIDT
REAVILL; PHALEN, 2006).

As células alfa produzem glucagon e as células beta sintetizam insulina.
Adicionalmente a estas células ocorre a presenca das células PP, que produzem
polipeptidio pancreatico e correspondem a cerca de 10% a 35% do volume das
ilhotas e, as células delta que compdem menos de 5% do volume das ilhotas e
produzem somastotatina (GLASGOW; MULVIHILL, 2008; SCHMIDT REAVILL,;
PHALEN, 2008).

Histologicamente as ilhotas alfas sdo observadas misturadas na regido
exocrina do péancreas, enquanto as ilhotas beta sdo observadas envoltas e
separadas por colageno. A distribuicdo das mesmas ndo € uniforme, podendo
diferenciar em areas do pancreas, e até mesmo entre espécies de aves (SCHMIDT
REAVILL; PHALEN, 2006).

2.7 Figado

De acordo com Junqueira e Carneiro (2008) o figado € o 6rgdo que processa
e armazena nutrientes absorvidos pelo trato digestivo para outros oOrgdos do
organismo.

Em aves o figado apresenta os I6bulos direito e esquerdo, em algumas
regides periféricas dos lobulos, os espacos porta, encontra-se tecido conjuntivo que
reveste ductos biliares, vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos. Cada lobo é
drenado por um ducto biliar, por um ramo de veia porta, um ramo da artéria
hepatica. A veia porta encaminha sangue proveniente do trato digestivo, pancreas e
baco. A artéria hepatica contém sangue proveniente do tronco celiaco da aorta

abdominal. O ducto transporta bile sintetizada pelos hepatécitos a qual desemboca
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no ducto hepatico. Os vasos linfaticos transportam linfa, que entra de forma eventual
na circulacdo sanguinea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Saviani et al. (2012) ao analisar a histologia de figado em avestruz verificaram
a presenca ramos da arteriola hepatica, ramos da vénula porta-hepatica, vasos
linfaticos e ductos biliferos, e as vénulas hepaticas terminais, vasos linfaticos e
ductos biliferos distribuidos uniformemente por todo o 6rgéo.

Histologicamente o figado é composto basicamente por hepatdcitos, os quais
apresentam forma poligonal, dispostos radialmente no |6bulo hepatico e sao
agrupados em placas que se interconectam por meio de jungdo comunicante do tipo
gap. Entre essas placas encontra-se um espaco ao qual contém capilares
denominados sinusdides, que sdo vasos que permitem contato e troca de nutrientes
com os hepatécitos, aos quais também mantém contato entre si (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

As funcdes metabodlicas do figado sdo extensas, em que uma delas € a
participacdo no metabolismo de carboidratos, proteinas, gorduras, hormonios, e
formacé&o da bile (GURTLER, 1987).

2.8 Células sanguineas

A avaliacdo hematoldgica e de leucécitos € um instrumento importante que
permite diagnosticar possiveis doencas em estado precoce e avaliar o estado de
saude de populacbes. Para isso utilizam muitas técnicas, dentre as quais a
contagem diferencial de leucécitos que se baseia na contagem de leucdcitos pelo
esfregaco sanguineo ao microscopio, os diferenciando pela morfologia celular.

No sangue ha ocorréncia de trés tipos principais de células: os eritrocitos,
trombdcitos e leucdcitos. Os leucécitos sdo classificados em glanuldcitos, ou seja,
apresentam granulos especificos em seu citoplasma e apresentam nucleo de forma
irregular, e em agranulécitos, que sdo os leucocitos que ndo apresentam granulos
em seu citoplasma e o nucleo apresenta forma regular (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; CAPITELLI; CROSTA, 2013).

Nas aves, dentre os granuldcitos estdo os heterofilos, eosindfilos e basofilos.
Os heterofilos estdo envolvidos na resposta inflamatéria tendo a funcgéo

correspondente aos neutrofilos em mamiferos (TELL et al., 1997). E
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morfologicamente apresenta-se como célula arredondada, nucleo contendo de dois
a trés lobos pouco corados, com citoplasma claro com presenca de granulos
fusiformes em forma de bastdo ou ovais, com corpos refringentes central e
eosinofilicos intensos (CAPITELLI; CROSTA, 2013).

Os eosindfilos em aves ainda ndo possuem sua funcéo definida, suspeita-se
que participem de processos inflamatorios em resposta a infecgbes parasitarias em
determinadas espécies. Caracterizam-se por apresentar citoplasma mais basofilo
com nucleo lobulado e basdfilo e granulos eosinofilicos corados intensamente com
forma mais arredondada (CAPITELLI; CROSTA, 2013) e ndo apresentam 0O corpo
refringente central como analisado nos heteréfilos (CLARK; BOARDMAN; RAIDAL,
2009).

A funcdo dos basofilos ainda € questionavel, supostamente estejam
relacionados na participacdo em inflamagdes agudas (MITCHELL; JOHNS, 2008).
Apresentam granulos de cor azul intensa, de tal modo que n&o se consegue
visualizar o nucleo, que apresenta morfologia redondo ou oval e ndo lobado
(CAPITELLI; CROSTA, 2013).

Dentre os agranuldcitos encontram-se os linfécitos, de modo geral, estédo
envolvidos na defesa do organismo. Podem ser classificado em dois tipos principais,
linfécito T ou linfocito B, de acordo com o lugar onde diferenciam e receptores que
compde a membrana (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Sao compostos por células redondas, podendo apresentar margem irregular,
com o0 nucleo grande central ou ligeiramente excéntrico, com cromatina altamente
densa e condensada (MITCHELL; JOHNS, 2008). O citoplasma é basofilico e
homogéneo sem vacuoliza¢do e sem area extensa em torno do nucleo (CAPITELLI;
CROSTA, 2013).

Os monacitos apresentam citoplasma abundante, com presenca de vacuolos
e basdfilo e pequenos granulos eosinofilicos. O nucleo é redondo, oval ou lobulado,
e cromatina menos condensada (MITCHELL;JOHNS, 2008).
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RESUMO

Este trabalho objetivou de avaliar os efeitos da suplementacdo de codornas
japonesas com zinco organico e cobre, nos parametros histomorfométricos de
duodeno e magno. Foram usadas 480 codornas japonesas com 180 dias,
distribuidas ao acaso, em fatorial 3x2, totalizando seis tratamentos, com dez
repeticdes e oito animais por unidade experimental, suplementadas com racdes com
trés niveis de zinco organico (35, 50 e 65 mg/kg) e dois niveis de cobre inorganico
(3,5 e 5 mg/kg) por 84 dias. Cinco aves por tratamento foram eutanasiadas, coletado
duodeno e magno, que foram processados histologicamente e coradas com HE para
avaliacdo histomorfométrica, e PAS em duodeno para contagem de células
mucosas. Os dados de duodeno foi submetido a técnica de ordenacao por andlise
de componentes principais (ACP) e andlise de agrupamentos (AA), e para ambos 0s
orgao avaliados foi utilizada a andlise de distribuicdo dos dados e a analise de
variancia com Kruskal Wallis e teste a posteriori Dunn. Os resultados demonstraram
que a concentracdo de 50 mg de zinco organico influenciou em caracteristicas
histoldgicas importantes tanto para duodeno quanto para magno. Em duodeno foi
observado aumento da altura e diminuicdo da largura das vilosidades intestinais,
aumento de células caliciformes. Em magno houve aumento da altura do epitélio do
magno. A concentracdo de 3,5 mg de cobre influenciou em maiores vilosidades
intestinais. Nao houve interferéncia significativa do cobre na altura do epitélio do
magno. Assim demonstrando que a suplementacdo de zinco organico e cobre
influenciaram na altura dos parametros analisados, devido possivelmente a
participacdo indireta desses mineirais em processos relacionados divisdo celular e

producao de proteinas.

Palavras-chave: analise morfométrica; nutricdo animal; suplementacdo mineral
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of supplementation of Japanese quail with
organic zinc and copper, the morphometric parameters of the duodenum and
magnum. Were used 480 Japanese quail with 180 days, distributed at random, in a
factorial 3x2, totaling six treatments, with ten repetitions and eight animals per
experimental unit, supplemented diets with three levels of organic zinc (35, 50 and 65
mg / kg) and two levels of inorganic copper (3.5 and 5 mg / kg) for 84 days. Was
euthanized five birds for treatment , collected duodenum and magnum, which were
histologically processed and stained with hematoxylin-eosin for histomorphometric
evaluation, and PAS in duodenum mucous cell count. The duodenum data was
subjected to technique by principal component analysis (PCA) and cluster analysis
(AA), and both the evaluated organ was used data distribution analysis and analysis
of variance Kruskal Wallis and test Dunn, retrospectively . The results showed that 50
mg of organic zinc in major histological features influenced both the duodenum and
to the magnum. In the duodenum it was observed increase in height and decrease
the width of the intestinal villi, increased goblet cells. In magnum was increased
epithelial height. The concentration of 3,5 mg of copper influenced in larger intestinal
villi. No significant interference from the copper at the height of the epithelium
magnum. Thus demonstrating that supplementation of organic zinc and copper
influenced the height of the parameters analyzed, possibly due to indirect ownership
of these minerals in processes related cell division and protein production.

Keywords: morphometric analysis; animal nutrition; mineral supplementation



28

1. INTRODUCAO

O uso da suplementacdo de minerais organicos em aves domésticas tem por
finalidade otimizar o aproveitamento desses nutrientes na absor¢cado para resposta
positiva na saude animal que reflete em maior producédo e produtos de melhor
qualidade.

Sabe-se que dentre 0s minerais, 0 zinco e 0 cobre sdo envolvidos
indiretamente em diversos processos metabdlicos importantes. Para avaliagcdo da
acdo desses minerais no organismo a analise histomorfometrica € ferramenta
interessante e eficaz ao fornecer informacdes quantitativas referentes a resposta do
animal ao ser submetido a algum teste de suplementacéo.

Sabe-se que o duodeno é porta de entrada de nutrientes para a corrente
sanguinea. Nessa por¢do do intestino ocorre a absorcdo dos minerais e agua. Por
meio deste 6rgdo os minerais sdo fornecidos ao organismo a fim de serem utilizados
nos processos metabdlicos. Além de ter grande importancia na absorcdo de
nutrientes, a avaliacdo quantitativa e qualitativa das vilosidades intestinais é
relevante, pois possibilita ter resposta confiavel sobre a capacidade digestiva e
absortiva, assim como possibilita a deteccdo de possiveis danos causados por
agentes exogenos.

Em aves poedeiras, como a codorna japonesa, boa parte dos nutrientes
absorvidos no duodeno sao destinados a producdo de componentes dos ovos, como
a clara do ovo ou albumen. O magno € uma regidao longa do oviduto, também
conhecida como regido albumifera, importante por produzir e secretar proteinas
necessarias a composic¢ao do albumen, como a albumina, mucina e minerais.

Portanto considerando a importancia da avaliagdo de possiveis mudancas
nos padrdes histologicos de determinados 6rgdos por meio da acdo dos
componentes organicos sobre a absorcdo e metabolizagdo no organismo, visou-se
neste trabalho analisar histomorfometricamente o duodeno e magno de codornas

japonesas com a finalidade de avaliar a suplementac&o de zinco organico e cobre.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Dados experimentais

O experimento foi desenvolvido na area experimental de Rive, Alegre-ES, no
setor de Avicultura, da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram usadas 480
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), com 180 dias e com 180 g = 21,2.

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial 3x2 com trés niveis de zinco organico (35, 50 e 65 mg/kg) e dois
niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) perfazendo seis tratamentos, dez

repeticdes e oito animais por unidade experimental (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - Composi¢cdo da racdo de cada tratamento com o0s hiveis de zinco
organico e cobre para suplementacdo de codornas japonesas.

Tratamento Composicao

Zn35/Cu3,5 35 mg/kg de zinco organico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn50/Cu3,5 50 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn65/Cu3,5 65 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre
Zn35/Cub 35 mg/kg de zinco orgéanico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn50/Cub 50 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn65/Cub 65 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre

As aves foram distribuidas por peso corporal e, apds 15 dias de controle de
producdo de ovos, foi feita a distribuicdo pela producdo de ovos, de forma a
padronizar distribuicdo por peso corporal e taxa de postura.

O fornecimento de racéo foi feito duas vezes por dia, sempre as 08hs:00min e
as 16hs:00min durante 84 dias. Nesse periodo a temperatura e umidade relativa do
ar foram mensuradas diariamente.

Ao fim do periodo experimental foram eutanasiadas cinco aves por
tratamento, segundo a resolugcéo n° 1000 de 2012, por deslocamento cervical, sob

aprovacao do CEUA.
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2.2 Andlise histomofométrica de duodeno e magno

ApOs a eutanasia, foram coletas amostras da porcéo inicial do duodeno e da
porcdo mediana do magno. Estas amostras foram fixadas em formol tamponado
10% e mantidas em geladeira por no minimo 24 horas. Em seguida, as amostras de
duodeno e magno foram processadas histologicamente e incluidas em blocos de
parafina. Estes foram seccionados com 5 um de espessura e colocados em laminas
para coloragao.

As amostras foram coradas com hematoxilina e eosina para analise
morfométrica, realizada com auxilio do microscépio Leica DM750 equipado com
camera fotografica Leica ICC50 HD acoplada ao computador. As imagens foram
obtidas e medidas com auxilio do software LAS EZ 3.0 da Leica. Em duodeno foram
aferidas: altura (AV) e largura das vilosidades (LV) do duodeno, profundidade das
criptas (PC) e altura da musculatura (AM) (Figura 1.1). Com estes dados foi
calculada a relacdo entre largura e altura da vilosidade (LV/AV) e a relacdo entre
profundidade da cripta e altura da vilosidade (PC/AV).
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Figura 1.1 - Fotomicrografia do duodeno com (A) a indicacdo das medidas aferidas
na andlise histomorfométrica e (B) célula mucosas identificadas por técnica de PAS.

Alegre-ES. 2016. Barra=100um. AM= altura da musculatura; AV= altura da vilosidade; LV= largura
da vilosidade; PC= profundidade da cripta. FONTE: arquivo pessoal.
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Para quantificagdo das células mucosas do duodeno, as amostras foram
submetidas a técnica de PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e posterior
contagem das células mucosas (CM), marcadas em rosa (Figura 1.1B), sob
microscopio de luz. Para padronizar a quantificacdo foi realizada a contagem de
células mucosas presentes em 10 um de epitélio da vilosidade do duodeno, sendo
esta extensao selecionada aleatoriamente.

A histomorfometria do magno foi analisada em 20 campos por lamina, a fim
de aferir a altura do epitélio do magno. Para manter o padrdo foram coletadas
medidas do epitélio do magno localizado na regido lateral de cada prega, totalizando
100 campos por tratamento (Figura 1.2).

Figura 1.2 — Fotomicrografia do magno com a medicdo da altura do epitélio

pseudoestratificado do magno indicado pela barra amarela. Alegre-ES. 2016. Barra =
50 pm. Fonte: arquivo pessoal

2.3 Andlise estatistica

Com a finalidade de identificar os parametros das vilosidades do duodeno
mais significativos, foi utilizada a técnica de ordenacdo analise de componentes

principais (ACP), por meio dos componentes principais (MINGOTI, 2007). Para
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utilizar esta técnica ndo é requisito a pressuposicao da normalidade da distribuicdo
dos dados.

Apoés a selecdo dos parametros mais representativos em relacéo a variancia
total na analise de componentes principais, foi realizada analise de agrupamento, a
fim de obter grupos de tratamentos mais semelhantes quanto aos parametros
analisados. A andlise de agrupamento tem como objetivo dividir os elementos da
amostra, ou populacdo, em grupos de forma que os elementos pertencentes ao
mesmo grupo sejam similares entre si em relacdo aos parametros que neles foram
medidos, e os elementos em grupos diferentes sejam heterogéneos em relacdo a
estes mesmos parametros (MINGOTI, 2007). Foi utilizado o método de agrupamento
hierarquico aglomerativo, cujo dendrograma foi obtido utilizando como medida de
dissimilaridade a distancia euclidiana e como método de ligacdo o método de Ward,
gue néo pressupde normalidade dos dados.

Para analisar qual dos minerais estudados influenciou nos parametros
histol6gicos das vilosidades do duodeno e do epitélio do magno, foi realizada a
analise de distribuicdo dos dados e posterior analise de variancia com Kruskal Wallis

e teste a posteriori Dunn, utilizando-se o Programa BioEstat®.

3. RESULTADOS

A estatistica descritiva originou os dados de médias das variaveis
mensuradas nas vilosidades do duodeno (Tabela 1.3).

Os dados de média das variaveis analisadas foram utilizados para a analise
de componentes principais. Esta resultou nos autovalores, na explicacdo da
variancia dos componentes principais, € na correlacdo entre as componentes
principais dos parametros analisados nas vilosidades do duodeno de codornas

japonesas (Tabela 1.4).
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Tabela 1.2 - Médias e desvio padrdao dos parametros histomorfométricos das
vilosidades do duodeno de codornas japonesas suplementadas com diferentes
niveis de zinco organico e cobre.

VARIAVEIS TRATAMENTOS
Cu5
Zn35 Zn50 Zn65
AV (mp) 497,3 + 83,8b 567,2 + 116,6a* 540,4 + 127,7ab
LV (mp) 69,5+ 8,6 73,7+9,2 68,3 + 16,3*
PC (mp) 47,7 £ 11,5a* 41,4 + 13,6b* 54,7 +16,7a
AM (mp) 49,1 + 14,6a* 35,9 + 9,7b* 54,4 + 23,9a*
CM 25,7 +15,7ab 26,8 +11,9b 21,1 +14,1a*
AV/PC 11,69 + 3,14b 14,55+ 5,47,8a 10,38 + 3,85b
LV/AV 0,137+ 0,036 0,137 + 0,039* 0,138 + 0,056
Cu3,5
Zn35 Zn50 Zn65
AV (mp) 505,4 + 169,9b 635,4 + 149,6a 547,1 + 133,4b
LV (mp) 73,5 £12,7ab 68,0 + 12,3b* 74,3 £ 13,7a
PC (mp) 65,6 + 26,1 56,1 + 13,7 53,3+ 16,6
AM(mp) 61,6 + 14,0a 52,5+ 13,7b 67,0 £ 23,8a
CM 23,5+10,8 29,4+ 16,3 27,3+12,4
AV/PC 9,18 + 3,25b* 11,94 + 4,04a* 11,22 + 4,03ab
LV/AV 0,153 + 0,055b 0,114 + 0,039a 0,140 + 0,042b

Letras diferentes na mesma linha representam tratamentos significativamente diferentes (p<0,05),

guando comparada a mesma variavel em concentracdes de ZINCO diferentes.

*tratamento significativamente menor (p<0,05),
concentracbes de COBRE diferentes.

quando comparada a mesma variavel em

Tabela 1.3 - Resultados da analise de correlagdo entre os componentes principais
dos parametros mensurados no duodeno de codornas japonesas suplementadas
com diferentes concentracdes de zinco organico e cobre.

Componentes CP1 CP 2
Autovalor 3,523 1,852
Var.! (%) 50,335 26,456
Var. acum.’% 50,335 76,791

Variaveis
Altura da vilosidade 0,725 -0,547
Largura da vilosidade -0,257 0,615
Profundidade da cripta -0,722  -0,599
Altura do musculo -0,709 -0,473
Células mucosas 0,698 -0,201
AV/PC 0,888 0,449
LV/AV -0,796 0,592

! Variancia explicada; 2 Variancia acumulada; CP1 componente 1; CP2 componente 2; AV/PC= raz&o
altura da vilosidade/profundidade da cripta; LV/PC= razéo largura da vilosidade/altura da vilosidade
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Segundo Regazzi (2000) citado por Varella (2008), as varidveis mais
representativas em analise de componentes principais apresentam variancia
acumulada maior que 70%. Assim, no presente estudo, foram necessarios apenas 2
componentes principais para explicar a representatividade das variaveis (Tabela
1.4).

Zwick e Velicer (1982) estabeleceram que o0s parametros mais
representativos sdo aqueles com correlacdo acima de 0,7 ou abaixo de -0,7.
Portanto, o componente 1 foi fortemente correlacionado com a maioria das variaveis
(Tabela 1.4).

A ACP demonstrou a correlacdo entre as variaveis, e os tratamentos com as
variaveis (Figura 1.3). Observa-se que houve correlacdo positiva entre as variaveis
AV e CM, e correlacao negativa entre LV/AV e LV; e entre AM e PC. Os tratamentos
Zn50/Cu5 e Zn50/Cu3,5 apresentaram maior correlacdo com as variaveis
analisadas, sendo o tratamento Zn50/Cu5 positivamente correlacionado com o
parametro AV/PC e inversamente correlacionado com os parametros AM e PC. O
tratamento Zn50/Cu3,5 apresentou correlacdo positiva com AV e CM e correlacéo

negativa com LV/AV e LV.

3
Zn50/Cus
AV/PC
Zn35/C

Zn3s/Cuz,5 ZHGS_-".CLB.

.
Zné5/ Cu

Componente 2 {26,46 %)

2 AM
v

PC -

Zn50/Cu3,5

4 3 2 -1 0 1 2 3 a

Componente 1 (50,33 %)

Figura 1.3 - Grafico com a projecao dos parametros mensurados nas vilosidades do
duodeno de codornas japonesas.

A analise para verificar quais destes tratamentos sdo mais similares baseados
na variacdo dos parametros observados, aplicou-se a analise de agrupamento que

gerou o dendograma pelo método de ligacao de Ward (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Dendrograma de agrupamento dos tratamentos de zinco organico e
cobre.

A andlise demonstrou que o Zn50/Cu3,5 € o tratamento com menor
dissimilaridade em relacdo aos demais. Observa-se que o tratamento Zn50/Cu3,5 foi
0 mais isolado ao comparar a dissimilaridade deste com os demais tratamentos.

O epitélio do magno analisado demonstrou revestimento pseudoestratificado
colunar com células ciliadas alternando-se com células secretoras nédo ciliadas.
Observa-se que o zinco organico influenciou uma maior média de altura do epitélio
do magno ao ser analisado dentro das mesmas concentracfes de cobre (Figura
1.5).

Tabela 1.4 - Média da altura do epitélio do magno em codornas suplementadas com
zinco organico e cobre.

Altura do epitélio do

Tratamento Magno (mp)
Zn35/Cu3,5 8,94 + 1,26"
Zn50/Cu3,5 9,35 + 0,752
Zn65/Cu3,5 8,69 + 1,19"
Zn35/Cu5 8,86 +1,38°
Zn50/Cu5 9,66 + 1,42°
Zn65/Cu5 7,83 +1,57%®

Letra minGscula diferentes = média da altura do epitélio significativamente diferente quando comparado ao
mesmo nivel de cobre.
Letra maiUscula diferente = média da altura do epitélio significativamente diferente quando comparado ao mesmo
nivel de zinco organico.
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Especificamente a concentracdo de 50 mg de zinco organico apresentou
maior média, seja comparado entre os tratamentos no nivel de 3,5 de cobre, com
meédia de 9,35 + 0,75, seja comparado entre os tratamentos no nivel de 5 mg de
cobre, com média de 9,66 + 1,42. Com excec¢ao entre os tratamentos Zn65/Zn3,5 e

Zn65/Cub, nao foi observada a influéncia do cobre na altura do epitélio do magno.

4. DISCUSSAO

As vilosidades intestinais das codornas avaliadas demonstraram projecoes
alongadas da mucosa em direcdo ao limen do intestino delgado. Observou-se a
presenca de criptas entre 0s vilos, as quais sdo pequenas aberturas de glandulas
tubulares, onde também sdo encontradas células-tronco, células caliciformes e
absortivas. Estas duas ultimas fazem parte da composi¢édo dos vilos, sendo que as
células caliciformes, em menor quantidade, produzem glicoproteinas &cidas do tipo
mucina, que protegem e lubrificam o revestimento intestinal, enquanto as células
absortivas, sdo colunares altas com nucleo basal, as quais sdo importantes no
processo de absorcdo de moléculas produzidas durante a digestdo, assim como na
producdo de enzimas que auxiliam nesse processo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

Foi observada a presenca de duas camadas de musculo liso, que se diferem
pela orientacdo das fibras, a mais interna € composta por fibras circulares e a
externa por fibras longitudinais. Envolvendo toda estrutura intestinal foi observada a
camada serosa, a qual é uma camada delgada composta por tecido conjuntivo e
revestida por mesotélio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As variaveis positivamente correlacionadas (AV, CM e AV/PC) demonstram
que o comportamento de variagdo € diretamente proporcional, ou seja, com o0
aumento da altura da vilosidade também aumentou o nimero de células mucosas e
a relacao AV/PC.

Essas caracteristicas sdo essenciais na absorcao de nutrientes. De acordo
com Boleli et al. (2002), as vilosidades possibilitam um aumento da superficie interna
do 6rgéo, proporcionando maior area de digestao e favorecendo a absor¢do. Macari
(1999) afirma que a capacidade de absorcéo é diretamente proporcional ao tamanho

da vilosidade intestinal.
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No presente trabalho foi observado aumento proporcional da altura da
vilosidade e do numero de células mucosas, as quais sao secretoras de
glicoproteinas, e apresentam o papel de proteger a mucosa intestinal da acao de
enzimas digestivas, além de atuar como barreira de protecdo a acao de patdégenos
(BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2002). Portanto, ao proporcionar aumento no nimero
de células mucosas possibilita um aumento na defesa da mucosa intestinal e
consequentemente melhor absorcéo.

As variaveis correlacionadas negativamente (LV, LV/AV, PC, AM)
apresentaram um comportamento de variagcdo diretamente proporcional entre si e
inversamente proporcional as variaveis correlacionadas positivamente. Uma largura
da vilosidade mais estreita possibilita que a vilosidade alcance alturas maiores,
como demonstrado na relacdo LV/AV (Tabela 1.3). Segundo Kisielinski et al. (2002)
quanto menor for a relacdo entre largura e altura da vilosidade intestinal maior € a
area de absorcdo de nutrientes.

A variavel PC determina, segundo Pluske et al. (1997), a funcao proliferativa
da vilosidade intestinal para garantir uma taxa de renovacao epitelial adequada.
Para Furlan et al. (2004) uma cripta mais profunda é indicativo de uma alta
proliferacéo celular, que visa renovar a perda da altura da vilosidade por conta de
possiveis injarias. No presente estudo, a profundidade da cripta foi inversamente
proporcional a AV e AV/PC, mostrando que quanto menor a profundidade de cripta,
maior a altura da vilosidade e da relacdo entre estes parametros. Isso demonstra
que as vilosidades estudadas ndo necessitavam de renovacao celular aumentada,
ou seja, ndo estavam sob efeito de maiores injarias.

Observa-se que as variaveis PC e AM se correlacionaram fortemente. A
camada muscular do duodeno, composta por musculo liso, tem importancia na
movimentacao ritmica do mesmo, o qual é importante no processo de digestao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A cripta se apoia sobre a musculatura intestinal,
sugerindo que esta deve ter uma espessura proporcional a cripta para dar a
sustentacdo e movimento necessario para o processo de digestdo, o que explica a
correlacéo existente entre elas.

O magno das codornas japonesas apresentou epitélio de revestimento
pseudo-estratificado ciliado, com a alternancia de células secretoras e células
ciliadas, assim como observado por Moraes et al. (2007). Este € composto por uma

camada de células com nudcleos em alturas diferentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
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2008).

A presenca de um epitélio pseudo-estratificado indica que o magno tem a
funcdo de protecdo, secrecdo, por meio das células secretoras existentes, e
transporte, por conta da presenca de cilios, 0os quais sao importantes na realizacéo
de movimento para permitir a passagem do ovo em formacdo (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

A maior altura do epitélio do magno conferida pelos tratamentos de 50 mg de
zinco organico sdo importantes para um 6rgéo ao realizar movimentos peristalticos,
uma vez que fornece maior resisténcia e protecéo as glandulas tubulares do magno
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Além disso, um epitélio mais alto, aumenta a
capacidade de producdo de secrecdo, que ird melhorar a lubrificacdo, ao qual
auxiliara o ovo em formacdo, e na composicdo do mesmo, ao adicionar mucina,
especificamente a ovomucina, uma glicoproteina &cida, produzida pelas células
caliciformes do magno, a qual é responsavel pela viscosidade do albimen (GARCIA,
2010).

A concentracdo de 50 mg de zinco organico favoreceu no desenvolvimento de
caracteristicas histomorfométricas que proporcionam maior absor¢cdo, no caso de
duodeno, assim como secrecdo e protecdo. A recomendacdo de zinco inorganico
para suplementacao de aves pela Nutrient Requeriments of Poultry (1994) é de 50
mg, 0 que estd em conformidade com os resultados demonstrados para zinco
organico nas analises histomorfométricas do duodeno de codornas realizadas neste
estudo.

Para cobre, ambas as concentracbes apresentaram influéncia sobre os
parametros analisados em cada o6rgdo. Em duodeno foi observado que a
concentracdo 3,5 mg influenciou em uma menor largura da vilosidade e uma menor
relacdo AV/PC, aos quais sdo importantes indicativos para maior absor¢cdo. Em
contrapartida o recomendado por Nutrient Requeriments of Poultry (1994) € 5mg de
cobre para codornas.

Sabe-se que 0 zinco e o0 cobre sdo minerais essenciais para 0 organismo e
tem ampla participacdo nos processos metabolicos. Dentre eles esta a participacao
na composicdo de enzimas essenciais nos processos de transcricdo e traducao.
Logo provavelmente o zinco e cobre influenciaram indiretamente no aumento de
sintese celular, proporcionando o aumento de células produtoras de muco, assim

como no aumento de enterécitos que refletiu em vilosidades maiores, e no aumento
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da altura do epitélio do magno, que por sua vez aumentou a producdo de proteinas

importantes como a mucina para composicao da clara do ovo.

5. CONCLUSAO

Por meio das analises histomorfométricas pode-se concluir que os niveis de
50 mg de zinco orgéanico proporcionaram melhores condi¢des histomorfométricas
tanto para duodeno, principalmente quando combinado com a concentragdo 3,5 mg
de cobre, quanto para magno, que influenciou em maior altura do epitélio pseudo-

estratificado.
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CAPITULO 2

ANALISE HISTOLOGICA EM FIGADO E HISTOMORFOMETRIA DO PANCREAS
DE CODORNAS JAPONESAS SUPLEMENTADAS COM ZINCO ORGANICO E
COBRE
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RESUMO

Por meio da histologia de figado e histomorfometria de péncreas e ilhotas
pancredticas, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo em codornas
japonesas com zinco organico e cobre. Foram usadas 480 codornas japonesas com
180 dias distribuidas inteiramente ao acaso, em fatorial 3x2, totalizando seis
tratamentos, com dez repeticdes e oito animais por unidade experimental. As
codornas foram suplementadas com racdes com trés niveis de zinco organico (35,
50 e 65 mg/kg) e dois niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) por 84 dias. Ao
final, foram eutanasiadas cinco aves por tratamento para coleta de figado e
pancreas, que foram processadas histologicamente e coradas com HE para andlise
morfométrica com software ImageJ. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia com Kruskal Wallis e teste a posteriori Dunn, e posterior analise de
correlagcdo de Spearman. N&o houve diferenca significativa quanto a influéncia do
zinco organico e cobre na lipidose hepética, assim como a relacdo da area total de
ilhotas pancreaticas pela area total do pancreas. Nao houve correlacao significativa
entre os dados dos 6rgdos analisados. No entanto foi analisado um comportamento
inverso entre eles, em que o tratamento com maior area de ilhotas pancreaticas,
apresentaram menor grau de lipidose hepatica. Portanto os niveis de zinco organico
e cobre ndo influenciaram na histologia de figado e histomorfometria de pancreas.

Palavras-chave: histologia; hormdnio pancreatico; lipideo hepatico
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ABSTRACT

Through histology of liver and histomorphometry of the pancreas and pancreatic
islets, aimed evaluate the effects of supplementation in Japanese quail with organic
zinc and copper. They were used 480 Japanese quails with 180 days distributed
completely randomized in factorial 3x2, totaling six treatments, with ten repetitions
and eight animals each. The quails were supplemented with diets with three levels of
organic zinc (35, 50 and 65 mg / kg) and two inorganic copper levels (3.5 and 5 mg /
kg) for 84 days. At the end, five birds for treatment was eutanasiada to collect liver
and pancreas which were histologically processed and stained with hematoxylin-
eosin for morphometric analysis with ImageJ software. Data were subjected to
analysis of variance with Kruskal Wallis test and Dunn post, and after Spearman
correlation analysis. There was no significant difference in the influence of organic
zinc and copper in the degree of analyzed lipids, as well as the ratio of total area of
islet by the total area of the pancreas. There was no significant correlation between
the data of the organs analyzed. However an inverse behavior was analyzed
between them, wherein the treatment with the largest area of pancreatic islets
showed a lesser degree of liver lipidosis. Therefore the organic zinc and copper

levels do not affect the histology of liver and pancreas histomorphometry.

Keywords: histology; liver lipid; pancreatic hormone
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1. INTRODUCAO

A suplementacdo de microminerais na dieta de poedeiras é essencial para
fornecer nutrientes necessarios para 0s processos metabdlicos do organismo
animal.

Dentre 0os minerais mais importantes encontra-se o zinco, seguido do cobre.
Estes sdo essenciais na composicdo de metalo-enzimas que participam de
processos metabdlicos importantes do organismo. Segundo Underwood (1999) o
cobre so é superado pelo zinco em nimero de enzimas que ativa.

Ambos minerais apresentam importancia em processos que ocorrem no
figado e pancreas. O cobre sofre dois processos no figado, pode se ligar a glutationa
e em seguida na metalotionina que pode ser destinado a secrecao biliar, sintese de
ceruloplasmina, que € uma proteina transportadora, ou é estocado. Por meio de
estudos in vitro foi observado que o zinco influencia na solubilidade de insulina,
assim como na ligagdo com seus receptores.

O figado é essencial por ser responsavel pela captacdo, metabolizacéo,
excrecdo de agentes enddgenos e exdgenos. O péancreas produz hormdnios e
outros componentes essenciais nos processos de digestdo e metabolizacdo no
figado. A analise histolégica e histomorfométrica de ambos os érgdos € importante
para inferir se ha interferéncia estrutural ou injaria em resposta a um componente da
dieta ou monitoramento a um tipo tratamento.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a histologia de figado e
histomorfometria do pancreas e das ilhotas pancreaticas de codornas japonesas
suplementadas com niveis de zinco organico e cobre a fim de observar se houve a
interferéncia desses minerais na estrutura tecidual e por meio dessas analises inferir
sobre a possivel interferéncia desses minerais na dindmica metabdlica do organismo

das poedeiras.
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2. METODOLOGIA

2.1 Dados experimentais

O experimento foi desenvolvido na area experimental de Rive, Alegre-ES, no
setor de Avicultura, da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram usadas 480
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), com 180 dias e com 180 g + 21,2.

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial 3x2 com trés niveis de zinco organico (35, 50 e 65 mg/kg) e dois
niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) perfazendo seis tratamentos, dez

repeticdes e oito animais por unidade experimental (Tabela 1.1).

Tabela 2.1 - Composicdo da racdo de cada tratamento com os niveis de zinco
organico e cobre para suplementacdo de codornas japonesas.

Tratamento Composicao

Zn35/Cu3,5 35 mg/kg de zinco organico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn50/Cu3,5 50 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn65/Cu3,5 65 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre
Zn35/Cub 35 mg/kg de zinco orgéanico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn50/Cub 50 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn65/Cub 65 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre

As aves foram distribuidas por peso corporal e, ap6s 15 dias de controle de
producdo de ovos, foi feita a distribuicdo pela producdo de ovos, de forma a
padronizar distribuicdo por peso corporal e taxa de postura.

O fornecimento de racéo foi feito duas vezes por dia, sempre as 08hs:00min e
as 16hs:00min durante 84 dias. Nesse periodo a temperatura e umidade relativa do
ar foram mensuradas diariamente.

Ao fim do periodo experimental foram eutanasiadas cinco aves por
tratamento, segundo a resolugcéo n°® 1000 de 2012, por deslocamento cervical, sob

aprovacao do CEUA.
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2.2 Coleta e preparacdo histolégica

ApOs a eutanasia das aves foi realizada a coleta das amostras de figado e
pancreas, que foram fixadas em formol tamponado 10% e mantidas em geladeira
por no minimo 24 horas. Em seguida, as amostras foram processadas
histologicamente e incluidas em blocos de parafina. Estes foram seccionados com 5
um de espessura e colocados em laminas para coloracéo. As laminas foram coradas
com hematoxilina e eosina para analise morfométrica. Esta foi realizada com auxilio
do microscopio Leica DM750 equipado com camera fotogréfica Leica ICC50 HD
acoplada ao computador. As imagens foram obtidas e medidas com auxilio do
software LAS EZ 3.0 da Leica.

2.3 Anédlise histomorfométrica do pancreas

Para analise de pancreas foram identificadas e fotografadas todas as ilhotas
pancreaticas presentes no corte histologico de pancreas. O software Imageld, foi
utilizado para aferir a area total de ilhotas (ATI) presente em cada individuo (Figura
2.1).

Figura 2.1 — Fotomicrografia da marcacao da area da ilhota pancreética do pancreas

de codornas japonesas suplementadas com zinco organico e cobre. Alegre-ES.
Fonte: arquivo pessoal
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Em seguida foi medida a area total do pancreas (ATP) de cada individuo a fim
de calcular a relacdo da érea de ilhota na area total do pancreas (RAIP):
RAIP=ATI*1000/ATP
Apos ter obtida a RAIP (%o0) de cada individuo por tratamento, foi calculada a

média da porcentagem da RAIP de cada tratamento.

2.4 Anédlise histoldgica de figado

Em figado foi fotografado 20 campos por individuo, sendo 4 campos na
vertical e 5 campos na horizontal, todos no aumento 400x. Para estimar a lipidose
hepatica foi considerada a seguinte classificacdo para cada um dos 20 campos
analisados: (0) campo inalterado, ou seja, auséncia de goticulas de lipideos; (1)
campo pouco alterado, quando foi observada a presenca de pequenas goticulas de
lipideos; (2) alteracdo moderada, quando foi analisada a presenca de goticulas de
lipideo em tamanho médio; e (3) para goticulas grandes de lipideo. Em seguida foi
feita a média do grau de lipidose hepatica para cada individuo (GLP;), onde foi feita a
soma da classificacdo de todos os campos analisados (Cp), dividido pelo total de
campos (n),como representado pela formula:

GLPj= C+Cy+...+Cp/n

Em seguida foi calculada o grau de lipidose hepética total para cada
tratamento (GLPyta), a0 qual foi a média da média do grau de lipidose hepatica dos
individuos (GLPj,), de cada tratamento:

GLPiota = GLPj;+GLPj+...+GLP;,

2.5 Andlise estatistica

As médias foram submetidas a analise de distribuicdo dos dados e posterior
analise de variancia com Kruskal Wallis e teste a posteriori Dunn, a fim de comparar
0s tratamentos entre si e determinar se houve influéncia do zinco organico ou cobre

nos resultados.
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Em seguida os dados de RAIP e de grau de lipidose hepética foram
submetidos a uma andlise de correlacdo de Spearman. Todas as analises foram

realizadas com o software BioEstat®.

3. RESULTADOS

Em figado foi observada a presenca de hepatécitos com ndcleos centrais e 0s
capilares sinusoides conforme Junqueira e Carneiro (2008), com presenca de
goticulas de lipideo em todos os individuos analisados, as quais variaram de
tamanho de acordo com o individuo e tratamento, diferindo assim no grau da
lipidose hepética.

N&do houve diferenca significativa entre tratamentos quanto ao grau de
lipidose hepatica (GLP). E ndo houve diferenca significativa quanto a influéncia do

zinco organico e cobre no grau de lipidose hepatica analisados (Tabela 2.3).

Tabela 2.2 - Grau de lipidose hepética (GLP) e relacdo da area total de ilhotas
pancreaticas pela area total do péancreas (RAIP) em codornas japonesas
suplementadas com zinco organico e cobre.

Tratamentos
3.5Cu 5Cu
35Zn 50Zn 65Zn 35Zn 50Zn 657Zn
RAIP 0,0014 10,0031 0,0026 0,003 0,0034 0,0041
GLP 2,47 2,04 2,07 2,15 1,88 1,74

Em péancreas, a porcdo endocrina foi identificada pela presenca de
agrupamentos de células epiteliais que compde as ilhotas pancreaticas, segundo
Junqueira e Carneiro (2008).

N&o foi observada diferenca significativa entre tratamentos, assim como a
influéncia de zinco organico e cobre, quanto a relacdo da area total de ilhotas de
pancreaticas pela area total do pancreas (RAIP) (Tabela 2.3).

N&o houve correlacdo entre os dados de lipidose hepatica com a relacdo da
area total de ilhotas pancreaticas sobre a area total do pancreas. No entanto foi

observada um comportamento inverso entre essas duas variaveis (Figura 2.2).
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Figura 2.2 - Relacdo do grau de lipidose hepética e da relacdo da é&rea total de
ilhotas pancreéaticas sobre a area do pancreas de codornas japonesas
suplementadas com zinco organico e cobre.

4. DISCUSSAO

O acumulo de gordura no figado pode ter sido resultante do excesso ou
deficiéncia de proteinas presentes na racdo (BRUMANO, 2008) ou por conta da
concentracéo de zinco, que € responsavel pelo estimulo da lipogénese (MARREIRO
et al., 2004).

O zinco e o cobre agem no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos
de maneira indireta por constituirem enzimas que participam do processo (LEESON;
SUMMERS, 2001). Além disso, estudos in vitro indicam que o zinco pode se ligar a
insulina, aumentando a solubilidade deste horménio nas células beta do pancreas,
assim como aumentar a capacidade de ligacédo da insulina ao receptor (MARREIRO
et al., 2004). No entanto, a nivel histomorfométrico, os resultados demonstraram que
as concentracdes de zinco organico e cobre nao influenciaram na area total de
ilhotas pancreaticas, assim como no grau da lipidose hepatica.

Ao analisar conjuntamente com os dados da area total de ilhotas pancreéticas
com os graus de lipidose hepatica, apesar de ndo significativo, foi observado um

comportamento inverso entre eles, em que no geral, a medida que aumentou a area
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total de ilhotas pancreéticas, diminuiu o grau de lipideos, sendo tal diferenca
demonstrada de forma nitida e linear nos tratamentos com concentracdo de 5 mg de
cobre.

Pancreas e figado sdo 6rgdos que funcionam em conjunto na regulacao de
nutriente e metabolizacdo dos mesmos no organismo. Enquanto o figado
metaboliza, distribui e estoca, os horménios do pancreas agem no figado a fim de
direcionar esses produtos finais da digestdao (HAZELWOOD, 1999)

As ilhotas pancreaticas sao importantes na producao de insulina e glucagon,
aos quais sdo responsaveis pela regulacdo de glicose, lipideo e proteinas no
organismo animal, principalmente em aves. Assim como em mamiferos, em aves o
metabolismo de carboidratos e lipideos é feito por meio desses dois horménios, no
entanto, especificamente em aves poedeiras, ha diferenca por conta da influéncia do
glucagon nesse metabolismo (LUMEIJ, 1997).

Ja foi observado que a liberacdo e producdo de glucagon pelas ilhotas
pancreaticas em aves granivoras sdo mais elevadas, pois ha maior quantidade de
células alfa no pancreas e uma menor proporcao insulina:glucagon em relagdo aos
mamiferos (LUMEIJ, 1997). O glucagon inibe o processo de lipogénese, e estimula a
lipélise no tecido adiposo (MORITA et al.,, 1987; MCMURTRY et al., 1996), assim
como no figado (HAZELWOOD, 1999), aumentando a concentracdo de acidos
graxos no plasma sanguineo, e no fornecimento de glicose para o processo de
transporte.

Logo, baseado nos dados observados, é possivel sugerir que houve uma
predominancia de células alfa, principalmente nos tratamentos de 5 mg de cobre,
gue ocasionou em maior producao e secrecao de glucagon, que por sua vez, inibiu a
lipogénese hepética e estimulou a lipolise, diminuindo a concentracdo de lipideos no
figado.

Tal interacdo metabdlica em poedeiras é importante para manutencao
elevada da concentracdo de glicose no sangue, a fim de manter a sintese e
transporte de lipideos no organismo, por conta da formacao do ovo (SIMON, 1989;
COGBURGN, 1991). Sabe-se que a gema do ovo é composta por agua, lipidios,
proteinas e micro componentes, como vitaminas e minerais. A maioria dos lipidios
estd sob a forma de lipoproteinas, as quais sdo produzidas juntamente com as
proteinas no figado (SOUZA-SOARES; SIEWERDT, 2005).
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1. CONCLUSAO

Os niveis de zinco organico e cobre nao influenciaram na histologia do figado
e histomorfometria do pancreas das codornas japonesas, assim como na fungao
exercida por ambos no metabolismo. Demonstrando que o0s niveis de

suplementacao testados nédo foram prejudiciais a esses 6rgaos analisados.
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RESUMO

O zinco e o0 cobre sdo microminerais importantes como substratos em
processos do sistema imune, assim como na atividade de células envolvidas nesse
processo. este trabalho objetivou, por meio da contagem diferencial de leucécitos,
avaliar a suplementacdo de zinco organico e cobre em codornas japonesas
submetidas a estresse térmico. Para isso foram usadas 480 codornas japonesas
com 180 dias distribuidas inteiramente ao acaso, em fatorial 3x2, totalizando seis
tratamentos, com dez repeticdes e oito animais por unidade experimental. As
codornas foram suplementadas com racdes com trés niveis de zinco organico (35,
50 e 65 mg/kg) e dois niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) por 84 dias. Ao final
foi coletado sangue de cinco aves por tratamento, totalizando 30 aves, para
confeccdo de duas laminas por individuo coradas com corante tipo Pandético e
submetidas a contagem de 100 leucécitos por lamina em microscopia de luz.
Durante a contagem diferencial foi observada quadro de heterofilia, linfopenia e
eosinopenia, assim como elevada relacao heterofilo:linfécito demonstrando estresse
nos individuos, provavelmente causada pela alta temperatura durante o periodo
experimental. No entanto foi observado que o zinco organico e cobre amenizaram 0s
efeitos do estresse. Portanto o zinco organico e cobre apesar de ndo terem
demonstrado interferéncia significativa nas porcentagens de leucécitos entre os
tratamentos, estes foram importantes de modo a amenizar os efeitos de estresse

térmico em que foram submetidas as aves durante o periodo experimental.

Palavras-chave: contagem diferencial de leucécitos; microminerais; saude animal.
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ABSTRACT

The zinc and copper are trace elements important as substrates in processes of the
immune system, as well as the activity of cells involved in this process. This study
aimed, through the differential leukocyte count, evaluate the supplementation of
organic zinc and copper in Japanese quails subjected to thermal stress. For that they
were used 480 Japanese quails with 180 days distributed completely randomized in
a factorial 3x2, totaling six treatments, with ten repetitions and eight animals each.
The quails were supplemented diets with three levels of organic zinc (35, 50 and 65
mg / kg) and two inorganic copper levels (3.5 and 5 mg / kg) for 84 days. At the end
of blood was collected from five birds per treatment, totaling 30 birds, for making two
blades per individual stained with dye type Panotic and subjected to counting 100
leukocytes per slide under light microscopy. During differential count was observed
heterophilia above, lymphopenia and eosinopenia, as well as high heterophil:
lymphocyte showing stress in individuals, probably caused by the high temperature
during the experimental period. However, it was observed that the organic zinc and
copper softened the effects of stress. So the organic zinc and copper although they
have not shown significant interference with leukocyte percentages between
treatments, these were important in order to mitigate the effects of thermal stress in
which they were submitted to the birds during the experimental period.

Keywords: animal health; leukogram; trace minerals
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1. INTRODUCAO

Uma das formas de avaliacdo do sistema de defesa do organismo é a
contagem diferencial de leucdcitos, o qual pode responder de acordo com a nutricdo
de microminerais, além de responder por meio da morfologia das células sanguineas
a possivel presenca ou ndo de efeitos patologicos (TADJALLI; EEMANPARVAR,
2003), ou de estresse (DAVIS et al., 2008).

O estresse, causado por temperatura e umidade relativa do ar, interferem na
taxa de leucocitos de codornas japonesas (ROSA et al.,, 2011), pelo fato das
mesmas responderem com alteracdes fisiolégicas como o aumento na liberacdo de
corticosterona (NORDI et al., 2007).

Por meio da nutricdo é possivel realizar a modulagdo do sistema imune,
assim como as células que estdo associadas no processo de defesa do organismo.
Lanaga et al. (2005) a suplementacdo de minerais a fim de diminuir os efeitos do
estresse em aves, por conta da elevada demanda desses nos processos
metabolicos, como em células envolvidas no processo de defesa do organismo.

Dentre 0s minerais encontra-se 0 zinco e o0 cobre, aos quais desempenham
importante funcdo no organismo, principalmente em processo de divisdo celular,
além de desempenhar papel fundamental no desenvolvimento, manutencéo, funcao
normal do sistema imunoldgico, assim como as células associadas a ele, como 0s
heterdfilos, macréfagos, basofilos e linfocitos T (DARDENNE; BACH, 1993, BAINES,;
SHENKIN, 2002).

Sabendo disso este trabalho objetivou, por meio da contagem diferencial de
leucdcitos, avaliar a suplementacdo de zinco organico e cobre em codornas

japonesas em fase de postura em condi¢des de estresse térmico.
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2. METODOLOGIA

2.1 Dados experimentais

O experimento foi desenvolvido na area experimental de Rive, Alegre-ES, no
setor de Avicultura, da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram usadas 480
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), com 180 dias e com 180 g = 21,2.

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial 3x2 com trés niveis de zinco organico (35, 50 e 65 mg/kg) e dois
niveis de cobre inorganico (3,5 e 5 mg/kg) perfazendo seis tratamentos, dez

repeticdes e oito animais por unidade experimental (Tabela 1.1).

Tabela 3.1 - Composicdo da racdo de cada tratamento com o0s niveis de zinco
organico e cobre para suplementacdo de codornas japonesas.

Tratamento Composicao

Zn35/Cu3,5 35 mg/kg de zinco organico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn50/Cu3,5 50 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre

Zn65/Cu3,5 65 mg/kg de zinco orgéanico e 3,5 mg/kg de cobre
Zn35/Cub 35 mg/kg de zinco orgéanico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn50/Cub 50 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre
Zn65/Cub 65 mg/kg de zinco organico e 5,0 mg/kg de cobre

As aves foram distribuidas por peso corporal e, ap6s 15 dias de controle de
producdo de ovos, foi feita a distribuicdo pela producdo de ovos, de forma a
padronizar distribuicdo por peso corporal e taxa de postura.

O fornecimento de racéo foi feito duas vezes por dia, sempre as 08hs:00min e
as 16hs:00min durante 84 dias. Nesse periodo a temperatura e umidade relativa do
ar foram mensuradas diariamente.

Ao fim do periodo experimental foram eutanasiadas cinco aves por
tratamento, segundo a resolugcéo n°® 1000 de 2012, por deslocamento cervical, sob

aprovacao do CEUA.
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2.2 Coleta

Ao final do periodo experimental, com auxilio de uma seringa heparinizada,
um volume de aproximadamente 1mL de sangue foi coletado na veia jugular,
segundo a orientacdo da a resolucao n° 1000 de 2012. A coleta foi realizada em uma
ave de cada uma das cinco primeiras unidades experimentais totalizando 30 aves,

totalizando 5 aves por tratamento.

2.3 Contagem diferencial de leucécitos

Para contagem diferencial de leucdcitos foi confeccionado duas laminas de
esfregago sanguineo por individuo. Estas foram coradas com corante tipo Pandtico e
posteriormente submetidas a contagem de 100 leucocitos por lamina em
microscopia de luz no aumento 1000x com uso de 6leo de imerséo.

Os leucécitos foram separados e caracterizados em granulares (heterofilo,
eosindfilo e basofilo) e ndo granulares (linfécitos e mondcitos) e, com os valores de
heterdfilo e linfécitos, foi calculada a relacdo heterdfilo:linfocito para avaliagdo de
estresse (RIZZO et al. 2008).

Foi feita a analise de distribuicdo dos dados e posterior analise de variancia

com Kruskal Wallis e teste a posteriori Dunn, utilizando-se o programa BioEstat®.

3. RESULTADOS

Durante a contagem diferencial foi observada a presenca de heterofilos,

linfécitos, eosindfilos, mondcitos e basdfilos (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Fotomicrografia de leucécitos de codornas japonesas suplementadas
com zinco orgéanico e cobre. (A) Heterdfilo (seta preenchida), Linfocitos (cabeca da
seta) e Mondcito (seta sem preenchimento); (B) Eosindfilo; (C) Basofilo; (D)
Mondcito. Alegre-ES, 2016. Fonte: arquivo pessoal.

Os leucocitos analisados encontraram-se com morfologia normal. Os
heterdéfilos apresentaram morfologia arredondada com nucleo segmentado com dois
ou trés lobos, com granulos citoplasmaticos fusiformes aciddéfilos. Os eosindfilos
foram observados com um nucleo lobado e basofilico, com citoplasma mais baséfilo
se comparado ao heterofilos, com granulos mais corados e arredondados. Os
basdéfilos foram observados pela alta quantidade de gréanulos basofilicos no
citoplasma, por conta disso apresentavam coloragao azul intensa, enquanto que 0s
monaocitos foram identificados como mononucleado irregular, com cromatina menos
condensada, com citoplasma abundante, basdfilo e vacuolizado. Os linfocitos foram
observados com um nucleo grande e arredondado, deixando apenas uma pequena
borda do citoplasma aparente, com a cromatina altamente densa.

Os valores referentes a contagem diferencial de leucdcitos das codornas
(Tabela 3.3) demonstraram os valores medios de heterdfilos, com variagao de 41,4%

a 47%, assim como os de linfocitos com variacdo entre 47% a 53,2%, sem diferenca
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significativa entre tratamentos. Da mesma forma nao foi observada diferenca
significativa nas porcentagens de eosindfilo (variagédo de 1,6% a 3,6%), de mondcito
(de 1,2% a 2,6%) e de basodfilo (de 0,8% a 1,8%) e relacdo H:L (0,8 a 1,1) entre

tratamentos.

Houve influéncia significativa (p<0,05) do cobre inorganico somente na

porcentagem de mondcitos entre os tratamentos Zn65/Cu3,5 e Zn65/Cu5, sendo 0s

maiores valores observados na menor concentracao de cobre.

Tabela 3.2 - Média da contagem diferencial de leucécitos de codornas japonesas
suplementadas com diferentes niveis de zinco organico e cobre.

Tratamentos Variaveis
H (%) L (%) E (%) M (%) B (%) H:L
Zn35/Cu3,5 44,0x4,7 51,2+51 16+16 18+08 14+08 08+0,1
Zn50/Cu35 442+145 494+142 26+23 18%+10 20+10 1,0+0,5
Zn65/Cu35 41,8+59 50,2+6,2 36+16 26+08° 18+14 08+0,2
Zn35/Cub5 41,4 +8,0 532+88 26+15 14+05 14+05 08+0,2
Zn50/Cu5 46,4+ 2,4 470+14,7 3,224 18+08 16%+11 1,1+0,6
Zn65/Cub 47,0+6,0 482+84 28+19 12+08* 08+13 10+0,3

Letras diferentes representam tratamentos significativamente diferentes (p<0,05), em concentracdes
diferentes de cobre. H = Heterdfilos, L = Linfdcitos, E = Eosindfilos, M = Mondcitos, B = Basofilos, H:L
= razéo entre heterofilos:linfécitos.

4 DISCUSSAO

As células sanguineas das codornas avaliadas demonstraram formas normais
e dentro dos padrdes analisados para as demais aves. Os leucdcitos analisados e
identificados estavam de acordo com o estabelecido por Tadjalli e Eemanparvar
(2003).

No presente trabalho a temperatura média foi de 35,57+5,6°C. Rosa et al.
(2011) observaram alteragfes nos padrdes de leucdcitos de codornas submetidas a
ciclos de variacdo de 4° C durante os ciclos de temperatura (21,5° a 25,59, logo a
temperatura durante o periodo experimental foi acima da estudada por Rosa et al.
indicando que as codornas japonesas foram submetidas a um estresse térmico
durante o periodo experimental, ao qual justifica-se pela andlise da contagem de

leucocitos.
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Para Ritchie et al. (1994) os valores referenciais estabelecidos para heterdfilo
em aves é de 20,8% a 52%. Especificamente para codornas japonesas em fase de
postura Nirmalan e Robinson (1971) observaram uma taxa de 21,8%. Dittrich et al.
(2000) avaliaram a taxa de heterdéfilo em Coturnix coturnix e encontraram uma
porcentagem de 27,2%. Baseado nesses dados estabelecidos observa-se que a
porcentagem de heteréfilos demonstrados encontra-se acima do analisado para
codornas (de 41,4 a 47%), ao qual indica o quadro de heterofilia.

Os valores estabelecidos para linfocitos, segundo Ritchie et al. (1994), séo de
40% a 73,6%. Para Nirmalan e Robinson (1971) a porcentagem foi de 71,6% e para
Dittrich et al. (2000) foi de 74, 37%. Comparado aos resultados analisados, que
foram 47% a 53,2%, demonstra que as codornas apresentaram taxas inferiores de
linfécitos, caracterizando a linfopenia.

Os resultados demonstraram uma diminuicdo da porcentagem de eosinofilos
(1,6% a 3,6%) das codornas suplementadas com zinco organico e cobre comparado
com Nirmalan e Robinson (1971), que observaram 4,3% de eosinéfilos em codornas
em postura, constando o quadro de eosinopenia. Tal comportamento também foi
observado por Lagana et al. (2005) ao submeter codornas em estresse térmico.

Apesar da influéncia significativa do cobre sobre as porcentagens de
mona@citos entre os tratamentos 65Zn/3,5Cu e 65Zn/5Cu, as mesmas encontraram-
se dentro da normalidade, que segundo Latimer e Bienzle (2000), corresponde de
1% a 3% dos leucécitos circulantes em aves.

Estes resultado estdo de acordo com Rosa et al. (2011) que observaram
quadro de heterofilia e linfopenia em codornas japonesas expostas a desconforto
térmico. Em algumas aves os heterdfilos sdo envolvidos em resposta inflamatoria
aguda (MITCHELL, JOHNS, 2008), assim como em infec¢des e estresse. Segundo
Davis et al. (2008) a contagem de eosinoéfilos € outro indicador importante na
avaliacao de estresse.

O indicativo de estresse pode ser confirmado pela relacdo heterofilo:linfocito,
gue segundo Davis et al. (2008), € uma resposta mais sensivel se comparada ao
nivel de glicocorticoides plasmaticos. O parametro normal apresenta valores entre
0,52 a 0,70 (RITCHIE et al.,1994). Os resultados demonstraram variacao de 0,81 a
1,15, portanto, valores acima do estabelecido para todos os tratamentos (Tabela 1).

O aumento de heterofilos e a reducdo de linfécitos e eosinofilos podem ser

causados pela acdo dos glicocorticéides devido ao estresse (DAVIS et al., 2008;
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JAIN, 1986). A secrecdo de glicocorticoides desencadeiam reacdes que diminuem a
proliferacéo de linfocitos, assim como a comunicagdo entre eles e inibe a migracéo
de granulécitos (ZUARDI, 2014).

Foi observado que a relacdo heterofilo:linfocito neste estudo obteve valores
menores mesmo com elevada temperatura e com alta variacdo se comparado aos
resultados obtidos por Rosa et al. (2001). O zinco é co-fator da fosfatase alcalina,
metaloenzima que participa das funcdes dos heterofilos, processo de fagocitose dos
macrofagos, assim como interferir na atividade das células T, no processo de lise
celular por meio das células natural killer, desenvolvimento de linfocitos T-citotoxicos
e proliferacdo de linfocitos T (SALGUEIRO et al., 2000). O cobre interfere no nimero
de linfocitos circulantes e no processo de fagocitose dos macrofagos (BAINES;
SHENKIN, 2002).

Logo ambos minerais ampararam as células envolvidas no processo de
defesa de forma a amenizar os efeitos causados pelo estresse, especificamente
pelos glicocorticoides, devido ao desconforto térmico em que foram submetidas as
codornas japonesas durante o periodo experimental.

Tal suposicdo pode ser confirmada por Lagana et al. (2005) que avaliaram o
estresse térmico (25°C a 32°C) em frangos suplementados com zinco, selénio
organico e vitamina E, e demonstraram que a suplementacao, principalmente a que
utilizou somente os minerais, ocasionou o aumento de linfécitos que por sua vez,
diminuiu a relacdo heterdfilo:linfécito. Koh et al. (1996) demonstraram que pintos em
fase aguda de estresse requeriam maior concentracdo de cobre no plasma

sanguineo se comparado aos saudaveis.

5 CONCLUSAO

Portanto o zinco organico e cobre apesar de ndo terem demonstrado
interferéncia significativa nas porcentagens de leucdécitos entre os tratamentos, estes
foram importantes de modo a amenizar os efeitos de estresse térmico em que foram

submetidas as aves durante o periodo experimental.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Dentre os niveis de zinco organico e cobre analisados, observou-se que a
concentracdo de 50 mg de zinco organico foi o indicado tanto para altura da
vilosidade intestinal quanto para a altura do magno. A concentracdo de 3,5 mg de
cobre influenciou significativamente em melhores parametros para intestino.

As concentragbes analisadas ndo interferiram na histologia do figado e na
histomorfometria do pancreas, assim como na funcéo exercida por ambos os 6rgaos
no metabolismo animal.

Entretanto foi observado e sugerido que o uso de zinco organico e cobre
amenizam o estresse causado pelo desconforto térmico em que os animais foram
submetidos durante o periodo experimental.

Portanto o uso de ambos o0s minerais na suplementacdo animal além de ndo
interferir negativamente na integridade histolégica dos Orgdos analisados,
favoreceram na melhora dos parametros histomorfométricos dos 6rgdos duodeno e
magno, aos quais sao envolvidos e importantes no desempenho e producéo animal,
assim como ao amenizar os efeitos do quadro de estresse térmico em codornas

japonesas.
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