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RESUMO GERAL

Estudos em outras espécies sugerem que microminerais proteinatos
podem substituir, em menor quantidade, os suplementos inorganicos em dietas
de gatos em crescimento. Desse modo, para a realizacdo do presente estudo,
trinta gatos filhotes, aos 80 dias de idade, foram usados com o objetivo de
determinar os efeitos de fontes inorgénicas vs. biocomplexadas e diminuicao
suplementar de cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco (Zn)
biocomplexado no desempenho, parametros hematoldgicos e metabdlicos e
status mineral por um periodo de 140 dias. Microminerais inorganicos (ING)
foram comparados a quatro niveis de microminerais biocomplexados (BIO) sob
a forma de proteinatos (Bioplex®TR Se). A dieta 100%ING foi suplementada
com 8,4mgCu/kg (sulfato), 80mg de Fe/kg (sulfato), 4,80mg de Mn/kg (sulfato),
0,30mg de Se/kg (selenito) e 75mg de Zn/kg, com base nas recomendacdes do
National Research Council (NRC). O Bioplex®TR Se foi usado como substituto
na mesma concentracdo mineral (100%BIO) ou em menores quantidades
(80%BIO, 60%BIO e 40%BIO) nas demais dietas, , totalizando cinco
tratamentos. Os gatos foram alimentados, durante 140 dias, com as dietas em
delineamento inteiramente ao acaso, totalizando 6 repeticdes por tratamento.
Nenhuma diferenca (p>0,05) foi encontrada entre as fontes ING e BIO, nos seus
diferentes niveis, para peso corporal; consumo alimentar diério; altura de
cernelha; comprimento corporal; crescimento do pelo; densidade mineral dssea;
excrecgdo fecal de Fe e Se; absorcdo, excrecdo urinaria, retencdo e concentracdo
de Cu, Fe e Zn na pele; concentracdo de Cu, Fe, Se e Zn em gbénda; Fe e Zn em
pelo; Cu, Fe, Se e Zn em plasma; atividade das enzimas SOD, GPx e fosfatase
alcalina; niveis plasmaticos de malondialdeido (MDA); Fe sérico; concentracdo
de transferrina; capacidade latente e total de ligacdo do Fe; indice de saturacdo
da transferrina; hemograma (exceto hemoglobina corpuscular média-
HCM),leucdcitos e linfécitos totais. Foi observada diferenca entre as fontes
(p<0,05) para a concentragdo de Cu e Zn em fezes; Se absorvido, na urina e
pele; concentracdo de Mn em gbénada; Cu, Mn e Se em pelo e atividade da
ceruloplasmina. Conclui-se que a suplementagdo de até 40% da recomendacéo
do NRC (2006) de Cu, Fe, Mn, Se e Zn, sob a forma de proteinato (Bioplex®TR
Se), durante a fase de crescimento de gatos, ndo afeta, negativamente, o
desempenho, parametros metabolicos e status mineral dos mesmos.

Palavras-chave: Desempenho. Felinos. Oligoelementos. Proteinatos.



GENERAL ABSTRACT

Studies with other species suggest that proteinate trace elements can
substitute, in small amounts, inorganic supplements in growing cat diets. Thus,
for conducting the present study, 30 kittens with 80 days of age were used in
order to determine the effects of inorganic vs. bio-complexed sources and the
supplement decrease of bio-complexed copper (Cu), iron (Fe), manganese (Mn),
selenium (Se) and zinc (Zn) over performance, hematological and metabolism
parameters and mineral status, for a period of 140 days. Inorganic trace elements
(ING) were compared to four levels of bio-complexed minerals (BIO) under the
form of proteinates (Bioplex®TR Se). The diet 100%ING was supplemented
with 8.4 mg Cu/kg (sulfate), 80 mg of Fe/kg (sulfate), 4.8 mg of Mn/kg (sulfate),
0.30 mg Se/kg (selenite) and 75 mg of Zn/kg, based on recommendations of the
National Research Council (NRC). The Bioplex®TR Se was used as substitute in
the same mineral concentrations (100%BIO) or in smaller amounts (80%BIO,
60%BIO and 40%BIO) in the remaining diets, totalizing five treatments. The
kittens were fed the diets during 140 days in a completely randomized design,
totalizing six replicates per treatment. No difference (p>0.05) was observed
between the ING and BIO sources for body weight, regarding the different
levels; daily food intake; withers height; body length; fur growth; mineral bone
density; fecal excretion of Fe and Se; absorption, urinary excretion, retention
and skin concentration of Cu, Fe and Zn; concentration of Cu, Fe, Se and Zn in
the gonad; Fe and Zn in the fur; Cu, Fe, Se and Zn in the plasma; activity of the
enzymes SOD, GPx and alkaline phosphatase; plasma levels of malondialdehyde
(MDA); serum Fe; concentration of transferrin; latent capacity and total Fe
linkage; transferrin saturation index; blood count (except for mean corpuscular
hemoglobin — MCH), leucocytes and total lymphocytes. We verified difference
between the sources (p<0.05) for the concentration of Cu and Zn in feces;
absorbed Se, on urine and skin; concentration of Mn in the gonad; Cu, Mn and
Se in the fur; and ceruloplasmin activity. In conclusion, supplementation of up to
40% of the levels of Cu, Fe, Mn, Se and Zn recommended by the NRC (2006),
in the form of proteinate (Bioplex®TR Se), during the growth phase of cats, does
not negatively affect their performance, metabolic parameters and mineral
status.

Keywords: Performance. Felines. Oligo-elements. Proteinates.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Para a obtencdo de uma boa nutricdo, é necessario que o animal receba
quantidades adequadas de nutrientes, incluindo os minerais, 0s quais sdo
considerados de grande importancia para cdes e gatos, uma vez que participam
de todos os processos bioquimicos corporais. De forma geral, os minerais sdo
importantes na formacdo dos o0ssos, na manutencdo do equilibrio acidobasico
(pH) do sangue, no balanco de agua corporal, pressdo osmética, excitacdo de
neurdnios e musculos, regulacdo da permeabilidade das membranas, transporte
de nutrientes pela membrana, além de fazerem parte da composicdo de
inimeras enzimas.

Os minerais sdo divididos entre macrominerais, associados a grande
inclusdo na dieta e microminerais, associados a pequena inclusdo na dieta. Ainda
gue 0S macrominerais sejam, na maioria das vezes, de maior abordagem
nutricional, ndo se deve esquecer que 0s microminerais, também, desempenham
diversas funcBes no organismo, que sdo de vital importancia para o crescimento
adequado dos animais e na manutenc¢éo das vias metabdlicas.

Embora estejam presentes na maioria dos ingredientes, a quantidade e
biodisponibilidade deles variam consideravelmente. Diante disso, esses
elementos sdo, tradicionalmente, incluidos na dieta, na forma de premix de sais
inorganicos, mas, ainda assim, podem ter aproveitamento reduzido quando
ingerido pelo animal. Dessa forma, tem-se sugerido o uso de microminerais
biocomplexados (assim denominados por serem constituidos por ions metalicos
ligados a substancias orgéanicas), uma vez que melhoram a absorgéo,
disponibilidade e estabilidade fisica do mineral quando comparado aos sais

inorganicos. Mesmo produzidos desde a década de 70 pelas inddstrias
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brasileiras, a utilizacdo dos minerais biocomplexados na nutricdo animal é
recente e a discussdo de sua importancia esta baseada em suas a¢des especificas
nas células e sua maior biodisponibilidade em relacdo a fontes inorgénicas. O
principal obstaculo, para seu uso em larga escala pelas industrias de alimentos
para animais, ainda, é o alto custo em relacdo aos microminerais inorganicos.
Entretanto, em virtude de sua maior biodisponibilidade, menor quantidade pode
ser adicionada a dieta, sem qualquer efeito negativo sobre o desempenho,
contribuindo, potencialmente, para a reducdo da excrecdo de minerais no
ambiente, mas também com custo equivalente ao de microminerais inorganicos.
Objetivou-se, com o presente estudo, determinar os efeitos da
substituicio de microminerais inorganicos (Cu, Fe, Mn, Se e Zn) por
microminerais proteinatos, bem como sua reducdo, em dietas de gatos em

crescimento, sobre o desempenho, parametros hematol6gicos e metabolicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os minerais sdo elementos essenciais para processos metabdlicos
corporais. Um sistema de classificacdo geral divide esses nutrientes em macro e
microminerais. Por definicdo, macrominerais sdo requeridos pelos animais, na
dieta em valores percentuais, sendo 0s responsaveis pela maior parte do
conteddo mineral do organismo. J& os microminerais, também denominados
minerais traco ou oligoelementos, sdo necessarios em mg/kg ou partes por
milhdo (ppm), ou seja, em quantidades muito pequenas na dieta, estando
também presentes no organismo em concentragdes muito baixas(CASE et al.,
2010). Ha sete macrominerais (calcio, fésforo, sédio, magnésio, potassio, cloro e
enxofre) e ao menos onze oligoelementos (ferro, zinco, cobre, iodo, selénio,
manganés, cobalto, molibdénio, flor, boro e cromo). No presente estudo, 0s
macrominerais nao serdo abordados e, dos microminerais, somente o cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco (Zn) serdo discutidos, por terem
sido avaliados.

A funcdo priméaria dos elementos traco tem sido considerada como
moduladora da atividade de enzimas, em particular alterando a atividade
daquelas que estdo envolvidas no metabolismo da maioria dos nutrientes, como
carboidratos, aminoacidos e lipideos. Além disso, tem sido também cada vez
mais discutido seu papel estrutural em componentes celulares, como em
membrana celular e nicleo (SHENKIN, 1993). Sendo assim, por se tratar de
grande numero de elementos com as mais diversas e complexas fungdes, 0s
sinais clinicos decorrentes do seu desequilibrio na dieta ndo sdo especificos
(ARAUJO et al., 2008), podendo os sintomas serem confundidos até mesmo
com aqueles causados por deficiéncia energética e proteica ou por doengas

causadas por agentes infecciosos e parasitarios (VEIGA; CARDOSO, 2005).



17

O tipo e o tempo de desenvolvimento de sinais e sintomas de deficiéncia
podem ser diferentes entre 0s microminerais. A deficiéncia nutricional pode ser
classificada como do tipo | ou Il. A do tipo | é caracterizada como reducédo na
concentracgdo tecidual do nutriente e um defeito nas vias metabdlicas especificas,
em que existe perda de fungdo com a presenca de sinais clinicos especificos, mas
ndo ha efeito primario sobre o crescimento. O atraso no desenvolvimento da
deficiéncia leva em consideracdo o numero de varidveis que afetam o
metabolismo do mineral, o que inclui o turnover no tecido e o seu controle
homeostatico. Entretanto, quando a deficiéncia se desenvolve, ela ¢é
relativamente facil de diagnosticar clinica e biogquimicamente. Como exemplo,
esse pode ser 0 caso da deficiéncia de Fe, que pode desenvolver ao longo de
varias semanas; de Cu, ao longo de varios meses; e de Se, em meses ou anos. A
deficiéncia do tipo Il apresenta-se com a reducdo primaria ou cessacdo do
crescimento sem a reducdo na concentracgdo tecidual do elemento. Isto ndo seria
normalmente associado com sinais clinicos especificos, assim, é normalmente
dificil de ser diagnosticada. A deficiéncia do Zn pode se enquadrar nessa
situacdo (SHENKIN, 1993).

Segundo Underwood e Suttle (1999), um modelo geral de eventos
fisiopatoldgicos, durante o esgotamento mineral, pode ser descrito e auxilia no
diagnostico diferencial de alteracGes decorrentes do desequilibrio de minerais.
Esse modelo divide os eventos em quatro fases. A primeira fase “deple¢do”
ocorre quando estoques de armazenamento do mineral sdo reduzidos. Na
segunda fase, “deficiéncia”, os estoques de transporte do mineral sdo reduzidos.
Na terceira fase, “disfungdo”, as fungdes dependentes de minerais tornam-se
limitantes para uma via metabolica particular. E a quarta “doenga”, em que
anormalidades clinicas sdo visualmente aparentes. Vale ressaltar que, para
elementos com armazenamento pequeno ou mobilizados lentamente, como, por

exemplo, o Cu e Zn, as fases 1 e 2 sdo sobrepostas ou interpostas.
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Os ingredientes usados na producdo de alimentos pet, tais como milho,
trigo, farelo de soja, dentre outros, contém oligoelementos que sdo necessarios a
animais; no entanto, estes sdo, muitas vezes, indisponiveis. Além disso, mesmo
se os elementos fossem totalmente disponiveis, em muitos casos, eles ndo
estariam em concentracfes adequadas para atender a exigéncia do animal
(MILES; HENRY, 2000). Dessa forma, torna-se necessaria a suplementacéo, a
qual é feita por meio da adicdo de premix mineral, seja ele inorganico ou
biocomplexado.

A absorcdo de microminerais inorganicos é, na maioria das vezes, 0
maior limitante da sua utilizacdo. O transporte de ions metalicos para o interior
das células intestinais se da pela difusdo passiva ou transporte ativo, a depender
da demanda do organismo. No caso do transporte ativo, 0 qual ocorre com maior
frequéncia e que se faz necessario o transportador de membrana, o ion pode nédo
se ligar ao transportador por este estar ligado a outro ion que compete pelo
mesmo mecanismo de transporte ou pelo fato do ion estar ligado a outra
molécula, como, por exemplo, o fitato. A ligacdo do mineral a outras moléculas
é decorrente da dissociacdo dos minerais em ambiente de baixo pH, deixando-0s
susceptiveis a formacdo de complexos insollveis com outros componentes da
digesta (ACDA; CHAE, 2002; UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Na tentativa
de aumentar a disponibilidade para o animal, observa-se, na pratica, que 0s
niveis de minerais fornecidos nas dietas sdo geralmente superiores aos minimos
exigidos (RUTZ; PANE; XAVIER, 2007). Porém, a suplementagdo extra pode
causar diarreia e desequilibrios associados a redugdo da disponibilidade de
outros minerais e aumento da poluicdo ambiental pelos elementos (LEESON;
SUMMERS, 1997). J& os microminerais biocomplexados usam as vias de
absorcdo das moléculas organicas que os ligam e ndo transportadores intestinais
classicos de minerais, evitando a competicdo entre minerais pelos mesmos
mecanismos de absorcdo (RUTZ; PANE; XAVIER, 2007).
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Ainda assim, embora sejam absorvidos, 0os microminerais inorganicos
podem ndo ser utilizados, o que torna suas biodisponibilidades reduzidas
(ACDA,; CHAE, 2002). O termo biodisponibilidade tem sido, entdo, definido
como o grau com que um nutriente ingerido a partir de uma determinada fonte é
absorvido em uma forma que possa ser utilizado no metabolismo do animal
(AMMERMAN; BAKER; LEWIS, 1995).

Considerando-se esses principios relacionados aos microminerais
inorganicos, tem sido crescente o interesse em determinar os fatores que
aumentam a absor¢do ou metabolizacdo dos elementos trago. Nesse sentido, as
fontes organicamente complexadas, ou biocomplexadas, tém sido utilizadas
devido a hip6tese de serem mais biodisponiveis (KEIFER, 2005; SECHINATO;
ALBUQUERQUE; NAKADA, 2006).

2.1 Microminerais biocomplexados

Os minerais biocomplexados sdo o resultado do compartilhamento de
elétrons entre um metal e um ligante. O ligante € a substancia organica a qual
esta ligada ao metal (LEESON; SUMMERS, 1997), sendo este geralmente um
anion ou uma molécula gque tenha um atomo com um par de elétrons em
valéncias disponiveis (VIEIRA, 2004). A Association of American Feed Control
Officials (ASSOCIATION OF AMERICAN FEED CONTROL OFFICIALS,
2007), que define as normas e padrdes dos alimentos destinados & producéo

animal, classificam os minerais biocomplexados da seguinte forma:

a) Complexo metal-aminodcido: é o produto resultante da
complexacdo de um sal metélico soldvel com um aminoécido. Um

exemplo é o complexo ferro aminoacido (Fe-aminoacido).
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b) Complexo metal-aminoacido especifico: é o produto resultante da
complexacdo de um sal metalico solivel com um aminoacido
especifico. Exemplos desse complexo sdo zinco-metionina (Zn-
Met), zinco-lisina (Zn-Lis), manganés-metionina (Mn-Met) e cobre-
lisina (Cu-Lis).

c) Metal proteinato: é o produto resultante da quelagdo de um sal metal
solivel com aminoécidos e/ou proteina parcialmente hidrolisada.

d) Complexo metal polissacarideo: é o produto resultante da
complexacdo de um sal metalico soltvel com uma solugdo de
polissacarideos. Um exemplo é o complexo Zn-polissacarideo.

e) Quelato metal aminoacido: é o produto resultante da reacdo de um
fon metalico obtido de um sal metalico solivel com aminoacidos na
relacdo de um mol de metal para um a trés moles de aminoacidos

formando ligacBes covalentes coordenadas.

Os minerais organicamente complexados podem ser sintetizados por
meio de um processo biossintético, como é o caso da selenometionina, a partir
de uma cultura de levedura (Saccharomyces cerevisiae) enriquecida com Se
inorganico. A semelhangca quimica entre 0 Se e o0 enxofre favorece a
incorporacdo do Se em substituicdo ao enxofre na metionina ou cisteina pela
levedura durante a formacdo dos compostos celulares (RUTZ; PANE; XAVIER,
2007). A adigdo de sais de Se soluveis em agua, por exemplo, o selenito, como
um componente do meio de cultura de levedura resulta em quantidade
significativa de Se absorvida pela levedura (SUHAIJDA et al.,, 2000),com
consequente conversao do selenito a uma espécie bioativa altamente segura com
melhores propriedades nutricionais (CREWS et al., 1996).

O desenvolvimento industrial e o marketing sobre os microminerais

biocomplexados sdo feitos, em grande parte, baseados na teoria da sua maior
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biodisponibilidade ou da maior similaridade as formas que ocorrem no
organismo do animal, j& que os microminerais estdo no corpo e exercem sua
funcdo quase que completamente como complexos ou quelatos orgénicos e ndo
como ions inorganicos livres. A indulstria preconiza, ainda, que essa forma de
mineral apresenta maior solubilidade, estrutura quimica estavel e natureza
eletricamente neutra na passagem pelo trato gastrintestinal, portanto nao
participam de reagdes que o transformariam em ion metélico livre e,
consequentemente, em complexos insolUveis indesejaveis. Ainda assim, a
molécula manteria a estrutura integra até a chegada ao local de absorcao e pode
estimular certos processos biolégicos ou pode estar presente em compartimentos
no organismo diferentemente das formas inorgénicas (SPEARS, 1996).

Os minerais biocomplexados sdo conhecidos, também, por usarem as
vias de absorcdo das moléculas organicas que os ligam e ndo transportadores
intestinais classicos de minerais, evitando a competicao entre os elementos pelos
mesmos mecanismos de absor¢do (RUTZ; PANE; XAVIER, 2007). A absor¢édo
dos minerais gquelatados pode, portanto, ocorrer de duas formas: ligado a borda
em escova, sendo absorvido pela célula epitelial, ou ainda pela absorcdo do
agente ligante, o qual carreia consigo o metal (KRATZER; VOHRA, 1996).

Embora todo o marketing sobre os microminerais biocomplexados tenha
sido desenvolvido, esses pontos, ainda, sdo controversos, uma vez que, ainda, ha
estudos em outras espécies, como em suinos e aves, em que se relataram
pequena ou nenhuma diferenca na biodisponibilidade entre as fontes
organicamente complexadas comparado a inorganica (RICHARDS et al., 2010;
SCHIAVON et al., 2000). Mas esses resultados contrastantes, também, podem
ser resultado de alguns minerais organicamente complexados ndo serem habeis
em permanecerem guelatados ou complexados no ambiente de baixo pH no trato
gastrointestinal (GI) anterior (BROWN; ZERINGUE, 1994; GUO et al., 2001),

pelo fato de diferencas na biodisponibilidade poderem ser mascaradas pelo



22

delineamento experimental (RICHARDS et al., 2010); ou até mesmo devido a
variabilidade das caracteristicas quimicas dos complexos de metais utilizados.
Um exemplo desse ultimo caso sdo 0s proteinatos comerciais que diferem
consideravelmente no grau de hidrolise proteica e perfil de aminoacidos
conforme a fonte proteica usada e os processos de fabricacdo (SCHIAVON et
al., 2000).

Considerando a possibilidade da sua maior biodisponibilidade, acredita-
se que 0s minerais organicamente complexados podem substituir as fontes
inorganicas em niveis mais baixos, mantendo as fungdes fisiolégicas e taxa de
crescimento em animais jovens e, ainda assim, possibilitando a reducdo da
poluicdo ambiental por minerais (BAO et al., 2007). No entanto, o nivel ideal de
sua reducdo, nas dietas de animais, em especial ao que diz respeito a cédes e
gatos, € inexistente, j& que 0s estudos nessas especies, ainda, estdo sendo
realizados visando comparar o desempenho das fontes biocomplexadas em
relacdo as inorganicas de cada micromineral isoladamente.

Nenhum estudo em gatos e apenas um estudo em cdes foi encontrado
comparando fontes biocomplexadas e inorgénicas de um conjunto de
microminerais sobre o desenvolvimento do animal. Kuhlman e Rompala (1998),
comparando Cu, Mn e Zn quelatado e inorganico, em cadelas em gestacéo e
lactacdo, assim como nos filhotes nascidos, ndo relataram diferenca significativa
no peso corporal e concentracdo dos minerais no pelo das cadelas; bem como na
taxa de crescimento dos filhotes. Entretanto, em imagens obtidas por
microscopia de varredura foi revelado que os animais suplementados com o
quelato apresentaram pelos mais suaves e menos fragmentados.

Ja, em outras espécies de ndo ruminantes, tém sido realizados estudos
ndo somente comparando os efeitos das fontes dos elementos traco, mas, sim, 0
desempenho dos animais frente & reducéo da suplementacdo de um conjunto de

microminerais, quando eles estdo sob a forma organicamente complexada. Em
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frangos de corte, Leeson (2003) relatou a possibilidade de reducdo em 30% da
fracdo mineral, na forma biocomplexada, sem alterar o desempenho dos animais.
Da mesma forma, Fremaunt (2005) relatou que os melhores resultados de
desempenho dos suinos foram obtidos quando o Cu, Fe, Mn e Zn foram
reduzidos em 30% dos niveis normais e adicionados na forma de biocomplexo.
Ja Burkett et al. (2005) verificaram que os melhores resultados foram obtidos,
quando houve reducdo de 50% dos niveis normais dos minerais tracos, que
foram adicionados na forma de biocomplexo na dieta de suinos.

Em suinos, as conclusdes dos estudos sdo de que a absor¢do mais
eficiente de minerais organicamente complexados, em comparacdo com 0s
minerais, a partir de fontes inorganicas, potencialmente, reduz as quantidades de
minerais suplementares necessarios para a producdo O6tima suina, sem afetar
negativamente o desempenho dos animais ao longo do desenvolvimento
(CREECH et al., 2004). Além disso, reduz as concentracdes de minerais em
dejetos, reduzindo o seu impacto sobre o meio ambiente (ASHMEAD;
SAMFORD; ASHMEAD, 2008; CREECH et al., 2004).

2.2 Cobre

O organismo de cées e gatos apresenta quantidade muito pequena de Cu.
Em gatos foi relatada a quantidade de 2 e 3mg/kg de peso corporal, em filhotes e
adultos, respectivamente (KIENZLE; STRATMANN; MEYER, 1991),
enguanto em cées encontrou-se a quantidade de 3,8 e 7,3mg/kg de peso corporal
em recém- nascidos e adultos jovens, respectivamente (MEYER, 1984). O Cu é
necessario a respiracdo celular, formacdo dos ossos, funcdo cardiaca,
desenvolvimento de tecido conectivo, mielinizagdo da medula espinhal,

queratinizacdo e pigmentacéo da pele, por ser componente essencial de diversas
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enzimas importantes fisiologicamente, tais como monoamina oxidase, lisil
oxidase, ferroxidase e citocromo oxidase (MCDOWELL, 1992).

O metabolismo e as funcdes desse mineral estdo intimamente ligados as
do Fe, uma vez que o Cu desempenha papel importante na absor¢cdo e
mobilizacdo desse elemento. Desse modo, niveis séricos de Fe tendem a ser
menores na deficiéncia de Cu. A ceruloplasmina, uma glicoproteina sintetizada
no figado e contendo seis atomos de Cu por molécula, é necessaria para a
oxidacdo do Fe, permitindo que esse se ligue a proteina transportadora de Fe,
transferrina (MCDOWELL, 1992). Ou seja, para ser armazenado como ferritina
ou para ser transportado pela transferrina, o Fe deve ser convertido & forma Fe**
(CURZON, 1961), reacao realizada pela ceruloplasmina.

Dependendo da espécie animal, o Cu pode ser absorvido em todos 0s
segmentos do trato gastrintestinal, embora locais, na porcao cranial do intestino
delgado, parecam desempenhar maior papel na absorcdo desse elemento.
Verifica-se, também que, geralmente, ndo mais do que 5-10% do Cu dietético €
absorvido por animais adultos, enquanto animais jovens podem absorver de 15-
30%. Assim como outros minerais, sua absorcdo intestinal € influenciada pela
sua forma quimica e pelas intera¢es com outros fatores dietéticos, de forma que
fitatos, altos niveis de calcio (Ca), Fe, Zn, cadmio (Cd) ou molibdénio (Mo)
reduzem a absor¢cdo (MCDOWELL, 1992).

A homeostase é afetada pelo controle da taxa de absorcédo, que, por sua
vez, € regulada pela mucosa intestinal. Ha evidéncia de que a absor¢do do Cu é
regulada pela necessidade do organismo e que a metalotioneina nas células
intestinais pode desempenhar papel crucial na regulacdo. Alta ingestdo de Zn
pode inibir a absor¢do do Cu, uma vez que estimula a producdo de
metalotioneina, o que blogueia a absor¢do transcelular de Cu. J&, quando a

ingestdo de Cu ¢é alta, ndo ocorre reducdo da absor¢do do Zn, embora também



25

induza a produgdo de metalotioneina. 1sso porque o Zn é um indutor mais forte
da metalotioneina comparado ao Cu (LEONE; PAVLAKIS; HAMER, 1985).

Depois da absor¢do no intestino, o Cu é ligado a albumina sérica e
transportado até o figado, onde é incorporado a ceruloplasmina, sendo
posteriormente levado aos tecidos pela circulacdo (SILVA; MURA, 2010). A
ceruloplasmina é o transportador de Cu a partir do figado para tecidos alvos,
sendo capaz de transportar até seis atomos em cada molécula. O figado é o 6rgédo
de maior armazenamento desse mineral, bem como é o 6rgdo central do seu
metabolismo, de modo que a concentracdo desse mineral reflete sua ingestdo e o
estado no organismo (CASE et al., 2010). Embora o figado seja o principal
6rgdo homeostatico e tenha um teor elevado desse mineral, seus niveis no soro e
na urina ndao se correlacionam bem com a concentragdo de Cu hepatico
(EVANS; NEWMAN; SHERLOCK, 1978), mascarando, possivelmente, a
deficiéncia (BURKHEAD; LUTSENKO, 2013). Sua excre¢do é primariamente
atraves das fezes, sendo o excesso desse mineral excretado na bile (CASE et al.,
2010). Quantidades intermedidrias sdo excretadas através da urina e leite
(MCDOWELL, 1992).

A deficiéncia de Cu pode afetar multiplos 6rgdos (figado, coracéo,
intestino, cérebro), entretanto, o figado e o sistema cardiovascular parecem ser
mais profundamente comprometidos. Além disso, essa caréncia tem sido
conhecida por alterar o metabolismo lipidico embora 0s mecanismos
moleculares que determinam o efeito sobre o colesterol sérico ainda ndo foram
investigados detalhadamente (BURKHEAD; LUTSENKO, 2013).

Em humanos consumindo dietas, contendo baixo teor de Cu, foi
observada reducdo da ceruloplasmina e de atividade da superoxido dismutase
(SOD) em enterdcitos, assim como elevacdo no colesterol sérico, parametro esse
mais sensivel aos niveis de Cu do que alteragdes hematoldgicas (KLEVAY et

al., 1984). Estas observaces sugerem que 0s niveis desse mineral podem ser
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fatores dietéticos modificadores significativos nos disturbios associados ao
desequilibrio de lipideos. Em humanos adultos com doenga cardiovascular, a
suplementacdo com o mineral aumentou a atividade de duas enzimas Cu-
dependentes, a SOD eritrocitaria e ceruloplasmina, e reduziu niveis de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) séricos (DISILVESTRO et al., 2012)

Al-Othman, Rosenstein e Lei (1994) observaram menor peso corporal,
hematdcrito e concentragdo hepatica, renal e cardiaca de Cu, bem como aumento
na concentracdo plasmatica de colesterol e triacilglicerois de ratos alimentados
com dieta deficiente e com teor minimo do mineral ap6s sete semanas.

Em gatos filhotes, Doong et al. (1983), no primeiro ensaio, em que
testaram os niveis de 1,98 (dieta basal); 2,60; 5,06 e 9,64ug de Cu/g de alimento,
observaram que animais alimentados com dieta suplementada com Cu (sulfato
de Cu) cresceram em ritmo ligeiramente mais rapido do que aqueles alimentados
com a dieta basal, embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa na ingestao
alimentar. Também ndo foi observada diferenca significativa no hematocrito
durante o periodo de 10 semanas. Sinais de deficiéncia de Cu foram evidentes
devido a observacdo na reducdo da atividade de SOD (Cu, Zn-SOD) e relativa
diminuicdo na concentracdo do mineral no figado dos filhotes alimentados com
a dieta basal, quando comparados aqueles suplementados.

Em um segundo ensaio, analisando os niveis 0,58 (basal); 1,98; 3,62;
5,92; 9,84g de Cu/g de dieta, Doong et al. (1983) relataram que filhotes de gato
alimentados com dieta contendo pelo menos 3pg de Cu/g cresceram mais
rapidamente. A ingestdo de alimentos ndo foi significativamente diferente entre
0s grupos; e os valores de hematdcrito variaram entre 26-36% independente da
ingestdo do mineral. Durante o periodo de 10 semanas, os valores de Cu
plasmaticos de filhotes alimentados com a dieta contendo 9,84 pg Cu/g
substancialmente aumentaram (2 a 3 vezes). A concentragdo desse elemento no

figado foi menor com a dieta basal. Com relagdo a forma biocomplexada, tem
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sido reportado maior deposi¢cdo de Cu em figado de ratos alimentados com Cu-
proteinato e Cu-lisina quando comparado a sulfato (DU et al., 1996).

Sinais de deficiéncia em gatos inclui pior eficiéncia reprodutiva, perda
fetal precoce, deformidades fetais, canibalismo, hipopigmentacéo do pelo, cauda
torcida e carpo torcido (WEDEKIND et al., 2010). A deficiéncia resulta no
metabolismo anormal 6sseo e anormalidades esqueléticas, ndo devido a
alteracdo no metabolismo de calcio ou mineralizacdo 6ssea, mas, sim, devido a
formacdo incompleta da matriz de coldgeno do osso, decorrente da reduzida
atividade da enzima lisil oxidase, a qual contém o Cu em sua composicao
(RUCKER et al., 1996). Desse modo, a perda da atividade dessa enzima resulta
em menor forca e estabilidade do colageno do osso (GRIDER, 2006). Podem,
também, ser observados neutropenia (falta de circulagio de
neutréfilos/granulécitos) (PERCIVAL, 1995), bem como menor nimero de
linfécitos T (FAILLA; HOPKINS, 1997). Evidéncias preliminares sugerem que
a perda de linfocitos e neutrofilos resulta da reduzida producdo de novas células
em vez da morte excessiva ou precoce de células existentes (GRIDER, 2006).

A determinacdo da sua concentracdo no sangue ou no plasma reflete o
estado do mineral, embora o intervalo de referéncia seja bastante amplo. Todd
(1970) relatou que a estimativa de ceruloplasmina fornece vantagem sobre
determinacdes de Cu no plasma ou sangue total. A enzima SOD pode ser,
também, importante sinalizador do estado do mineral no organismo. Em ratos,
suinos e pintos, a atividade da SOD é severamente deprimida na deficiéncia do
mineral (DISILVESTRO; MARTEN, 1990; O'DELL, 1984). Em humanos foi
observado que ceruloplasmina e citocromo C oxidase, em plaquetas e células
mononucleadas brancas, foram indicadores mais sensiveis do estado do mineral
do que a concentragdo no plasma e a atividade da SOD (MILNE; KLEVAY;
HUNT, 1988).



28
2.3 Ferro

No organismo do animal, o Fe é o mineral tragco mais abundante,
compondo cerca de 0,005% do peso corporal total (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2006), embora sua quantidade no animal sofra variacbes do
nascimento a maturidade. Aproximadamente 67% desse mineral sdo encontrados
na hemoglobina, 27% em macréfagos, 4% no musculo como mioglobina e o
restante em varias enzimas, com pequena quantidade na forma instavel (CASE
et al., 2010). E um cofator essencial de varias enzimas, particularmente as que
envolvem reacfes de oxidacdo-reducdo e o transporte do oxigénio
(CHERUKURI et al., 2005). O grande desafio, para a maioria dos organismos, é
a aquisicdo de quantidades adequadas desse mineral para 0S processos
bioldgicos criticos, evitando problemas associados com o Fe livie (ANDREWS;
SCHIMIDT, 2007) como, por exemplo, a formacao de radicais livres pela reacdo
de Fenton, que ocorre quando o Fe excessivo reage com oxigénio, gerando
radicais hidroxil. Mas, para alcancar niveis apropriados desse elemento na célula
e evitar sobrecarga, proteinas de transporte, de armazenamento e regulatdrias
estdo envolvidas (DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON, 2006).

N&o existe nenhuma via fisiologica, para excrecdo do excesso desse
elemento (MCCOWN; SPECHT, 2011), portanto, sua homeostase plasmatica é
mantida por estreita regulacdo da absor¢do no intestino e liberacdo dos locais de
armazenamento no bago e figado, principalmente em resposta a alteracdes
agudas na necessidade desse mineral (CHERUKURI et al., 2005). Diminuigao
na absorcdo e disponibilidade plasmatica sdo observadas na sobrecarga e
quadros inflamatorios, ao passo que o aumento pode ser observado em resposta
a deficiéncia do mineral, eritropoiese acelerada e hipoxia (ANDREWS, 2005).

Muito pouco é adquirido a partir da absorcdo intestinal (ANDREWS,

2005) e a principal fonte consiste na reciclagem dentro do organismo. Os
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eritrocitos velhos e danificados sdo fagocitados por macréfagos, principalmente
no baco, de modo que a porcdo heme é catabolizada pela heme oxigenase a
biliverdina e, subsequentemente, a bilirrubina, a qual é secretada na bile e
excretada do organismo, ao passo que o Fe retorna a circulacdo ligada a
transferrina  (ANDREWS; SCHMIDT, 2007; SILVA; MURA, 2010). A
quantidade do mineral que passa através deste sistema de reciclagem de
macréfagos todos os dias se aproxima do valor necessario para a eritropoiese
(ANDREWS, 2005).

O Fe, ao ser absorvido, ¢é rapidamente ligado a proteina carreadora de
alta afinidade, denominada transferrina (ANDREWS; SCHMIDT, 2007), para
ser transportada pelo organismo entregando o mineral as células ou & medula
6ssea (SILVA; MURA, 2010). Essa proteina liga dois atomos de Fe, mantendo-o
soltvel e impedindo que o fon Fe** precipite no plasma, assim como também
evita sua reacdo com outras moléculas, atenuando sua atividade redox
(ANDREWS, 2005). Sob circunstancias normais, a transferrina transporta quase
todo o Fe no soro. Quantidades muito pequenas, também, podem ser vagamente
associadas com albumina ou moléculas pequenas (ANDREWS; SCHMIDT,
2007). Em humanos saudaveis, o mineralocupa cerca de 30% dos locais de
ligacdo na transferrina no plasma. Em ratos, a saturacdo da transferrina é mais
elevada, tipicamente variando de 60% a 80%, mas observa-se que essa saturagdo
pode variar em um ciclo diurno (UCHIDA et al., 1983) e rapidamente responde
as circunstancias locaistANDREWS; SCHMIDT, 2007).

O excesso é armazenado como ferritina e hemossiderina no figado,
medula ¢ssea e bago (FAIRWEATHER-TAIT; HURRELL, 1996), de modo que
a concentracdo de ambas reflete o estado do mineral no animal (MC DOWELL,
1992). A ferritina é um polimero com a funcéo de aceitar o excesso do elemento
e permitir a mobilizacdo, quando necessario, com a capacidade de acomodagéo
de até 4500 atomos de Fe (ANDREWS; SCHMIDT, 2007). Embora os
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enterdcitos tenham capacidade de armazenar o mineral proveniente da dieta, eles
ndo sdo considerados como parte do sistema de armazenamento, uma vez que 0
Fe que eles retém deixa o corpo quando as células senescem e sdo descartadas
para dentro do lumen intestinal (ANDREWS, 2005). Na urina, quantidades
insignificantes podem ser detectadas e, nas fezes, é predominantemente
decorrente da ndo absor¢do ou descamacdo de células epiteliais, porém é
continuamente perdido no suor, pelo e unhas (WEDEKIND et al., 2010).

A deficiéncia causa anemia, pelo aspero, apatia e reducdo no
crescimento. O tipo de anemia é microcitica hipocrémica, no entanto, anemia
hipocromica pode ocorrer, também, quando a quantidade total de Fe do
organismo esta normal. Em humanos e animais se observa que, na anemia por
deficiéncia de Fe, as células vermelhas tém menor tamanho e contém menor
quantidade de hemoglobina que o normal. Entretanto, valores de hemoglobina e
hematocrito ndo sdo indicadores sensiveis da deficiéncia de Fe precoce, sendo
Uteis somente quando o estoque do mineral € severamente deprimido
(MCDOWELL, 1992). A porcentagem de saturacdo de transferrina é o melhor
método de avaliagdo da deficiéncia na eritropoiese decorrente da caréncia de Fe
(UNDERWOOD, 1977). Via de regra, na deficiéncia desse mineral, pode ser
observada reduzida saturacdo da transferrina e baixos niveis de Fe sérico e de
hemoglobina (MCDOWELL, 1992).

2.4 Manganés

Assim como outros microminerais, o Mn funciona como um ativador de
enzima ou como um constituinte de metaloenzimas. Embora existam somente
poucas metaloenzimas contendo esse mineral, dentre elas arginase, piruvato
carboxilase e SOD, muitas enzimas sdo ativadas por Mn, incluindo hidrolases,

quinases, descarboxilases e transferases. Trata-se de um mineral essencial ao



31

desenvolvimento dos ossos e cartilagem, uma vez que exerce papel crucial no
desenvolvimento dos ossos (MCDOWELL, 1992), além de estar envolvido na
reproducdo e metabolismo lipidico, este Gltimo justificado pela sua participacéo
na biossintese de colina e colesterol (CASE et al., 2010; WEDEKIND et al.,
2010). Relata-se que a distribuicdo desse elemento é razoavel e uniforme, em
todos os tecidos, com talvez maior concentragdo no figado e ossos (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2006).

Cerca de 1-5% do Mn ingerido é absorvido normalmente. Sua absorgéo
no trato gastrintestinal é influenciada por alguns fatores, tais como a
concentracdo na dieta, eliminacdo através da bile, presenca de outros minerais e
fitatos (ASCHNER; ASCHNER, 2005). Ha relato em humanos que a absorcao
desse elemento é elevada durante o periodo neonatal (KEEN; BELL;
LONNERDAL, 1986) e que, comparado a adultos, bebés tém maior retencdo de
manganés durante o periodo neonatal inicial (ZLOTKIN; ATKINSON;
LOCKITCH, 1995).

A homeostase € mantida através da regulacdo da absorcéo e excrecdo. A
absorcdo aparentemente € igual ao longo do intestino delgado em um processo
rapidamente saturdvel (WEDEKIND et al., 2010). O Mn compete diretamente
com o Fe pelos sitios de ligagdo (MCDOWELL, 1992). Uma vez absorvido,
pode permanecer livre ou rapidamente ligar-se a ap,-macroglobulina antes de
seguir para o figado (HURLEY; KEEN; MERTZ, 1987). No entanto, algumas
moléculas do mineral ligado a a,-macroglobulina podem entrar na circulagéo
sistémica, tornando-se oxidadas ao seu estado manganico (Mn*") e se ligarem &
transferrina para serem levadas aos tecidos (MCDOWELL, 1992).

Sua excre¢do ocorre, principalmente, pela via biliar, mas também o suco
pancreético e intestino delgado proporcionam eficiente mecanismo homeostéatico
para regulacdo dos niveis no tecido (WEDEKIND et al., 2010). A excrecdo

urindria é geralmente baixa. Em seres humanos adultos relata-se que,
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independentemente do nivel de ingestdo desse mineral, suas concentragdes nos
tecidos mantém-se geralmente estdveis, em decorréncia da regulacdo
rigidamente controlada das taxas de absorcdo e excrecdo (ASCHNER;
ASCHNER, 2005). A ocorréncia natural de deficiéncia do mineral ndo foi
relatada em cdes ou gatos (CASE et al., 2010); entretanto, verifica-se que
provoca retardo de crescimento, ma formacdo dssea e defeitos esqueléticos,
comprometimento da fertilidade e natalidade, e alteracdo do metabolismo
lipidico e de carboidratos (ASCHNER; ASCHNER, 2005).

Nenhum teste diagnostico permite a deteccdo precoce da deficiéncia em
animal. Os valores de Mn no sangue, ossos e figado declinam em animais
privados do mineral, mas eles ndo fornecem o critério de diagndstico da mesma
forma que o plasma e o figado fazem quando se trata de outros elementos.
Segundo McDowell (1992), ha relato de que a atividade da enzima SOD reflete
a ingestdo dietética do mineral. Pelo e cabelo aparentemente refletem o status
dietético, mas seu valor diagndstico € duvidoso, pelo menos em doses marginais
(UNDERWOOD, 1981).

2.5 Selénio

O Seé conhecido porser incorporadona enzima glutationa peroxidase
(GPx) plasmatica e selenoproteinas. A GPx é uma enzima antioxidante que
catalisa a reducdo de hidroperdxidos. A selenoproteina € uma glicoproteina com
dez moléculas de selenocisteina incorporada na sua sequéncia de aminoacidos e
parece ser responsavel pelo transporte de Seno organismo. Em estudo
administrando "°Se (is6topo com vida média de 119,78 dias) em ratos, a maior
parte do elemento radioativo foi incorporado a fracdo selenoproteina, com a
segunda maior quantidade na GPx e a menor quantidade na aloumina (DEAGEN
et al., 1993).
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A GPx é responsavel por catalisar a oxidacdo da glutationa reduzida e
permite a reducdo do perdxido de hidrogénio para a agua, prevenindo a
peroxidacdo lipidica e danos celulares. O sitio catalitico dessa enzima inclui o
residuo selenocisteina, no qual o Se sofre um ciclo redox envolvendo o selenol
como a forma ativa que reduz peréxidos de hidrogénio e perdxidos organicos.

O Se, na forma de selenocisteina, também, age em duas deiodinases, as
quais sdo importantes na formacéo e degradacdo de triiodotironina, a forma ativa
do horménio tireoideano (LARSEN; BERRY, 1995). Uma delas é a iodotironina
5’-deiodinase tipo I, a qual é responsavel pela conversao de tiroxina (T4) em
3,3°5 triiodotironina (T3), hormdnios necessarios para a iniciagdo da fase
anagena (de crescimento) do ciclo do pelo (YU et al., 2006).

A absorcdo ocorre, principalmente no duodeno (WEDEKIND et al.,
2010), sendo, posteriormente, transportado no plasma ligado a proteinas até
entrar no tecido. Quando a ingestdo é suficiente, os rins contém a maior
concentracdo do mineral, seguidos pelo figado e outros tecidos, tais como baco e
pancreas. O pelo pode ter relativamente altas concentracBes desse elemento. A
retencdo € influenciada pelo estado e forma quimica do selénio administrado.
Em geral, esse elemento é depositado em tecidos em maiores concentracdes
quando na forma biocomplexada. As rotas primarias de excre¢do sdo urina, fezes
e exalacdo (quando concentracBes toxicas sao consumidas), sendo a maior via
em monogastricos a urina. Ainda assim, a quantidade de Se excretada esta
intimamente relacionada a ingestdo dietética (MCDOWELL, 1992), como
observado em ratos e humanos (LEVANDER, 1986), em que a excrec¢do desse
mineral, via urina, aumenta proporcionalmente ao aumento da ingestdo do
mesmo. Ja a excregdo fecal, permanece constante sobre uma vasta ingestdo de
Se (WEDEKIND et al., 2010).

O Se melhora a saude da pele, reduzindo a descamagao e pele seca;

desempenha importante papel no crescimento do pelo; melhora a qualidade da
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pelagem fazendo-a ficar mais macia e brilhante. Como resultado de uma
pelagem mais saudavel, hd também a possibilidade de menor perda de pelo
(SHARADAMMA et al., 2011). Yu et al. (2006), avaliando o efeito de niveis de
Se dietético (0,04; 0,09; 0,12; 0,54; 1,03 e 5,04mg de Se/kg na matéria seca)
sobre o crescimento de pelo e concentragdo do mineral no sangue de cées
adultos, observaram que a baixa (0,04mg de Se/kg) e a alta (5,04mg de Se/kg)
concentragdo desse mineral reduziram a taxa de crescimento de pelo dos
animais, sendo a maior taxa em cées alimentados com 0,12 a 1,03mg de Se/kg.
A concentracdo sérica do elemento, comparado a valores iniciais, diminuiu em
caes alimentados com dieta contendo 0,04mg de Se/kg, aumentou em cées
alimentados com mais de 0,5mg de Se/kg e foi inalterado em cédes que
receberam alimento contendo 0,09 a 0,12mg de Se/kg nas semanas 12 e 24 do
estudo.

Em suinos, estudo realizado por Mahan (1995) demonstrou que o Se
inorganico (selenito de sodio) e Se biocomplexado (levedura contendo selénio)
foram igualmente efetivos em suportar a atividade da GPx. No entanto, o
armazenamento muscular e hepatico foi maior quando o Se biocomplexado foi
fornecido. Em gatos, Todd et al. (2012), investigando a resposta a altos niveis de
Se biocomplexado (produto comercial contendo selenometionina, selenocisteina
e outras selenoproteinas e compostos de Se biocomplexado - 8,6ug de Se/g na
MS) e inorganico dietético (selenito de sodio - 8,4ug de Se/lg na MS), ndo
observaram mudanca na atividade da enzima GPx em resposta a maior ingestdo
do mineral das diferentes formas. Além disso, a absorc¢do nédo foi diferente entre
as duas fontes e a excregdo urindria aumentou mais de 50 vezes em gatos
alimentados com dietas suplementadas em relagdo a animais consumindo a dieta
controle (0,6ug de selénio/g na MS). Gatos alimentados com a fonte inorganica

tiveram maior liberagdo de Se urindrio do que na suplementacdo com a fonte
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biocomplexada, mas a fonte ndo influenciou a concentracdo de Se hepatico de
gatos suplementados.

Shiobara, Yoshida e Suzuki (1998), em estudo com ratos, observaram
que o nivel de Se em urina, soro e pelo, produzido pelo selenito de sodio, foi
sempre menor ou comparavel ao produzido pela selenometionina nos grupos
alimentados com concentragdo de Se adequados. Quando a ingestao passou a ser
excessiva, a SeMet produziu aumento na concetragdo de Se distinta da causada
pelo selenito de sddio, incluindo aumento dramatico no pelo e aumento
substancial no soro e urina. Segundo os autores, as concentragdes de Se nessas
amostras bioldgicas sugeriram que a SeMet é incorporada em proteinas no lugar
da metionina. Os resultados indicaram, também, que o Se absorvido
independente da forma quimica foi excretado principalmente pela urina,
dependendo da dose de Se.

Em quadros de deficiéncia o animal, pode vir a apresentar distrofia
muscular, faléncia reprodutiva, diminuicdo de a ingestdo alimentar, edema
subcutaneo e mineralizagdo renal. Do mesmo modo, toxicidade a esse mineral,
também, ndo foi observada nessas espécies, apesar de altas concentracOes
(superior a 4mg de Se/kg de alimento) em frutos do mar e peixes contidos em
alimentos para gatos.

Exame histopatologico fornece evidéncia definitiva da deficiéncia de
vitamina E e/ou Se. Outro teste laboratorial que auxilia no diagnostico da
deficiéncia de Se inclui analise do mineral em sangue e tecidos. A baixa
concentragdo tecidual de GPx é um bom indicador do seu status porque a
atividade dessa enzima no figado e plasma aumenta ou diminui rapidamente
durante a reple¢do ou deplecdo. Contudo, os niveis de GPx ndo irdo revelar as
reservas totais de Se ou se o elemento foi consumido em nivel toxico. A

atividade da enzima parece alcangar um platd em torno de 0,10ppm de Se na
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dieta em diversas espécies. Em muitas espécies, as concentragcbes de Se no

figado, cortex renal e sangue retratam o status mineral (MCDOWELL, 1992).

2.6 Zinco

O Zn tem sido amplamente reconhecido por uma variedade de funcGes
essenciais decorrentes do seu papel como grupo prostético de metaloenzimas ou
como efetor de enzimas alostéricas. Durante muito tempo acreditou-se que esse
elemento era constituinte apenas da metaloenzima anidrase carbdnica, porém,
atualmente, observa-se que mais de 200 enzimas, envolvidas em diversas
funcbes fisiologicas, necessitam desse mineral. Dentre elas destacam-se a
fosfatase alcalina, Cu-Zn SOD e Zn endopeptidases (BETTGER; O'DELL,
1993). Com base em sua funcdo em enzimas, 0 Zn esta presente no metabolismo
de é&cido nucleico, sintese de proteina, metabolismo de carboidrato,
imunocompeténcia, salde da pele, cicatriza¢do de ferida, divisao e diferenciacao
celular, crescimento e reproducdo (CASE et al., 2010; WEDEKIND et al.,
2010).

Esse mineral exerce funcdoessencial na formacgéo e mineralizacdo 0ssea,
além do esqueleto conter grande quantidade do contetdo total do mineral no
corpo (FONG et al., 2009). Além disso, as atividades de metaloproteinases de
matriz que remodelam a matriz extracelular colagenosa do 0sso sdo dependentes
de Zn e essa atividade é importante tanto durante o desenvolvimento, como na
fase adulta, para a manutencdo da homeostase dos 0ssos. Ha, também, evidéncia
de que o elemento tem duplo papel na formacdo de osso, promovendo a
diferenciacdo e atividade dos osteoblastos, suprimindo simultaneamente
osteoclastogénese e reabsorcdo (MOONGA; DEMPSTER, 1995;
YAMAGUCHI, 2010; YAMAGUCHI; WEITXMANN, 2011).
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A homeostase desse mineral é controlada pela absorcéo e excregdo. Em
monogastricos, a absorcdo ocorre no intestino delgado, principalmente, no
duodeno (MCDOWELL, 1992), sendo ainda pouco absorvida no estdmago
(WEDEKIND et al., 2010). Durante a digestdo é, geralmente, convertido na sua
forma idnica, a qual pode formar complexos com varios ligantes inorganicos e
organicos, como aminoacidos, fosfato e sulfato (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2006).

Aproximadamente 66% do Zn plasmatico total estdo ligados a albumina
e 33% ligados a globulina (c,-macroglobulina) (GIROUX; CASEY; KREBS,
1976). Em torno de 30-40% do Zn que entra na veia porta hepatica é captado
pelo figado pelo qual é, subsequentemente, liberado no sangue. O que
permanece circulante € incorporado em diferentes taxas dentro de varios tecidos
extra-hepaticos, os quais tém diferentes taxas de turnover (HAMBIDGE;
CASEY; KREBS, 1986). A metalotioneina age como a maior forma de
armazenamento de Zn no figado e é mobilizada durante a necessidade
metabolica, entretanto, a fracdo SOD também é sugerida como forma de
armazenamento desse elemento (MCDOWELL, 1992). A concentracdo desse
mineral no osso tem sido utilizada para mensurar a absor¢do de Zn efou seu
estado em animais em crescimento, enquanto a concentracdo plasmatica é
somente um indice de confianca sob condicBes experimentais controladas. A
excrecdo se da primariamente nas fezes através do suco pancreético, bile e
outras secrecdes digestivas (WEDEKIND et al., 2010). E considerado como
pouco absorvido, sendo a eficiéncia do processo de absor¢édo entre 15 a 40%
(KEIFER, 2005).

A deficiéncia foi relatada em cdes alimentados com alimento seco,
baseados em cereais, 0s quais podem conter significantes concentracdes de
fitato, mesmo quando o conteddo de Zn, presente no alimento, excede a
recomendacdo minima preconizada pelo NRC (MORRIS; ROGERS, 1994;
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NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2006). Além disso, essa caréncia,
também, pode ser causada pela baixa concentracdo dos minerais na dieta ou
absorcéo prejudicada (SCHULTHEISS et al., 2002).

Os sinais patoldgicos da deficiéncia dietética em animais dependem do
tempo e severidade da deficiéncia, a idade, sexo, espécies, condi¢cGes ambientais
e a presenca ou auséncia de fatores iatrogénicos (BETTGER; O'DELL, 1993).
Em razdo de seu papel na sintese de proteinas, a deficiéncia esta normalmente
associada ao retardo no crescimento em animais jovens. Em tecidos de rapido
crescimento, ha reducdo na sintese de DNA, RNA e proteinas, prejudicando a
divisdo celular, crescimento e reparo. Em situa¢des de deficiéncia grave, pode-se
observar depressao significativa na atividade da fosfatase alcalina; do alcool
desidrogenase no figado, retina e testiculo; timidina quinase fetal e em tecido
conectivo e carboxipeptidase A pancreatica (MCDOWELL, 1992).

Em cdes e gatos, alteracbes em pelo e pele sdo normalmente os
primeiros sinais clinicos da deficiéncia desse mineral, sendo descritos alopecia,
pelagem grossa e eritema focal em volta dos olhos, ouvidos, nariz, boca e pontos
de pressdo (CASE et al., 2010; COLOMBINI, 1999). Outros sinais sdo anorexia,
atrofia testicular, comprometimento na eficiéncia reprodutiva, disfuncdo do
sistema imune, conjuntivite e o desenvolvimento de les6es de pele (CASE et al.,
2010).

Métodos de avaliagcdo do seu estado sdo relativamente insensiveis. A
concentragdo plasmatica é o indice mais usado para avaliar seu estado em
animais, entretanto, juntamente a esse, pode, também, ser avaliada a
concentragdo de Zn em leucdcitos, pelo e ossos, declinio tecidual da atividade da
fosfatase alcalina e alteracdo na metalotioneina (MCDOWELL, 1992). Na
pratica clinica, a concentracdo de Zn urinario tem sido proposta como sendo um
marcador sensivel ao estado do mineral, mesmo sua concentra¢do sendo baixa.

Durante a deficiéncia, a diminuicdo da excre¢do urinaria ocorre no inicio e é
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observada antes de qualquer alteragdo na sua concentracdo no soro (PORTELA,
WEISSTAUB, 2000).

Estudos comparando fontes biocomplexadas e inorganicas do Zn sdo
inimeros, mas diferentes respostas tém sido encontradas. Franca et al. (2008),
objetivando avaliar fontes suplementares de Zn (Zn-aminoéacido, sulfato de Zn e
6xido de Zn) em dose terapéutica (30mg de Zn adicional) para gatos adultos,
observaram que animais que receberam fonte suplementar de Zn quelatado e
Oxido de Zn apresentaram maior concentracdo do mineral na pele; ja, no pelo,
animais que consumiram a fonte quelatada e na forma de sulfato apresentaram
maior concentracao.

Jamikorn e Preedapattarapong (2008), objetivando avaliar os efeitos da
suplementacdo com Zn (120ppm) biocomplexado sob a forma de Zn
metionilglicinato comparado ao sulfato de zinco, em alimento comercial para
caes sobre as caracteristicas de pelagem e concentracdo do mineral no plasma,
pelo e fezes, observaram que cdes suplementados com Zn biocomplexado
apresentaram maior taxa de crescimento de pelo, maior nivel de deposicdo do
mineral no pelo, maior absorcdo e concentracdao plasmatica. Além disso, o pelo
dos cdes suplementados com o biocomplexo parecia ser mais suave e menos
fragmentado do que em cées que foram suplementados com a fonte inorganica.

Brinkhaus et al. (1998), com o objetivo de comparar a absorcdo e
disponibilidade de uma fonte biocomplexada (propionato de Zn) e uma fonte
inorganica (o0xido de Zn) de Zn em cées, por meio da determinacdo dos niveis
séricos do elemento, durante um periodo de seis horas, ap6s a administragao,
relataram que o0s niveis plasmaticos de Zn entre as fontes foram
significativamente diferentes, exceto 0 e 2 horas apds a administracdo. Os niveis
do elemento no plasma sanguineo foram significativamente mais elevados ao
longo das 6 horas de mensuracdo quando o propionato de Zn foi fornecido. Um

pico pronunciado, nos niveis plasmaticos do mineral, foi observado uma hora,
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apos a administracdo do propionato de Zn, seguido por uma redugdo lenta, ao
passo que o Oxido de Zn ndo conseguiu elevar significativamente os niveis
plasmaticos do mineral ao longo do periodo de 6 horas. Esses resultados
permitem concluir que o Zn, a partir de propionato de Zn é, significativamente,
mais biodisponivel que o Zn a partir de dxido de Zn, quando administrado a caes
em jejum, o que apoia a visdo de que os biocomplexos podem ser mais eficazes
no cumprimento das novas exigéncias do animal de estimacdo do que fontes
inorganicas.

Lowe, Wiseman e Cole (1994), avaliando trés fontes de Zn (quelato
aminoacido-zinco, complexo zinco-polissacarideo e Oxido de zinco),
adicionados a formulacdo de uma dieta comercial, relataram maior excrecdo do
mineral em cdes alimentados com Oxido de Zn do que com as duas fontes
biocomplexadas desse elemento; assim como maior taxa de crescimento de pelo
e maior quantidade de zinco depositado no pelo em cées alimentados com dieta
contendo Zn quelatado com aminoacido do que em cdes alimentados com éxido
de Zn ou com complexo zinco-polissacarideo. Esses resultados indicam que o
zinco quelatado com aminoacidopode ser mais biodisponivel em caes.

Lowe e Wiserman (1998), em estudo com cdes alimentados com Zn na
forma quelatada (metionina+glicina+zinco) ou na forma de complexo
polissacarideo, em diferentes niveis de inclusdo (50ppm, 75ppm ou 100ppm),
relataram que a fosfatase alcalina ndo respondeu & suplementacdo com Zn,
entretanto, a concentracdo de Zn no pelo e a taxa de crescimento do pelo refletiu
aumento para a fonte de Zn quelatado. Em observa¢do mais minuciosa, a maior
parte do mineral depositado foi em virtude do aumento no crescimento do pelo

com pequena contribui¢do da concentracdo dele no pelo.
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Resumo

Trinta gatos filhotes aos 80 dias de idade (919,16 + 120,349) foram usados com
0 objetivo de determinar os efeitos de fontes inorganicas vs. biocomplexada e
diminuicdo suplementar de cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se)
e zinco (Zn) biocomplexado no desempenho e estado mineral. Microminerais
inorganicos (ING) foram comparados a quatro niveis de microminerais
biocomplexados (BIO) sob a forma de proteinatos (Bioplex®TR Se). A dieta
100%ING foi suplementada com 8,4mgde Cu/kg (sulfato), 80mg de Fe/kg
(sulfato), 4,80mg de Mn/kg (sulfato), 0,30mg de Se/kg (selenito) e 75mg de
Zn/kg (sulfato); e o Bioplex®TR Se foi usado como substituto na mesma
concentragdo mineral (100%BIO) ou em proporgdes menores (80%BIO,
60%BIO e 40%BI0) nas demais dietas, totalizando cinco tratamentos. Os gatos
foram alimentados durante 140 dias com as dietas em delineamento inteiramente
ao acaso, totalizando seis repeticbes por tratamento. Para o Cu, maior
concentracdo fecal e menor concentragdo no pelo foram observados em
100%BIO e 60%BI0O, respectivamente, ambos em rela¢do a 100%ING (p<0,05).
O consumo e concentracao fecal de Cu reduziram linearmente com a diminuicao
da suplementacdo do biocomplexo, ao passo que no pelo houve diminuicdo
quadratica. O consumo de Fe reduziu linearmente e a concentracdo de Fe em
pelo reduziu quadraticamente com a diminuicdo dos niveis suplementares na
forma BIO. A guantidade de Mn consumido foi maior em 100%BIO e menor em
60%BIO; a concentragdo em godnada menor em 60%BIO e 40%BIO; e a
concentragdo em pelo menor em 80%BIO e 60%BIO, todos em relacdo a
100%ING. Redugdo quadratica no consumo e na concentra¢do de Mn em pelo;
bem como reducéo linear na concentracdo do mineral em génada foi observado
com a reducdo do fornecimento do biocomplexo. Comparado ao grupo
100%ING, o consumo e absor¢do de Se foi menor em 60%BIO e 40%BIO;

maior concentragdo de Se urindrio nos grupos 100%BIO e 80%BIO; menor
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retencdo e concentracdo do mineral em pele foram em 80%BI0O, 60%BIO e
40%BI0O; e maior concentracdo e Se em pelo em todos os grupos BIO. O
consumo, absorcdo, concentracdo na urina e retencdo de Se reduziram
linearmente; e a concentracdo na pele quadraticamente, ambos com a diminuicao
da suplementacdo do biocomplexo. Menor consumo de Zn foi observado em
60%BIO e 40%BIO; e menor concentracdo fecal desse mineral em 40%BIO,
ambos em relagdo a fonte ING. Em ambos os parametros, foi observada redugéo
linear com a diminuicdo da suplementacdo. Nos demais parametros avaliados,
ndo foram observados efeitos da fonte ou niveis suplementares da fonte
biocomplexada. Desse modo, conclui-se que a suplementacdo de até 40% da
recomendacdo do National Research Council de Cu, Fe, Mn, Se e Zn sob a
forma de proteinato (Bioplex®TR Se) durante a fase de crescimento de gatos ndo
afeta negativamente o desempenho e estado mineral dos mesmos.
Palavras-chave: biodisponibilidade. desempenho. felinos. mineral. proteinato.
Abreviagdes: BIO, biocomplexado; Cu, cobre; Fe, ferro; Mn, manganés; Se,

selénio; Zn, zinco; ING, inorganico; NRC, National Research Council

1. Introducao

O processo de desenvolvimento de um animal, embora seja fator
determinado principalmente pela genética, é influenciado por nutricdo adequada
que inclui a presenca, dentre outros nutrientes, de microminerais como cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco (Zn). Muitos desses
elementos sdo conhecidos por serem cofatores essenciais em enzimas ou como
parte delas (Bao et al., 2007), as quais estdo envolvidas em reagdes metabolicas
importantes para o crescimento e manutencéo (Ott e Johnson, 2001).

Os microminerais tém sido considerados de grande importancia na formacédo
e homeostase da estrutura 6ssea. O Cu é um cofator da enzima lisil oxidase,

necesséaria na ligacdo cruzada de coldgeno e elastina durante a sintese da
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cartilagem (Chou et al., 1969). O Fe é um cofator das enzimas prolil e lisil
hidroxilases, na sintese de colageno nas etapas que antecedem a ligacdo cruzada
realizada pela lisil oxidase (Tuderman et al., 1977). O Mn é cofator das
glicosiltransferases, enzimas importantes na formacao e elongacdo da cadeia de
glicosaminoglicanos (Tsopanakis e Herries, 1978), que formam a substancia
fundamental do modelo de cartilagem (Dibner et al., 2007).

O Se, embora os mecanismos pelos quais sua deficiéncia induz a inibigcdo do
crescimento ndo seja totalmente elucidado (Moreno-Reyes et al., 2001), parece
estar associado ao turnover do 0sso e cartilagem (Tsukahara et al., 1996) ou, até
mesmo, no distibio do metabolismo de colageno (Seibel et al., 1992). Além
disso, tem sido relatada associagdo da concentracdo de Se dietético a
concentracdo de 5’deiodinase, uma selenoproteina, e consequentemente do
horménio T3 (Jianhua et al., 2000), em que esse ultimo faz-se necessario para a
iniciacdo da fase anagena do crescimento do pelo (Yu et al., 2006).

Ja 0 Zn tem demostrado efeito estimulatorio na formacdo osteoblastica e
mineralizacdo, no estimulo da sintese protéica celular, estimula a expressdo
génica de fatores transcricionais relacionados a diferenciacdo dentro de células
osteoblasticas, bem como inibe a reabsor¢do Ossea osteoclastica (Yamaguchi,
2010). Assim, o ganho de peso e o desenvolvimento dos o0ssos tém sido usados
como critérios principais em ensaios que avaliam microminerais (Miles e Henry,
2000).

Para determinar qudo eficientemente um animal utiliza elementos minerais
da dieta, é preciso conhecer a sua biodisponibilidade. Ao ser ingerido, a sua
biodisponibilidade é influenciada por propriedades especificas do mineral, como
por exemplo, oestado de valénciado elementoea suaforma molecular
(inorganicos vs. biocomplexada). Devido a estaspropriedades, o mineral pode

formar complexos com outros componentes no intestino, impedindo ou
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auxiliando a absorcéo pela mucosa, transporte ou metabolismo (Miles e Henry,
2000).

A avaliacdo das fontes de minerais, ndo considera apenas o conteido total
mineral ou concentracdo na dieta, mas também o quanto é absorvido pela
mucosa intestinal e utilizado pelas células e tecidos do organismo. Os ensaios de
digestibilidade tém valor limitado devido as fezes serem consideradas uma via
importante na excrecdo de muitos minerais, contendo também minerais que
foram previamente absorvidos (Underwood e Suttle, 1999). Destarte, 0 acimulo
de minerais em varios o¢rgdos-alvo tem sido utilizada comoumcritério de
resposta para a biodisponibilidade (Milese Henry, 2000).

Na dieta de gatos, a forma de suplementacdo dos microminerais ainda é feita
em sua maioria sob a forma de sais inorganicos, tais como sulfatos e 6xidos,
principalmente em decorréncia do seu baixo custo e a falta de dados precisos
que determinam a indicacdo adequada de outras fontes de microminerais como,
por exemplo, as organicamente complexadas. Conforme observado em outras
espécies (Burkett et al., 2009; Nollet et al., 2007), comparado aos inorganicos,
0s microminerais biocomplexados parecem ter maior biodisponibilidade, o que
implica que podem ser adicionados em menor concentracdo na dieta, sem afetar
0 desempenho dos mesmos.

Estudos envolvendo a substituicdo de microminerais inorganicos por
biocomplexos, em diferentes niveis para a determinacdo da melhor
suplementagdo dessa fonte para gatos filhotes, sdo inexistentes. Sendo assim,
objetivou-se avaliar os efeitos da completa substituicdo de Cu, Fe, Mn, Se e Zn
inorganico pela forma biocomplexada, quer quando incluido em niveis usuais ou

a niveis reduzidos, sobre o desempenho e estado mineral em gatos filhotes.
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2. Material e métodos

Todo o procedimento experimental acordou com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(Comissdes/ Permanentes/PRP-UFLA- Protocolo n® 049/13).

2.1. Animais

Trinta gatos filhotes saudaveis, sendo 15 machos e 15 fémeas foram
distribuidos de forma semelhante entre as dietas experimentais. Os filhotes aos
80 dias de idade e com peso inicial de 919,16 + 120,34g, foram alojados em
gaiolas suspensas com dimensdes de 0,8 x 0,8 x 1,0m (altura x profundidade x
largura). As vacinas foram realizadas aos 60, 90 e 120 dias de idade (Nobivac
Feline, MSD Saude Animal Inc., Alemanha) e vermifugacao aos 30 e 45 dias de
idade (Basken Suspensdo, Konig Inc., Argentina). O estudo foi conduzido
durante 140 dias.

2.2. Dietas experimentais e manejo alimentar

Os filhotes foram distribuidos em cinco tratamentos (dietas
experimentais secas extrusadas): (1) 100% ING [100% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte inorganica]; (2)
100%BIO [100% da suplementacdo de microminerais recomendada pelo NRC
(2006) de fonte biocomplexada]; (3) 80%BIO [80% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte biocomplexada]; (4)
60%BIO [60% da suplementacdo de microminerais recomendada pelo NRC
(2006) de fonte biocomplexada]; (5) 40%BIO [40% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte biocomplexada] (Tabela
1).

As recomendagfes de microminerais indicadas pelo NRC (2006) para

dietas de gatos filhotes sdo: 8,4mg de Cu/kg; 80mg de Fe/kg; 4,8mg de Mn/kg;
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0,3mg de Se/kg e 75mg de Zn/kg, na matéria seca, considerando um alimento
com aproximadamente 4000kcal de energia metabolizavel/kg. As dietas foram
isoenergéticas e isoproteicas, diferenciando apenas na quantidade e fonte de
microminerais suplementados (Tabelas 2 e 3).

Os microminerais inorganicos foram suplementados como sulfato de
cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés, selenito de sddio e sulfato de zinco.
A fonte de mineral biocomplexada foi fornecida por fontes proteinadas
disponiveis comercialmente (Bioplex®TR Se Gatos, Alltech Inc., Estados
Unidos), obtida a partir de proteina de soja hidrolisada enzimaticamente; exceto
0 Se biocomplexado que foi a partir de uma proteina de levedura, principalmente
como selenometionina. Os alimentos foram fornecidos diariamente na
quantidade de 150gramas, possibilitando a obtencdo de sobra. Agua foi

fornecida ad libitum.

2.3. Desempenho dos gatos e crescimento do pelo

Os gatos foram pesados no primeiro dia de fornecimento das dietas (dia
0) e posteriormente a cada quatro semanas, sempre pela manhd antes do
fornecimento do alimento, em balanga digital (Modelo Prix 1ll, Toledo Scale
Co., Estados Unidos). Para a determinacdo do consumo alimentar, as sobras
foram pesadas diariamente em balanca digital (Modelo Prix Ill, Toledo Scale
Co., Estados Unidos).
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Tabela 1 Ingredientes das dietas experimentais secas extrusadas para gatos

filhotes.

Ingredientes 100%  100% 80% 60% 40%
(9/kg na matéria natural) ING BIO BIO BIO BIO
Farinha de visceras de frango 243,33 243,33 243,33 243,33 243,33
Arroz quirera 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Soja farelo 45% 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Milho gréo 9490 94,90 9490 94,90 94,90
Farinha de peixe 82,21 82,21 8221 8221 8221
Oleo de frango 60,39 60,39 60,39 60,39 60,39
Farelo de trigo 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Palatabilizante 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Semente de linhaca 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Premix vitaminico® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Acidificante 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Mananoligossacarideo 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
DL-metionina 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Taurina 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67
Corante 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Propionato de célcio 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Extrato de Yucca schidigera 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premix inorganico” 2,00 - - - -
Premix biocomplexo® - 2,00 1,60 1,20 0,80
Inerte (caulim) - - 0,40 0,80 1,20

a

Premix vitaminico forneceu os seguintes niveis de vitaminas por quilograma de
alimento: vitamina A (18000Ul), vitamina D3 (1200Ul), vitamina E (200Ul),
vitamina K (0,15mg), tiamina (25mg), riboflavina (15mg), &cido pantoténico (35mg),
niacina (150mg), piridoxina (10mg), &cido félico (2mg), biotina (0,2mg) vitamina
B12 (0,07mg), colina (2200mg).

Premix mineral inorganico continha no minimo, por quilograma do premix: 40500mg
de ferro (sulfato de ferro), 4200mg de cobre (sulfato de cobre), 2400mg de manganés
(sulfato de manganés), 37500mg de zinco (sulfato de zinco), 1820mg de iodo (iodato
de célcio), 150mg de selénio (selenito de sodio).

Premix mineral biocomplexadocontinha no minimo, por quilograma do premix:
40500mg de ferro (proteinato de ferro), 4200mg de cobre (proteinato de cobre),
2400mg de manganés (proteinato de manganés), 37500mg de zinco (proteinato de
zinco), 1820mg de iodo (iodato de potassio), 150mg de selénio (levedura enriquecida
com selénio).
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Tabela 2 Quantidades suplementares de microminerais das fontes inorgénicas
(ING) ou biocomplexada (BIO) utilizadas experimentalmente em
dietas para gatos filhotes.

mg/kg de alimento na matéria seca

Dietas Cobre  Ferro Manganés Selénio Zinco
100% ING* 8,40 80,00 4,80 0,30 75,00
100% BIO" 8,40 80,00 4,80 0,30 75,00
80% BIO 6,72 64,80 3,84 0,24 60,00
60% BIO 5,04 48,60 2,88 0,18 45,00
40% BIO 3,36 32,40 1,92 0,12 30,00

selenito de sodio e sulfato de zinco.

manganés, levedura enriquecida com selénio, proteinato de zinco.

Tabela 3 Quantidade de microminerais de fonte

ING (fontes inorgénicas) - sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés,

BIO (fontes biocomplexadas) - proteinato de cobre, proteinato de ferro, proteinato de

inorganica (ING) e
biocomplexada (BIO) nas dietas experimentais para gatos filhotes e
premixes apos analise laboratorial.

mg/kg na matéria seca

Dietas Cobre Ferro  Manganés Selénio Zinco
100% ING 25,77 433,85 37,98 0,38 149,66
100% BIO 26,42 412,90 37,71 0,40 156,53
80% BIO 24,10 353,47 36,21 0,37 137,45
60% BIO 22,32 343,15 35,13 0,28 125,67
40% BIO 20,17 326,17 34,31 0,23 108,13
Premix ING 3929,62 43685,43 4104,64 95,99  38769,56
Premix BIO 424353 47739,07 4026,54 188,73 42416,17

A altura de cernelha e comprimento corporal foram mensurados nos dias

0, 40, 80 e 120 do periodo experimental. A altura de cernelha foi determinada

tomando por base a distancia vertical entre o final do pesco¢o do animal

(cernelha) e o solo. O comprimento corpéreo foi feito tomando como ponto

inicial de posicionamento da fita métrica a base da nuca (articulagdo atlanto-

occipital), com mensuragdo até o solo, passando pela base da cauda (Ultima
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vértebra sacral) e pela tuberosidade do calcaneo (adaptado de Muller et al.,
2008).

Aos 140 dias, para a determinagdo do desenvolvimento 6sseo por meio
da densitometria 0ssea, 0s animais tiveram o0 membro anterior direito
radiografado em projecdo médio lateral, em decubito lateral direito. Todas as
radiografias foram feitas com chassi e filme radiografico (Fujifilm Holdings Co.,
Japdo) tamanho 24x30cm, no conjunto de aparelho radiografico (modelo
ST503HF, Sawae Co., Brasil). A técnica radiografica utilizada como padréo para
todas as radiografias foi fixada em quilovoltagem de 40Kv e tempo de exposi¢do
de 10mA/s. Junto ao chassi foi fixada uma escala de aluminio (Liga especifica
padronizada pela ABNT), usado como referencial densitométrico, o qual foi
posicionado paralelamente ao membro radiografado. A escala continha 11
degraus, tendo o primeiro degrau 0,5mm de espessura, variando a seguir de 0,5
em 0,5mm.

Os filmes radiograficos foram revelados em processadora automatica
(modelo Vision Line, Lotus Co., Brasil) e posteriormente escaneados com
scanner de mesa (modelo Deskjet F4480, Howlett Packard Inc., Estados Unidos)
com auxilio do software Vue Scan x32 (Hamrick Software, Estados Unidos).
Para o escaneamento, o padrdo utilizado foi o de resolucdo espacial
correspondente a 600dpi e intensidade de 8bits, sendo as imagens arquivadas em
JPEG. As imagens digitalizadas dos ossos e do penetrémetro foram analisadas
por meio do software Image)® (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Estados Unidos), onde foi feita a comparagdo de tonalidades de cinza entre a
escala de referéncia e o0 0sso. Em todos os animais foram realizadas trés leituras
consecutivas de todo 0 0sso e da escala.

Para a determinacdo do crescimento do pelo, no primeiro dia de
fornecimento da dieta experimental (Dia 0), realizou-se a tricotomia de uma area

de 24,5cm? (7,0cm x 3,5cm) de pelo da regifo toracolombar esquerda de cada
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animal com um cortador eletrénico (Modelo QC5115, Philips Inc., Holanda). O
pelo foi armazenado em sacos plasticos identificados para cada animal e pesados
em balanca analitica (Modelo AUW220, Shimadzu Co., Japdo). A cada 40 dias a
mesma regido foi tricotomizada, sendo também realizado o recolhimento e
pesagem dos pelos removidos (adaptado de Yu et al., 2006; Jamikorn e
Preedapattarapong, 2008; Lowe e Wiseman, 1998).

2.4. Estado mineral

Do 80° ao 110° dia experimental a mensuragdo da ingestéo alimentar e a
coleta de fezes e urina foram feitas diariamente. As fezes foram coletadas
individualmente duas vezes ao dia, pesadas e em seguida armazenadas a -20°C.
Ao final do periodo de coleta, as amostras foram homogeneizadas, secas em
estufa a 65°C durante 72 horas e moidas em moinho (Thomas® Wiley Mills
modelo 4, Thomas Scientific Inc., Estados Unidos) com peneira de 1,0mm. Para
coleta de amostras de urina, foi adicionado acido cloridrico (6mol/L) as bandejas
higiénicas dos gatos uma vez ao dia, no intuito de evitar contaminagdo
microbioldgica. A coleta e a mensuracdo do volume de urina foram realizadas a
cada 24 horas, sendo em seguida armazenadas a -20°C para posterior andlise.

Amostras de pelo da regido toracolombar esquerda de cada animal no
dia 120, coletadas para determinacdo do crescimento, foram armazenadas a
temperatura ambiente apos pesagem, até analise. Para a remocdo de amostras de
pele e gbnada no 140° dia, os animais foram submetidos a procedimento
cirargico, onde foram pré-anestesiados com Acepromazina 0,2% (Acepran
0,2%, Vetnil Inc., Brasil) na dose de 0,1mg/kg de peso corporal via
intramuscular e posteriormente anestesiados com Cloridrato de zolazepan e
Cloridrato de tiletamina (Telazol, Zoetis Inc., Brasil) na dose de 12,5mg/kg de
peso corporal via intramuscular. Os tecidos testicular ou ovariano foram

removidos conforme protocolo descrito por Crane (1996) e Fingland (1996),



61

respectivamente. Nesse momento procedeu-se também a remocéao, no local da
incisdo, de um fragmento de pele de um centimetro de largura de cada animal.
As amostras foram armazenadas a -20°C até analise.

Para a determinacdo da concentracdo plasmatica dos microminerais,
amostras de sangue foram coletadas no 110° dia experimental. As coletas foram
feitas antes do fornecimento das dietas experimentais (animal em jejum de 12
horas) e, sequencialmente, duas e seis horas apds a alimentacdo do animal.
Sangue total foi coletado da veia jugular por venopuncdo em tubos Vacutainer
com heparina sddica e livres de microminerais (NH Trace Elements Sodium
Heparin, Greiner Bio-one Inc., Austria). Uma vez coletado, o sangue foi
centrifugado a 3000xg durante 15 minutos a 6°C para a retirada do plasma
(modelo 2K-15 Sigma Laborzentrifugen, Sigma, Alemanha), o qual foi
armazenado em microtubos tipo eppendorf a -20°C até a analise dos
microminerais (Brinkhaus et al., 1998).

Amostras de pelo foram lavadas trés vezes com agua destilada a 60°C e
secos em estufa de ventilagdo forcada para remogéo superficial de minerais que
podem ser descritos como contaminantes da amostra. As dietas, amostras fecais,
de urina, pelo, pele e gbnadas passaram por um processo de digestdo em forno
de microondas (MARSXpress, Cem Inc., Estados Unidos) sob acdo de acido
nitrico (Sigma-Aldrich Inc., Estados Unidos), conforme metodologia USEPA
3051A (USEPA, 1998). Apds essa digestdo, os elementos Cu, Fe, Mn e Zn
foram determinados em espectrofotometria de absor¢do atdbmica em chama
(modelo 800 Perkin-Elmer Instruments Inc., Estados Unidos); ao passo que a
determinacdo do Se foi realizado no mesmo espectrofotdmetro, porém
atomizada em forno de grafite. As amostras de plasma ndo sofreram prévia
digestdo em forno de microondas, sendo feita a determinagdo direta apos

diluicdo das amostras com &gua deionizada.
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2.4. Andlises estatisticas

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado,
de modo que 30 gatos foram distribuidos em cinco tratamentos, totalizando
assim seis animais por tratamento, sendo a unidade experimental cada gato.
Todos os dados foram previamente analisados para normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk e quando necessario eles foram transformados em log antes de
serem analisados estatisticamente. Peso corporal, consumo alimentar, altura de
cernelha, comprimento corporal, crescimento de pelo foram avaliados por meio
de andlise de varidncia com medidas repetidas, utilizando o procedimento
MIXED do programa SAS (SAS, Inst., Inc., Cary, NC) com o método de
estimacdo de maxima verossimilhanca restrita. Os dados da concentracdo
plasméatica dos microminerais em estudo foram submetidos a andlise de
covariancia, sendo os valores no tempo O as covariaveis, também pelo
procedimento MIXED do programa SAS. Para ambos 0s casos, foram avaliados
os efeitos de dietas, tempo e da interacdo dieta x tempo, considerando estruturas
da matriz de variancias adequadas. O efeito das dietas sobre as varidveis de
densidade mineral Gssea e estado mineral foi avaliado por analise de variancia.
Nos casos em que esse efeito foi significativo, utilizou-se o Teste de Dunnet
para comparacao de cada nivel de suplementacdo do biocomplexo (BIO) com o
grupo ING e anélise de regressdo polinomial entre os niveis do suplemento sob a
forma biocomplexada. Todas essas andlises foram realizadas utilizando o
procedimento GLM (SAS, Inst., Inc., Cary, NC). Significancia foi declarada a
p<0,05.

3. Resultados
3.1. Desempenho dos gatos e crescimento do pelo

Nos parametros peso corporal, consumo alimentar (Tabela 4), altura de

cernelha, comprimento corporal e crescimento de pelo (Tabela 5) ndo foi



63

observada interacdo dieta x tempo (p>0,05) e diferenca entre as fontes e niveis
suplementares do biocomplexo (p>0,05), mas em todos esses pardmetros foi
observada diferenga entre os tempos de coleta (p<0,05). A densidade mineral
dos ossos Umero, radio e ulna (Tabela 6) ndo diferiram entre os grupos

experimentais (p>0,05).



Tabela 4 Peso corporal (PC) e consumo alimentar diario (CAD) de gatos filhotes suplementados com diferentes fontes
(inorgénica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e

zinco) BIO.
ltem Tempos 100% Niveis suplementares (BIO) p-valor® EpMP
(semanas) ING 100% 80% 60%  40% DxT D T
PC (9) 0 926 919 916 919 916 0,72 067 <0,01 56,51
4 1313 1441 1373 1308 1353
8 1731 1848 1897 1689 1847
12 2116 2273 2244 2095 2212
16 2466 2699 2602 2422 2670
20 2813 3032 2869 2732 3038
CAD (g/dia) 1 41 41 40 39 36 089 069 <001 148
4 54 61 57 50 55
8 67 68 73 64 72
12 71 71 76 68 71
16 77 84 81 72 84
20 89 87 78 79 83

a
b

D x T - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo.

EPM = erro padrdo da média

79



Tabela5 Altura de cernelha (AC), comprimento corporal (CC) e crescimento de pelo (CP) de gatos filhotes
suplementados com diferentes fontes (inorganica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de microminerais
(cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) BIO.

ltemn Tempos 100% Niveis suplementares (BIO) p-valor® EPMP
(dias) ING 100% 80% 60%  40% DxT D T

AC (cm) 0 18 18 18 17 18 1,00 0,42 <0,01 0,29
40 22 22 22 22 22
80 23 24 24 24 24
120 26 26 26 26 26

CC (cm) 0 43 43 43 42 42 041 0,86 <001 0,70
40 54 55 52 52 53
80 59 58 59 58 59
120 62 61 62 61 61

CP (g/24,5cm?) 0 0,24 0,25 0,23 025 0,19 036 0,80 <001 0,01
40 0,32 0,26 0,37 028 043
80 0,31 0,35 0,32 0,33 0,39
120 0,19 0,21 0,18 022 0,20

a

. D x T - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo.

EPM = erro padrdo da média

99
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Tabela 6 Densidade mineral 6ssea (em milimetro de aluminio — mmAl) de
gatos filhotes suplementados com diferentes fontes (inorganica - ING
ou biocomplexada - BIO) e niveis de microminerais (cobre, ferro,
manganés, selénio e zinco) BIO.

100% Niveis suplementares (BIO) p-valor

ING 100%  80%  60%  40% ANOVA

Umero 6,07 5,96 5,93 4,99 5,66 0,45 0,21

Réadio 3,57 3,76 3,59 3,60 3,76 0,92 0,08

Ulna 3,88 3,95 3,93 3,71 3,99 0,87 0,09
EPM = erro padrdo da média

Item EPM?

a

3.2. Status mineral
3.2.1 Cobre

O consumo de Cu ndo diferiu entre as fontes (Tabela 7), mas diminuiu
linearmente com a reducdo da suplementacao do biocomplexo (Tabelas 7 e 8). A
excre¢do fecal do elemento foi maior (p<0,05) no grupo 100%BIO em relacdo
ao 100%ING (Tabela 7) e reduziu linearmente (p<0,05) com a diminuicdo da
suplementacdo do Cu biocomplexado (Tabelas 7 e 8). A absorcédo, excrecdo na
urina, retido, presente na pele e gbnada ndo diferiram (p>0,05) entre as fontes e
ndo houve efeito dos niveis suplementares. No pelo, o grupo 60%BIO
apresentou menor concentracdo de Cu quando comparado ao grupo 100%ING e
entre 0s niveis biocomplexados, a concentracdo reduziu quadraticamente
(p<0,05) com a diminuigdo da suplementagdo (Tabelas 7 e 8). No plasma n&o foi
observada interacdo dieta x tempo, assim como ndo foram observadas diferencas

(p>0,05) entre as dietas e entre 0s tempos de coleta (Tabela 9).



Tabela 7 Concentracdo de cobre em amostras coletadas em gatos filhotes suplementados com diferentes fontes
(inorgénica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de cobre BIO.

100% Niveis suplementares (BIO) p-valor p-valor®

Item ING T00%  80%  60%  40%  ANOVA — L o M
Consumo (mg/kg/dia) 1,62 2,09 1,98 1,64 1,60 0,03 0,01 0,74 0,07
Fezes (mg/kg/dia) 1,41 1,90* 1,84 1,52 1,43 0,02 <0,01 091 0,06
Absorcdo (mg/kg/dia) 0,21 0,19 0,14 0,12 0,17 0,13 - - 0,01
Urina (mg/kg/dia) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,31 - - 0,00
Retencdo (mg/kg/dia) 0,20 0,18 0,13 0,11 0,16 0,10 - - 0,01
Pele (mg/kg) 8,28 10,72 4,51 5,05 10,14 0,19 - - 1,04
Génada (mg/kg) 10,27 12,43 3,51 4,59 8,97 0,26 - - 1,47
Pelo (mg/kg) 9,28 8,30 7,76 6,97* 9,44 0,01 0,21 <0,00 0,27

Médias seguidas de asterisco (*) nas linhas diferem da média do controle (100%ING) pelo teste de Dunnett (p<0,05)
& L =modelo linear; Q = modelo quadratico
 EPM = erro padréo da média

L9



Tabela 8 Regressdo do percentual de suplementacdo do biocomplexo vs. concentracdo do mineral em amostras
coletadas em gatos filhotes suplementados com diferentes niveis de microminerais (cobre, ferro, manganés,
selénio e zinco) BIO.

Item Regressio® R?
Cobre
Consumo y =1,19733 + 0,00901x 0,91
Fezes y =1,06919 + 0,00860x 0,93
Pelo y = 17,34251 — 0,27726x + 0,00189x* 0,81
Ferro
Consumo y =20,83772 + 0,17992x 0,74
Pelo y = 320,95260 — 7,26381x + 0,05617x? 0,96
Manganés
Consumo y =4,13191 - 0,06430x + 0,00064026x> 0,98
Gonada y =0,37938 + 0,01247x 0,91
Pelo y = 4,35341 — 0,12094x + 0,00087951x? 0,96
Selénio
Consumo y = 0,35903 + 0,24067x 0,97
Absorcéo y = -3,63873 + 0,23453x 0,97
Urina y =-1,92729 + 0,10217x 0,94
Retencéo y =-1,71142 + 0,13236x 0,95
Pele y = 2611,42432 — 86,01448x + 0,75581x* 0,96

Continuacgéo

89



“Tabela 8, conclusdo”

Item Regressio® R?
Zinco
Consumo y =4,20046 + 0,12146x 0,88
Fezes y = 3,73084 + 0,09959x 0,87

& Onde x é o percentual de suplementacdo do biocomplexo (%) e 0 y é a concentragdo do mineral estimada (mg/kg ou pg/kg para

selénio) na amostra coletada.

69



Tabela 9 Concentracdo de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) no plasma de gatos filhotes, 2 e 6h
ap6s a alimentagdo com diferentes concentracbes desses elementos de fonte inorganica (ING) e
biocomplexada (B10).

ltem Tempo  100% Niveis suplementares (BIO) p-valor® EPM?
(horas)  ING 100% 80% 60% 40% DxT D

Cobre (mg/L) 2 1,91 1,64 1,19 1,35 1,21 019 023 005 0,07
6 1,85 1,61 1,09 1,26 1,27

Ferro (mg/L) 2 - - 1,24 0,96 0,24 0,09 0,34 0,01 0,09
6 - - 1,61 0,95 0,74

Selénio (ug/L) 2 31528 37352 41929 421,30 411,19 095 0,73 083 11,00
6 305,65 404,12 403,68 436,70 417,27

Zinco (mg/L) 2 0,48 0,50 0,42 0,41 0,33 092 017 <0,001 0,02
6 0,55 0,58 0,48 0,48 0,42

a

. D x T - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo.

EPM = erro padrdo da média

0.
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3.2.2 Ferro

O consumo de Fe ndo diferiu entre as fontes, mas reduziu linearmente
(p<0,05) com a diminuigéo da suplementagdo do Fe biocomplexado (Tabelas 8 e
10). A concentragdo de Fe nas fezes, absorvido, na urina, retido, na pele e em
gbnada ndo diferiram entre as duas fontes e ndo houve efeito dos niveis
suplementares sob a forma biocomplexada (Tabela 10). No pelo a concentracdo
do mineral foi semelhante entre as fontes (p>0,05) e reduziu quadraticamente
(p<0,05) com a diminuigéo da suplementagdo do Fe biocomplexado (Tabelas 8 e
10). A concentracdo de Fe no plasma foi inferior ao limite de detec¢do (LD) do
aparelho (LD=0,19) nos grupos suplementados com 100%ING e 100%BIO
(Tabela 9). Entre os demais grupos, ndo houve interacdo dieta X tempo, e efeito
da dieta (p>0,05), entretanto, houve diferenca (p<0,05) entre os tempos de coleta
(Tabela 9).

3.2.3. Manganés

O maior consumo desse elemento foi observado em 100%BIO e o
menor em 60%BIO, ambos em relacdo a 100%ING; ja entre os niveis do
biocomplexo, foi quadraticamente reduzido com a diminuicdo da suplementacédo
(Tabelas 8 e 11). As concentracbes de Mn encontrados nas fezes, urina, pele e
plasma foram abaixo do limite de deteccdo do aparelho, ou seja, foi inferior a
0,04mg/kg e, com isso, ndo foi possivel determinar a absorcéo e retencdo diaria
desse mineral. Nas génadas as menores concentragdes de Mn foram nos grupos
60%BIO e 40%BIO (p<0,05), ambos em relagdo ao grupo 100%ING (Tabela
11); e reducéo linear (p<0,05) do mineral foi observada com o decréscimo do
fornecimento do biocomplexo (Tabelas 8 e 11). No pelo a deposi¢do do Mn foi
menor nos grupos 80%BIO e 60%BIO quando comparados ao grupo 100%ING

(Tabela 11); ja entre os niveis suplementares biocomplexados, o teor de
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manganés foi quadraticamente reduzido (p<0,05) com a diminuicdo da
suplementacdo (Tabelas 8 e 11).



Tabela 10 Concentracdo de ferro em amostras coletadas em gatos filhotes suplementados com diferentes fontes
(inorgénica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de ferro.

100% Niveis suplementares (BIO) p-valor p-valor®

b
Item ING 100%  80%  60% _ 40% ANOVA L aq &M
Consumo (mg/kg/dia) 34,57 40,57 33,65 28,28 30,80 0,03 <0,01 0,07 1,37
Fezes (mg/kg/dia) 28,13 32,06 27,37 25,72 24,77 0,32 - - 1,17
Absorcdo (mg/kg/dia) 6,44 8,50 6,28 2,57 6,02 0,19 - - 0,77
Urina (mg/kg/dia) 0,22 0,44 0,28 0,27 0,28 0,58 - - 0,05
Retencdo (mg/kg/dia) 6,22 8,06 6,00 2,30 5,74 0,20 - - 0,76
Pele (mg/kg) 106,1 238,46 169,12 180,1 210,75 0,59 - - 27,77
Gonada (mg/kg) 97,39 187,02  179,1 151,26 178,14 0,39 - - 16,60
Pelo (mg/kg) 126,6 153,81 106,71 79,96 122,73 0,01 0,05 <0,01 7,10

a
b

L = modelo linear; Q = modelo quadratico
EPM = erro padrdo da média

€L



Tabela 11 Concentracdo de manganés em amostras coletadas em gatos filhotes alimentados com fontes (inorganica -

ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de manganés BIO.

100%

Niveis suplementares (BIO)

p-valor p-valor®

b
ftem ING  100% 80% 60% 40% ANOVA | Q =PM
Consumo (mg/kg/dia) 3,22 4,07* 3,20 2,47* 2,62 <0,01 <0,01 0,01 0,13
Goénada(mg/kg) 1,74 1,70 1,25 1,05* 0,97* <0,01 <0,01 0,20 0,09
Pelo(mg/kg) 1,28 1,03 0,39* 0,35* 0,96 <0,01 0,29 <0,01 0,11

Meédias seguidas de asterisco (*) nas linhas diferem da média do controle (100%ING) pelo teste de Dunnett (p<0,05)

a
b

L = modelo linear; Q = modelo quadratico
EPM = erro padrdo da media

V.
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3.2.4. Selénio
Menor consumo e absor¢do de Se (p<0,05) ocorreram nos animais

suplementados com 60%BIO e 40%BIO, ambos comparados a 100%ING
(Tabela 12). O consumo e absorcéo de Se reduziram linearmente (p<0,05) com a
diminuicdo da suplementacdo do biocomplexo (Tabelas 8 e 12). Nas fezes a
concentragdo do elemento ndo diferiu entre as fontes e ndo houve efeito dos
niveis da forma biocomplexada (p>0,05) (Tabela 12). Maiores concentracGes de
Se na urina (p<0,05) foram observados nos gatos que consumiram as dietas
100%BIO e 80%BIO em relagdo a fonte inorganica (Tabela 12) e, entre os
niveis biocomplexados, ocorreu reducdo linear (p<0,05) com a diminuicdo
suplementar (Tabelas 8 e 12).

A retencdo desse mineral foi menor (p<0,05) nos niveis biocomplexados
80%, 60% e 40% quando comparados a fonte inorganica (Tabela 12); e efeito
linear decrescente (p<0,05) foi observado com a reducdo dos niveis
suplementares (Tabelas 8 e 12). Menores concentracdes de Se na pele foram
encontradas em 80%, 60% e 40%BIO em relacdo ao 100%ING (Tabela 12); e
entre os grupos suplementados com biocomplexo, observou-se reducdo
quadréatica (p<0,05) com a diminuicdo da suplementacdo (Tabelas 8 e 12). Nao
houve diferenca significativa entre as fontes e efeito dos niveis suplementares de
Se biocomplexado para a concentracdo do mineral em gbnada (Tabela 12).

No pelo, a menor concentracdo foi no grupo inorganico em relacdo a
todos os demais grupos, mas ndao houve efeito entre os niveis do biocomplexo
(Tabela 12). N&o houve interagdo dieta x tempo (p>0,05) para a concentracéo

plasmatica, bem como efeito da dieta e tempo (Tabela 9).



Tabela 12 Concentracdo de selénio em amostras coletadas em gatos filhotes alimentados com fontes (inorganica - ING
ou biocomplexada - BIO) e niveis de selénio BIO.

100% Niveis suplementares (BIO)

p-valor

p-valor®

b
Item ING ~ 100% 80% 60% 20%  ANOVA — [ g =M
Consumo (ug/kg/dia) 21,34 24,35 20,50 13,26* 10,72* <0,01 <0,01 057 114
Fezes (ug/kg/dia) 3,71 4,83 4,25 4,21 4,43 0,37 - - 0,17
Absorcdo (pg/kg/dia) 17,63 19,52 16,25 9,05* 6,29* <0,01 <0,01 0,79 111
Urina (ug/kg/dia) 4,42 7,712* 7,25* 3,91 2,02 <0,01 <0,01 0,27 0,53
Retencdo (ug/kg/dia) 13,21 11,80 9,00* 5,14* 4,27* <0,01 <0,01 0,32 0,80
Pele(pg/kg) 1773,34 1615,14  426,25* 312,67  333,07* <0,01 <0,01 0,01 169,04
Gonada(ug/kg) 1769,98 1897,66  1797,72 1643,56  1554,30 0,91 - - 112,22
Pelo(ug/kg) 603,65 1001,29* 950,93* 908,62*  1254,39* <0,01 - - 52,21

Médias seguidas de asterisco (*) nas linhas diferem da média do controle (100%ING) pelo teste de Dunnett (p<0,05)

a
b

L = modelo linear; Q = modelo quadratico
EPM = erro padrdo da média

9.
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3.2.5 Zinco

Os grupos 60%BIO e 40%BIO apresentaram menor consumo do mineral
(p<0,05) quando comparados aos que consumiram a fonte inorganica de Zn
(Tabela 13). O consumo desse elemento reduziu linearmente (p<0,05) com a
reducdo dos niveis suplementares do biocomplexo (Tabelas 8 e 13). A excrecao
fecal do mineral foi menor (p<0,05) nos animais que consumiram 40%BIO, em
relacdo a fonte inorganica (Tabela 13) e, entre os niveis do biocomplexo,
observou-se reducgdo linear nessa excrecdo com a diminuicao do fornecimento
do Zn (Tabelas 8 e 13). As fontes e niveis suplementares de Zn biocomplexado
ndo influenciaram (p>0,05) a absorcdo, concentra¢do na urina, retido, na pele,
gbnada e pelo (Tabela 13). Na concentracdo de Zn plasmatico, ndo foi observada
interacdo dieta x tempo (p>0,05) assim como diferenca (p>0,05) entre as dietas;

entretanto, houve diferenca (p<0,05) entre as horas de coleta (Tabela 9).



Tabela 13 Concentracdo de zinco em amostras coletadas em gatos filhotes alimentados com fontes (inorganica - ING ou
biocomplexada - BIO) e niveis suplementares de zinco BIO.

100% Niveis suplementares (BIO) p-valor p-valor® b
Item EPM

ING  100%  80% 60% 40% ANOVA | Q
Consumo (mg/kg/dia) 13,62 16,39 14,83 9,89* 9,88* <0,01 <0,01 0,27 0,67
Fezes (mg/kg/dia) 11,53 13,41 12,95 8,54 8,16* <0,01 <0,01 0,82 0,59
Absorcdo (mg/kg/dia) 1,99 2,98 1,88 1,35 1,72 0,27 - - 0,24
Urina (mg/kg/dia) 0,25 0,25 0,32 0,27 0,2 0,43 - - 0,02
Retencdo (mg/kg/dia) 1,74 2,73 1,56 1,08 1,52 0,25 - - 0,24
Pele(mg/kg) 63,28 101,45 63,24 71,49 63,17 0,55 - - 8,21
Gonada(mg/kg) 90,61 93,65 90,66 85,47 85,83 0,68 - - 1,99
Pelo(mg/kg) 220,25 214,00 230,14 203,48 197,66 0,12 - - 4,31

Médias seguidas de asterisco (*) nas linhas diferem da média do controle (100%ING) pelo teste de Dunnett (p<0,05)
& L =modelo linear; Q = modelo quadratico
 EPM = erro padréo da média

8.
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4. Discussao
4.1. Desempenho dos gatos e crescimento do pelo

Ainda é inexistente estudos em que a troca total de uma gama de
microminerais inorganicos tenha sido feita pela forma de biocomplexo durante a
fase de desenvolvimento de gatos, sendo pesquisas encontradas principalmente
em aves (Bao et al., 2007; Nollet et al., 2007; Nollet et al., 2008; Aksu et al.,
2010) e suinos (Burkett et al., 2009). No presente estudo, a reducdo da
guantidade de Cu, Fe, Mn, Se e Zn suplementado sob a forma biocomplexada
nas dietas ndo afetaram o desempenho de gatos filhotes de 80 dias aos 220 dias
de idade. Vale ressaltar que a combinacdo entre os tipos de ingredientes podem
ter favorecido a inclusdo de 40% dos microminerais sem prejuizo ao
desempenho dos animais, entretanto, ndo é possivel garantir que esse nivel seja
ideal para outra formulacdo dietética. Além disso, baseado nas recomendacdes
do NRC (2006) e as suplementacdes de microminerais realizadas (Tabela 2),
todas as dietas atenderam pelo menos a necessidade minima de gatos em
crescimento.

Considerando que no presente estudo o consumo alimentar dos gatos
ndo diferiu entre os niveis suplementares de microminerais, isso implica que nao
houve comprometimento do olfato ou paladar dos animais em decorréncia da
menor suplementacdo mineral. A deficiéncia do Zn é conhecida por ser
invariavelmente acompanhada por alteragbes no olfato e paladar e
consequentemente anorexia e perda de peso, mesmo em individuos que
consomem uma dieta com quantidades marginais do elemento (Brandao-Neto et
al., 1995). Uma metaloenzima responsavel pela sensacdo de paladar foi
descoberta e relacionada a hipogeusia (Hambidge et al., 1972; Takeda et al.,
2004) e disgeusia (Atkin-Thor et al., 1978) em humanos, as quais foram
corrigidas apés a terapia com zinco. Segundo resultados obtidos em estudo por

Henkin et al. (1975), uma Zn proteina (gustina) é um constituinte normal da
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saliva parotidea em individuos com acuidade normal do paladar; e o tratamento
com Zn pode afetar as concentragdes da gustina em quadros de hipogeusia
(Shatzman e Henkin, 1981).

Da mesma forma, o Cu também parece desempenhar um papel
significativo na sensibilidade do paladar. Esse fato foi observado por Henkin et
al. (1967) em que a sensibilidade do paladar prejudicado foi associado a menor
concentracdo de ceruloplasmina induzida por droga, mas que a administracdo de
Cu restaurou essa sensibilidade a niveis normais.

De forma semelhante aos resultados obtidos, Nollet et al. (2008),
comparando também o efeito de um nivel de inclusdo padrdo de microminerais
inorganicos (Cu, Fe, Mn e Zn) ao biocomplexado (Bioplex®), bem como a
reducdo da suplementacdo do biocomplexo em até 83%, ndo observaram
diferenca no peso corporal, ingestdo alimentar diria e ganho de peso de frangos
de corte. Creech et al. (2004) também ndo relataram diferenca significativa no
ganho de peso e consumo médio diario de suinos alimentados com reduzido teor
de microminerais (Cu, Fe, Mn e Zn) de fonte biocomplexada e inorganica. Ott e
Johnson (2001) comparando Cu, Mn e Zn sob a forma de proteinato a forma
inorganica nao observaram diferenca na ingestdo alimentar diaria, ganho de
peso, comprimento corporal e altura de cernelha de cavalos.

No presente estudo, foi observado que os niveis de Se e Zn ndo foram
limitantes para o crescimento de pelo dos animais durante o periodo
experimental, uma vez que os problemas relacionados & reducdo das taxas de
crescimento de pelos séo decorrentes principalmente em funcdo da deficiéncia
desses minerais. A deficiéncia de Se tem sido associada a anormalidades no
pelo, o que pode estar relacionado ao papel desse mineral na atividade da enzima
iodotironina 5 -deiodinase tipo I, a qual é responsavel pela conversao de tiroxina
(T4) em 3,35 triiodotironina (T3), hormonios necessarios para a iniciagdo da

fase andgena do ciclo de crescimento do pelo (Yu et al., 2006). Em cées, esses
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autores demonstraram que a taxa de crescimento do pelo é dependente da
concentracgdo de Se dietético, sendo a concentracdo 6tima desse elemento para o
crescimento do pelo de 0,12 a 1,03mg/kg, usando como fonte do mineral a
seleniometionina. No presente estudo, a suplementacdo de Se variou de 0,12 a
0,30mg/kg, o que corresponde a concentragdo Gtima sugerida por Yu et al.
(2006) em cées.

No caso do Zn, segundo Hambidge (1982), quando a deficiéncia desse
elemento é baixa, a taxa de crescimento de cabelo em humanos parece ndo ser
afetada e as concentragdes de Zn declinam acentuadamente; entretanto, quando a
deficiéncia é grave, o crescimento de cabelo € retido ou deprimido e as
concentracdes de Zn nele podem ser normais.

A analise de densidade mineral dssea por meio da densitometria Optica
radiografica tem sido usada para determinar a matéria mineral 6ssea em diversas
espécies (Louzada et al., 1997; Leal, 2002; Santos, 2002; Sterman, 2002)
como diagndstico eficiente e precoce de determinadas alteracbes nos 0ssos
(Alves e Sterman, 2010), com custo significativamente menor ao observado em
outras técnicas. Além disso, tem se mostrado sensivel na avaliacdo de alteractes
de densidade 6ssea de felinos frente a dieta (Gallo et al., 1996) e mais eficiente
na avaliacdo da desmineralizacdo quando comparado a analises bioguimicas
séricas de calcio, fosforo e fosfatase alcalina em gatos (Rahal et al., 2002). O
aluminio tem sido usado na confec¢do da escala por possuir uma curva de
absorcdo de radiacdo x semelhante a dos ossos (Duinkerke et al., 1978; Lembo,
2006), assim, os valores densitométricos sdo expressos em equivalentes a
milimetros de aluminio (mmAl).

Lembo (2006) em estudo avaliando a densidade mineral 6ssea do radio
de gatos adultos saudaveis relataram média de 3,7mmAl em fémeas inteiras e
4,39mmAl em gatos inteiros. Assim, tomando como base esses resultados

observados por esse autor, os valores médios de densidade mineral de radio e
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ulna dos gatos apresentaram-se dentro na normalidade. Em estudos avaliando
cada mineral trago individualmente como Cu (Suttle et al., 1972), Fe (Medeiros
et al., 2002; Katsumata et al., 2009), Se (Moreno-Reyes et al., 2001), Zn (Eberle
et al., 1999) e Mn (Strause et al., 1986) foi relatado que a deficiéncia de um
desses elementos pode causar aumento do risco de desenvolvimento de
alteracdes 6sseas como a reducdo da densidade mineral do osso.

Assim como no presente estudo, Ott e Johson (2001) também ndo
observaram diferenca no conteddo mineral ¢sseo ou deposicdo mineral dssea de
cavalos ap6s a suplementacdo com Cu, Mn e Zn sob a forma de proteinatos,

comparado a forma inorganica.

4.2. Estado mineral
4.2.1. Cobre

A homeostase do Cu é mantida pelo equilibrio entre absorcéo,
distribuicdo, armazenamento e excrecao (Schiimann et al., 2002). No mecanismo
de absorcdo, a metalotioneina presente no enterécito parece exercer papel
fundamental na limitacdo da quantidade de Cu que passa pela membrana
basolateral (Lonnerdal, 2008), impedindo assim alteracbes agudas na
concentracdo plasmatica de Cu (Arredondo et al., 2000). As metalotioneinas sdo
pequenos peptideos expressos em resposta ao carregamento com metais de
transicdo divalentes como Cu e Zn, em que acredita ser locais para
armazenagem e neutralizacdo desses ions metélicos que poderiam ser
prejudiciais (Linder e Hazegh-Azam, 1996).

O Cu, uma vez incorporado na metalotioneina na mucosa ndo é
transportado ao plasma mas sim eliminado na descamacéo das células intestinais
(Bremner e Beattie, 1990). Respostas moleculares que comprovam esses
mecanismos que ocorrem em enterocitos frente a suplementacdo de Cu foram

observadas em filhotes de ratos por Bauerly et al. (2004). Os autores observaram
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qgue a suplementagdo com o mineral aumentou a expressdao génica de
transportador em vilosidades do intestino delgado (transportador de cobre 1 -
Ctrl) e de metalotioneina, porém a expressao génica do transportador de Cu na
membrana basal, o ATP7, ndo foi significativamente afetada, demonstrando
assim a resposta funcional de células do intestino ao tratamento com Cu.

Sendo assim, com base nesses estudos, a maior excrecao fecal de Cu no
grupo 100%BIO em relagdo ao grupo 100%ING pode ter sido decorrente da
maior deposicdo do mineral biocomplexado em células intestinais, ja que se trata
de uma fonte de facil passagem pela borda em escova por ndo competir com
outros minerais pelo transporte; mas que posteriormente pode ter sido liberado
pelo trato gastrintestinal como descamacdo. Outra hipétese é que, como a
excrecdo biliar é a via mais importante para esse mineral, maior excrecdo de Cu
por essa via pode ter ocorrido, jA que a biodisponibilidade do biocomplexo
parece ser mais alta, fazendo com que o excesso do mineral que ndo foi
capturado pelos tecidos a partir da ceruloplasmina tenha sido eliminado na bile.

Com base nos niveis de Cu biocomplexado excretados nas fezes, o
resultado foi semelhante ao encontrado por Bao et al. (2007) em estudos com
frangos de corte consumindo Bioplex® Cu em que a excrecdo de Cu aumentou
linearmente com o aumento da suplementacdo. Assim, afigura-se quea excre¢do
de Cu é baixa quando o Cu dietético é baixo e aumenta a medida que aumenta
sua concentragdo no alimento (Turnlund et al., 1989; Scott e Turnlund, 1994).
As adaptagbes na absorcdo e excrecdo enddgena ajuda a prevenir o
desenvolvimento de condi¢es de deficiéncia (quando a entrada é baixa) e a
toxicidade do Cu (quando o consumo € elevado) (Turnlund et al., 1998).

Geralmente pouco Cu parece ser armazenado porque é relativamente
facil de ser absorvido e excretado na maioria dos mamiferos (Linder et al.,
1998). No presente estudo, os resultados semelhantes na concentracdo de Cu em

pele, gbnada, absorvido, excretado na urina e retido entre os grupos podem ter
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ocorrido devido ao fato de grande parte do Cu intracelular ser reciclado, eas
células poderemse adaptar areduzidadisponibilidade, reduzindo aliberacéo.

Muitos tecidos, bem como o organismo como um todo, tém uma
maneira de manter/reter o Cu, ndo liberando-o quando confrontado comum
déficit potencial; assim, ndo € facil induzir a deficiéncia desse elemento em
mamiferos e ha uma adaptabilidade notadvel a sua concentracdo dietética
qguepermite a manutencdo da homeostase domesmo comrelativamentebaixo
consumo (Linder et al., 1998). Sendo assim, esses resultados reforcam também a
ideia de que o fornecimento sob a forma biocomplexada ndo leva a sua maior
retencdo. 1sso pode ser decorrente do fato de que mesmo fornecendo Cu sob a
forma mais disponivel, o fator limitante é ainda a velocidade com que séo
absorvidos.

A determinagdo de microminerais em cabelo humano é importante na
ciéncia bioldgica, médica e ambiental, representando uma matriz bioldgica
interessante, até porque também é uma forma de obtencdo de amostra ndo
invasiva e que é relativamente inerte (Druyan et al., 1998). Comparado com
outros tipos de amostras, o cabelo tem diferentes usos e até mesmo vantagens, ja
que sdo passiveis de demonstrar o estado corporal a longo prazo. Conforme
indicado por Wysocki e Klett (1971) e Hopps (1977), secre¢bes das glandulas
sebéceas e apocrinas contém minerais que sdo adsorvidos pelo cabelo, o que
sugere a analise do cabelo poder fornecer informagdes significativas sobre o
estado mineral (Reinhold et al., 1968). Entretanto, 0 uso dessas amostras
enfrenta outros desafios como a contaminacdo externa, falta de padronizagéo e
precisdo analitica (Bass et al., 2001).

Partindo-se do principio de que a concentracdo de Cu no cabelo/pelo é
influenciada pela coloragdo do mesmo (Sarata, 1935), os resultados encontrados
no presente estudo podem ter sido decorrentes da diferenca de cor de pelagem

dos animais entre os grupos. De fato, o Cu é importante na pigmentagéo do pelo,
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uma vez que foi relatado acelerar a oxidacdo de dopa pela dopa oxidase,
formando um pigmento escuro; em outras palavras, o Cu age como um
catalisador local para a formacdo da melanina (Flesch, 1948). Ha relato em
humanos que o conteldo de Cu em pele e cabelo preto € um tanto maior que em
marrom, que por sua vez excede o branco (Sarata, 1935). De acordo com Flesch
(1949), pelagens de cor preta e cinza de coelhos, porquinhos da india e ratos
apresentavam maiores teores de Cu que a pelagem branca do mesmo individuo.
Em bezerros, O Marry et al. (1970) relataram que o nivel de Cu na ra¢do afetou
sua concentracdo no pelo e essa mudanga pareceu ser mais consistente em pelos
brancos quando comparado ao preto e vermelho.

Assim, os resultados obtidos em gatos poderiam ter sido melhores
esclarecidos se tivessem sido realizadas analises que determinassem a
prevaléncia de pigmentos (eumelanina vs. feomelanina) em cada grupo
alimentar, como possivel justificativa para essa resposta observada.

A concentracdo de Cu no plasma ndo foi influenciada pelas fontes e
niveis suplementares de Cu biocomplexado. Esse resultado corrobora com o
encontrado por Bao et al. (2007) em frangos de corte, mas discorda em partes ao
encontrado por Ahola et al. (2004), em que bovinos tiveram a concentracao

plasmatica do elemento impactada pela suplementacdo, mas nao pela fonte.

4.2.2. Ferro

No presente estudo foi observado que a homeostase do Fe foi
estreitamente mantida independente da fonte e niveis de microminerais sob a
forma biocomplexada. Isso ocorre porque uma gama de mecanismos fisiolégicos
esta envolvida na regulacdo dos niveis desse elemento e sua distribuicdo no
organismo (McCown e Specht, 2011), ja que ele de forma ndo associada leva a
danos pelos radicais livres por meio da reacdo de Fenton (Dunn et al., 2007).

Além disso, pelo fato dos mamiferos ndo possuirem qualquer via fisioldgica para
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a excrecdo de Fe, sua regulacdo homeostatica corporal é feita pela absorcédo
(Papanikolaou e Pantopoulos, 2005).

Segundo Andrews (1999) e Finch (1994), sugerem-se existir trés
mecanismos regulatorios na manutencdo da homeostase do Fe. O primeiro é
chamado de regulador dietético, em que depois da ingestdo de bolus de Fe
dietético, enterdcitos passam a ser resistentes na aquisicao adicional de Fe por
diversos dias (Stewart et al., 1950). O segundo sinal controla a absor¢do do
elemento em resposta ao seu armazenamento no organismo e o terceiro modula a
absorcdo dele em resposta a eritropoiese. Devido a maior parte do Fe corporal
ser usado pela medula 6ssea para hemoglobinizacdo das células vermelhas do
sangue, ndo é surpreendente que esse sinal tenha uma funcdo dominante no
controle da homeostase do Fe, assim, o regulador eritropoiético tem maior
capacidade de aumentar a absorcdo do Fe quando comparado ao regulador
armazenamento (Andrews, 1999).

Assim como discutido no Cu, a concentracdo de Fe no pelo também esta
relacionada a coloracdo do mesmo. Dutcher e Rothman (1951) relataram em
humanos que cabelos avermelhados contém maior quantidade de Fe quando
comparado a outros tipos de tonalidade. Ainda assim, em estudo com coelhos e
caes sem raca definida, pigmentos de Fe semelhantes ao encontrados em cabelos
vermelhos de humanos e penas de galinha foram extraidos (Flesch, 1968). Desse
modo, o resultado obtido com a diminuicdo quadratica para 0s niveis
suplementares de Fe pode ter sido pelo fato da diferenca de cor de pelagem dos
animais entre 0s grupos.

Os niveis de Fe no plasma sdo determinados tanto pela absorcdo
intestinal quanto pela reciclagem do macréfago de Fe a partir da hemoglobina.
Efeitos regulatorios que modulam a absorcdo desse elemento no intestino
provavelmente também modulam a liberagdo dele a partir de macréfagos

teciduais e hepatécitos. A hepcidina é um candidato atrativo como um regulador
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solUvel que age para atenuar tanto a absor¢do do ferro intestinal e liberacdo de
Fe pelo macréfago (Hentze et al., 2004). Da mesma forma como no presente
estudo, Bao et al. (2007) ndo observaram diferenca na concentracdo de Fe
plasmatico em frangos independente da fonte ou nivel de suplementacdo. Ja
Schiavon et al. (2000), relataram que sob baixo nivel de suplementacdo de Fe a
concentracdo plasmatica do elemento em leitdes tendeu a ser maior do que em

altos niveis suplementares para ambas as fontes minerais (proteinato e sulfato).

4.2.3. Manganés

A avaliacdo do estado de Mn ¢ dificil devido a dois fatores: sua baixa
concentracdo em materiais biolégicos e facilidade de contaminacdo com o
elemento a partir de fontes externas durante os procedimentos para analise
(Versieck, 1985). Dessa forma, a determinacéo da absorcéo e armazenamento de
Mn ndo tem sido estudada amplamente. Sua absor¢do € muito baixa, o que
significa ser necessaria metodologia altamente sensivel e de alta precisdo para a
determinacdo da sua biodisponibilidade (Davidson et al., 1995). Assim, a ndo
deteccdo de Mn na pele, fezes, urina e plasma pode ter sido decorrente do uso da
metodologia empregada em relacdo a quantidade do mineral presente nessas
amostras, sendo entdo sugerido em estudos subsequentes 0 uso de metodologias
de alta precisdo como o uso de espectrofotometria de forno de grafite.

Diversos mecanismos fisiol6gicos existem para manter relativamente
constante as concentragdes teciduais de Mn em decorréncia de flutuagdes na sua
ingestdo (Schroeder et al., 1966). Entretanto, nos gatos alimentados com 60% e
40%BI0 esses mecanismos ndo foram suficientes para manter as concentragdes
na gbnada, assim como foi observada reducéo linear conforme foi reduzindo o
fornecimento do mineral sob a forma de biocomplexo. No pelo, Guillard et al.
(1984) demonstraram que a concentracdo de Mn no cabelo escuro é maior do

que cabelos grisalhos, fato esse que pode ter ocorrido no presente estudo que
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justificam tanto a menor concentragdo do elemento no pelo de gatos que
consumiram 80% e 60%BIO e o comportamento quadratico entre os niveis do
biocomplexo.

4.2.4. Selénio

A levedura enriquecida com Se usada na industria alimentar nem sempre
demonstra efeitos positivos, até porque a sua composicao é complexa (Zhan et
al., 2007). Embora a selenometionina seja a forma de selénio mais predominante
em leveduras selenizadas (Polatajko et al., 2003), representando adequadamente
40% do total de analogos de seleno aminoacidos (Kelly e Power, 1995), grande
parte pode ndo estar ligada dentro de proteinas, mas fisicamente associado com
um namero de macromoléculas, principalmente constituintes da parede celular
(Polatajko et al., 2003).

A excrecdo fecal de Se permanece constante sobre uma vasta ingestdo
do mineral (Wedekind et al., 2010), fato esse que ocorreu no presente estudo em
que independente da quantidade do elemento consumido pelos animais a sua
concentracdo nas fezes foi semelhante. J& quando avaliada a absorcao e retencédo
diaria, essas foram menores nos grupos 60% e 40%BIO e 80%, 60% e 40%BI0,
respectivamente, ambos em relacdo ao 100%ING e reduziu linearmente com a
diminuicdo dos niveis suplementares possivelmente em decorréncia do consumo
do elemento ter apresentado comportamento semelhante.

Por outro lado, a urina é considerada a maior via de excre¢do do Se em
monogastricos; e esta intimamente relacionada a ingestdo do mesmo (McDowvel,
1992), mas ndo parece estar relacionada a sua forma quimica dietética (Shiobara
et al.,1998). Nos gatos, foi observado que aqueles que consumiram as formas
biocomplexadas na mesma concentragcdo (100%BI0O), ou proximas (80%BIO)
aqueles que o consumiram sob a forma inorgénica (100%ING) apresentaram

maior excrecdo urinaria do elemento, sugerindo assim que a forma quimica do
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Se dietético pode vir a influenciar sua excrecdo pela urina. Ainda assim, a
concentracdo de Se na urina foi relacionada a ingestdo dietética, uma vez que
houve aumento linear na excrecdo de Se urindrio com o0 aumento da
suplementacéo BIO.

Comparado com a forma inorganica, o Se organicamente complexado
tem mostrado ter maior deposicdo tecidual em diversas espécies (Zhan et al.,
2007; Kim e Mahan, 2001; Wang e Xu, 2008; Wang et al., 2007; Juniper et al.,
2009); além do que, existe diferenca na capacidade de mudanca da concentracédo
de Se entre os tecidos frente a fonte e nivel suplementar do elemento(Zhan et al.,
2007; Wang e Xu, 2008; Juniper et al., 2009). Nos gatos, a pele, quando
comparado a gbonada, pareceu refletir melhor o efeito das fontes e niveis
suplementares.

No pelo foi observado maior concentracdo de Se em todos os grupos de
animais suplementados com fonte BIO quando comparado aqueles animais que
consumiram minerais de fonte inorganica. Isso possivelmente ocorreu devido a
um metabolismo mais eficiente da fonte biocomplexada, ja que o selenito é
reduzido a selenato e s6 posteriormente a selenofosfato, o Unico precursor da
selenocisteina; ao passo que a selenometionina é a fonte de Se metabolico
reduzido disponivel para ser convertido rapidamente a selenocisteina (Allan et
al., 1999; Behne e Kyriakopoulos, 2001). Uma caracteristica consistente de
todas as analises do pelo é o elevado teor do aminoacido contendo enxofre,
cistina, na quantidade gque se aproxima de 10%; e a metionina é o substituto mais
eficiente para a cistina em diversas espécies, podendo esse aminoacido ainda ser
convertido a cistina no organismo (Ryder, 1958). Assim como no presente
estudo, Kim e Mahan (2001) também observaram maior concentracdo de Se no
pelo quando fornecida a suinos a fonte biocomplexada (levedura enriquecida
com Se) apds 12 semanas de suplementacdo, quando comparado ao inorganico

(selenito de sédio), o que foi justificado pelo fato do Se biocomplexado ter sido
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convertido a partir da selenometionina em selenocisteina através da via
cistationina (Esaki et al., 1981). Shiobara et al. (1998) também relataram
concentracdes extremamente mais altas de Se em pelo de ratos alimentados com
Se-metionina quando comparado a selenito de sédio.

Quanto a concentragdo de Se no plasma, em estudos com outras espécies
(Kim e Mahan, 2001; Cao et al., 2014; Shiobara et al., 1998; Wang et al., 2011;
Payne e Southern, 2005), foi observada maior concentracdo plasmatica de Se em
animais suplementados com o mineral biocomplexado em relagéo a inorganica.
Mas, em contraste ao que foi observado em gatos, ha relatos de que a
concentragdo plasmatica desse elemento pode ser comportar de forma dose-
dependente (Shiobara et al., 1998; Goehring et al., 1984; Kim e Mahan 2001).

4.2.5. Zinco

A excrecdo de Zn nas fezes é regulada de acordo com mudancgas na
absorcdo e status de Zn, o que é importante na manutengdo da homeostase do
elemento (Hambidge, 2003). Foi observado nesse estudo que o grupo 40%BIO
apresentou menor excrecdo fecal do mineral em relacdo ao grupo 100%ING, o
que pode ter sido decorrente do consumo de Zn ter sido também
significativamente menor. Entretanto a absor¢do, concentracao na urina, retido e
presente na pele, gbnada e pelo ndo diferiram entre as fontes e niveis
suplementares, 0 que mostra o estreito controle da homeostase desse elemento
no corpo, feito principalmente pelos mecanismos de absor¢do e excregdo. Em
outras palavras, a ingestdo do Zn tem demonstrado induzir a sintese de
metalotioneina intestinal (Sandoval et al., 1997), de forma que o aumento nessa
sintese esta associada a reducdo na absorcdo, o que influencia a regulagdo da
absorcdo do elemento e possivelmente a resposta do animal a diferentes niveis

suplementares (Sahraei e Janmohammadi, 2014).
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No plasma, a fonte e os niveis suplementares ndo influenciaram a
concentragdo do Zn. Esses resultados discordam do encontrado por Liu et al.
(2013) em que tanto a fonte (sulfato vs. proteinato) quanto os niveis
influenciaram a concentracgao plasmatica do elemento.

Com base nos resultados obtidos, a completa substituicdo de
microminerais de fonte inorgénica por biocomplexados na forma de proteinatos
reduzindo-os em até 60% da recomendacdo do NRC (2006) ndo interfere no

desenvolvimento e estado mineral de gatos filhotes.
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Resumo

Trinta gatos com 80 dias de idade (919,16 + 120,34g) foram usados com o
objetivo de determinar os efeitos de fontes inorganicas vs. biocomplexadas e
diminuicdo suplementar de Cu, Fe, Mn, Se e Zn na atividade de metaloenzimas,
metabolismo de Fe e indices hematoldgicos e imunolégicos. Microminerais
inorganicos (ING) foram comparados a quatro niveis de microminerais
biocomplexados (BIO) sob a forma de proteinatos (Bioplex®TR Se). A dieta
100%ING foi suplementada com 8,4mgCu/kg (sulfato), 80mg de Fe/kg (sulfato),
4,80mg de Mn/kg (sulfato), 0,30mg de Se/kg (selenito) e 75mg de Zn/kg
(sulfato); e o Bioplex®TR Se foi usado como substituto na mesma concentraco
mineral (100%BI10) ou em proporcbes menores (80%BIO, 60%BIO e 40%BI0)
nas demais dietas, totalizando cinco tratamentos. Os animais foram alimentados
durante 140 dias com as dietas em delineamento inteiramente ao acaso,
totalizando 6 repeti¢fes por tratamento. Ndo houve diferenca (p>0,05) entre as
fontes ING e BIO, nos seus diferentes niveis, para atividade das enzimas
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), fosfatase alcalina
(FA); niveis plasmaticos de malondialdeido (MDA); Fe sérico; concentracdo de
transferrina; capacidade latente (CLLFe) e total de ligacdo do ferro (CTLFe);
indice de saturacdo da transferrina (IST); hemograma (exceto hemoglobina
corpuscular média — HCM), leucdcitos e linfocitos totais. Comparado com a
fonte inorganica (100%ING), o grupo suplementado com 80%BIO apresentou
maior atividade da ceruloplasmina; e todos 0s grupos que receberam o
biocomplexo apresentaram maior hemoglobina corpuscular média (HCM)
(p<0,05). A atividade da ceruloplasmina aumentou quadraticamente com o
aumento da suplementacdo BIO (p<0,05). Conclui-se que a suplementacdo de
niveis menores de microminerais organicamente complexados sob a forma de
proteinato (Bioplex®TR Se), em vez de suas formas inorganicas, ndo afeta

negativamente a defesa antioxidante, atividade enzimatica, parametros
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relacionados ao metabolismo de ferro e indices hematoldgicos de gatos em
crescimento.

Palavras-chave: defesa antioxidante, enzimas, filhotes, minerais.

Introducéo

Microminerais como cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco
(Zn) sdo essenciais para a atividade de diversas enzimas celulares, participando
entdo de varios processos bioquimicos. A importancia da deficiéncia de
microminerais esta relacionada, dentre outros motivos, ao fato deles estarem
presentes em diversas enzimas, como as antioxidantes: a superéxido dismutase
(Cu, Zn e Mn) e glutationa peroxidase (Se), bem como na ceruloplasmina (Cu) e
fosfatase alcalina (Zn). Mas também vale ressaltar que 0s microminerais
desempenham fungdo na manutencdo de fatores hematoldgicos (ferro, cobre e
zinco), metabolismo de lipideos (cobre) e funcdo imunologica (ferro, cobre,
selénio e zinco). Assim, a determinacdo da atividade enzimatica ou de
componentes essenciais metabdlicos tém sido usados como critérios de
avaliacdo da biodisponibilidade de minerais, uma vez que fungGes fisioldgicas
sdo progressivamente afetadas pela deficiéncia desses elementos (Miles e Henry,
2000).

Nos mecanismos de defesa antioxidante, a SOD é responsavel por acelerar a
conversdo do radical superdxido (O,) em peroxido de hidrogénio (H,O), o qual
é entdo reduzido pela GPx em agua (Finkel e Holbrook, 2000). Isso evita que o
radical livre ataque lipideos de membrana, resultando na produgdo de outros
compostos como, por exemplo, o malondialdeido (MDA). A ceruloplasmina é
uma enzima que possui diversas fungdes no organismo como: em reagdes de
fase aguda da inflamagdo (Aggett, 1985; Linder e Hazeg-Azam, 1996); na

defesa antioxidante; no transporte de Cu do figado para outros 6rgdos (Linder et
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al., 1998) e auxilia na liberacdo ou ligacdo de Fe de armazenamento para
transferrina (Linder e Hazeg-Azam, 1996).

A fosfatase alcalina é uma enzima que requer o Zn como cofator (Adeniyi e
Heaton, 1980) na catalizacdo da hidrdlise de fosfomonoésteres com a liberacéo
de fosfato inorganico (Mornet et al., 2001) e é um importante marcador da
atividade osteoblastica (Sabokbar et al., 1994).

Nos parametros hematoldgicos o Fe é usado em sua maioria pelas células
precursoras eritréides na producdo de hemoglobina (McCown e Specht, 2011).
O Cu esta relacionado a manutencdo do fornecimento de Fe funcional devido a
importancia de proteinas que contém Cu, como a hefaestina e ceruloplasmina
(Bohn, 2015), de modo que a deficiéncia desse elemento resulta na diminuicéo
da liberacdo de Fe do enterdcito para o plasma e de tecidos de armazenamento
de Fe (Harvey, 2008). A reducdo do fornecimento de Zn tem sido associada a
danos (Kraus et al., 1997; Shakoori et al., 1990) ou inibicdo da formacdo de
eritrocitos (Shakoori et al.,1990) .

Quanto ao sistema imunoldgico, os microminerais sdo totalmente relevantes
e podem ser usados como estratégia para otimizar a funcdo desse sistema,
principalmente pela reducdo do estresse metabolico e oxidativo (Andrieu, 2008;
Weiss e Wyatt, 2002). Os microminerais também podem exercer importante
funcdo no sistema imune, por meio de mecanismos especificos como, por
exemplo, no caso do Zn que afeta a imunidade via seu papel importante na
replicagdo e proliferagdo celular (Spears e Weiss, 2008).

A suplementacdo de microminerais nas dietas de gatos filhotes tem sido
feita tradicionalmente por meio da utilizagdo de sais inorganicos como sulfatos e
Oxidos. No entanto, ap6s a descoberta de diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos que podem vir a afetar a biodisponibilidade dos elementos sob essa
forma, tentativas tém sido langadas no intuito de melhorar sua utilizacdo por

animais (Buzadz¢é et al.,, 2002). Assim, a proposta do uso de minerais
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organicamente complexados como, por exemplo, metal proteinato, tem sido de
grande interesse na nutricdo animal. Ainda assim, devido a sua maior
biodisponibilidade, a necessidade de inclusdo de microminerais sob a forma
biocomplexada na dieta parece ser menor (Richards et al., 2010; Schiavon et al.,
2000).

Dessa forma, objetiva-se com o presente estudo determinar os efeitos da
redugdo suplementar de Cu, Fe, Mn, Se e Zn na forma de proteinato sobre a
atividade de metaloenzimas, metabolismo de ferro e indices hematoldgicos e

imunolégicos de gatos em crescimento.

Material e métodos

Todos os procedimentos experimentais estiveram de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal adotados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (Comiss6es/ Permanentes/PRP-UFLA- Protocolo n® 049/13).

Animais

Trinta gatos filhotes saudaveis, sendo 15 machos e 15 fémeas foram
distribuidos de forma semelhante entre as dietas experimentais. Os filhotes aos
80 dias de idade e com peso médio inicial de 919,16 + 120,34g, foram alojados
em gaiolas suspensas com dimensdes de 0,8 x 0,8 x 1,0m (altura x profundidade
x largura). As vacinas foram realizadas aos 60, 90 e 120 dias de idade (Nobivac
Feline, MSD Saude Animal Inc., Alemanha) e vermifugagao aos 30 e 45 dias de
idade (Basken Suspensdo, Konig Inc., Argentina). O estudo foi conduzido
durante 120 dias.
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Dietas experimentais e manejo alimentar

Os filhotes foram distribuidos em cinco tratamentos (dietas
experimentais secas extrusadas): (1) 100% ING [100% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte inorganica]; (2) 100%
BIO [100% da suplementacdo de microminerais recomendada pelo NRC (2006)
de fonte biocomplexada]; (3) 80% BIO [80% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte biocomplexada]; (4)
60% BIO [60% da suplementacdo de microminerais recomendada pelo NRC
(2006) de fonte biocomplexada]; (5) 40% BIO [40% da suplementacdo de
microminerais recomendada pelo NRC (2006) de fonte biocomplexada] (Tabela
1).

As recomendacBes de microminerais indicadas pelo NRC (2006) para
dietas de gatos filhotes sdo: 8,4mg de Cu/kg; 80mg de Fe/kg; 4,8mg de Mn/kg;
0,3mg de Se/kg e 75mg de Zn/kg, na matéria seca, considerando um alimento
com aproximadamente 4000kcal de energia metabolizavel/kg. As dietas foram
isoenergéticas e isoproteicas, diferenciando apenas na quantidade e fonte de
microminerais suplementados (Tabelas 2 e 3).

Os microminerais inorganicos foram suplementados como sulfato de
cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés, selenito de sddio e sulfato de zinco.
A fonte de mineral biocomplexada foi fornecida por fontes proteinatas
disponiveis comercialmente (Bioplex®TR Se Gatos, Alltech Inc., Estados
Unidos), obtida a partir de proteina de soja hidrolisada enzimaticamente; exceto
0 Se biocomplexado, que foi a partir de uma proteina de levedura,
principalmente como selenometionina. Os alimentos foram fornecidos
diariamente na quantidade de 150gramas, possibilitando a obtencdo de sobra.

Agua foi fornecida ad libitum.
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Tabelal Ingredientes das dietas experimentais secas extrusadas para gatos

filhotes.

Ingredientes 100%  100% 80% 60% 40%
(9/kg na matéria natural) ING BIO BIO BIO BIO
Farinha de visceras de frango 243,33 243,33 243,33 243,33 243,33
Arroz quirera 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Soja farelo 45% 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Milho gréo 94,90 9490 9490 94,90 94,90
Farinha de peixe 82,21 82,21 8221 8221 8221
Oleo de frango 60,39 60,39 60,39 60,39 60,39
Farelo de trigo 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Palatabilizante 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Semente de linhaca 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Premix vitaminico* 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Acidificante 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Mananoligossacarideo 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
DL-metionina 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Taurina 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67
Corante 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Propionato de célcio 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Extrato de Yucca schidigera 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premix inorganicot 2,00 - - - -
Premix biocomplexadoz - 2,00 1,60 1,20 0,80
Inerte (caulim) - - 0,40 0,80 1,20

*Premix vitaminico forneceu os seguintes niveis de vitaminas por quilograma de alimento:
vitamina A (18000Ul), vitamina D3 (1200Ul), vitamina E (200Ul), vitamina K (0,15mg), tiamina
(25mg), riboflavina (15mg), &cido pantoténico (35mg), niacina (150mg), piridoxina (10mg), &cido
félico (2mg), biotina (0,2mg) vitamina B12 (0,07mg), colina (2200mg).

+Premix mineral inorganicocontinha no minimo, por quilograma do premix: 40500mg de ferro
(sulfato de ferro), 4200mg de cobre (sulfato de cobre), 2400mg de manganés (sulfato de
manganés), 37500mg de zinco (sulfato de zinco), 1820mg de iodo (iodato de célcio), 150mg de
selénio (selenito de sodio)

1Premix mineral biocomplexadocontinha no minimo, por quilograma do premix: 40500mg de
ferro (proteinato de ferro), 4200mg de cobre (proteinato de cobre), 2400mg de manganés
(proteinato de manganés), 37500mg de zinco (proteinato de zinco), 1820mg de iodo (iodato de
potéssio), 150mg de selénio (levedura enriquecida com selénio)
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Tabela 2 Quantidades suplementares de microminerais de fontes inorganicas
(ING) ou biocomplexadas (BIO) utilizadas experimentalmente em
dietas para gatos filhotes.

mg/kg de alimento na matéria seca

Dietas Cobre  Ferro Manganés Selénio Zinco
100% ING* 8,40 80,00 4,80 0,30 75,00
100% BIO+ 8,40 80,00 4,80 0,30 75,00
80% BIO 6,72 64,80 3,84 0,24 60,00
60% BIO 5,04 48,60 2,88 0,18 45,00
40% BIO 3,36 32,40 1,92 0,12 30,00

*ING (fontes inorgénicas) - sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés, selenito de
sodio e sulfato de zinco.

+BIO (fontes biocomplexada) - proteinato de cobre, proteinato de ferro, proteinato de manganés,
levedura enriquecida com selénio, proteinato de zinco.

Tabela 3 Quantidade de microminerais de fonte inorganica (ING) e
biocomplexada (BIO) nas dietas experimentais para gatos filhotes e
premixes apos analise laboratorial.

mg/kg na matéria seca

Dietas Cobre Ferro  Manganés Selénio Zinco
100% ING 25,77 433,85 37,98 0,38 149,66
100% BIO 26,42 412,90 37,71 0,40 156,53
80% BIO 24,10 353,47 36,21 0,37 137,45
60% BIO 22,32 343,15 35,13 0,28 125,67
40% BIO 20,17 326,17 34,31 0,23 108,13
Premix ING 3929,62 43685,43 4104,64 95,99  38769,56
Premix BIO 424353 47739,07 402654 188,73 42416,17

Atividade enzimatica e peroxidacéo lipidica

Nos dias 0 e 120 do periodo experimental os animais foram submetidos
a coletas de sangue para a determinacdo da atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e da concentragdo de
malondialdeido (MDA) pela mensuragdo de substincias reativas ao acido

tiobarbitdrico (TBARS). As amostras foram coletadas com 0s gatos em jejum de
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12 horas, usando como acesso a veia jugular e, posteriormente, colocadas
individualmente em mini tubos contendo anticoagulante heparina (Mini Tubos,
Labor Import Co., Brasil) e rapidamente preservados imersos no gelo até o
processamento em centrifuga a 1000xg por 10 minutos a temperatura de 4°C
(modelo 2K-15 Sigma Laborzentrifugen, Sigma, Alemanha). Apds
centrifugacdo, o plasma foi removido e armazenado em microtubos tipo
eppendorf e congelado a temperatura de -80°C até a realizacdo das analises, que
ocorreu até 30 dias ap6s a coleta. Para 0 ensaio foram usados os kits comerciais
Superdéxido Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Co., Estados Unidos),
Glutationa Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical Co., Estados Unidos) e
TBARS Assay Kit (Cayman Chemical Co., Estados Unidos), seguindo-se o
protocolo recomendado pelo fabricante. Todas as analises foram feitas em
duplicata para cada parcela experimental e as leituras das microplacas em
espectrofotdmetro automatico de microplacas (Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific Inc., Alemanha).

Aos dias 0, 60 e 120 do experimento também foram realizadas coletas
sanguineas, nos animais em jejum de 12 horas, para a determinacdo da atividade
das enzimas fosfatase alcalina e ceruloplasmina. As amostras sanguineas para
fosfatase alcalina foram colocadas individualmente em mini tubos com gel
separador de soro (Minicollect® com gel separador de soro, Greiner Bio-One
Inc., Austria). A centrifugacdo foi feita a 3500rpm durante 10 minutos a 20°C
(modelo Elektra Ecoline, Laborline, Brasil). No ensaio usou-se a avaliacdo da
atividade catalitica da enzima sobre o substrato p-nitrofenil fosfato sob leitura
em espectrofotdmetro (modelo Labmax240, Labtest Diagnostica S/A, Brasil) a
405nm por meio de kit enzimatico (Fosfatase alcalina Liquiform, Labtest
Diagndstica S/A, Brasil).

As amostras destinadas a analise de ceruloplasmina foram colocadas em

tubos sem anticoagulante (Vacuette® Z Serum Clot Activator, Greiner Bio-one
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Inc., Austria), centrifugadas a 3000xg durante 10 minutos (Modelo 2-6, Sigma
Laborzentrifugen, Sigma, Alemanha), sendo o soro armazenado em microtubos
tipo eppendorfa -20°C até a realizacdo da analise. O ensaio foi feito por meio da
oxidagdo da o-dianisidina di-hidrocloreto (o-dianisidine dihydrochloride, Sigma
Aldrich Co., Estados Unidos) usando o método de Schosinsky et al. (1974), com
adaptacOes para a espécie. Os ensaios foram conduzidos a 37°C, utilizando um
tampdo de acetato de sédio 0,1 mol/L. Como o pH 6timo para a atividade de
oxidases varia com a espécie (Prohaska, 1991) e a ceruloplasmina em gato tem
atividade maxima em pH 5,8 (Fascetti et al., 2002), o tampéo usado para analise
foi feito a esse pH. A absorbancia do produto da reacdo foi mensurada a 540nm
por  espectrofotometro de  cubeta  (Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific Inc., Alemanha). Uma unidade da
atividade da ceruloplasmina foi definida como a quantidade de enzima oxidando
lumol/min de substrato usando um coeficiente de extingdo molar de
9600mol/L/cm (Schosinsky et al.,1974).

Capacidade de ligacao do ferro

Também nos dias 0, 60 e 120 foram coletadas amostras de sangue para
determinacdo da capacidade de ligacdo do Fe (Fe sérico, capacidade latente de
ligacdo do Fe, capacidade total de ligacdo do Fe, indice de saturacdo do Fe e
concentragdo de transferrina) em mini tubos com gel separador de soro
(MiniCollect® com gel separador de soro, Greiner bio-one Inc., Austria). A
centrifugacédo foi feita a 3500rpm durante 10 minutos a 20°C (modelo Elektra
Ecoline, Laborline, Brasil).

Para avaliacdo do Fe sérico e a capacidade latente de ligacdo do Fe
(CLLFe) foi utilizado o método colorimétrico de Goodwin modificado, por meio
da adicdo de Ferrozine®, com reagentes comerciais (Labteste Diagnéstica S/A,

Brasil). As leituras foram feitas em espectrofotémetro (modelo Labmax240,
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Labtest Diagndstica S/A, Brasil), na faixa de 560nm. A partir dessas analises
foram calculadas a capacidade total de ligagdo do Fe (CTLFe), indice de
saturacdo da transferrina (IST) e transferrina, conforme segue: CTLFe (ug/dL) =
Fe sérico + CLLFe; IST (%) = (Fe sérico/CTLFe) x 100; e Transferrina (mg/dL)
= CTLFe x 0,70.

Perfil hematoldgico

Ainda aos dias 0,60 e 120 as amostras sanguineas foram colocadas em
mini tubos com anticoagulante EDTA K2 (Labor Import Co, Brasil) e analisadas
por método automatizado por meio de um analisador hematoldgico veterinario

(modelo pocH-100iv-Diff, Sysmex Co, Jap&o).

Anélises estatisticas

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado,
de modo que 30 gatos foram distribuidos em cinco tratamentos, totalizando
assim seis animais por tratamento, sendo a unidade experimental cada gato.
Todos os dados foram previamente analisados para normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk e quando necessario eles foram transformados em log antes de
serem analisados estatisticamente. Os dados foram submetidos a analise de
covariancia, sendo as medidas no tempo 0 as covariaveis e em seguida a anlise
de varidncia com dieta e tempo como fatores, exceto atividade das enzimas
SOD, GPx e peroxidacdo lipidica, os quis foram submetidos a analise de
variancia, com dieta como Unico fator. Foi realizado Teste de Dunnet para
comparacdo de cada nivel de suplementacdo do biocomplexo ao grupo
inorganico e procedeu-se analise de regressao para os niveis do suplemento sob
a forma de biocomplexo pelo PROC GLM (SAS, Inst., Inc., Cary, NC).

Significancia foi declarada a p<0,05.
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Resultados
Atividade enzimatica e peroxidacdo lipidica

Nenhuma diferenga em resposta a fonte e efeito de niveis suplementares
da fonte biocomplexada foi observada na atividade das enzimas SOD, GPx e na
peroxidacdo lipidica (concentracdo de MDA) (p>0,05)(Tabela 4). Néao foi
observada interacdo dieta X tempo para a atividade das enzimas fosfatase
alcalina e ceruloplasmina (p>0,05) (Tabela 5). Ndo houve efeito (p>0,05) da
dieta sobre a atividade da fosfatase alcalina, mas foi observado efeito do tempo
(p<0,05). A atividade da enzima ceruloplasmina foi maior (p<0,05) nos animais
alimentados com 80%BIO quando comparado aqueles alimentados com
100%ING; e entre os niveis BIO, a atividade aumentou quadraticamente

(p<0,05) com o aumento da suplementacao do biocomplexo (Tabela 5).



Tabela 4 Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e cocnentracdo de
dialdeido malénico (MDA) de gatos filhotes alimentados com diferentes fontes (inorgénica - ING ou
biocomplexada - BIO) e niveis de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) BIO.

Niveis suplementares (B1O)

Item 100% ING p-valor EPM
100% 80% 60% 40%

SOD (U/mL) 6,14 6,23 4,84 3,8 4,61 0,33 0,42

GPx (nmol/min/mL) 5842 5577 5270 4941 4984 0,46 172,33

MDA (uUM) 3,55 2,67 3,66 3,07 3,74 0,18 0,16

EPM= erro padrdo da média

Tabela5 Atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA) e ceruloplasmina (CP) de gatos filhotes alimentados com
diferentes fontes (inorganica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis de microminerais (cobre, ferro,
manganés, selénio e zinco) BIO.

ltern Tempo 100% Niveis suplementares (BIO) p-valor EPM
(dias)  ING 100% 80% 60% 40% DxT D T

FA (U/L) 60 102,25 119,50 136,00 106,50 127,67 0,73 099 001 542
120 95,75 80,17 114,75 86,67 80,83

CP (U/L) 60 65,19 70,44 81,88 64,50 52,19 0,67 0,03~ 0,65 2,38

120 57,50 71,58 79,81 76,06 59,69

*Dieta 80%BIlOdiferiu significativamente (p<0,05) da dieta 100%ING pelo teste de Dunnett
+ y= -16,43438 + 2,242945x — 0,01531x* (R? = 0,95)

D x T - interac8o dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo

EPM= erro padréo da média

4%



115

Capacidade de ligacao do ferro

Para nenhum dos pardmetros analisados do metabolismo de Fe foi
observada interacdo tempo X dieta e efeito das fontes e niveis suplementares da
fonte biocomplexada (p>0,05) (Tabela 6). Somente o IST diferiu entre os dias de
coleta (p<0,05).

Perfil hematoldgico

N&o houve interacdo tempo x dieta para nenhum dos parametros
analisados (p>0,05) (Tabela 7). Nenhuma diferenga entre as fontes e efeito dos
niveis suplementares do biocomplexo foi observada na contagem de hemacias,
concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), concentracdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucdcitos totais e linfocitos totais
(Tabela 7). Por outro lado, hemoglobina corpuscular média (HCM) foi maior
(p<0,05) nos grupos de animais alimentados com a fonte de microminerais
biocomplexados, independente da quantidade, quando comparado aqueles
alimentados com a fonte inorgénica. Contagem de hemacias e concentracao de
hemoglobina foram significativamente diferentes (p<0,05) entre os dias de

coleta.



Tabela 6 Capacidade de ligagdo do ferro (ferro sérico, concentracdo de transferrina, capacidade latente de ligacdo do
ferro - CLLFe, capacidade total de ligacdo do ferro - CTLFe, indice de saturacdo da transferrina - IST) de
gatos em crescimento, alimentados com diferentes fontes (inorganica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis
de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) BIO.

ltern Tempo 100% Niveis suplementares (BIO) p-valor EPM
(dias)  ING  100% 80%  60%  40% DxT D T

Ferro sérico (ug/dL) 60 63,20 72,00 8220 70,80 62,60 0,89 024 028 275
120 57,00 77,80 66,80 61,80 59,20

Transferrina (mg/dL) 60 222,74 245,82 241,85 257,37 229,48 0,717 015 0,90 392
120 234,92 244,68 252,35 240,68 218,75

CLLFe (ug/dL) 60 249,60 279,40 249,00 284,20 225,20 038 017 035 5,78
120 280,80 263,00 290,20 267,80 239,00

CTLFe (ug/dL) 60 318,20 359,40 331,20 348,40 328,80 054 020 089 578
120 335,60 358,80 357,00 318,60 311,80

IST (%) 60 1950 20,80 25,38 20,04 20,03 083 019 0,01 0,72

120 1693 1820 1861 17,38 18,03

D x T - interac8o dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo
EPM = erro padrdo da média

911



Tabela 7 Contagem de hemacias, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucdcitos totais e linfécitos totais de
gatos em crescimento alimentados com diferentes fontes (inorganica - ING ou biocomplexada - BIO) e niveis
de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) BIO.

Tempos  100% Niveis suplementares (BIO) p-valor EPM
(dias) ING  100% 80% 60% 40% DxT D T

Hemacias (milhdes/mm?®) 60 8,72 8,71 9,46 8,60 9,14 0,79 068 0,01 0,17
120 9,93 9,75 9,64 9,60 9,64

Hemoglobina (g/dL) 60 11,28 11,38 12,94 11,60 11,80 0,88 033 0,01 0,23
120 12,78 12,80 13,40 13,28 12,87

VCM (fL) 60 39,27 39,32 41,30 39,48 38,83 0,79 049 0,74 0,33
120 39,68 39,47 41,46 3985 39,67

HCM (pg) 60 13,03 13,26 13,62 13,30 13,05 0,86 0,04 0,64 0,12
120 12,93 13,26 13,84 13,55 13,32

CHCM (%) 60 33,22 33,18 3295 3330 3310 0,83 09 0,67 0,14
120 32,62 3320 33,70 3342 3322

Leucdcitos totais

(mil/mm3) 60 19,64 21,10 15,42 22,60 15,83 09 0,28 0,19 0,77
120 21,92 21,36 19,76 23,57 15,87

Linfdcitos totais (%) 60 48,60 49,00 48,60 44,17 41,33 0,70 09 0,93 1,75
120 48,80 41,00 44,20 47,83 49,83

*Todas as dietas com microminerais biocomplexados (BIO) diferem da dieta controle (100%ING) pelo teste de Dunnett (p<0,05)
D x T - interac8o dieta e tempo;D - efeito da dieta; T - efeito do tempo

EPM = erro padrdo da média, n=6 animais por alimento

LTT
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Discusséo
Atividade enzimatica e peroxidacdo lipidica

Diversas espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo continuamente
produzidas nas células como subproduto do metabolismo aerébico (Apel e Hirt,
2004). Entretanto, mecanismos de defesa antioxidantes, que inclui as enzimas
superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), protegem a célula
contra 0 dano oxidativo causado pelas EROs (Rikans et al., 1991), mantendo
assim a homeostase fisioldgica. Contudo, microminerais, tais como Cu, Zn, Mn
na SOD e Se na GPx, sdo importantes cofatores para a regulacdo da atividade
antioxidante dessas enzimas (Karki et al., 2015).

Além disso, o balango entre a producdo de ERO e as defesas
antioxidantes determina o grau de estresse oxidativo, que tem como
consequéncia a peroxidacdo lipidica. Esse ultimo é um processo pelo qual o
radical livre ataca o lipideo, resultando na producdo de outros compostos, como
por exemplo, o malondialdeido (MDA), que é um dos principais produtos da
oxidacdo secundaria de acidos graxos poliinsaturados (Aksu et al., 2010) e
eficiente biomarcador do estresse oxidativo (Ayala et al., 2014).Conforme
resultados obtidos no presente estudo para a atividade da SOD, GPx e niveis de
MDA plasmaticos, os menores niveis de fornecimento dos elementos sob a
forma biocomplexada foram suficientes na manutencdo da protecdo contra a
oxidagao sem efeitos de fatores estressantes. A titulo de comparacéo, a atividade
da SOD encontrada estd dentro dos valores médios de referencia encontrados
por Fascetti et al. (2002) em gatos saudaveis machos e fémeas com menos de um
ano de idade (2,8 a 16U/L).

Em estudo semelhante, em que frangos foram suplementados com fontes
inorganicas de Cu, Mn e Zn ou biocomplexada (proteinato - Bioplex) em
diferentes niveis, foi observado que a atividade da SOD em tecido hepatico foi

semelhante entre as dietas experimentais. No entanto, a atividade da SOD
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eritrocitaria foi maior e niveis de MDA plasmatico menores nos frangos que
consumiram a fonte biocomplexada, independente do nivel (Aksu et al., 2010).

Quanto a relacdo entre o Se e a atividade da GPx, em outras espécies (Wang
et al., 2007; Wang e Xu, 2008; Cao et al., 2014), foi observado que animais
suplementados com levedura ou Se-metionina apresentaram maior atividade da
GPx quando comparados aqueles com selenito de so6dio. Mas, assim como no
presente estudo, ha relato também de que animais suplementados com selenito
de sddio ou Se-Metionina apresentam atividade da GPx (Wang et al., 2011) e
concentragdo de MDA no soro semelhantes (Wang et al., 2011; Cao et al, 2014);
e que niveis suplementares sob a forma biocomplexada ndo interferem na
atividade da GPx e na concentracdo de MDA sérica (Cao et al., 2014). A
semelhancga encontrada na atividade da GPx entre as fontes no presente estudo
pode ter sido decorrente do fato do selenito de sédio ter sido metabolizado a Se-
cisteina mais eficientemente que a Se-metionina presente na levedura (Sunde e
Hoekstra, 1980; White e Hoekstra, 1979).

A fosfatase alcalina é uma enzima responsavel pela producédo de fosfato
inorganico livre ou transferéncia de grupo fosforil a alcoois (Kim e Wychoff,
1990). Como apresenta 0 Zn em sua composicao, a caréncia desse elemento tem
sido implicada na reducdo da atividade da enzima (Eberle et al., 1999; Yousef et
al., 2002) e consequentemente em alteracGes dsseas (Ovensen et al., 2001). Isso
foi observado por Eberle et al. (1999) em que ratos alimentados com dietas
carentes em Zn apresentaram atividade da fosfatase alcalina plasméatica 40%
menor e osteopenia em relacdo aqueles suficientemente suplementados.
Diferente do resultado encontrado no presente estudo, Yousef et al. (2002)
observaram diminuicdo da atividade enzimatica no soro de forma dose-
dependente, porém a fonte do mineral usada foi inorganica.

A ceruloplasmina é uma glicoproteina que contém seis ions de Cu,

sendo que trés desses formam centros de Cu envolvidos nos processos de
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transferéncia de elétrons e outros trés em um unico centro trinuclear onde ocorre
a ativacdo de oxigénio durante o ciclo catalitico da enzima (Kaplan e
O’Halloran, 1996). Dentre outras fungdes, essa enzima possui uma atividade
ferroxidase, que lhe confere a capacidade de oxidar o Fe no estado ferroso
(Fe®"), presente na ferritina intracelular, em ferro ferrico (Fe**) para que possa se
ligar a transferrina (Linder e Hazeg-Azam, 1996). Assim, pode-se afirmar que o
metabolismo de Fe e Cu estdo interligados (Schiimann et al., 2002), de tal modo
que a diminuicdo da atividade ferroxidase dessa enzima é caracteristico da
diminuicdo de fornecimento de Cu para a ceruloplasmina (Suzuki et al.,2002).

Em cdes em crescimento ja foi observado comprometimento da
atividade oxidase da enzima na baixa ingestdo de Cu (Zentek e Meyer, 1991).
Tomando como base resultados obtidos por Fascetti et al. (2002) em gatos
machos e fémeas saudaveis com menos de um ano de idade em que a atividade
dessa enzima variou de 24,1 a 92,5U/L, os valores encontrados ao longo do
presente estudo estdo dentro da normalidade para a espécie.

Partindo-se da evidencia de que minerais biocomplexados sdo mais
disponiveis e rapidamente absorvidos em relagdo a fontes inorganicas, Eckert et
al. (1999), comparando a atividade da ceruloplasmina em ovelhas alimentadas
com sulfato de Cu ou proteinato de Cu em diferentes niveis, observaram que aos
73 dias a atividade da enzima foi maior naqueles animais alimentados com fonte
biocomplexada e que o aumento da concentracdo de Cu na dieta ndo interferiu
nessa atividade. Ja no presente estudo, diferenca entre as fontes s foi observada
quando a suplementacao foi 80%BIO em relagdo a 100%ING, mas que entre 0s
niveis suplementares do biocomplexo houve aumento quadratico com a
diminuicdo da suplementagdo. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato
da suplementacdo com até 80% de Cu biocomplexado ser o suficiente na
manutencdo da atividade enzimatica, de modo que quantidades superiores dessa

fonte ndo aumentam a atividade da enzima.
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Capacidade de ligacao do ferro

Para que grandes quantidades de Fe ndo fiquem circulantes no sangue, ja que
esse elemento pode participar da geracdo de radicais livres (Fang et al., 2002),
fatores regulatérios modulam tanto a absorcdo quanto a liberacdo de ferro por
macréfagos e hepatdcitos (Hentze et al., 2004), o que pode justificar a
manutencdo de niveis séricos de Fe independente da fonte e suplementacdo do
mineral biocomplexado encontrados no presente estudo.

Transferrina € uma molécula que se liga ao Fe** na circulacdo mantendo-o
solivel em ambiente aquoso e incapaz de engatar nas reac6es de Fenton/Haber—
Weiss; mas a0 mesmo tempo entrega o Fe aos tecidos (Andrews, 2008). A
transferrina é mais bem expressa pela capacidade de ligacdo com o ion, indicada
pela CLLFe somada ao Fe sérico, resultando na CTLFe (Pires et al., 2011). De
forma mais especifica, a CTLFe é a quantidade de Fe que a transferrina sérica
pode ligar quando todos os sitios de ligacdo do Fe estdo saturados (Andrews,
2010).

Os niveis séricos de Fe, capacidade latente de ligacdo do Fe e capacidade
total de ligacdo do Fe em gatos sdo, respectivamente: 68-215ug/dL; 105-
205ug/dL; 169-325ug/dL (Kaneko et al., 2008). Valores de referencia para
concentracdo de transferrina em gatos ndo foram encontrados para efeito de
comparacdo. A razdo da concentracdo sérica de Fe pela CTLFe é 0 IST, o que
significa a percentagem da capacidade total de ligacdo do Fe que é na verdade
ocupada pelo mineral. Esse indice gira em torno de 20% a 50% e fatores que
afetam a concentracdo sérica de Fe e CTLFe também afetam o IST, de modo que
valores abaixo de 20% sdo sugestivos de deficiéncia férrica. Quando ha
deficiéncia desse mineral, a transferrina pode aumentar, mas na maioria das
vezes € normal, a concentragdo sérica de Fe diminui, a CTLFe é normal ou
possivelmente aumentada e o IST é baixo. No caso do presente estudo, os

valores médios de Fe sérico, CTLFe e IST estavam dentro dos valores de
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referencia; ao passo que a CLLFe apresentou valor médio mais alto em relagdo

aos valores de referéncia.

Perfil hematoldgico

O Fe é um componente usado por precursores eritroides na producao de
hemoglobina, de forma que altera¢cBes em sua homeostase resultam em anemia
(McCown e Specht, 2011). Entretanto, alteracGes na eritropoiese por deficiéncia
de Fe ocorrem guando a concentracdo sérica do elemento é baixa em uma fase
muito tardia. E do tipo microcitica e hipocromica devido & diminuicdo da sintese
de hemoglobina, atraso na maturacdo celular e divisdo mitética extra (Steinberg
e Olver, 2005). A diminuicdo no VCM precede a diminuicdo na CHCM
(McCown e Specht, 2011). A deplecdo de Cu também é acompanhada por
alteracBes hematoldgicas como anemia microcitica hipocrémica (Linder e
Hazeg-Azam, 1996), como resultado da deficiéncia funcional do Fe.

Diversos valores normais de referéncia para filhotes de gato estdo
disponiveis, mas a conformidade entre os valores de referéncia de gatos adultos
é melhor para média (Rizzi et al., 2010). Segundo Moritz et al. (2004) os valores
de hemdcias, hemoglobina, VCM, HCM e CHCM para gatos adultos sdo 5,92-
11,16milhdes/mm?®, 8,17 - 15,269/dL; 36,96-54,98fL; 11,28-17,24pg e 26,25-
35,91%, respectivamente. Tomando como base esses valores de referencia, e
considerando os resultados obtidos em todos os grupos, independente do tempo
de coleta, os gatos apresentaram perfil hematolégico normal com os valores
médios obtidos de hemacias, hemoglobina, VCM, HCM e CHCM de
8,75milhdes/mm?; 11,77g/dL; 41,60fL; 13,48pg e 32,44%, respectivamente. 1sso
ndo corrobora com os resultados do estudo de Schiavon et al. (2000) que
suplementando leitdes com Cu, Fe, Mn e Zn na forma de sulfato ou proteinato
em niveis normais e baixos observaram aumento significativo em hemoglobina e

namero de células sanguineas naqueles suplementados com biocomplexo.
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Os microminerais, em especial 0 Zn, sd0 necessarios para 0
desenvolvimento e funcdo da resposta imune (Shankar e Prasad, 1998; Rink e
Gabriel, 2000), de modo que o baixo indice plasmatico ou a deficiéncia de Zn,
por exemplo, caracteriza diversas doengas decorrentes da resposta imune
prejudicada. Isso é decorrente do fato dos mecanismos de defesa da imunidade
inata, que envolve diferentes classes de leucécitos, serem dependentes do Zn
(Willinghousen e Rink, 1998). A linfopenia ¢ um dos quadros comuns na
caréncia do elemento e que mesmo na deficiéncia marginal tem suprimido as
concentracdes periféricas de células linféides em algumas espécies (Fraker et al.,
1986; Prasad et al., 1988). Conforme os resultados obtidos nos gatos, a
concentragdo de leucdcitos totais e linfocitos totais ndo diferiram entre as fontes
e niveis suplementares do biocomplexo.

Esses resultados indicam que os microminerais Cu, Fe, Mn, Se e Zn sob
a forma de proteinatos (Bioplex®TR Se) podem ser adicionados a dietas de gatos
em crescimento em 40% da recomendacdo do NRC (2006) sem qualquer efeito
negativo sobre a atividade de metaloenzimas, parametros relacionados ao

metabolismo de ferro, bem como indices hematol6gicos.
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ANEXOS

ANEXO A - Andlise de variancia

Tabela 1A. Anélise de variancia para peso corporal®

Efeito GL numerador GL denominador ValorF  Pr>F
Tratamento 4 23,3 0,59 0,6734
Coleta 5 36,1 197,81 <0,0001
Tratamento*coleta 20 57,4 0,78 0,7217
Média geral 1947,71

Tabela 2A. Analise de variancia para consumo alimentar diario*

Efeito GL numerador GL denominador ValorF  Pr>F
Tratamento 4 23,3 0,56 0,6914
Coleta 5 85,0 4413  <0,0001
Tratamento*coleta 20 94,1 0,61 0,8929
Média geral 66,27

Tabela 3A. Analise de varidncia para altura de cernelha*

Efeito GL numerador GL denominador ValorF  Pr>F
Tratamento 4 98,6 0,98 0,4227
Coleta 3 54,0 304,86 <0,0001
Tratamento*coleta 12 70,9 0,24 0,9952
Média geral 22,30

Tabela 4A. Analise de variancia para comprimento corporal®

Efeito GL numerador GL denominador ValorF  Pr>F
Tratamento 4 25,0 0,32 0,8615
Coleta 3 23,0 456,09 <0,0001
Tratamento*coleta 12 35,4 1,07 0,4104
Média geral 53,98

1

Tabelas 1A a 9As8o0 as analises de variancia das andlises estatisticas das varidveis
descritas. Vale ressaltar que essas tabelas apresentam modelo diferente das demais,
isso ocorre porque usou 0 ProcMixed do SAS e 0 método de estimacdo da maxima
verossimilhanca restrita
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Tabela 5A. Andlise de variancia para crescimento de pelo*

Efeito GL numerador GL denominador  Valor F Pr>F
Tratamento 4 22,0 0,40 0,8041
Coleta 3 20,0 28,04 <0,0001
Tratamento*coleta 12 30,2 1,16 0,3584
Média geral 0,27

Tabela 6A. Andlise de variancia para cobre no plasma*

Efeito GL numerador GL denominador  Valor F Pr>F
Tratamento 4 22,9 1,52 0,2283
Coleta 1 22,3 4,23 0,0516
Tratamento*coleta 4 22,2 1,68 0,1894
Covariavel 1 24,7 113,10 <0,0001
Meédia geral 1,45

Tabela 7A. Analise de variancia para ferro no plasma*

Efeito GL numerador ~ GL denominador ValorF Pr>F
Tratamento 2 12,0 1,20 0,3357
Coleta 1 13,0 9,56  0,0086
Tratamento*coleta 2 13,0 2,88  0,0919
Covariavel 1 12,0 5,95 0,0312
Média geral 0,97

Tabela 8A. Analise de variancia para selénio no plasma*

Efeito GL numerador GL denominador ValorF Pr>F
Tratamento 4 23,5 0,51 0,7301
Coleta 1 47,2 3,56 0,8257
Tratamento*coleta 4 49,3 0,12 0,9520
Covariavel 1 39 27,64 <0,0001

Média geral 378,48
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Tabela 9A. Andlise de variancia para zinco no plasma*

Efeito GL numerador ~ GL denominador ValorF Pr>F
Tratamento 4 23,4 1,78 0,1670
Coleta 1 21,9 16,21  0,0006
Tratamento*coleta 4 21,8 0,23 0,9201
Covariavel 1 45,7 0,87 0,3555
Meédia geral 0,46

Tabela 10A. Analise de variancia e coeficiente de variacdopara densidade
mineral dssea do Umero

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 4,81729763 1,20432441 0,95 0,4539
Residuo 23 29,1951251 1,2693533
CV (%) 19,87
Meédia geral 5,67

Tabela 11A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para densidade
mineral 6ssea do radio

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,19508228  0,04877057 0,22 0,9225
Residuo 23 5,01882305  0,21820970
CV (%) 12,79
Média geral 3,65

Tabela 12A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para densidade
mineral 6ssea da ulna

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,31293882  0,07823470 0,31 0,8689
Residuo 23 582134181  0,25310182
CV (%) 12,96

Média geral 3,88
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Tabela 13A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para cobre
consumido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 1,06004465  0,26501116 3,32 0,0306
Residuo 20 1,59626121  0,07981306
CV (%) 15,81
Média geral 1,79

Tabela 14A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para cobre nas fezes

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 1,06940936  0,26735234 3,96 0,0158
Residuo 20 1,34901682  0,06745084
CV (%) 16,04
Média geral 1,62

Tabela 15A. Andlise de variancia e coeficiente de variagao para cobre absorvido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,02884395  0,00721099 2,04 0,1278
Residuo 20 0,07081866  0,00354093
CV (%) 35,52
Média geral 0,17

Tabela 16A. Andlise de variancia e coeficiente de varia¢do para cobre na urina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,00001705  0,00000426 1,29 0,3076
Residuo 20 0,00006611  0,00000331
CV (%) 25,01
Média geral 0,01

Tabela 17A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para cobre retido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,03194544  0,00798636 2,23 0,1017
Residuo 20 0,07149378  0,00357469
CV (%) 38,00

Média geral 0,16
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Tabela 18A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para cobre na pele

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 163,0802963  40,7700741 1,69 0,1913
Residuo 20 481,8630474  24,0931524
CV (%) 63,41
Média geral 7,74

Tabela 19A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para cobre em
gbnada

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 287,5174999  71,8793750 1,43 0,2607
Residuo 20 1005,634534  50,2817270
CV (%) 89,15
Meédia geral 7,95

Tabela 20A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para cobre no pelo

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 25,8410610 6,4602652 4,40 0,0079
Residuo 25
CV (%) 14,51
Média geral 8,35

Tabela 21A. Anélise de variancia e coeficiente de variacao para ferro consumido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 389,4334840 97,3583710 3,48 0,0300
Residuo 17 476,210095  28,0123585
CV (%) 15,60
Média geral 33,94

Tabela 22A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para ferro nas fezes

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 146,1386985 36,5346746 1,28 0,3171
Residuo 17 4857238590  28,5719917
CV (%) 19,20

Média geral 27,84
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Tabela 23A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para ferro absorvido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 79,48686344 19,87171586 1,72 0,1925
Residuo 17 196,6857992  11,5697529
CV (%) 55,77
Meédia geral 6,10

Tabela 24A. Anélise de variancia e coeficiente de varia¢do para ferro na urina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,14405617  0,03601404 0,74 0,5803
Residuo 17 0,83221233 0,0489537
CV (%) 73,23
Meédia geral 0,30

Tabela 25A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para ferro retido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 75,63312384 18,90828096 1,67 0,2036
Residuo 17 192,7360525  11,3374149
CV (%) 58,08
Média geral 5,80

Tabela 26A. Andlise de variancia e coeficiente de varia¢do para ferro na pele

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 53893,34620 13473,33655 0,72 0,5887
Residuo 18 336301,7335  18683,4296
CV (%) 77,27
Média geral 176,90

Tabela 27A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para ferro em génada

Efeito GL SQ QM FC  Pr>Fc
Tratamento 4 26146,49303 6536,62326 1,10 0,3892
Residuo 17 101200,5222  5952,9719
CV (%) 49,12

Média geral 157,09
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Tabela 28A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para ferro no pelo

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 14766,02630  3691,50658 4,77 0,0073
Residuo 20 15487,51522 774,37576
CV (%) 23,59
Média geral 117,96

Tabela 29A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para manganés
consumido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 9,52810123  2,38202531 9,90 <0,0001
Residuo 25 6,01539724  0,24061589
CV (%) 15,75
Meédia geral 3,11

Tabela 30A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para manganésem
gbnada

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 2,41654117 0,60413529 6,36 0,0023
Residuo 18 1,71017573  0,095000976
CV (%) 22,17
Média geral 1,39

Tabela 31A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para manganésno
pelo

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 4,30656142  1,07664035 8,16 0,0005
Residuo 20 2,63803632  0,13190182
CV (%) 44,73

Média geral 0,81
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Tabela 32A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para selénio
consumido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 665,9174246 166,4793562 28,03 <0,0001
Residuo 20 118,7840287  5,9392014
CV (%) 13,52
Meédia geral 18,03

Tabela 33A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para selénio nas
fezes

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 3,25346015  0,81336504 1,13 0,3709
Residuo 20 14,40462850 0,72023143
CV (%) 19,81
Média geral 4,28

Tabela 34A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para selénio
absorvido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 661,8549685 165,4637421 42,16 <0,0001
Residuo 20 78,5006316 3,9250316
CV (%) 14,41
Média geral 13,75

Tabela 35A. Anélise de variancia e coeficiente de variacao para selénio na urina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 114,2525092  28,5631273 10,89 <0,0001
Residuo 20 52,4746476  2,6237324
CV (%) 31,99
Média geral 5,06

Tabela 36A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para selénio retido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 311,8616887  77,9654222 21,09 <0,0001
Residuo 20 73,9529891  3,6976495
CV (%) 22,14

Média geral 8,69
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Tabela 37A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para selénio em pele

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 8658529,436 2164632,359 14,76 <0,0001
Residuo 15 2199644,13 146642,94
CV (%) 42,93
Meédia geral 892,09

Tabela 38A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para selénio em
gbnada

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 399117,9690 99779,4922 0,25 0,9057
Residuo 23 9121315,622  396578,940
CV (%) 36,26
Meédia geral 1736,69

Tabela 39A. Andlise de variancia e coeficiente de variacao para selénio em pelo

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 983294,9022  24823,7255 8,96 0,0003
Residuo 19 521537,057 27449,319
CV (%) 17,80
Média geral 930,84

Tabela 40A. Andlise de varidncia e coeficiente de variacdo para zinco
consumido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 168,5937192 42,1484298 10,50 0,0001
Residuo 19 76,3002453 4,01580
CV (%) 15,63
Média geral 12,82

Tabela 41A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para zinco nas fezes

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 115,7007966  28,9251991 7,35 0,0009
Residuo 19 74,7904537  3,9363397
CV (%) 18,32

Média geral 10,83
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Tabela 42A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para zinco absorvido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 7,39983051  1,84995763 1,41 0,2673
Residuo 19 24,85172048  1,30798529
CV (%) 57,47
Média geral 1,99

Tabela 43A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para zinco na urina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 0,03489840  0,00872460 1,00 0,4317
Residuo 19 0,16572401  0,00872232
CV (%) 36,21
Meédia geral 0,26

Tabela 44A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para zinco retido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 7,49039080 1,87259770 1,46 0,2541
Residuo 19 24,40414419  1,28442864
CV (%) 65,43
Média geral 1,73

Tabela 45A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para zinco na pele

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 5484,252645 1371,063161 0,78 0,5489
Residuo 20 34976,39003  1748,81950
CV (%) 57,66
Média geral 72,53

Tabela 46A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para zinco em
gbnada

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 266,3166041 66,5791510 0,58 0,6773
Residuo 22 2506,758405  113,94356
CV (%) 11,93

Média geral 89,46
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Tabela 47A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para zinco no pelo

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 3415,405823  853,851456 2,07 10,1217
Residuo 21 8679,72915 413,32044
CV (%) 9,53
Meédia geral 213,38

Tabela 48A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo paraatividade da
enzima superdxido dismutase

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 21,62776033 5,40694008 1,23 0,3299
Covariavel 1 0,08379147 0,08379147 0,02 10,8915
Residuo 19 83,2514853  4,3816571
CV (%) 40,86
Média geral 5,12

Tabela 49A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para atividade da
enzima glutationa peroxidase

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 2952416,185 738104,046 0,95 0,4587
Covariavels 1 20392,785 20392,785 0,03 10,8732
Residuo 19 14810532,61 779501,72
CV (%) 16,59
Média geral 5322,70

Tabela 50A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para concentragdo de
malondialdeido

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 3,04429318 0,98607330 1,78 0,1753
Covaiavel 1 0,27505315 0,27505315 0,50 0,4900
Residuo 19 10,54688341 0,55509913
CV (%) 22,31

Média geral 3,34
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Tabela 51A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para atividade da

enzima fosfatase alcalina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 309,320297  77,330074 0,06 10,9940
Coleta 1 9172,982630 9172,982630 6,58 0,0142
Tratamento*coleta 4 2813,442246 703,360562 0,50 0,7325
Covariavel 1 4042,096576 4042,096576 2,90 0,0964
Residuo 40 55758,78676 1393,96967
CV (%) 36,05
Média geral 103,57

Tabela 52A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para atividade da

enzima ceruloplasmina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 3005,976633 751,494158 3,09 0,0268
Coleta 1 52,026378 52,026378 0,21 0,6462
Tratamento*coleta 4 582,166574 145541644 0.60 0,6655
Covariavel 1 355,913454  355,913454 1,47 0,2336
Residuo 38 9231,66291  242,93850
CV (%) 22,98
Média geral 67,84

Tabela 53A. Anélise de variancia e coeficiente de variacao para ferro sérico

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 2237,918194 559,479548 1,43 0,2421
Coleta 1 469,671743  469,671743 1,20 10,2798
Tratamento*coleta 4 437,114478  109,278619 0,28 10,8893
Covariavel 1 480,144325  480,144325 1,23 0,2746
Residuo 38 14845,40568  390,66857
CV (%) 29,30

Média geral 64,47




143

Tabela 54A. Anélise de variancia e coeficiente de variagao para concentracao de

transferrina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 5651,609949 1412,902487 1,79 0,1487
Coleta 1 12,154982 12,154982 0,02 0,9018
Tratamento*coleta 4 1698,869910 424,717477 0,54 0,7084
Covariavel 1 3087,249046 3087,249046 3,91 0,0545
Residuo 42 33140,75229  789,06553
CV (%) 11,78
Meédia geral 238,51

Tabela 55A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para capacidade
latente de ligacao do ferro

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 10667,40011 2666,85003 1,70 0,1692
Coleta 1 1423,59787 1423,59787 0,91 0,3462
Tratamento*coleta 4 6787,85755 1696,96439 1,08 0,3779
Covariavel 1 1477,01603 1477,01603 0,94 10,3374
Residuo 38 59461,18397 1564,76800
CV (%) 15,07
Média geral 262,41

Tabela 56 A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para capacidade total

de ligacdo do ferro

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 10867,20711 2716,80178 1,58 0,2001
Coleta 1 32,51314 32,51314 0,02 10,8914
Tratamento*coleta 4 5379,88285 1344,97071 0,78 0,5446
Covariavel 1 1729,16916 1729,16916 1,00 0,3227
Residuo 38 65441,18084 1722,13634
CV (%) 12,33
Média geral 336,51
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de variancia e coeficiente de variacdo paraindice de

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 151,0837082 37,7709271 1,60 0,1945
Coleta 1 162,5039312 162,5039312 6,87 0,0124
Tratamento*coleta 4 34,4263683  8,6065921 0,36 0,8328
Covariavel 1 167,3174704 167,3174704 7,07 0,0113
Residuo 39 922,521075  23,654387
CV (%) 25,04
Média geral 19,42

Tabela 58A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para contagem de
hemacias

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 3,16469248 0,79117312 0,58 0,6766
Coleta 1 9,10427156 9,10427156 6,71 0,0131
Tratamento*coleta 4 2,29763693 0,57440923 0,42 0,7909
Covariavel 1 7,87752818 7,87752818 5,81 0,0204
Residuo 42 56,99310182 1,35697861
CV (%) 12,52
Média geral 9,30

Tabela 59A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para concentragdo de
hemoglobina

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 12,10356751 3,02589188 1,19 0,3281
Coleta 1 21,76943423 21,76943423 8,58 0,0055
Tratamento*coleta 4 2,92009184  0,73002296 0,29 0,8843
Covariavel 1 4,82000936  4,82000936 1.90 0,1754
Residuo 42 106,5596573  2,5371347
CV (%) 12,85
Média geral 12,40




145

Tabela 60A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para volume
corpuscular médio

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 49,6009769  12,4002442 0,86 0,4938
Coleta 1 1,5678722 1,5678722 0,11 0,7428
Tratamento*coleta 4 24,1660304 6,0415076 0,42 0,7933
Covariavel 1 216,5064659 216,5064659 15,05 0,0003
Residuo 46 661,647534  14,383642
CV (%) 9,65
Meédia geral 39,29

Tabela 61A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para hemoglobina
corpuscular média

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 4,5694244 1,1423561 2,81 0,0368
Coleta 1 0,0919900  0,0919900 0,23 0,6367
Tratamento*coleta 4 0,5190588 0,1297647 0,32 0,8637
Covariavel 1 322,4520542 322,4520542 792,95 <0,0001
Residuo 44 17,8924458  0,4066465
CV (%) 4,67
Média geral 13,64

Tabela 62A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para concentragéo de
hemoglobina corpuscular média

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 1,22268778 0,30567194 0,27 0,8971
Coleta 1 0,21284513 0,21284513 0,19 10,6681
Tratamento*coleta 4 1,68349529 0,42087382 0,37 0,8297
Covariavel 1 4,03692622  4,03692622 3,54 0,0669
Residuo 43 49,10207378 1,14190869
CV (%) 3,22

Média geral 33,20
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Tabela 63A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para contagem de

leucdcitos

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 138,1584483 34,5396121 1,31 10,2812
Coleta 1 45,7574946  45,7574946 1,74 10,1945
Tratamento*coleta 4 28,1476910 7,0369227 0,27 10,8973
Covariavel 1 122,2050570 122,2050570 4,64 0,0370
Residuo 42 1105,734443  26,327011
CV (%) 26,21
Meédia geral 19,57

Tabela 64A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para contagem de

linfocitos

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 4 119,9595075 29,9898769 0,18 0,9486
Coleta 1 1,2076400 1,2076400 0,01 0,9329
Tratamento*coleta 4 371,2232940 92,8058235 0,55 0,6997
Covariavel 1 865,7210626 865,7210626 5,14 0,0285
Residuo 43 7249,312271 168,588657
CV (%) 28,27
Média geral 45,94




