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Diferentes fontes e niveis de selénio sobre a imunidade humoral de frangos de corte

Different sources and levels of selenium on humoral immunity of broiler chickens
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RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de investigar
os efeitos da variagéo de niveis e fontes de selénio (Se) sobre a
imunidade humoral de frangos de corte. Foram utilizados
1440 pintos de um dia, machos, criados até os 42 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
seis dietas experimentais (A: 0,15mg kg Se inorgénico
(inorg.); B: 0,15mg kg* Se organico; C: 0,15mg kg* Se
inorg.+organico; D: 0,45mg kg* Se inorgéanico; E: 0,45mg
kg* Se organico; F: 0,45mg kg* Se inorg.+orgéanico)
calculadas para fornecerem a quantidade de Se descritas, e
seis repeticdes com 40 aves cada. Foi utilizado um arranjo
fatorial 3x2 e os dados foram submetidos & andlise de variancia,
com nivel de significancia a 5%. A imunidade foi avaliada por
meio da resposta a vacina contra a Doenca de Newcastle e
resposta & sensibilizacdo prévia com eritrocitos de carneiro
(SRBC). Néo foi observada diferenga estatistica ao nivel de
significancia de 5%, para os titulos de anticorpos contra a
vacina da Doenca de Newcastle (P>0,05). Entretanto aos 14
dias o fator fonte obteve probabilidade (P=0,0580), resultado
que mostra uma tendéncia de influéncia da fonte inorganica
na manutencdo da imunidade materna, pois nesta idade as
aves ainda ndo haviam sido vacinadas contra a Doenca de
Newcastle. N&o foi observado nenhum efeito para variavel de
resposta a sensibilizagdo prévia com SRBC (P>0,05). Os
resultados mostram que as aves responderam
imunologicamente ao estimulo, porém a variagdo da fonte e
do nivel de Se néo foi capaz de induzir uma diferenca
significativa na resposta imunol6gica das aves. Os niveis e
fontes de Se ndo tém efeito sobre a resposta imunolégica aos
eritrocitos de carneiro (SRBC) e, resposta imunoldgica a vacina
contra a Doenga de Newcastle.
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ABSTRACT

The use of organic trace minerals is getting strength
and is an alternative to increase production and improve
other characteristics such as humoral immunity. The present
study was conducted to evaluate the effect of different levels
and sources of selenium (Se) on humoral immunity of broilers.
A six-week research was conducted using 1440 one-day-old
males broiler chickens. The experimental design was
randomized with six experimental diets (A: 0.15mg kg
inorganic (inorg.); B: 0.15mg kg organic; C: 0.15mg kg*
inorg.+organic; D: 0.45mg kg™ inorganic; E: 0.45mg kg
organic; F: 0.45mg kg* inorg.+organic) calculated to provide
the described amount of Se. Each diet was replicated in six box
with 40 birds. A 3x2 factorial arrangement was used and the
data were analyzed by ANOVA. The immunity was evaluated by
means of the reaction against vaccine of Newcastle disease,
and a reaction against sheep red blood cells (SRBC). No
significant effects were observed at 5% significance level in
NewCastle antibody (P>0.05). However at 14 day-old the source
factor had p value at 0.0580, that show a trend of inorganic
source in prolong the maternal immunity. No effect was observed
in the immune response against SRBC (P>0.05). The results
showed a immunologic response against Newcastle vaccine
and SRBC, but the treatments was not able to induce a
significant difference. The source and the level of Se showed no
effect on the response against Newcastle vaccine and SRBC.
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INTRODUCAO

A forma inorganica mais comum de
suplementacdo de Se é o selenito de sédio. Ja a forma
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organica de suplementacéo de Se é produzida a partir
de uma cultura de levedura (Saccharomyces cerevisae)
enriquecida com Se inorganico. Este processo leva a
incorporacdo de Se ao invés do enxofre na metionina
ou cisteina formando selenocisteina ou
selenometionina (RUTZ etal., 2005).

O Se pode influenciar nas funcdes
reprodutivas, no  desenvolvimento, na
imunocompetencia e retardando o processo de
envelhecimento (SURAL, 2002) e na resisténcia ao calor
(MAHMOUD & EDENS, 2005). Segundo alguns autores
(SCHRAUZER, 2000; BRITISH NUTRITION
FOUDATION, 2001; SURAI, 2002) o Se orgénico pode
atuar como uma reserva nos masculos e o inorganico
direto na sua incorporagdo a selenocisteina atuando
em diversas selenoproteinas.

O Se é um micronutriente essencial para o
crescimento e manutencao da ave. Este possui diversas
funcdes dentre as quais a regulacio da atividade da
enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), aumenta a
eficiéncia da vitamina E; melhora a atuacdo do sistema
imunolégico (CHOCT et al., 2004). Adeficiéncia de Se
pode fazer com que a ave tenha problemas como:
necrose hepética, diatese exsudativa, reducdo na
secrecdo de enzimas digestivas, além de reduzir o
crescimento do animal (MOREIRA et al., 2001).

A influéncia do Se sobre diversos fatores
se deve ao fato deste micromineral ser considerado um
antioxidante. Nas aves a primeira linha de defesa
antioxidante é baseada na atividade de trés enzimas:
superoxide dismutase, GSH-Px e catalase. Nos Gltimos
anos a importdncia destas enzimas no sistema
antioxidante dos tecidos vem sendo mais pesquisada
e apds a descoberta de que a maioria das formas da
GSH-Px é dependente de Se, o lugar do Se deste
micromineral na alimentacéo animal atraiu maior atencéo
por parte dos pesquisadores (SINGH et al., 2006). A
vitamina E é o principal componente do sistema
antioxidante e muito tem se estudado suas reaces.
Mas alguns dos subprodutos destas reagdes também
580 toxicos e devem ser removidos das células. Para
que isso ocorra é preciso a acdo da GSH-Px Se
dependente (SURAI, 2002). A vitamina E e 0 Se sdo
capazes de melhorar a resposta imunoldgica humoral
das aves através da destruicdo de perdxidos (SWAIN
etal., 2000).

O presente trabalho teve o objetivo de
estudar os efeitos da variagdo de niveis e fontes de Se
sobre a imunidade humoral de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 1440 pintos de corte de um
dia de idade, machos, de linhagem comercial, vacinados

no incubatério contra Doenga de Gumboro e Doenca
de Marek, criados até 42 dias em boxes (4,25m?), com
cama de maravalha nova em aviario experimental. O
manejo e equipamentos utilizados foram semelhantes
aos de criagdo comercial, adaptados as condigdes
experimentais.

O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado com seis tratamentos, seis repeti¢cdes/
tratamento totalizando 36 unidades experimentais
(boxes) com 40 aves/box. As ragdes para cada fase de
desenvolvimento dos frangos obedeceram as
formulagBes descritas na tabela 1, ajustadas para terem
os niveis desejaveis de Se. As dietas experimentais s6
se diferenciaram quanto ao nivel e a fonte de selénio
da seguinte maneira: A: 0,15mg kg* Se inorganico; B:
0,15mg kg?! Se organico; C: 0,15mg kg Se
inorg.+organico; D: 0,45mg kg Se inorganico; E:
0,45mg kg Se organico; F: 0,45mg kg?! Se
inorg+organico. O premix utilizado na confec¢do das
racGes basais ndo continha selénio, sendo 0 mesmo
adicionado em quantidade suficiente para respeitar o
valor descrito para cada dieta experimental. O selenito
de sodio representou a fonte inorganica e a
seleniometionina fonte organica. Eles foram incluidos
na formulacdo descrita na tabela 1 em substituicéo
parcial ao caulin. As quantidades de Se nas dietas
administradas as aves se encontram na tabela 2.

Todas as aves foram vacinadas contra a
Doenca de Newcastle aos 14 dias de vida, pela via
ocular com vacina comercial, com virus vivo, tipo B,
amostra LaSota, seguindo as recomendag¢fes do
fabricante. Aos 14 (antes da vacinagdo), 21, 28 e 35
dias foram coletadas amostras de sangue de 12 aves
por tratamento, sendo duas de cada parcela,
identificadas individualmente para que as coletas
fossem realizadas sempre nas mesmas aves. Aretirada
do sangue foi feita através da punc¢do da veia ulnar.
Estas amostras foram colocadas em microtubos secos
e, centrifugados para obtengdo do soro. O soro obtido
das amostras foi submetido ao ensaio imunoenzimatico
comkit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
para a titulacdo de anticorpos contra a Doenca de
Newcastle.

Para a avaliagdo da resposta a sensibilizacéo
prévia com eritrocitos de carneiro (SRBC) foi utilizada
uma solugdo contendo 5x10° eritrocitos ml?, preparada
segundo a metodologia descrita por NUNES (2008). Aos
35 dias de idade 72 aves, duas de cada parcela
experimental foram escolhidas ao acaso, marcadas de
maneira individual. Aimunizagao das aves foi feita com
a injecdo de 0,1ml da solugdo citada, através da veia
ulnar. Aos 42 dias de idade foram coletadas amostras de
sangue das aves previamente imunizadas contra SRBC.
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Tabela 1 - Composigao porcentual e anélise calculada de nutrientes das ragdes nas diferentes fases de criacao.

Ingredientes Inicial % Crescimento % Final %
Milho 52,26 57,11 63,70
Farelo de soja 40,13 34,00 28,00
Oleo de soja 3,52 4.90 450
Sal 0,35 0,35 0,35
Calcareo 1,24 1,60 1,60
Fosfato Bicélcico 1,60 1,14 0,95
Metionina 0,24 0,21 0,18
Suplemento Vit.-Min.®) 0,20 0,20 0,20
Antibiético 0,01 0,01 0,00
Inerte (caulin) 0,45 0,48 0,52
Composigao Nutricional (calculada)

Energia Metabolizavel (kcal kg™) 2950 3100 3150
Proteina (%) 22,50 20,00 18,00
Metionina (%) 0,35 0,32 0,30
Metionina + Cistina (%) 0,71 0,65 0,60
Célcio (%) 0,95 0,95 0,90
Fésforo Disponivel (%) 0,45 0,35 0,30

) Vit. A 11280UlI, Vit. D; 2724Ul, Vit. E 17,2mg, Vit. Ks 1,92mg, Vit. By 2,01mg, Vit. B, 4,5mg, Vit. B 2,49mg, Vit.B;, 12mg, Acido
Nicotinico 30mg, Pantonato de célcio 12mg, Biotina 0,099mg, Acido Félico 0,99mg, Antioxidante (BHT) 1mg, lodo 1,0065mg, Ferro 60mg,

Manganés 70,2mg, Zinco 70mg, Cobre 10,05mg.

O sangue foi colocado em microtubos sem
anticoagulante e depois centrifugado para a obtencédo
do soro. A partir do soro foi feita a titulacdo de
anticorpos (anti-SRBC) em teste de hemaglutinacédo
seguindo a metodologia descrita por NUNES (2008).
Os resultados foram analisados através do
programa computacional Statistical Analysis System
(SAS, 2001), foram submetidos a analise de variancia
que separou como causas de variacdo o efeito do fator 1
(fonte), efeito do fator 2 (nivel) e a interacdo entre ambos
(fonte x nivel). Os efeitos dos fatores e das interagdes,
quando significativos, foram separados através do
teste de média Tukey. Foi adicionado o fator medidas
repetidas no tempo, referentes aos diversos momentos
de titulacdo de Newscastle e SBRC. Quando

significativo, estudou-se efeito de tratamento dentro
do tempo pelo teste de média Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados na tabela
3. Nao foi observada diferenca estatistica ao nivel de
significancia de 5%, para os titulos de anticorpos contra
a vacina da Doenca de Newcastle. Resultado esse que
corrobora coma prescri¢cdo do NRC (1994), que indica
a utilizacdo de 0,15mg kg? de Se total na racdo de
frangos de corte como quantidade suficiente para
atender todas as necessidades da ave, ndo sendo
necessaria maior quantidade deste micromineral. Porém
a referéncia anteriormente citada pode néo refletir as

Tabela 2 - Quantidade de selénio calculada segundo a dieta experimental e quantidade encontrada ap6s analise em cada racao.

Dietas experimentais Se calculado (mg kg?)

Inicial Crescimento Final
A 0,15 0,187 0,198 0,204
B 0,15 0,192 0,195 0,172
C 0,15 0,223 0,233 0,225
D 0,45 0,496 0,506 0,489
E 0,45 0,427 0,488 0,497
F 0,45 0,514 0,537 0,527

*Analise realizadas na material natural.
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Tabela 3 - Média geométrica dos titulos de anticorpos contra o virus da Doenca de Newcastle, obtidas no teste ELISA, aos 14, 21, 28 e 35
dias e titulos médios de anticorpos anti-SRBC, obtidos no teste de hemaglutinagéo.

Dietas experimentais New Castle SRBC

Nivel Fonte 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias TO T1
Inorganico 806,17 1317,92 379,92 1970,67 3,00 7,75

0,15 Organico 399,67 897,00 235,25 1948,58 3,00 8,33
In-org. 548,33 691,75 312,00 1746,00 3,00 6,83
Inorgéanico 837,92 716,58 291,25 2821,42 3,00 7,83

0,45 Organico 447,25 997,58 175,75 2632,08 3,00 7,83
In-org. 630,58 923,42 236,17 1609,92 3,17 8,67

Efeitos Principais

0,15 584,72 968,89 315,06 1888,42 3,00 7,64

0,45 638,58 879,19 234,39 2354,47 3,06 8,11
Inorganico 822,04 1017,25 335,58 2396,04 3,00 7,79
Organico 423,46 947,29 214,50 2290,33 3,00 8,08
In-org. 589,46 807,58 274,08 1677,96 3,08 7,75

Média 611,65 924,04 274,72 2121,44 3,03 7,87

Probabilidade

Nivel 0,6828 0,5983 0,1076 0,3173 0,3253 0,3061

Fonte 0,0580 0,5908 0,1443 0,3964 0.3798 0,8087

Nivel*Fonte 0,9870 0,1120 0,9932 0,6464 0,3798 0,1089

CV (%) 65,40 55,50 54,50 63,70 5,50 17,60

SRBC: sheep red blood cell/ eritrécitos de carneiro.
TO: tempo O (antes da inoculagio dos eritrocitos de carneiro).

T1: tempo 1 (uma semana apds inoculacdo dos eritrdcitos de carneiro).

CV/(%): Coeficiente de variagéo.

exigéncias dos frangos de corte atualmente produzidos
devido ao grande ganho genético das linhagens de
corte. Atualmente empresas de genética avicola indicam
0,2 a0,3mg de Se por quilo de racdo para todo o periodo
de criacdo dos frangos (AVIAGEN, 2007; COBB-
VANTRESS, 2009).

Os resultados encontrados na titulagdo de
anticorpos contra a Doenca de Newcastle discordam
dos obtidos por SWAIN et al. (2000), que observaram
diferencas nos resultados conseguidos no teste ELISA
10 dias ap0s a vacinagdo, quando utilizaram os
seguintes niveis de Se naragdo 0, 0,1, 0,5 e 1mg kg*
sendo que a melhor resposta foi ao nivel de 0,1mg kg*
de Se, isto quando o nivel de vitamina E estava em
150U1 kg%, e com 0 aumento na quantidade do mineral
houve diminuicao na resposta imunolégica.Entretanto
KINDLEIN et al. (2007) ndo encontrou diferencas na
titulacdo de anticorpos de galinhas vacinadas contra
E. coli alimentadas com ragbes contendo 0,16 e
0,72ppm de Se.

Nao foi observado efeito da fonte sobre a
titulacdo de anticorpos contra a Doenca de Newcastle,
porém, segundo SILVA (2009) o Se fonte inorganica
resulta em titulos mais altos a vacinagéo contra Doenca

de Gumboro, porém ndo podemos afirmar 0 mesmo
sendo que ndo houve efeito da fonte de Se sobre as
titulacBes de anticorpos contra a Doenga de Newcastle.
Aos 14 dias o fator fonte obteve valor de probabilidade
0,0580 (P=0,0580), resultado que mostra uma tendéncia
de influéncia da fonte inorganica na manutencéo da
imunidade passiva, pois nesta idade as aves ainda ndo
haviam sido vacinadas contra a Doenca de Newcastle,
sendo os anticorpos titulados de origem materna. A
influéncia da imunidade passiva de origem materna é
um dos fatores que dificulta a analise desta variavel,
pois costuma apresentar altos coeficientes de variagao.
Por este motivo optamos por realizar o teste de resposta
a sensibilizacdo prévia com SRBC, pois este seria um
estimulo imunoldgico que ndo encontraria anticorpos
maternais no organismo dos frangos e a resposta
imunolégica humoral seria desenvolvida, sendo
mensurados anticorpos produzidos pela ave
sensibilizada com SRBC.

N&o foi observado nenhum efeito para
variavel de resposta a sensibiliza¢do prévia com SRBC.
Os resultados mostram que as aves responderam
imunologicamente ao estimulo, porém a variagdo da
fonte e do nivel de Se nao foi capaz de induzir uma
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diferenca significativa na resposta imunoldgica das
aves. Este resultado discorda do descrito por LARSEN
et al. (1997) que demonstraram aumento do titulo de
anticorpos contra eritrocitos de carneiro quando se
aumentaram os niveis de Se, de 0,1 a 0,8mg kg*. Em
estudo comparando a fontes e niveis de Se, SILVA (2009)
obteve maior titulagdo de anticorpos contra SRBC em
nivel 0,3mg kg de Se inorganico. Porém neste caso 0s
animais foram expostos a estresse ciclico por calor, fato
este que pode evidenciar a capacidade desta fonte em
ser prontamente utilizada pelo organismo da ave.

A resposta imunolégica é influenciada por
diversos fatores como o estresse, a suplementacdo de
vitamina E e de outros nutrientes que nao variaram no
presente estudo. As variacfes entre as dietas
experimentais propostas neste estudo podem néo ter
sido suficientes para induzir uma variacao de resposta
humoral, ja que ndo houve auséncia do mineral ou nivel
toxico do mesmo, ou utilizagcdo de fontes muito
diferentes das ja conhecidas. Também nao houve
nenhum tipo de estresse provocado aos frangos. Na
resposta imunologica, o Se é componente essencial da
enzima GSH-Px, que tem como func¢do principal
detoxificar os radicais livres como os peroxidos
produzidos no metabolismo normal das células, sejam
no citosol ou nas membranas, em associacdo com a
vitamina E, e com isso tem impacto na resisténcia a
doencas (KIDD, 2004).

CONCLUSAO

A imunidade humoral dos frangos de corte
ndo ¢ influenciada pela fonte ou nivel de Se.
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