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RESUMO GERAL

Devido a sua grande relevancia no metabolismo e processos bioguimicos corporais de
cdes, 0s minerais sdo necessarios em quantidades adequadas, sem falta ou excessos, devendo-
se considerar também a origem da fonte, visto que este fator influi na disponibilidade desses
nutrientes. Assim, vinte e quatro cées filhotes, aos 70 dias de idade, foram estudados durante
150 dias com o objetivo de avaliar os efeitos de fontes inorganicas versus organicas e
diminuicdo suplementar de cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio (Se) e zinco (Zn)
organico. Foram analisados o desempenho, parametros metabdlicos e a quantidade de mineral
retida no organismo dos animais (status mineral) através da quantificacdo dos minerais na pele,
gbnadas, pelo e excrecdo nas fezes e urina. A dieta controle (100% ING) foi suplementada com
11 mg de Cu/kg (sulfato), 88 mg de Fe/kg (sulfato), 5,6 mg de Mn/kg (sulfato), 0,35 mg de
Se/kg (selenito) e 100 mg de Zn/kg, com base nas recomendagdes do National Research Council
(NRC, 2006). Minerais organicos foram usados como substitutos na mesma concentragdo
mineral (100% ORG) ou em menores quantidades (70% ORG e 40% ORG). Os cées foram
distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com seis
repeticdes por cada. Nenhuma diferenga (p>0,05) foi encontrada entre as fontes ING e ORG,
nos seus diferentes niveis, para peso corporal; altura de cernelha; comprimento corporal;
excrecdo fecal de Fe, Mn, Se e Zn; absorc¢do e concentracdo de Fe, Cu, Mn, Se e Zn nas gdnadas
e pelo; excrecdo urinaria de Fe, Cu, Mn e Zn; retencdo de Fe, Mn e Zn; concentracdo de Cu,
Mn, Se e Zn na pele; Fe, Cu e Se no plasma; atividade das enzimas SOD, GSH-PXx, niveis
plasmaéticos de dialdeido malénico (MDA). Foi observada diferencga (p<0,05) entre as fontes e
nos seus diferentes niveis para a densidade mineral 6ssea do Umero, radio e ulna; concentracdo
de Cu nas fezes; Se na urina; retencdo de Cu e Se; concentracdo de Mn e Zn no plasma. Conclui-
se que a reducdo nos niveis de suplementacdo da fonte organica ndo afetou o desempenho e a
atividade antioxidante. A suplementacdo de até 70% da recomendacao de Cu, Fe, Mn, Se e Zn,
sob a forma organica, é efetiva em manter o status mineral, a defesa antioxidante e o
desenvolvimento 6sseo, resultando na manutengdo do crescimento e metabolismo de cées

filhotes dentro do normal.

Palavras-chave: microelementos organicos, caninos, desempenho.



GENERAL ABSTRACT

Due to its great relevance in the metabolism and body biochemical processes of dogs, minerals
are necessary in adequate quantities, without lack or excess, and the source must also be
considered, since this factor influences the availability of these nutrients. Thus, twenty-four
puppy dogs, at 70 days of age, were studied for 150 days in order to evaluate the effects of
inorganic versus organic sources and a supplementary decrease in copper (Cu), iron (Fe),
manganese (Mn), selenium (Se) and organic zinc (Zn). The performance, metabolic parameters
and the amount of mineral retained in the animals' body (mineral status) were analyzed through
the quantification of minerals in the skin, gonads, hair and excretion in feces and urine. The
control diet (100% ING) was supplemented with 11 mg Cu / kg (sulfate), 88 mg Fe / kg
(sulfate), 5.6 mg Mn / kg (sulfate), 0.35 mg Se / kg (selenite) and 100 mg of Zn / kg, based on
the recommendations of the National Research Council (NRC, 2006). Organic minerals were
used as substitutes in the same mineral concentration (100% ORG) or in smaller quantities
(70% ORG and 40% ORG). The dogs were distributed in a completely randomized design in
four treatments with six repetitions each. No difference (p> 0.05) was found between the
sources ING and ORG, at their different levels, for body weight; withers height; body length;
fecal excretion of Fe, Mn, Se and Zn; absorption and concentration of Fe, Cu, Mn, Se and Zn
in the gonads and hair; urinary excretion of Fe, Cu, Mn and Zn; Fe, Mn and Zn retention;
concentration of Cu, Mn, Se and Zn in the skin; Fe, Cu and Se in plasma; activity of SOD
enzymes, GSH-Px, plasma levels of malonic dialdehyde (MDA). A difference (p <0.05) was
observed between the sources and in their different levels for the bone mineral density of the
humerus, radius and ulna; Cu concentration in faeces; If in urine; Cu and Se retention; plasma
Mn and Zn concentration. It is concluded that the reduction in the supplementation levels of the
organic source did not affect the performance and the antioxidant activity. Supplementing up
to 70% of the recommendation of Cu, Fe, Mn, Se and Zn, in organic form, is effective in
maintaining mineral status, antioxidant defense and bone development, resulting in the

maintenance of growth and metabolism of puppy dogs within normal.

Key words: organic microelementos, canines, performance.



REDUCAO DA SUPLEMNENTA(;AO DE MICROMINERAIS EM DIETAS
PARA CAES EM CRESCIMENTO

Elaborado por Roberta Freitas Lacerda, orientada por Paulo Borges Rodrigues

A ligacdo dos minerais a uma molécula organica proporciona um aumento na absorcéo e
disponibilidade do mineral no organismo, além de aumentar a sua estabilidade fisica reduzindo
assim, a tendéncia de o micromineral dissociar-se. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
analisar os efeitos da substituicdo de ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), selénio (Se) e manganés
(Mn) inorgénico pela forma orgéanica, incluidos na dieta em niveis usuais (100%) ou reduzidos
(70% e 40%), sobre o crescimento de cdes filhotes, durante 150 dias. Os parametros avaliados
foram: status mineral do animais (consumo de cada mineral, excre¢do dos minerais nas fezes e
urina, absorcgdo e retencdo no organismo, quantidade de mineral na pele, gbnada, pelo e plasma
dos animais), densidade mineral dos ossos Umero, radio e ulna, atividade das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px), peroxidacdo lipidica (concentracdo de
malondialdeido - MDA), além do desenvolvimento dos animais através da medigdo da altura de
cernelha, do comprimento corporal e peso corporal dos animais durante o periodo experimental.

Para o mineral Cu foi observado menor consumo, excrecao nas fezes, absorcao e retencao
do mineral nos animais que receberam a fonte organica nos niveis 70% e 40%. Para todos 0s
niveis da fonte organica encontrou-se menor excrecao de Se na urina e, consequentemente, maior
retengdo desse mineral no organismo. Os animais que receberam 70% da fonte orgénica
apresentaram maiores niveis de Fe na pele. No plasma, no nivel de 40% de microminerais
organicos, 0 Mn apresentou maior concentragdo, assim como para 0 Zn nos niveis 70% e 40%. A
suplementacdo de 70% de microminerais organicos apresentou maior densidade dos 0ssos Umero,
rédio e ulna.

Conclui-se que a redugdo nos niveis de suplementacdo da fonte organica ndo afetou o
desempenho e a atividade antioxidante. A suplementagdo de até 70% da recomendagdo do NRC
(2006) de Cu, Fe, Mn, Se e Zn, sob a forma organica, é efetiva em manter o status mineral, a
defesa antioxidante e o desenvolvimento 6sseo, resultando na manutengdo do crescimento e
metabolismo de cées filhotes dentro do normal.

Minerais
orgéanicos

Redugdo da suplementacao de microminerais organicos para cdes em crescimento
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PRIMEIRA PARTE

1. Introdugéo

Os minerais sdo substancias inorganicas, presentes em todos os tecidos e fluidos
corporais e sua presenca é necessaria para a manutencao de varios processos fisico-quimicos e
bioldgicos essenciais a vida. Eles desempenham uma grande diversidade de funcbes no
organismo. O fornecimento correto dos minerais pode contribuir para a prevencao de problemas
de salde do trato urinario, coragdo, articulagdes, 0ssos e metabolismo da glicose, que acometem
com maior frequéncia os animais idosos. Contudo, a prevencdo em animais jovens traz
beneficios significativos que serdo importantes para a qualidade de vida no futuro desses
animais, que estdo mais longevos.

Minerais que sdo necessarios em quantidades relativamente grandes sao referidos como
macro minerais. Os que sdo requeridos em quantidades muito pequenas sdo chamados de
microminerais ou minerais traco. Esses termos ndo implicam um papel menor para esses
ultimos. Pelo contrério, essas designacdes de quantidade sdo baseadas nas quantidades
necessarias na dieta e suas concentraces geralmente baixas nos tecidos.

A concentracdo e a fonte dos minerais sdo dois aspectos importantes que devem ser
considerados na formulacdo. O ideal é uma alimentacdo com niveis 6timos, sem excessos ou
faltas, mas levando em consideracdo a origem da fonte, fator que afeta a disponibilidade dos
minerais. As fontes minerais utilizadas nas ragdes séo, geralmente, oriundas de compostos
inorganicos comumente adicionadas por meio de misturas minerais (premix), a fim de
suplementar os minerais deficientes nas matérias primas. No entanto, a forma inorganica pode
apresentar baixo aproveitamento no organismo animal. Com isso, técnicas para obter
microminerais mais estaveis e biodisponiveis foram elaboradas e estudadas justamente para
beneficiar certos processos metabdlicos e fisioldgicos que geralmente ndo sdo executados com
capacidade plena quando esses elementos sdo fornecidos da maneira convencional. Sdo os
chamados minerais organicos.

Minerais orgénicos sd8o combinagfes de um ou mais minerais com substancias
organicas, como aminoacidos, carboidratos ou até mesmo proteinas, através de um processo
chamado quelagdo. Esse processo é feito com o objetivo de aumentar a disponibilidade e
melhorar o aproveitamento do mineral no organismo, evitando que rea¢fes quimicas que
ocorrem durante a digestdo resultem em excrecdo e perda de minerais. A disponibilidade

possivelmente aumenta porque a quelacdo protege o mineral dessas reacdes, alem de aumentar
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a estabilidade, inibir as interagdes desses elementos com outros nutrientes da dieta e ser menos
toxico ao organismo animal (JACQUES e MCKENZIE, 1991).

Dessa forma, no presente estudo, objetivou-se determinar os efeitos da substituicdo de
fontes inorganicas de microminerais (Cu, Fe, Mn, Se e Zn) por fontes organicas e sua reducao,
sobre o crescimento, desempenho, status mineral, pardmetros metabdlicos, protecdo

antioxidante e densidade mineral 6ssea de cdes filhotes.

2. Referencial teorico

2.1 Microminerais

Vaérias pesquisas evidenciam a importancia dos microminerais na alimentacao de seres
humanos e animais. Os elementos tracos, até recentemente, eram incluidos nas dietas apenas
para corrigir caréncias nutricionais. Atualmente, sabe-se que potencializam aspectos de salde
e producdo e sdo extremamente importantes na manutencdo de processos metabdlicos. Sua
ingestdo dietética ideal esta relacionada com o aumento da longevidade e com a prevencao de
doencas em animais e seres humanos (TODD et al., 2006)

Os elementos trago normalmente ocorrem e atuam nos tecidos em baixas concentracdes,
sendo essa a Unica propriedade que eles ttém em comum. Geralmente sdo expressos como partes
por milhdo (ppm), ou micrograma por grama (g/g). As concentracGes caracteristicas e formas
funcionais desses elementos devem ser mantidas dentro de limites estreitos, para que a
integridade funcional e estrutural dos tecidos seja mantida e que o crescimento, a salde e a
fertilidade dos animais permanecam inalterados. A ingestdo continua de dietas deficientes,
desequilibradas ou excessivamente altas em um micromineral particular, induz mudancas nas
atividades, funcionamento e concentracdes desse elemento nos tecidos e fluidos corporais.
Nessas circunstancias as fungdes bioguimicas e fisioldgicas sdo afetadas e os disturbios
estruturais podem surgir de formas que diferem com os diferentes elementos e duracdo da
deficiéncia ou toxicidade dietética, e com a idade, sexo e espécie animal envolvida
(UNDERWOOD, 2012).

A modulacdo da atividade de enzimas tem sido considerada a principal funcdo dos
microminerais. Os elementos tracos fazem parte de metaloenzimas que estdo envolvidas no
metabolismo da maioria dos nutrientes, como lipideos, carboidratos e aminoacidos. A presenga
ou auséncia desses elementos pode alterar a atividade dessas enzimas, influenciando o
metabolismo dos nutrientes (SHENKIN, 1993).
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Os sintomas causados pelos desequilibrios de microminerais da dieta ndo sdo
especificos por se tratar de um grande nimero de elementos que desempenham as mais variadas
e complexas fungbes no organismo. Segundo Veiga e Cardoso (2005), esses sintomas podem
ser confundidos com aqueles causados por deficiéncia de energia e proteina (alimentacdo
deficiente qualitativa e quantitativamente) ou por problemas de saude (parasitismo e/ou doengas
infecciosas).

2.1.1 Ferro

O ferro (Fe) esta presente em todas as células do organismo, mas a maior propor¢ao
desse elemento encontra-se como componente da hemoglobina e da mioglobina. Seu principal
papel € na sintese de hemoglobina, onde atua como transportador de oxigénio (NRC, 2006). No
entanto, é também um componente das enzimas citocromos que intervém no transporte de ions
hidrogénio durante a respiracdo celular (CASE et al., 2010). A recomendacao de Fe para caes
em crescimento, segundo o NRC (2006), ¢ de 88 mg/Kg considerando um alimento com
aproximadamente 4000 kcal de energia metabolizavel/kg.

Ferritina e hemossiderina séo as formas predominantes de armazenamento de Fe. S&o
encontradas em varios tecidos, principalmente no figado, baco e medula 6ssea. A relacdo
ferritina/hemossiderina é afetada pela quantidade total de Fe armazenada (um aumento no
armazenamento de Fe induz a um relativo aumento de hemossiderina) e a velocidade de
armazenamento de Fe (um réapido aumento no Fe disponivel aumenta o nivel relativo de
hemossiderina, provavelmente porque a apoferritina (parte proteica da ferritina livre de Fe)
ocorre em quantidades limitadas) (RIIS, 1983).

Segundo Underwood (1999), nos monogastricos a absorcdo de Fe é afetada por: idade
e status do mineral no organismo, condi¢fes do trato gastrointestinal, particularmente do
duodeno que é o principal sitio de absorcdo; quantidade e forma quimica do Fe ingerido e
guantidade e proporcao de outros minerais e compostos na dieta, 0s quais podem interagir com
0 Fe. A presenca de cobre, manganés, cobalto na dieta podem afetar a absor¢do de Fe por
competirem pelo sitio de absor¢édo do Fe.

A absorcdo de Fe dietético € pequena, na maioria dos animais. Aproximadamente 5 a
10% do Fe presente da na dieta é absorvido pelo organismo (ANDREWS, 2005). Hill et al
(2001) relataram que a absorcdo aparente de Fe em cées adultos alimentados com dietas
contendo diferentes inclusdes de carne bovina e proteina de soja variou de 6,2 a 14,8%. A

eficiéncia de absorcéo aumenta com a deficiéncia de ferro e diminui quando a eritropoiese esta
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deprimida. O Fe na forma de ion ferroso é absorvido com mais facilidade do que o Fe na forma
de ion férrico. Portanto, um meio &cido (redutor) no intestino intensifica, em geral, a absorcéo
de Fe. De forma anéloga, o Fe do grupo heme, originado a partir da hemoglobina e da
mioglobina nas fontes de origem animal, é absorvido melhor do que o Fe de fontes vegetais
(CASE et al., 2010).

Na maioria dos animais ocorre uma conservacdo muito eficiente do Fe, sendo minimas
as perdas desse elemento. A reciclagem de Fe, através da catabolizacdo das hemécias, é a
principal fonte mineral no organismo (ANDREWS e SCHMIDT, 2007). Os macrofagos
teciduais reconhecem os eritrécitos velhos e danificados e os fagocitam para remové-los da
circulacdo. Dentro dos macréfagos, os eritrocitos sdo lisados e a hemoglobina é degradada. A
heme oxigenase cataboliza a porcdo heme a biliverdina e, posteriormente, a bilirrubina. A
bilirrubina sera secretada na bile e excretada do organismo, enquanto o Fe vota a circulacao
ligado a transferrina (SILVA; MURA, 2010). Esse processo de reciclagem, garante a
quantidade de Fe necessaria para a sintese de novos eritrocitos (ANDREWS, 2005) .

Quantidades minimas de Fe sdo perdidas por excrecdo renal e fecal. Como
consequéncia, a demanda de Fe sé aumenta drasticamente durante os periodos de perda
sanguinea fora do normal, como parto, lesbes ou doencas gastrointestinais ou infestacGes
parasitarias graves. A deficiéncia de Fe provoca anemia microcitica e hipocrémica que,

frequentemente, manifesta-se clinicamente com fadiga e depressdo (CASE et al., 2010).

2.1.2 Zinco

O zinco (Zn) é encontrado em todo o corpo, principalmente como constituinte
intracelular, mas estd presente na maioria dos tecidos em concentracdes relativamente baixas
(NRC, 2006). Meyer (1984) encontrou um contetdo total de Zn corporal em filhotes recém-
nascidos e em cées adultos jovens um valor de 9,5 e 23,1 mg/kg de peso corporal. Segundo o
NRC (2006) a recomendacdo de Zn para cdes em crescimento é de 100 mg/Kg considerando
um alimento com aproximadamente 4000 kcal de energia metabolizavel/kg.

O Zn participa como cofator ou catalisador em mais de 400 metaloenzimas envolvidas
na replicacéo celular, metabolismo de carboidratos e proteinas, saude da pele e cicatrizacdo de
feridas. Além de desempenhar um papel crucial na estrutura e funcdo das membranas
bioldgicas, bem como na estabilizacdo de DNA e RNA (NRC, 2006).

Zn estd presente em grande quantidade no esqueleto participando da formacdo e

mineralizagcdo ¢ssea (FONG et al., 2009). Atua na remodelagdo da matriz extracelular
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colagenosa do 0sso através da participacdo em metaloproteinases de matriz, exercendo papel
fundamental no desenvolvimento e na fase adulta (YAMAGUCHI e WEITZMANN, 2011).

O Zn ¢ absorvido principalmente do intestino delgado em nao ruminantes, sendo que a
taxa de absorcdo esta entre 15 e 40%. Ozpinar et al (2001) encontraram uma absorcéao de 25 a
34% em filhotes de cées. Os tecidos muscular e 6sseo séo 0s principais tecidos de reserva de
Zn e possuem capacidade de liberar possiveis excedentes em condicOes de deficiéncia na dieta
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). A eficiéncia de absorcao deste mineral esta relacionada a
disponibilidade de Zn no organismo, sendo maior em deficiéncia e menor em condicGes de
excesso de Zn (FAIRWEATHER-TAIT, 1992).

O transporte do Zn é realizado principalmente por carreadores presentes na membrana,
através da formacdo de quelatos com a metalotioneina, proteina de ligacdo produzida pelo
figado (MCDOWELL, 1992). Henriques et al. (2003) citam que o transporte de Zn é realizado
também por difusdo passiva e, ja dentro da célula, o elemento é regulado por proteinas que
ligam metais, como as metalotioneinas e as proteinas ricas em cisteina (CRIPs), que funcionam
como enzimas de transporte intracelular. A metalotioneina inibe a absorcéo de Zn regulando a
ligacdo do metal a CRIP. Os autores citam, ainda, como transportadores de membrana, ZnT- 1,
ZnT-2, ZnT-3 e ZnT-4.

O Zn presente em altas concentra¢Ges nas células pode interferir com outros processos
metalo-dependentes ou inibir proteinas. Assim, a tioneina se acopla ao Zn e age como marcador
bioquimico que controla a concentragdo deste mineral. Um aumento na concentracdo de Zn
disponivel, induz a sintese de tioneina, por meio da acdo do elemento sobre os fatores de
transcricdo Zn-dependentes, formando a metalotioneina. Na presenca de baixas concentraces
do mineral na célula, o Zn é liberado da metalotioneina (MARET, 2000).

A absorcao de Zn estd em grande parte envolvida com outras substancias da dieta que
podem alterar sua biodisponibilidade. Produtos de origem vegetal contém substancias que
interferem na absor¢&o, sendo o mais notéavel, o fitato. Esta interferéncia pode aumentar ainda
mais se houver altas concentracfes de calcio na dieta. Sabe-se que o fitato liga-se mais
fortemente ao Zn do que ao cobre ou manganés (MORRIS e ROGERS, 1994). A excre¢do de
Zn se da primariamente nas fezes atraves do suco pancreético, bile e outras secrecfes digestivas
(WEDEKIND, 2010).

Devido a sua fungéo na sintese de proteinas, a deficiéncia de Zn costuma associar-se ao
atraso do crescimento nos animais jovens. Outros sinais clinicos sdo anorexia, atrofia testicular,

alteracbes na reproducdo, disfuncdo do sistema imunolégico e desenvolvimento de lesdes
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cuténeas. Nos cées, os primeiros sintomas clinicos de deficiéncia de Zn costumam ser alteracdes
da pele e da capa pilosa (CASE et al., 2010).

2.1.3 Cobre

Altas concentracbes de cobre (Cu) sdo encontradas em varios tecidos como figado,
cérebro, rins, coracao e pelos. Atras de Fe e Zn, o Cu é o terceiro elemento traco mais comum
no organismo (SCHUMANN et al., 2002).

Trés tecidos principais podem ser utilizados para avaliar a concentragdo desse mineral
no organismo: plasma sanguineo, figado e pelo. Mais de 90% desse elemento no plasma esta
na forma de ceruloplasmina. Assim, o Cu do plasma sanguineo pode ser estimado como o
elemento (por absorcdo atdmica, por exemplo) ou como ceruloplasmina, através da atividade
enziméatica. Ambos resultados sdo altamente correlacionados, mas como ceruloplasmina é a
preferida, pois ndo é contaminado pelo material de amostragem. A determinacgdo no figado € o
indicador mais confidvel que o plasma, principalmente em casos de intoxicacdo por Cu. No
entanto, a dificuldade da biopsia restringe esta determinacdo apenas para 0s casos de necropsia
(RIS, 1983).

O Cu é parte integrante de vérias enzimas (Tabela 1). Para sua funcgdo, elas exigem
apenas o elemento ou o Cu e outros ions metalicos como cofatores. Tais enzimas sdo: Cu-Zn-
superdxido dismutase (Cu-Zn-SOD), ceruloplasmina, citocromo oxidase, tirosinase e lisina
oxidase. Além disso, fatores de transcri¢do dependentes de Cu também desempenham um papel
importante na expressao génica. As enzimas em que esse mineral € um componente intrinseco
do centro catalitico sdo membros da familia da oxi-redutase. Essas sdo essenciais para a
respiracdo celular, defesa contra os radicais livres, sintese de melanina, formacdo de tecido
conjuntivo e metabolismo de Fe (Schumann et al., 2002).

O papel do Cu em Cu-Zn-SOD tem sido intensamente estudado. A SOD catalisa a
dismutacdo de anions no citoplasma, que é um subproduto da respiracdo celular. Durante a
dismutacdo, o Cu no centro ativo da SOD ¢ reduzido pelo substrato O.; 0os metabolitos
resultantes sdo O e H20,. Nesta reacdo, o Cu ndo pode ser substituido por nenhum outro metal.
Mutacdes genéticas da SOD1 que alteram a enzima acompanham o aumento da apoptose de
células neuronais, por exemplo, na esclerose lateral amiotréfica (ELA) (SCHUMANN et al.,
2002).
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Tabela 1 - Enzimas Cu-dependentes e suas funcgdes

Enzimas Funcéo
Cu-Zn-superdxido dismutase Defesa antioxidante
Ceruloplasmina Ligacdo do Fe a transferrina
Citocromo oxidase Respiracao celular
Tirosinase Sintese de melanina
Lisina oxidase Formac&o de colageno

Fonte: adaptado de SCHUMANN et al. (2002).

O metabolismo do Fe e do Cu esta inter-relacionado através da atividade ferroxidase da
ceruloplasmina. A maior parte do Cu presente no sangue encontra-se unido a ceruloplasmina,
uma proteina ferroxidase Cu-dependente que atua como transportadora de Cu e intervém na
oxidacdo do Fe plasmatico, necessaria para a conjugacdo com a transferrina (CASE et al.,
2010). Em individuos com deficiéncia hereditaria de ceruloplasmina, a falta de atividade
ferroxidase diminui a conversdo de Fe?* em Fe®* e, consequentemente, a ligacdo do Fe a
transferrina (GITLIN, 1998). A consequéncia € uma distribuicdo de Fe prejudicada.
(GUTTERIDGE, 1980).

A absorcéo de Cu ocorre principalmente no estbmago e na porg¢éo cranial do intestino
delgado por difusdo passiva e transporte por proteina carreadora, a metalotioneina. A interagéo
com outros fatores dietéticos, como presenca de fitato, altos niveis de célcio, Fe, Zn e cadmio,
e a forma quimica do elemento interferem na absor¢cdo (MCDOWELL, 1992). A metalotioneina
nas células intestinais regula a absor¢do de Cu de forma que altos niveis de ingestdo de Zn pode
inibir a absorcdo, pois 0 Zn estimula a producdo de metalotioneina, o que blogqueia a absor¢do
transcelular desse mineral (LEONE et al., 1985).

O Cu absorvido € transportado no plasma ligado a albumina e é incorporado na
ceruloplasmina no figado, sendo, em seguida, levado aos tecidos pela circulacdo (SILVA;
MURA, 2010). O principal local de armazenamento de Cu é no figado. Aproximadamente 0,5-
1,5 mg de Cu absorvido é re-excretado na bilis e, portanto, perdido nas fezes. Pequenas
guantidades séo excretadas na urina, suor e pele (CASE et al., 2010).

Problemas reprodutivos, deformidades fetais, hipopigmentacdo do pelo, perda fetal
precoce sdo sinais de deficiéncia de Cu em gatos (WEDEKIND et al., 2010). Devido a formacao

incompleta da matriz de colageno do 0sso, resultante da diminuicéo atividade da enzima lisil
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oxidase, a qual contém o Cu em sua composicao, a falta de Cu resulta em metabolismo 6sseo
anormal e anormalidades esqueléticas (RUCKER et al., 1996). O NRC (2006) recomenda uma
quantidade de Cu de 11 mg/Kg para cdes em crescimento, considerando um alimento com

aproximadamente 4000 kcal de energia metabolizavel/kg.

2.1.4 Selénio

O selénio (Se) esta amplamente distribuido nos tecidos animais, ainda que presente em
pequenas quantidades em alguns 6rgédos ou tecidos (NRC, 2006). Na maioria das espécies, sdo
encontradas altas concentragdes desse mineral no figado e rins, no entanto, maiores
concentragdes de Se estdo presente nos musculos (UNDERWOOD, 2012).

O Se possui grande potencial antioxidante, agindo no combate a radicais livres que
causam a oxidacdo das membranas celulares. A acdo antioxidante do Se ocorre em conjunto
com a vitamina E, a vitamina previne a formacdo dos peroxidos e o mineral atua combatendo
os peroxidos ja formados (BERTECHINI, 2014). A enzima glutationa peroxidase (GSH-PXx)
juntamente com outras enzimas ndo selenadas como catalase e superdxido dismutase fazem
parte da primeira linha de defesa antioxidante. O Se é componente essencial da enzima GSH-
Px sendo que o sitio catalitico dessa enzima inclui o residuo selenocisteina e, seu o nivel de
atividade sdo indicativos do suprimento desse mineral no organismo (LI et al., 2018). Essa
enzima desativa a formacdo de peroxidos durante a oxidacao dos lipideos da membrana celular,
protegendo as membranas celulares dos radicais livres e outros danos oxidativos
(MCDOWELL, 1992).

O Se atua também na producéo e regulacdo dos niveis dos horménios da tiredide. Na
forma de selenocisteina, o Se participa da iodotironina-deiodinase, enzima responsavel pela
ativacdo dos hormdnios da tiredide (NRC,2006).

A forma quimica do Se, organica ou inorganica, determina a sua absorcdo. A
selenometionina é a principal forma organica encontrada e possui absor¢do semelhante a da
metionina, através do sistema de transporte de aminoacidos sodio dependente, ou seja, por
transporte ativo (KATE, 2001). Ja a forma inorganica é absorvida por meio de difuséo simples
(BERTECHINI, 2014). Uma vez absorvido, todas as formas de Se s&o convertidas em unica
forma, o hidreto de selénio (H2Se) e depois sé&o encaminhadas para possiveis destinos,
resultando no estoque, sintese de selenoproteinas ou excre¢do (DANIELS, 1996).

A principal forma de eliminacdo do Se € por meio da urina, podendo também haver

excrecdo nas fezes e exalagdo (quando concentragdes toxicas sao consumidas) (COMINETTI
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e COZZOLINO, 2009). A excrecao fecal permanece constante sobre uma vasta ingestao de Se.
J& a excrecdo urinéria esta intimamente relacionada a ingestdo dietética, como observado em
ratos e humanos, em que a excrecdo via urina aumenta proporcionalmente ao aumento da
ingestdo do mineral (MCDOWELL, 1992)

A deficiéncia de Se induz o estresse oxidativo, inflamacao e apoptose celular, além de
causar disturbios estruturais e funcionais na tireoide, no sistema imunoldgico e nos tecidos dos
animais como: musculos, figado, rim, pancreas (DALIA et al., 2017). Gracas a abundancia de
Se nos alimentos, as deficiéncias naturais deste elemento nunca representam um problema em
caes. No entanto, como em outros oligoelementos, a ingestdo excessiva de Se é toxica (CASE
et al., 2010). Para cdes em crescimento, a recomendacdo de Se é de 0,35 mg/Kg considerando

um alimento com aproximadamente 4000 kcal de energia metabolizavel/kg (NRC, 2006).

2.1.5 Manganés

O elemento traco manganés (Mn) ocorre em quantidades muito pequenas em tecidos
animais (NRC, 2006). Henry al. (1995) encontraram em gatos com peso corporal de quatro
quilos, uma quantidade de 2,3 mg de Mn.

O Mn tem fungdo como ativador de enzima ou como um constituinte de metaloenzimas.
Arginase, piruvato carboxilase e superéxido dismutase sdo exemplo de enzimas que contem
esse mineral. Ja as hidrolases, quinases, descarboxilases e transferases sdo enzimas ativadas por
Mn. Esse mineral tem papel essencial na sintese de mucopolissacarideos importantes para
formagdo da matriz dos ossos, como sulfato de condroitina, sendo imprescindivel ao
desenvolvimento dos ossos e cartilagem (SILVA e PASCOAL, 2014). Esta envolvido no
metabolismo lipidico, através de sua participacdo na biossintese de colina e colesterol e, na
reproducdo (CASE et al., 2010).

No plasma, o Mn esta amplamente ligado a gamaglobulina e a aloumina, e uma pequena
fracio do Mn*3 esta ligada a proteina transportadora de ferro, a transferrina (AISEN et al.,
1969). Aproximadamente 1 a 5% do Mn ingerido é normalmente absorvido (DAVIS et al.,
1993). Sua absorc¢éo no trato gastrintestinal é influenciada por fatores como a concentragéo na
dieta, eliminacdo através da bile, presenca de outros minerais e fitatos (ASCHNER e
ASCHNER, 2005). Célcio, fésforo e ferro sdo os principais minerais que interferem
diretamente sobre a absor¢do do Mn, sendo os dois primeiros por competicdo pelo sitio de

ligagdo (MCDOWELL,1992). E excretado principalmente na bile, no entanto, 0 suco
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pancredtico e intestino delgado também participam da regulacdo dos niveis no tecido
(WEDEKIND et al., 2010).

N&o se tem descrito deficiéncias naturais de Mn em cées. No entanto, a deficiéncia desse
mineral caracteriza-se, em outras espécies, por atraso do crescimento, deterioracdo da
reproducdo e transtornos do metabolismo lipidico (CASE et al., 2010). O NRC (2006)
recomenda para cées em crescimento uma quantidade de 5,6 mg/Kg de Mn considerando um

alimento com aproximadamente 4000 kcal de energia metabolizavel/kg.

2.2 Fontes organicas de microminerais

Alimentos naturais, como milho, trigo, farelo de soja, habitualmente utilizados na
alimentacdo de cdes, contém microminerais essenciais que sao requeridos por eles. No entanto,
esses elementos estdo, frequentemente, em uma forma que os tornam indisponiveis para o
animal. Além disso, as concentragGes dos microminerais nesses alimentos nao atendem as suas
necessidades, mesmo se estivessem em uma forma totalmente disponiveis. Consequentemente,
guando existem deficiéncias de um ou mais dos elementos minerais vestigiais numa dieta, esses
sdo normalmente fornecidos numa forma suplementar inorganica ou organica, essa Ultima
também chamada de quelatos (MILES e HENRY, 2000).

A Association of American Feed Control Officials — AAFCO (1997) define os minerais
organicos como sendo “ions metalicos unidos por ligacdes quimicas a uma molécula organica,
sendo que desta unido, resulta uma estrutura com alta estabilidade e biodisponibilidade”.

Minerais organicos sdo normalmente produzidos pela hidrolise inicial da fonte de
proteina, que resulta na formacao de um hidrolisado contendo uma combinacéo de aminoacidos
e peptideos de determinados comprimentos de cadeia. Sob condi¢des adequadas, a reacdo de
um sulfato metalico com este hidrolisado resulta na formacdo de complexos contendo ions
metalicos quelatados. Tais minerais também podem ser sintetizados através da biossintese,
como ocorre na formacao da selenometionina e selenocisteina, neste caso, utiliza-se um meio
contendo Se inorgéanico e leveduras. A levedura incorpora 0 Se ao invés do enxofre na
metionina ou cisteina (HYNES e KELLY, 1995).

Fatores envolvendo a compreensdo do Fe ligado a hemoglobina ajudam no conceito de
utilizacdo de minerais quelatados. Ha4 uma serie de minerais tragcos como 0 Cu e 0 Mn que
podem alterar a absorcdo do Fe inorganico, mas pouco afeta o Fe ligado a hemoglobina. A
biodisponibilidade dos minerais organicos € melhor e mais consistente devido a padronizacdo

desses durante o processo de fabricagdo, contra condicdes menos padronizadas de sais
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inorganicos. Ha também relatos de minerais organicos sendo mais utilizados em nivel celular,
seguido de absorcdo (SCATOLINI, 2007).

Os ligantes organicos geralmente sdo uma mistura de aminoacidos ou de peptideos
pequenos, uma molécula que contém um atomo com um par de elétrons disponivel. No processo
de quelacéo, o ligante atua como agente quelante e circunda o atomo de metal para formar uma
estrutura de anel heterociclico, ou seja, 0 atomo de metal € ligado ao ligante através de a&tomos
doadores, como 0 oxigénio do grupo carboxila, nitrogénio ou enxofre do aminoacido ou
peptideo. Esses quelantes tem o papel de aumentar a absorc¢éo e disponibilidade do mineral no
organismo, além de aumentar a sua estabilidade fisica reduzindo assim, a tendéncia do
micromineral dissociar-se (ACDA e CHAE, 2002).

A quelacdo de um mineral com um aminoacido ou proteina é feita visando aumentar a
disponibilidade e melhorar a utilizacdo do mineral no organismo. A disponibilidade
possivelmente aumenta porque a quelacdo protege o mineral de reagdes quimicas que ocorrem
durante a digestéo e que resultam em excrecdo e perda (JACQUES e MCKENZIE, 1991). Em
um quelato a relacdo molar entre 0 metal e 0 aminoacido deve ser 1:1 a 1:3 (preferencialmente
1:2). Isto é exigido para que se formem ligacdes covalentes entre a molécula organica e o ion
(SPEARS, 1996).

Fatores inerentes aos minerais organicos como a elevada biodisponibilidade do mineral,
isto é, capacidade de transpor facilmente a barreira das paredes intestinais e entrar em circulacdo
no organismo, a baixa toxicidade dos minerais e facil insercdo dos minerais nas moléculas
especificas do organismo possibilitam um maior controle do nivel de minerais na célula
(SANTOS, 1998).

Os minerais quelatados entram no trato intestinal ja ligados ao aminoéacido, diminuindo
0s riscos da ndo absorcdo. Se mantém intacto no organismo ap0s a absorcao, ou seja, a sua
ligacdo com o aminoacido permanece inalterada (WAPNIR e STIEL, 1986). O elemento
mineral metéalico na molécula é quimicamente inerte por possuir um tipo de ligacdo estavel, a
qual impede a acdo quimica no estbmago, evitando desta forma, a dissociagdo das moléculas.

A absor¢do dos minerais organicos é feita atraves das vias de absor¢do das moléculas
organicas que os ligam e ndo por transportadores intestinais classicos de minerais. Dessa forma,
a competicao entre os elementos pelos mesmos mecanismos de absorc¢éo é reduzida (RUTZ et
al., 2007). A estrutura da molécula se manteria integra até chegar ao local de absorcéo e
processos bioldgicos podem ser estimulados ou a molécula pode estar presente em

compartimentos no organismo, diferentemente das formas inorganicas (SPEARS, 1996).
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A eficiéncia de absorcdo a partir do Iimen intestinal para o sangue é determinante para
se conhecer a biodisponibilidade dos minerais. No entanto, em alguns casos, 0s nutrientes
absorvidos podem estar na forma na qual ndo sdo utilizados. Os minerais quando metabolizados
liberam os respectivos ions que sdo utilizados pelo organismo. Assim, suas necessidades séo
sempre iguais as perdas obrigatorias acrescentadas as quantidades para a formacao de tecidos
novos ou de crescimento. Desta forma, nas recomendacdes de minerais, deve-se considerar
também sua absorcdo intestinal, biodisponibilidade e inter-relacBes com outros nutrientes que
intervém na absorcdo (CARRAZZA, 1988).

A biodisponibilidade do mineral é influenciada por propriedades especificas do mineral
da forma como esta incluido na dieta. Deve-se considerar sua valéncia e forma molecular
(organica versus inorganica). Devido a estas propriedades especificas, o0 mineral pode formar
complexos com outros componentes no intestino, dificultando ou facilitando a absorcdo pela
mucosa, o transporte ou 0 metabolismo do mineral no organismo. Sabe-se que certos minerais,
em sua forma inorgéanica, competem com outros minerais por sitios de ligacdo e por absorcao
no intestino. Para a garantia de 6timo desempenho animal, é importante conhecer a
biodisponibilidade dos minerais traco nos ingredientes e fontes suplementares, visando também
a formulacdo adequada de uma ragdo (MILES e HENRY, 2000).

A utilizacdo dos minerais inorgénicos é, tradicionalmente, considerada mais econémica,
uma vez que as fontes organicas usualmente tém o custo mais elevado quando comparados com
fontes inorganicas. Entretanto, como mencionado acima, em algumas situacfes, 0s minerais
organicos podem atingir fins bioldgicos que os inorganicos nao podem (SPEARS, 1996). Além
disso, no caso de animais de companhia o que se almeja é a longevidade dos animais, entdo,
considerando as vantagens da incluséo das fontes orgénicas e o objetivo da sua utilizacdo na
industria PET, essa tem o custo-beneficio melhor.

Reis (2016) observou maior concentracdo de Se em todos 0s grupos de animais
suplementados com fonte organica quando comparado aqueles animais que consumiram
minerais de fonte inorganica. Isso possivelmente ocorreu devido a um metabolismo mais
eficiente da fonte orgénica, ja que o selenito é reduzido a selenato e s posteriormente a
selenofosfato, o Unico precursor da selenocisteina; ao passo eu a selenometionina é a fonte de
Se metabolico reduzido disponivel para ser convertido rapidamente a selenocisteina.

Putarov (2010) comparando diferentes fontes de Se na forma orgéanica e inorganica em
dietas para cdes, na curva pos-prandial de absorcdo plasmatica de Se feita cada 2 horas,

observou uma maior absorcao de Se nos animais que receberam a fonte organica.
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Franca et al. (2008), avaliando fontes suplementares de Zn (Zn-aminoacido, sulfato de
Zn e 6xido de Zn) para gatos adultos, observaram que animais que receberam Zn quelatado e
oxido de Zn apresentaram maior concentracdo do mineral na pele; animais que consumiram a
fonte quelatada e na forma de sulfato apresentaram maior concentracdo de Zn no pelo.

Jamikorn; Preedapattarapong (2008) avaliando a forma organica de Zn (Zn
metionilglicinato - ZnMG) comparada ao sulfato de Zn (ZnSO4), encontraram maior taxa de
crescimento de pelo, maior nivel de deposicdo no pelo, maior absorcdo e concentracdo
plasmatica de Zn em cées alimentados com a fonte organica.

Em um estudo comparando Cu, Mn, Zn quelatado e inorganico em cadelas em gestacéo
e lactagdo e nos seus filhotes, Kuhlman e Rompala (1998) ndo relataram diferencga significativa
no peso corporal e concentracdo dos minerais no pelo das cadelas; assim como na taxa de
crescimento dos filhotes. No entanto, os animais suplementados com o quelato apresentaram
pelos mais suaves e menos fragmentados.

Lowe et al. (1994) verificaram que a absorcéo de Zn em cées adultos na forma de quelato
foi significativamente maior em relacdo ao 6xido de Zn e que, para 0 Zn aminoacido, ela
aproximou-se da absorcdo de aminoacido livre, de aproximadamente, 89%. Estes autores
mostraram também que o célcio causou um declinio no consumo de Zn, evidenciado pelo
aumento do Zn fecal. Esse efeito na diminuicdo do consumo de Zn devido ao célcio foi menor
nos caes alimentados com quelato Zn aminoacido, comparado com os cdes alimentados com
oxido de Zn ou Zn polissacarideo.

Em animais de producéo, os estudos analisam o desempenho dos animais alimentados
com dietas que apresentam reduzida suplementacdo de microminerais na forma organicamente
complexada.

Scatolini (2007) estudando aves em segundo ciclo de producdo ndo observou influéncia
da suplementacdo de Zn, Cu, Mn, Se e Fe, comparando formas inorganicas e organicas de cada
mineral testados individualmente e/ou associados, sobre o peso dos ovos, percentagem de
postura e consumo de ragao.

Yan & Waldroup (2006) avaliaram a suplementacdo de Mn na forma organica e na
forma inorganica (6xido e sulfato de manganés) para frangos de corte Cobb 500. Ndo foram
observados efeitos significativos sobre o desempenho zootécnico (peso corporal, consumo de
racdo, conversdo alimentar e mortalidade) das aves. No entanto, foram observadas maiores

concentragfes de Mn nas tibias das aves alimentadas com minerais organicos, cujos valores
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diferem de 15,81% e 53,89% para o sulfato de manganés e para o 6xido de manganés,
respectivamente.

Xavier et al. (2004) observaram melhorias nos indices de desempenho de poedeiras
semipesadas no segundo ciclo de producéo, e concluiram que existem beneficios na inclusédo
de Se, Zn e Mn sob a forma de complexo orgénico nesta fase. Albuguerque (2004) e Sechinato
(2003) avaliaram o efeito da suplementagdo dietética de fontes organicas de Zn, Cu, Mn, Se,
Fe e I e concluiram que a suplementacdo desses microminerais, na forma isolada ou combinada,
ndo afetaram o desempenho de poedeiras no primeiro ciclo produtivo.

Burkett et al. (2005) constataram que os melhores resultados foram alcangados, quando
houve reducao de 50% dos niveis normais dos minerais tragos, que foram adicionados na forma
organica na dieta de suinos. Freumant (2003) encontrou melhores resultados de desempenho
em suinos quando o Zn, Mn, Cu e Fe foram reduzidos em 30% dos niveis normais e adicionados
na forma de organica.

Né&o foram encontrados na literatura estudos em que foram avaliados a troca da fonte
inorganica pela organica de uma gama de microminerais na dieta de cdes em crescimento sendo
necessario, portanto, analisar os efeitos dessa troca e quais o0s niveis ideais de cada mineral que

podem ser utilizados.
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Resumo

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar a troca da fonte inorganica (ING)
pela organica (ORG, Bioplex®TR) e a reducio da suplementacéo dos microminerais ferro (Fe),
zinco (Zn), cobre (Cu), selénio (Se) e manganés (Mn) na forma organica. Vinte e quatro cées
filhotes, com 70 dias de idade (1,30 £ 0,36 Kg), foram avaliados durante 150 dias. A dieta
controle (100%ING) foi suplementada com 88 mg de Fe/kg, 100 mg de Zn/kg, 11 mg de Cu/Kg,
0,35 mg de Se/kg e 5,6 mg de Mn/kg. Os demais tratamentos foram usados como substitutos
na mesma concentracdo mineral (100%ORG) ou em proporcbes menores (70%0RG e
40%O0RG), totalizando quatro tratamentos. Os cdes foram distribuidos em delineamento
inteiramente ao acaso, totalizando 6 repeticdes por tratamento. Foram coletadas amostras de
pelo, pele, gbnadas, fezes e urina. O consumo foi mensurado diariamente para a realizacdo do
calculo de absorcédo e retencdo dos minerais pelos animais. Nenhuma diferenca (p>0,05) foi
encontrada entre as fontes ING e ORG, nos seus diferentes niveis, para excrecdo fecal e
absorcéo de Fe, Zn, Se e Mn; concentracéo de Fe, Zn, Cu, Se e Mn nas gonadas e pelo; excre¢ao
urinaria de Fe, Zn, Cu e Mn; retencdo de Fe, Zn e Mn; concentracdo de Zn, Se e Mn na pele;
Fe, Cu e Se no plasma. Foi observada diferenca (p<0,05) entre as fontes e nos seus diferentes
niveis para excrecdo de Cu nas fezes; Se na urina; retengdo de Cu e Se; consumo e absor¢do de
Cu; concentragdo de Mn e Zn no plasma; concentracdo de Fe e Cu na pele. Conclui-se que a
suplementacdo de até 70% da recomendacdo do NRC (2006) de Cu, Fe, Mn, Se e Zn, sob a
forma organica, € efetiva em manter a concentracdo o status mineral no organismo, resultando

na manutencdo do crescimento e metabolismo de cées filhotes dentro do normal.

Palavras-chave: biodisponibilidade, minerais traco, caninos, retencao.

1. Introducéo

A adequada ingestdo de microminerais pelos cdes é de grande importancia para a
manutencdo de inUmeros processos Vitais ao organismo desses animais que estdo se tornando
cada vez mais longevos. Os minerais trago sdo ingredientes indispensaveis na alimentacdo em
todas as fases, principalmente no processo de crescimento, periodo em que o metabolismo, a
sintese proteica, a diferenciacdo celular e a formacéo dssea estdo acelerados.

Os microminerais participam principalmente como agentes cataliticos em todas as
reacOes do metabolismo. A atuacdo em metaloenzimas os tornam elementos chave no

crescimento, metabolismo e processos bioquimicos (SHENKIN, 1993).
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O ferro (Fe), além de componente das enzimas citocromos e lisil hidroxilase, tem um
importante papel na sintese de hemoglobina atuando como transportador de oxigénio (CASE et
al., 2010). O zinco (Zn) é de extrema importancia tanto no desenvolvimento como na fase
adulta, pois participa de metaloenzimas que agem na remodelacdo da matriz extracelular
colagenosa do 0sso, na replicagdo celular, no metabolismo de carboidratos e proteinas e na
salde da pele (FONG et al., 2009; NRC, 2006; YAMAGUCHI e WEITZMANN, 2011).

O cobre (Cu) também € integrante de varias enzimas essenciais para a respiracéo celular,
defesa contra radicais livres, sintese de melanina, formacéo de tecido conjuntivo e metabolismo
do Fe (SCHUMANN et al., 2002). O selénio (Se) é conhecido pelo seu grande potencial
antioxidante em conjunto com a vitamina E, prevenindo a oxidagdo das membranas celulares,
além de intervir na producéo e regulacdo dos niveis dos horménios da tiredide. O manganés
(Mn) também tem um importante papel na formacéo da matriz dos 0ssos pois atua na sintese
de mucopolissacarideos; tem funcdo como ativador ou como constituinte de metaloenzimas
como arginase, piruvato carboxilase e superdxido dismutase (SILVA e PASCOAL, 2014).

A fonte mineral mais utilizada na alimentacdo animal é a inorganica, como sulfato de
zinco, selenito de sodio, sulfato de cobre, procedentes de compostos geologicos ou industriais.
Alguns fatores devem ser considerados na aquisi¢cdo dos compostos minerais provenientes de
fontes inorgénicas como a fonte, tamanho das particulas, auséncia de substancias toxicas para
0s animais e a biodisponibilidade dos elementos (ARAUJO et al., 2008).

Os minerais também podem ser encontrados na forma organica sendo definidos como
ions metalicos unidos por ligagdes quimicas a uma molécula organica, geralmente uma mistura
de aminoécidos ou de peptideos, sendo que desta unido, resulta uma estrutura com alta
estabilidade e biodisponibilidade (AAFCO, 1997). Essas moléculas organicas tem o papel de
aumentar a absorcdo e disponibilidade do mineral no organismo, além de aumentar a sua
estabilidade fisica reduzindo, assim, a tendéncia do micromineral dissociar-se. A
disponibilidade possivelmente aumenta porque a quelacdo protege o mineral de reacOes
quimicas que ocorrem durante a digestdo e que resultam em excrecéo e perda (ACDA e CHAE,
2002).

O conhecimento da biodisponibilidade dos minerais traco nos ingredientes e fontes
suplementares é de extrema importancia, visando um 6timo crescimento e desenvolvimento
animal. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da substituicdo de Fe,

Zn, Cu, Se e Mn inorganico pela forma organica, incluidos em niveis usuais (100%) ou

33



reduzidos (70% e 40%), sobre o crescimento de cdes filhotes, avaliando-se a concentracao

mineral no organismo dos animais.

2. Material e métodos

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal
adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras
(protocolo 006/18).

2.1 Animais

Vinte e quatro cées filhotes, sem raca definida, aos 70 dias de vida e com peso médio
inicial de 1,30 £ 0,36 Kg foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso. Os
filhotes foram vacinados aos 60, 90 e 120 dias de idade (Elevencell Vac, Labovet Produtos
Veterinarios, Brasil) e alojados individualmente em baias com piso de cimento e dimensdes de
2,5x 0,9 m. O periodo experimental teve duracdo de 150 dias.

2.2 Dietas experimentais

Os filhotes foram distribuidos em quatro tratamentos experimentais, sendo que no
tratamento | foi utilizada a fonte inorgéanica de microminerais na suplementacdo de 100% da
recomendacdo do NRC (2006) para cées filhotes. J& nos tratamentos I, 111 e IV foi utilizada a
fonte organica nas suplementacdes de 100%, 70% e 40% da recomendacdo de microminerais
do NRC (2006), respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Ingredientes das dietas experimentais secas extrusadas para caes filhotes.

Ingredientes 100% 100% 70% 40%
(g/kg na matéria natural) ING ORG ORG ORG
Quirera de milho 387,55 387,55 387,55 387,55
Farelo de trigo 200,00 200,00 200,00 200,00
Farinha de visceras 131,80 131,80 131,80 131,80
Farinha de carne e 0ssos 100,00 100,00 100,00 100,00
Farelo de soja 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de visceras de aves 30,00 30,00 30,00 30,00
Oleo de soja 15,00 15,00 15,00 15,00
Adsorvente - MYCOSORB® 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante - BHT 0,15 0,15 0,15 0,15
Antifingico - Acido propi6énico 0,50 0,50 0,50 0,50
Palatabilizante natural 20,00 20,00 20,00 20,00
Mananoligossacarideo 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sodio 3,00 3,00 3,00 3,00
Acido docosahexaendico 4,00 4,00 4,00 4,00
Cloreto de colina 2,00 2,00 2,00 2,00
Premix vitaminico?® 2,00 2,00 2,00 2,00
Fonte mineral inorganica® 2,00 - - -
Fonte mineral organica® - 2,00 1,40 0,80
Inerte (caulin) - - 0,60 1,20

8Premix vitaminico forneceu os seguintes niveis de vitaminas por quilograma de alimento: vitamina A (15000Ul), vitamina D3
(1500UI), vitamina E (350Ul), vitamina K (0,15 mg), tiamina (1,60 mg), riboflavina (2,8 mg), acido pantoténico (12,5 mg),
niacina (14,5 mg), piridoxina (1,4 mg), &cido félico (0,2 mg), biotina (2,5 mg) vitamina B12 (0,03 mg), colina (2000mg).
bFonte mineral inorganico continha no minimo, por quilograma do premix: 45000 mg de ferro (sulfato de ferro), 5500 mg de
cobre (sulfato de cobre), 3000 mg de manganés (sulfato de manganés), 52500 mg de zinco (sulfato de zinco), 868 mg de iodo
(iodato de célcio), 180 mg de selénio (selenito de sédio).

®Fonte mineral organica continha no minimo, por quilograma do premix: 45000 mg de ferro (proteinato de ferro), 5500 mg de
cobre (proteinato de cobre), 3000 mg de manganés (proteinato de manganés), 52500 mg de zinco (proteinato de zinco), 868

mg de iodo (iodato de potéssio), 180 mg de selénio (levedura enriquecida com selénio).
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As dietas diferiram apenas na quantidade e fonte de microminerais, sendo isoenergéticas
e isoproteicas (Tabela 2 e 3). O NRC (2006) recomenda as seguintes quantidades de
microminerais para cées filhotes: 11mg de Cu/kg; 88mg de Fe/kg; 5,6mg de Mn/kg; 0,35mg de
Se/kg e 100mg de Zn/kg, na matéria seca, considerando um alimento com aproximadamente
4000kcal de energia metabolizavel/kg.

Os animais receberam agua ad libitum e os alimentos foram fornecidos diariamente na
quantidade calculada segundo a equacéo (1). As médias de consumo diario dos animais foram:
Tratamento | - 331,19¢g; Tratamento Il: 332,30g; Tratamento Ill - 373,42g; Tratamento IV -
354,73.

EM=130*PC%7>%3 2*[(0870)_( 1] 1)

Onde:

EM= energia metabolizavel em kcal/dia

PC= peso corporal em kg

p = PCa/PCm

PCa = peso corporal no momento da avaliagéo (kg)
PCm = peso corporal esperado quando adulto (kg)

e = base do logaritmo natural, log = 2,718

A fonte mineral organica (Bioplex®TR) foi fornecida por fontes proteinadas
disponiveis comercialmente, obtidas a partir de proteina de soja hidrolisada enzimaticamente;
exceto o Se organico que foi a partir de uma proteina de levedura, principalmente como
selenometionina. Ja a fonte inorganica foi suplementada como sulfato de cobre, sulfato de ferro,

sulfato de manganés, sulfato de zinco e selenito de sddio.

Tabela 2 - Recomendacdo do NRC (2006) e reducao dos niveis suplementares da fonte organica
(ORG) e fonte inorganica (ING) dos microminerais suplementados nas dietas
experimentais para cdes em crescimento.

mg/kg de alimento na matéria seca

Tratamentos o 7n Cu S v
100% ING 88,00 100,00 11,00 0,35 5,60
100% ORG 88,00 100,00 11,00 0,35 5,60
70% ORG 61,60 70,00 7,70 0,25 3,92
40% ORG 35,20 40,00 4,40 0,14 2,24
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Tabela 3 - Composicdo analisada das fontes organicas (ORG) e fonte inorganica (ING) dos
microminerais suplementados nas dietas experimentais para cdes em crescimento.

mg/kg de alimento na matéria seca

Tratamentos Fe Zn Cu Se NN
100% ING 451361 155304 32,224 0388 40329
100% ORG 401,840 141588 31.942 0364 39,679
70% ORG 346333 129466 20,042 0294 29510
40% ORG 340089 109,420 18773 0280 24,827
Mistura alimenticiasemas 456 916 537g; 15,640 0086 22,146

fontes de minerais

2.3 Status mineral

A mensuracdo do consumo de alimento e a coleta total de fezes e urina foram feitos nos
ultimos cinco dias experimentais. Pela manhg, as fezes foram coletadas, pesadas e, em seguida,
armazenadas a -20°C. Ao final do periodo de coleta, as amostras de cada animal 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 a
coleta de urina, 0s animais permaneceram em gaiolas metabdlicas. Acopladas as gaiolas foram
colocadas caixas de isopor com gelo com um funil ligada a bandeja da gaiola, na qual continha
no seu interior uma garrafa PET. A urina foi coletada duas vezes ao dia sendo em seguida
armazenada a -20°C.

Os animais foram submetidos a coleta de sangue no 150° dia experimental. As coletas
foram feitas com os animais em jejum de dozes horas, duas e seis horas ap0s a alimentacdo. O
sangue coletado da veia jugular por venopuncgédo foi colocado em tubos Vacutainer com
heparina sodica e livres de microminerais (NH Trace Elements Sodium Heparin, Greiner Bio-
one Inc., Austria), centrifugado a 3000xg durante 15 minutos a 6°C para a retirada do plasma
(modelo 2K-15 Sigma Laborzentrifugen, Sigma, Alemanha). O plasma foi armazenado em
micro tubos tipo eppendorf a -20°C até analise dos microminerais.

No 140° dia, amostras de pelo da regido toracolombar direita de cada animal foram
coletadas e armazenadas até analise de microminerais. No 150° dia, 0s animais passaram por
um procedimento cirdrgico para remocdo de amostras de pele e génada, onde foram pré-
anestesiados com Meperidina (Petidina®) de 50 mg/mL na dose de 4 mg/kg associado a
Acepromazina 0,2% (Acepran®) na dose de 0,02 mg/kg por via intramuscular e posteriormente

anestesiados com Propofol (Propovan®) de 10 mg/mL na dose de 5 mg/kg por via endovenosa.
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Os tecidos testicular ou ovariano foram removidos conforme protocolo descrito por Fossum
(2014) . Nesse mesmo procedimento, removeu-se, no local da incisdo, um fragmento de um
centimetro de largura de cada animal. As amostras de génadas e pele foram armazenadas a -
20°C até analise.

As dietas, amostras fecais, de urina, pele, gdnadas e pelo passaram por um processo de
digestdo em forno de micro-ondas (MARSXpress, Cem Inc., Estados Unidos) sob acé&o de acido
nitrico (Sigma-Aldrich Inc., Estados Unidos), conforme metodologia USEPA 3051A (USEPA,
1998). Os elementos Cu, Fe Mn e Zn foram determinados em espectrofotometria de absorcéo
atdbmica em chama (modelo 800 Perkin-Elmer Instruments Inc., Estados Unidos); para o Se foi
utilizado o forno de grafite. Os microminerais nas amostras de plasma foram determinados

diretamente ap0s diluicdo com agua deionizada.

2.4 Analises estatisticas

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado, sendo que 0s
24 caes foram distribuidos em quatro tratamentos, totalizando seis animais por tratamento sendo
cada animal uma unidade experimental. Foi realizado o teste Shapiro-Wilk para analisar a
normalidade dos dados e quando necesséario eles foram transformados antes de serem analisados
estatisticamente. Foi feita a analise de variancia das varidveis de status mineral utilizando-se a
funcdo Im do pacote stats do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2019). O teste de médias
Tukey foi utilizado com a funcdo HSD.test pacote agricolae do programa estatistico R.

Os dados da concentracdo plasmatica dos microminerais foram submetidos a anélise de
variancia em esquema de parcela subdivida no tempo utilizando a funcéo psub2.dic do pacote
ExpDes.pt do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2019). O teste de médias Tukey foi

utilizado para comparacéo das dietas ao longo do tempo. Significancia foi declarada a p<0,05.

3. Resultados
3.1 Ferro

Para o elemento Fe, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes
tratamentos nos parametros de consumo, excrecdao nas fezes e na urina, absorcao, retencéo,
concentracdo do mineral nas génadas, plasma e pelo (Tabelas 4 e 5). Maior concentracdo de Fe
na pele foi encontrada nos animais suplementados com 70% de microminerais organicos
(p<0,05) (Tabela 4).

38



Tabela 4 - Concentracdo de ferro em amostras de caes filhotes recebendo diferentes fontes
(inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de ferro organico (Bioplex®TR).*

Niveis suplementares (ORG)

Item 100% ING p-valor  EPM!
100% 70% 40%

Consumo (mg/kg/dia) 149,49 133,53 129,33 120,64 0,19 11,08
Fezes (mg/kg/dia) 91,55 71,61 94,19 66,01 0,27 12,52
Absorcao (mg/kg/dia) 57,94 61,92 35,14 54,63 0,55 14,25
Urina (mg/kg/dia) 0,17 LQ? 0,33 0,37 0,65 0,11
Retencdo (mg/kg/dia) 57,77 61,92 34,81 54,26 0,54 14,22
Pele (mg/kg) 302,66b  110,75b 534,42a 327,66b  <0,01 37,63
Gobnada (mg/kg) 423,77 162,13 292,03 348,62 0,18 40,49
Pelo (mg/kg) 437,32 429,02 302,32 447,31 0,63 45,44

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
'EPM= erro padrdo da média.
2LQ - Menor que o limite de quantificacdo do método.

Tabela 5 - Concentragdo de microminerais (ferro, zinco, cobre, selénio e manganés) no plasma
de caes filhotes em jejum (0 horas), duas e seis horas ap6s a alimentacdo com
diferentes concentracOes desses elementos de fonte inorganica (ING) e organica
(ORG) (Bioplex®TR).*

Tempo 0 Niveis suplementares p-valor! )
M horas) 1% T100% 70% 40% DxT D T oM
Ferro 0 0,82 0,56 0,63 1,63 049 0,05 0,12 0,33

(mg/L)y 2 062 051 049 0,83
6 120 083 080 123

Zinco 0 055 057 1,78 1,58 064 011 0,01 0,42

(mg/L) 067 071 063 086
6 1,14 098 085 1,38

N

Cobre 0 1,63 1,31 1,45 1,28 0,84 051 0,32 0,11

(mg/L) 2 1,73 142 156 139

6 166 146 150 1,45
Selenio 0 236,45 290,84 200,56 181,78 051 008 012 3021
(Lg/L) 2 230,55 232,67 208,93 201,98

6 288,19 252,90 234,75 224,42

Manganés 0 0,14b 0,15b 0,22b 0,79a 0,17 <0,01 0,20 0,17
(mg/L) 2 0,24 0,26 0,22 0,34
6 0,32b 0,43b 0,35b 0,63a

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

IDXT - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo
2EPM= erro padrédo da média.
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3.2 Zinco

Né&o houve diferencga significativa no teor de Zn (p>0,05) entre os tratamentos para o
consumo, excrec¢do nas fezes e urina, absor¢éo, retencdo e concentracdo na pele, gbnada e pelo
(Tabela 6). Maior concentracdo desse mineral foi encontrada no plasma dos animais em jejum
(tempo 0) dos tratamentos 111 e 1V (p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 6 - Concentracdo de zinco em amostras de cées filhotes recebendo diferentes fontes
(inorgénica - ING ou orgénica - ORG) e niveis de zinco organico (Bioplex®TR).*

100% Niveis suplementares (ORG)

Item p-valor  EPM!

ING 100% 70% 40%
Consumo (mg/kg/dia) 51,44 47,05 48,34 38,81 0,15 3,81
Fezes (mg/kg/dia) 41,17 40,62 38,80 30,06 0,16 3,60
Absorcao (mg/kg/dia) 10,27 6,43 9,54 8,76 0,56 1,97
Urina (mg/kg/dia) 1,12 0,47 LQ? 0,41 0,26 0,20
Retencao (mg/kg/dia) 9,15 5,96 9,54 8,35 0,69 1,91
Pele (mg/kg) 183,86 119,07 207,19 184,48 0,21 14,36
Gonada (mg/kg) 162,57 146,76 152,17 201,42 0,50 13,14
Pelo (mg/kg) 169,49 165,20 190,25 186,05 0,33 5,55

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sao diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
'EPM= erro padrdo da média.
2LQ - Menor que o limite de quantificacdo do método.

3.3 Cobre

Para os parametros excrecdo de Cu na urina, concentra¢do do mineral na gdnada, pelo
e plasma ndo houve diferenca significativa (p>0,05) (Tabelas 5 e 7). O consumo, excrecao nas
fezes, absorcdo e retencdo de Cu nos animais suplementados com 100% de microminerais
organicos e 100% organicos foram maiores que os demais tratamentos (p<0,05). J& a
concentracdo desse mineral na pele foi maior nos animais suplementados com 40% organico
(p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Concentragdo de cobre em amostras de cées filhotes recebendo diferentes fontes
(inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de cobre organico (Bioplex®TR).*

Niveis suplementares (ORG)

1

Item 100% ING 100% = 0% 20% p-valor EPM
Consumo (mg/kg/dia)  10,68a 10,61a 7,48b 6,66b <0,01 0,39
Fezes (mg/kg/dia) 8,32a 8,55a 6,76b 5,78b 0,02 0,28
Absorcao (mg/kg/dia) 2,36a 2,06a 0,72b 0,88b 0,03 0,25
Urina (mg/kg/dia) 0,06 LQ? 0,02 0,06 0,42 0,01
Retencdo (mg/kg/dia) 2,30a 2,06a 0,70b 0,82b 0,03 0,25
Pele (mg/kg) 1,27b 1,52b 1,890 4,77a 0,01 0,51
Gonada (mg/kg) 3,45 2,13 2,59 3,63 0,61 0,44
Pelo (mg/kQ) 8,39 8,51 9,42 9,45 0,84 0,55

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
'EPM= erro padrdo da média.
2LQ - Menor que o limite de quantificagdo do método.

3.4 Selénio

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) para 0s parametros consumo, excre¢ao nas
fezes, absorcéo, concentracédo de Se na pele, gonada, pelo e plasma (Tabelas 5 e 8). A excregéo
desse mineral na urina e a reteng@o foram maiores nos animais suplementados com 70% e 40%

de microminerais organicos (p<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdo de selénio em amostras de cées filhotes recebendo diferentes fontes
(inorgénica - ING ou organica - ORG) e niveis de selénio organico (Bioplex®TR).*

100% Niveis suplementares (ORG)

Item p-valor EPM?

ING 100% 70% 40%
Consumo (mg/kg/dia) 0,129 0,134 0,110 0,102 0,36 0,01
Fezes (mg/kg/dia) 0,081 0,109 0,075 0,053 0,10 0,01
Absorcao (mg/kg/dia) 0,048 0,025 0,035 0,049 0,34 0,01
Urina (mg/kg/dia) 0,034a 0,017b LQP 0,012b <0,01 0,01
Retencdo (mg/kg/dia) 0,014b 0,008b 0,035a 0,037a 0,04 0,01
Pele (mg/kg) 0,950 0,762 1,115 0,983 0,14 0,05
Gonada (mg/kg) 0,710 0,638 0,712 0,846 0,50 0,04
Pelo (mg/kQ) 1,467 1,660 1,565 1,164 0,08 0,06

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sao diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
EPM= erro padrédo da média.
2LQ - Menor que o limite de quantificacdo do método.
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3.5 Manganés

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para oS parametros
consumo, excrecdo nas fezes e urina, absorcéo, retencao e concentragdo de Mn na pele, gbnada
e pelo (Tabela 9). Os animais que receberam suplementacdo de 40% dos microminerais na
forma orgénica apresentaram maiores concentra¢@es plasmaticas de Mn nos tempos 0 e 6 horas
(Tabela 5).

Tabela 9 - Concentracdo de manganés em amostras de cées filhotes recebendo diferentes fontes
(inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de manganés organico
(Bioplex®TR).*

Niveis suplementares (ORG)

1
Item 100% ING 100% = 0% 20% p-valor EPM
Consumo (mg/kg/dia) 13,92 13,19 11,04 8,81 0,08 1,04
Fezes (mg/kg/dia) 9,58 8,11 6,31 4,53 0,10 1,11
Absorcao (mg/kg/dia) 4,34 5,08 4,73 4,28 0,97 1,18
Urina (mg/kg/dia) 0,14 0,12 LQ? 0,22 0,15 0,07
Retencao (mg/kg/dia) 4,20 4,96 4,73 4,06 0,96 1,21
Pele (mg/kg) 29,13 11,77 40,76 31,66 0,07 7,21
Gonada (mg/kg) 11,50 9,09 9,34 12,93 0,47 1,92
Pelo (mg/kg) 6,64 7,07 5,50 6,52 0,74 1,04

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
'EPM= erro padrdo da média.
2LQ - Menor que o limite de quantificacdo do método.

4. Discussao
4.1 Ferro

Ndo ha relatos de estudos na literatura que avaliaram a substituicdo total de
microminerais inorganicos pela forma organica durante a fase de desenvolvimento de cées.

A disponibilidade do Fe deve ser controlada ndo apenas em nivel celular mas também
sistemicamente, uma vez que esse mineral é altamente reativo (ANDREWS, 2005) e, de forma
ndo associada, pode reagir com o peroxido de hidrogénio durante a reacdo de Fenton, formando
os radicais livres (DUNN et al., 2007). No presente estudo, a homeostase do Fe foi precisamente
mantida através da atuacdo de uma gama de mecanismos fisiologicos que agem para regular 0s
niveis desse mineral, evitando sua reacdo com outras moléculas. Dentre esses mecanismos,
sabe-se que mudancgas na absorgdo e excre¢do de minerais no trato gastrointestinal sdo os

primarios para a manutencdo da homeostase, ou seja, 0 maior consumo levaria a uma maior
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excrecdo de mineral, visando regular a quantidade desses elementos no organismo (BAO et al.,
2007). O Fe ndo possui via fisiologica para sua excrecdo nos mamiferos, portanto, a absorcao
também ¢é responsavel por sua regulacdo homeostatica corporal (PAPANIKOLAOU e
PANTOPOULOS, 2005).

Outro mecanismo que parece exercer um maior controle da homeostase que o regulador
dietético € a eritropoiese, uma vez que a maior parte do Fe corporal € usada pela medula dssea
para hemoglobinizacdo das células vermelhas do sangue (ANDREWS, 1999). No presente
estudo, a concentragdo de Fe no plasma dos animais que receberam 40% de microminerais de
fonte orgéanica tendeu a ser maior (p<0,10) mas manteve-se dentro dos niveis normais para a
espécie (0,33-1,47 mg/L) (HARVEY, 2008). Isso pode ser indicativo de uma maior mobilizacédo
do mineral do organismo animal. Podemos inferir que essa maior mobilizacdo seja devida a
uma eritropoiese aumentada uma vez que esta é a principal forma de regulacdo da homeostase
do Fe e que a principal fonte desse elemento é a reciclagem dentro do organismo. Tanto a
absorcéo intestinal quanto a reciclagem do macréfago, determinam os niveis de Fe no plasma.
Os macrdéfagos fagocitam os eritrocitos velhos e danificados sendo que a porcdo heme é
catabolizada a biliverdina e, subsequentemente, a bilirrubina que é excretada do organismo,
enquanto o Fe retorna a circulacdo (ANDREWS e SCHMIDT, 2007).

Outros autores, avaliando 0os mesmos parametros em outras espécies encontraram
resultados diferentes deste trabalho. Reis (2016) avaliando a suplementac&o de microminerais
organicos em gatos filhotes, obteve uma reducao linear do consumo de Fe com a diminuigéo da
suplementacdo do Fe organico. Ma et al. (2012) trabalhando com Fe-glicina para frangos de
corte concluiram que essa fonte mineral promoveu menor excrecdo de Fe em relacdo ao sulfato
de Fe. Feng et al. (2009) e Creech et al. (2004) também encontraram em suinos menor excre¢ao
fecal desse mineral com a diminuicdo da concentracdo dietética, independente da fonte. Ja
Rincker et al. (2005) relatou um aumento linear na excrecdo de Fe nas fezes de suinos na fase
de creche com o0 aumento desse elemento na forma inorganica.

Yu et al. (2000) e Feng et al. (2007) verificaram que o Fe plasmatico aumentou com o
aumento da suplementacdo com Fe organico, resultados opostos aos encontrados no presente
estudo. Ja Schiavon et al. (2000) descreveram que a concentracdo plasmatica de Fe em leitGes
tendeu a ser maior sob baixo nivel de suplementagéo de Fe do que em altos niveis suplementares
para ambas as fontes minerais (proteinato e sulfato) corroborando com os dados encontrados

neste trabalho.
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Os altos niveis de Fe presente nos ingredientes utilizados na formulacéo de dietas para
caes, como farinha de carne e 0ssos e farinha de visceras, e o fato de a principal fonte desse
mineral ser proveniente da reciclagem do macrofago, torna a suplementacdo massiva de Fe na
dieta questionavel. Tanto a concentracdo de Fe nos ingredientes quanto a reciclagem do
macrofago ja forneceriam a quantidade recomendada pelo NRC (2006) de 88 mg/kg de matéria
seca necessarios para a formacdo da hemoglobina, valores acima reduziriam a utilizacdo do
mineral.

A reducdo concomitante da oferta dos cinco elementos modificou as propor¢oes entre
todos os minerais nas dietas devido aos diferentes contetidos naturais dos alimentos. Assim, a
relacdo inversa encontrada entre o suprimento de Fe e o Fe plasmaético poderia, pelo menos
parcialmente, derivar da maior proporcao de Fe em relacdo aos outros metais concorrentes na
dieta de baixa suplementacao (40%).

Os dados de concentragao de minerais teciduais s&éo normalmente utilizados para avaliar
o status mineral dos animais. No presente estudo houve uma maior concentragdo de Fe na pele
dos animais suplementados com 70% da recomendacao do NRC (2006) desse mineral na forma
organica, o que demonstra que o Fe organico foi melhor absorvido e utilizado do que a fonte
inorgénica. Niveis adequados de Fe também s&o importantes para o funcionamento, a saude e
a aparéncia da pele. Em um tecido metabolicamente ativo como a pele, que forma um tampé&o
entre o animal e 0 ambiente, a necessidade de ions metalicos diferentes depende de sua funcéo
especifica, por exemplo, na proliferacdo celular, na maturacdo de queratinGcitos e no
desenvolvimento ou estado fisioldgico do tecido e a saude do animal (HOSTYNEK et al.,
1993).

4.2 Zinco

N&o houve diferenca significativa nos parametros consumo, excrecao nas fezes e urina,
absorcéo e retencdo de Zn, 0 que mostra a atuacdo do mecanismos de absorgéo e excrec¢ao para
manter o controle da homeostase do mineral no organismo (HAMBIDGE, 2003). Segundo
Henriques et al. (2003), apds o transporte do Zn para o interior dos enterdcitos, o elemento se
liga a CRIP, uma proteina de transporte intracelular. Essa ligagdo é regulada pelas
metalotioneinas, que sdo pequenos peptideos expressos quando ocorre 0 carregamento com
metais, como Cu e Zn, sendo locais para armazenagem e neutralizacdo desses ions metalicos
(LINDER e HAZEGH-AZAM, 1996). Elas se unem primeiro ao Zn e liberam-no

gradativamente no citosol, de acordo com a necessidade do organismo, para se ligar a CRIP.
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Por isso, a absor¢do de Zn pode ser regulada por fatores da dieta e fatores fisiologicos que
afetam a expressdo génica da metalotioneina e da CRIP. O Zn presente em altas concentracfes
nas células pode interferir com outros processos metalo-dependentes ou inibir proteinas. Assim,
a tioneina se acopla ao Zn e age como marcador bioquimico que controla a concentracdo deste
mineral. Um aumento na concentracdo de Zn disponivel induz a sintese de tioneina, por meio
da acdo do elemento sobre os fatores de transcricdo Zn-dependentes, formando a
metalotioneina. Na presenca de baixas concentra¢des do mineral na célula, o Zn é liberado da
metalotioneina (MARET, 2000). Portanto, no presente estudo podemos inferir que o nivel de
consumo de Zn pode ter determinado a sintese da metalotioneina, controlando a absorgdo do
mineral e provavelmente a resposta do animal aos niveis suplementares.

Um fato importante relacionado ao metabolismo do Zn é a sua interacdo com o célcio
(Ca) que leva a uma reducdo da sua disponibilidade com consequente excrecdo nas fezes. A
utilizacdo da forma orgénica de Zn impede que essa interacdo ocorra eliminando os efeitos
negativos do Ca na absorcdo desse mineral (Brinkhaus et al., 1998). Sendo assim, a forma
organica € a mais recomendavel por proporcionar uma maior biodisponibilidade dos minerais.

Diferentes resultados tém sido encontrados em estudos avaliando fontes organicas e
inorganicas do Zn. Reis (2016) avaliando a suplementacdo de microminerais organicos em
gatos filhotes relatou uma menor excrecdo do mineral no menor nivel de suplementacdo
(reducdo de 40% dos niveis de Zn recomendado pelo NRC (2006)) em relacdo a suplementagédo
com 100% do recomendado pelo NRC na forma organica, mas justificou que esse resultado
pode ter sido decorrente do consumo de Zn ter sido também significativamente menor. Além
disso, ndo foram encontradas diferencas nos parametros absorc¢ao, concentracdo na urina, retido
e presente na pele, gbnada e pelo, corroborando com o presente estudo.

Resultados distintos aos apresentados neste trabalho foram descritos por Jamikorn;
Preedapattarapong (2008), que encontraram maior nivel de deposicdo no pelo, maior absorcao
e concentracdo plasmatica de Zn e, Lowe et al. (1994), que relataram maior deposi¢do de Zn
no pelo e maior excrecdo do mineral, ambos estudos comparando a fonte organica com a
inorganica de Zn em dietas para caes.

Maior concentracdo plasmética de Zn foi encontrada nos animais em jejum (tempo 0)
recebendo os tratamentos Il e IV, o que mostra a alta biodisponibilidade da fonte organica.
Brinkhaus et al. (1998) também encontraram resultados significativos para a concentracéo
plasmatica de Zn em cdes alimentados com uma fonte organica (propionato de zinco) e uma

fonte inorgéanica (6xido de zinco), avaliados por um periodo de 6 horas. No entanto, nos tempos
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0 e 2 horas ap6s a administragdo, ndo houveram diferencas entre as fontes. Ao longo das 6 horas
de observagdo, os animais que receberam o propionato de Zn tiveram niveis de Zn no plasma
significativamente mais elevados. Uma hora ap6s a administracdo da fonte organica ocorreu
um pico acentuado nos niveis plasmaticos do mineral, seguido por uma reducdo lenta. Os
autores concluiram que o Zn sob a forma organica é significativamente mais biodisponivel que

0 Zn na forma inorganica.

4.3 Cobre

O Cu é absorvido principalmente no estdmago por difusdo passiva e transportado por
proteinas carreadoras, as metalotioneinas (MCDOWELL, 1992), que regulam a absorcdo do
Cu, assim como ocorre com o0 Zn. A suplementacdo com Cu aumenta a expressao génica da
metalotioneina mas ndo altera a expressao do transportador a nivel de membrana basal, o ATP7
(BAUERLY et al., 2004). Assim, o Cu se liga & metalotioneina na mucosa mas ndo é
transportado ao plasma e sim eliminado na descamacao das células intestinais (BREMNER e
BEATTIE, 1990). Dessa maneira, esse mecanismo limita a quantidade de Cu que passa pela
membrana basolateral, sendo a excrecdo de Cu baixa quando o Cu dietético é baixo e aumenta
com a concentragéo no alimento (LONNERDAL, 2008), justificando a maior excrecdo de Cu
nas fezes no maior nivel de suplementacéo (100%), refletindo na retencdo do mineral.

Yenice et al. (2015) encontraram que a suplementacdo da forma organica de Cu para
poedeiras reduziu a excrecdo do mineral nas fezes em comparacdo com a fonte inorgénica e
que o baixo nivel do elemento teve menor excrecdo de Cu em comparacdo com o alto. Em
estudos com frango de corte consumindo Cu organico (Bioplex® Cu), Bao et al. (2007)
relataram que a excre¢do de Cu aumentou linearmente com 0 aumento da suplementacéo.
Concentracg6es fecais de Cu foram reduzidas em aproximadamente 50% em suinos alimentados
com dieta reduzida em Cu (CREECH et al., 2004), resultados que corroboram com o presente
estudo e mostram a perfeita homeostase do Cu, regulada pela metalotioneina.

A tirosinase € uma enzima contendo Cu, amplamente distribuida em micro-organismos,
animais e plantas, e € uma enzima essencial na biossintese de melanina, envolvida na
determinacdo da cor da pele e do cabelo dos mamiferos (PARVEZ et al., 2007). Outra enzima
dependente desse elemento € a lisina oxidase e a reducdo da sua atividade resulta em
descamacéo da pele. Além disso, o Cu é conhecido por ter muitas aplicacbes bioldgicas e
cosmeticas benéficas, baseadas na estimulacdo de uma variedade de processos relacionados a

pele, como a producdo de colageno, elastina e glicosaminoglicano (MAQUART et al., 1990 e
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1993; WEGROWSKI et al., 1992). O Cu também tem papel importante na cicatrizacdo de
feridas, no processo de maturacdo e estabilizacdo da sintese e degradacdo de colageno,
conferindo forca ténsil a cicatriz e participa também da formacao de leucdcitos e sintese de
heméacias (FIGUEIREDO et al. 2007; MONTENEGRO et al. 2012). Como descrito, esse
mineral € de extrema importancia para a saude da pele. A maior concentra¢do de Cu na pele
dos animais suplementados com 40% das recomendac¢des do NRC (2006) mostra uma maior
eficiéncia de armazenamento desse elemento na forma organica por esse tecido, favorecendo
todos os processos fisico-quimicos e bioldgicos que ocorrem na pele no qual esse mineral

participa.

4.4 Selénio

A urina é a principal via de eliminacdo de Se e esta relacionada a ingestdo de mineral
(LEESON e SUMMERS, 2001) e, no presente estudo, esteve relacionada também a forma
quimica dietética. Reis (2016) e Todd et al. (2012) igualmente encontraram um aumento na
concentracdo de Se na urina de gatos com o aumento da ingestdo do mineral. A diferenca na
retencdo entre Se organico e inorganico pode ser explicada pelas diferencas nas vias
metabdlicas. Ambos podem ser incorporados na glutationa peroxidase, mas a forma organica
da selenometionina também pode ser incorporada a outras proteinas em substituicdo a
metionina (CAO et al., 2014). Esse Se armazenado pode ser liberado durante turnover proteico.
A menor excrecdo urinaria de Se nas suplementac6es na forma organica refletem a incorporacéo
de Se nas proteinas corporais. O Se inorganico ndo utilizado para a sintese de selenoproteina é
excretado na urina.

Enguanto a excrecdo urinaria pode ser uma medida altamente responsiva para
determinar o status de Se, excre¢do fecal ndo € afetada e permanece constante em uma vasta
ingestdo do mineral (WEDEKIND et al., 2010; TODD et al., 2012), fato esse que pdde ser
observado no presente estudo.

Como a retencéo esta relacionada a excregdo urinaria, podemos observar que a menor
concentracdo de Se na urina encontrada nesse trabalho interferiu em uma maior retencdo do
mineral nos animais suplementados com o0s menores niveis da forma organica. Yoon et al.
(2007) relataram maior retencdo de Se em frangos de corte suplementados com Se organico
comparado a fonte inorgénica. Outros autores também afirmam que a retengéo de Se sob forma
inorganica € menor em relagdo ao Se organico (COMBS JR e COMBS, 1986; DANIELS, 1996;
WINDISCH et al., 1997).
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Com relacdo a concentragdo plasmaética de Se, alguns trabalhos em outras espécies
relataram resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo, que teve um
comportamento dose-dependente. Cao et al. (2014), comparando as fontes inorganica e
organica (0,3 mg Se/kg de selenito de sddio versus 0,1, 0,3, 0,5 e 0,7 mg Se/kg de DL-
Selenometionina) afirmaram que o nivel plasmético de Se refletiu a concentragcdo do mineral
na dieta, aumentando nas maiores suplementacGes, em suinos desmamados. Fato relatado
também por Todd et al. (2012) fornecendo 1,0, 1,5 e 2,0 pug de Se/g de matéria seca de cada
fonte de Se (selenito de sddio e selénio organico) para gatos. Para frangos de corte, Wang et al.
(2011), avaliando 0,15mg Se/Kg e, Yoon et al. (2007), que fornecendo 0,15 mg Se/Kg, nas
formas de selenito de sdédio e selenometionina, também encontraram um aumento da
concentracdo plasmatica de Se proporcional ao aumento da suplementacdo. Zhan et al. (2010)
verificaram em suinos que a ingestdo materna de 0,3 mg Se/Kg na forma de selenometionina

aumentou o contetido de Se plasmatico de sua prole em 25,34%.

4.5 Manganés

Estudos avaliando a absorcdo e armazenamento de Mn nos tecidos analisados no
presente trabalho e no plasma sdo escassos na literatura devido ao fato de sua avaliacdo ser mais
complicada, pois se encontra em baixas concentra¢cdes em materiais bioldgicos e fontes externas
podem contaminar as amostras com o elemento durante os procedimentos para analise
(VERSIECK e MCCALL, 1985). A maioria dos estudos que avaliam a concentracdo de Mn em
tecidos, utilizam a tibia como sendo um indicador adequado para analisar a oferta de Mn em
frangos de corte e poedeiras e mostram que a fonte organica apresenta maior biodisponibilidade
que a fonte inorgénica (BAO et al., 2007; BERTA et al., 2004; YILDIZ et al., 2011).

Sabe-se que o tecido 6sseo € composto pelos osteoclastos, que promovem a reabsorcao
Ossea dissolvendo a matriz 0ssea, e pelos os osteoblastos, responsaveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz 6ssea e, que 0 Mn é essencial para a formacdo de
mucopolissacarideos na cartilagem dos ossos (BRUZZANITI e BARON, 2006).

Liu et al. (2015) avaliando trés suplementacdes de Mn, sendo um controle (60 mg
Mn/kg) e dois com deficiéncia (40,0 e 8,7 mg Mn/Kg), para frangos de corte, encontraram uma
reducdo da expressdao dos RNAm de dois genes importantes envolvidos na diferenciacéo e
atividade dos osteoclastos. O gene RANKL, expresso nos osteoblastos, é essencial para a
diferenciacdo dos osteoclastos e inibicdo da sua apoptose (KONG et al., 1999) e o fator

osteoprotegerina (OPG) tem como principal agdo biologica a inibi¢cdo da diferenciacdo dos
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osteoclastos e de sua atividade (YASUDA et al., 1998). A interacdo desses dois genes permite
saber sobre o estado normal da regulacéo dssea e possiveis alteracdes patoldgicas (WANG et
al., 2008). Os osteoblastos estdo envolvidos na regulacdo da osteoclastogénese por meio da
modificacdo da razdo RANKL/OPG. A reducédo na expressdo dos RNAm de ambos 0s genes
pode ser explicada por uma possivel reducdo na quantidade de osteoblastos, devido a
deficiéncia de Mn. Os autores encontraram também um aumento na relagdo RANKL/OPG com
a deficiéncia de Mn, promovendo uma maior diferenciacdo dos osteoclastos e aumento na sua
atividade, aumentando assim, a reabsorcdo Ossea. Esses resultados podem explicar a maior
concentracdo plasmatica de Mn encontrada nos animais que foram suplementados com 40% de
microminerais organicos. Essa maior concentracdo pode ser um indicativo de deficiéncia do
mineral que ocasionou uma maior reabsorcdo dssea pelos osteoclastos, liberando o mineral na
corrente sanguinea.

Reis (2016) estudando a reducdo da suplementacdo de microminerais organicos para
gatos filhotes e Aksu et al. (2010), avaliando diferentes niveis dessas mesmas fontes em frangos
de corte, ndo encontraram diferenca na concentracdo plasmatica de Mn entre 0s grupos

experimentais, resultados diferentes aos encontrados no presente estudo.

5. Concluséao
A suplementacdo de até 70% da recomendacao do NRC (2006) de Cu, Fe, Mn, Se e Zn,
sob a forma organica, é efetiva em manter o status mineral, resultando na manutencdo do

crescimento e metabolismo de cées filhotes dentro do normal.
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Resumo

Os microminerais sdo de extrema importancia para o crescimento e desenvolvimento animal.
Atuam em diversos processos fisiologicos e metabdlicos que permitem a completa e correta
formacgdo do organismo. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos das fontes
inorganica (ING) versus organica (ORG) e diminuicdo suplementar dos microminerais ferro
(Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), selénio (Se) e manganés (Mn). Vinte e quatro caes filhotes, aos 70
dias de idade (1,30 £ 0,36 Kg), foram avaliados durante 150 dias. Foi analisado o desempenho
animal, através da mensuracdo do peso corporal, altura de cernelha e comprimento corporal e,
a protecdo antioxidante, atraves da avaliacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e a peroxidacdo lipidica pela mensuracdo da
concentracdo de malondialdeido (MDA). A dieta controle (100%ING) foi suplementada com
88 mg de Fe/kg, 100 mg de Zn/kg, 11 mg de Cu/Kg, 0,35 mg de Se/kg e 5,6 mg de Mn/kg. Os
demais tratamentos, trés niveis de microminerais organicos (Bioplex®TR), foram usados como
substitutos na mesma concentragao mineral (100%ORG) ou em proporgdes menores (70%0RG
e 40%0RG), totalizando quatro tratamentos. Os caes foram distribuidos em delineamento
inteiramente ao acaso, totalizando 6 repeticdes por tratamento. Nenhuma diferenca (p>0,05) foi
encontrada entre as fontes ING e ORG, nos seus diferentes niveis, para peso corporal, altura de
cernelha, comprimento corporal e atividade das enzimas SOD, GSH-Px E MDA.. Foi observada
diferenca (p<0,05) entre as fontes e nos seus diferentes niveis para densidade mineral 6ssea,
sendo que a suplementacdo de 70% de microminerais organicos apresentou maior densidade
dos ossos umero, radio e ulna. Conclui-se que a reducdo nos niveis de suplementacao da fonte
organica ndo afetou o desempenho e a atividade antioxidante podendo-se, portanto, ser utilizada
como fonte de suplementacgdo para caes filhotes. O nivel de suplementacdo da fonte organica
de 70% pode ser adotado, pois se mostrou igual a fonte inorganica para a defesa antioxidante,
manteve o desempenho dos cées e teve melhores resultados para o desenvolvimento 6sseo.

Palavras-chave: desenvolvimento animal, defesa antioxidante, enzimas.

1. Introducgéo

O perfil nutricional da racdo e o uso de métodos de alimentacdo adequados durante a
vida do animal, especialmente na fase de crescimento, diminuem o risco de patologias. Os
minerais atuam no processo de crescimento do animal de diversas formas. A diviséo celular é
a base do crescimento e requer DNA, RNA e sintese proteica. O Zn entra como cofator em

inimeras enzimas que participam da expressao génica por meio de fatores de transcri¢do. Essas
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enzimas sdo metaloenzimas dependentes de Zn e sdo associadas a sintese de DNA e RNA,
incluindo a RNA polimerase e transcriptase reversa. Nelas, o Zn se liga firmemente,
estabilizando estruturas que séo funcionalmente importantes. O Zn também pode influenciar a
regulacdo hormonal da divisdo celular, especialmente via horménio do crescimento (GH) e
fator 1 do crescimento dependente de insulina (IGF-1), aléem de interferir em hormonios
mitogénicos, atuando sobre a proliferacdo celular, além de ter efeito estimulatorio na formacéo
osteoblastica e mineralizacdo 6ssea (MACDONALD, 2000).

A lisil oxidase ¢ uma enzima dependente de Cu importante na formacéo das ligacoes
cruzadas de colageno e elastina, a qual é necessaria para adicionar um grupo hidroxila aos
residuos de lisina e colageno, permitindo a ligacdo cruzada entre as fibras de colageno. Essa
ligacdo da a proteina a rigidez e elasticidade estrutural (CHOU et al., 1969). O Fe atua como
cofator de hidroxilagdo da enzima prolina-lisil hidroxilase responsavel por formar a
hidroxiprolina, constituinte do colageno (TUDERMAN et al., 1977). O Mn € essencial para o
desenvolvimento da matriz organica dos 0ssos que € composta grandemente por
mucopolissacarideos (SALTMAN e STRAUSE, 1993).

Os minerais também participam de metaloenzimas importantes na protecdo contra a
oxidacdo celular e antioxidante como a superédxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px). A principal funcao da SOD ¢ catalisar a dismutacdo do superdxido, formado a partir
do oxigénio molecular pela adicdo de um elétron, em peroxido de hidrogénio. Pode ser
encontrada tanto na mitocondria quanto no citosol. Na mitoc6ndria, essa enzima é dependente
do elemento Mn e no citosol é Cu-Zn dependente (MACMILLAN-CROW e CRUTHIRDS,
2001).

O Se atua na manutencdo do equilibrio oxidativo participando como constituinte da
enzima GSH-Px na forma de selenocisteina. A selenocisteina tem sua estrutura quimica
semelhante a cisteina, porém, possui uma molécula de Se no lugar do enxofre. A GSH-Px ¢ a
importante no controle da formagdo de radicais livres por meio da reducdo de peroxido de
hidrogénio e peroxido lipidico para dgua e alcool (DALIA et al., 2017).

A densidade mineral O6ssea é um parametro biofisico de grande importancia
experimental e clinica, que permite avaliar o processo de mineralizacdo 6ssea (LOUZADA,
1997). Porém, o alto custo dos equipamentos e, consequentemente, dos exames para
determinacdo e avaliacdo da densidade mineral 0ssea, inviabilizam a introducéo e aplicagdo da
densitometria 6ssea como modalidade de diagndstico complementar de rotina. Assim, novos

métodos estdo sendo estudados visando facilitar a avaliagdo da densidade mineral dssea.
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A densitometria Optica radiografica tem se mostrado uma técnica viavel para avaliar as
alteracOes de densidade mineral, podendo ser até mais eficientes do que as analises bioquimicas
séricas de fosfatase alcalina, fosforo e calcio para a determinacdo da desmineralizacdo 0ssea
(GALLDO, 1996; LEAL, 2002; RAHAL et al., 2002). Nessa técnica utiliza-se uma escala de
aluminio como referencial densitométrico. O aluminio tem sido usado para confeccédo da escala,
por possuir uma curva de absorcdo de radiagdo X muito semelhante a dos ossos (LEMBO,
2006). A escala de aluminio, por possuir caracteristicas conhecidas, permite estabelecer uma
calibracéo pelo sistema computacional por comparacao das tonalidades de cinza, minimizando
possiveis alteracdes que a imagem possa apresentar em decorréncia de varidveis radioldgicas e
gerando valores densitométricos expressos em equivalentes a milimetros de aluminio (mmAl)
(LOUZADA, 1997).

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da substituicdo de Fe, Zn,
Cu, Se e Mn inorganico pela forma orgénica, incluidos em niveis usuais (100%) ou reduzidos
(70% e 40%), sobre o crescimento de cées filhotes avaliando o peso corporal, altura de cernelha,
comprimento corporal, densidade mineral dos 0sso Umero, radio e ulna, atividade das enzimas

superdxido dismutase e glutationa peroxidase e concentracdo de malondialdeido.

2. Material e métodos

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal
adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras
(protocolo 006/18).

2.1 Animais

Vinte e quatro cées filhotes, sem raca definida, aos 70 dias de vida e com peso médio
inicial de 1,30 £ 0,36 Kg foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso. Os
filhotes foram vacinados aos 60, 90 e 120 dias de idade (Elevencell Vac, Labovet Produtos
Veterinarios, Brasil) e alojados individualmente em baias com piso de cimento e dimensdes 2,5

x 0,9 m. O periodo experimental teve duracéo de 130 dias.

2.2 Dietas experimentais
Os filhotes foram distribuidos em quatro tratamentos experimentais, sendo que no
tratamento | foi utilizada a fonte inorgénica de microminerais na suplementacdo de 100% da

recomendacdo do NRC (2006) para cées filhotes. J& nos tratamentos I, 111 e IV foi utilizada a
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fonte organica nas suplementacdes de 100%, 70% e 40% da recomendacdo de microminerais
do NRC (2006), respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Ingredientes das dietas experimentais secas extrusadas para caes filhotes.

Ingredientes 100% 100% 70% 40%
(g/kg na matéria natural) ING ORG ORG ORG
Quirera de milho 387,55 387,55 387,55 387,55
Farelo de trigo 200,00 200,00 200,00 200,00
Farinha de visceras 131,80 131,80 131,80 131,80
Farinha de carne e 0ssos 100,00 100,00 100,00 100,00
Farelo de soja 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de visceras de aves 30,00 30,00 30,00 30,00
Oleo de soja 15,00 15,00 15,00 15,00
Adsorvente - MYCOSORB® 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante - BHT 0,15 0,15 0,15 0,15
Antiflingico - Acido propionico 0,50 0,50 0,50 0,50
Palatabilizante natural 20,00 20,00 20,00 20,00
Mananoligossacarideo 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sodio 3,00 3,00 3,00 3,00
Acido docosahexaendico 4,00 4,00 4,00 4,00
Cloreto de colina 2,00 2,00 2,00 2,00
Premix vitaminico® 2,00 2,00 2,00 2,00
Fonte mineral inorganica® 2,00 - - -
Fonte mineral organica® - 2,00 1,40 0,80
Inerte (caulin) - - 0,60 1,20

3Premix vitaminico forneceu os seguintes niveis de vitaminas por quilograma de alimento: vitamina A (15000Ul), vitamina D3
(1500UI), vitamina E (350Ul), vitamina K (0,15 mg), tiamina (1,60 mg), riboflavina (2,8 mg), acido pantoténico (12,5 mg),
niacina (14,5 mg), piridoxina (1,4 mg), &cido félico (0,2 mg), biotina (2,5 mg) vitamina B12 (0,03 mg), colina (2000mg).
bFonte mineral inorgénico continha no minimo, por quilograma do premix: 45000 mg de ferro (sulfato de ferro), 5500 mg de
cobre (sulfato de cobre), 3000 mg de manganés (sulfato de manganés), 52500 mg de zinco (sulfato de zinco), 868 mg de iodo
(iodato de célcio), 180 mg de selénio (selenito de sddio).

°Fonte mineral organica continha no minimo, por quilograma do premix: 45000 mg de ferro (proteinato de ferro), 5500 mg de
cobre (proteinato de cobre), 3000 mg de manganés (proteinato de manganés), 52500 mg de zinco (proteinato de zinco), 868

mg de iodo (iodato de potassio), 180 mg de selénio (levedura enriquecida com selénio).
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As dietas diferiram apenas na quantidade e fonte de microminerais, sendo isoenergéticas
e isoproteicas (Tabela 2 e 3). O NRC (2006) recomenda as seguintes quantidades de
microminerais para cées filhotes: 11mg de Cu/kg; 88mg de Fe/kg; 5,6mg de Mn/kg; 0,35mg de
Se/kg e 100mg de Zn/kg, na matéria seca, considerando um alimento com aproximadamente
4000kcal de energia metabolizavel/kg.

Os animais receberam agua ad libitum e os alimentos foram fornecidos diariamente na
quantidade calculada segundo a equacéo (1). As médias de consumo diario dos animais foram:
Tratamento | - 331,19¢g; Tratamento Il: 332,30g; Tratamento Ill - 373,42g; Tratamento IV -
354,73.

EM=130*PC%7>%3 2*[(0870)_( 1] 1)
Onde:
EM= energia metabolizavel em kcal/dia
PC= peso corporal em kg
p = PCa/PCm
PCa = peso corporal no momento da avaliacao (kg)
PCm = peso corporal esperado quando adulto (kg)
e = base do logaritmo natural, log = 2,718

A fonte mineral organica (Bioplex®TR) foi fornecida por fontes proteinadas
disponiveis comercialmente, obtida a partir de proteina de soja hidrolisada enzimaticamente;
exceto o Se organico que foi a partir de uma proteina de levedura, principalmente como
selenometionina. Ja a fonte inorganica foi suplementada como sulfato de cobre, sulfato de ferro,

sulfato de manganés, sulfato de zinco e selenito de sédio.

Tabela 2 - Recomendacao do NRC (2006) e reducao dos niveis suplementares da fonte organica
(ORG) e fonte inorganica (ING) dos microminerais nas dietas experimentais para
cées em crescimento.

mg/kg de alimento na matéria seca

Tratamentos Fo 7 Cu S N
100% ING 88,00 100,00 11,00 0,35 5,60
100% ORG 88,00 100,00 11,00 0,35 5,60
70% ORG 61,60 70,00 7,70 0,25 3,92
40% ORG 35,20 40,00 4,40 0,14 2,24
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Tabela 3 - Composicdo analisada de microminerais de fontes inorganicas (ING) ou organicas
(ORG) nas dietas experimentais para cdes em crescimento.

mg/kg de alimento na matéria seca

Tratamentos Fe 7n Cu Se NN
100% ING 451361 155304 32,224 0388 40329
100% ORG 401,840 141588 31,942 0364 39679
70% ORG 346333 129 466 20,042 0294 29510
40% ORG 340089 109 420 18.773 0280  24.827
Mistura alimenticiasemas 500 916 53781 15,640 0086 22146

fontes de minerais

2.3 Desempenho animal e densidade mineral 6ssea

Os cées foram pesados e tiveram a altura de cernelha e comprimento corporal
mensurados no primeiro dia de fornecimento das dietas e, posteriormente, semanalmente até o
final do experimento. A altura de cernelha foi determinada tomando por base a distancia vertical
entre a cernelha e o solo. O comprimento corporal foi feito tomando como ponto inicial a base
da nuca (articulacdo atlanto-occipital), com mensuracéo até o solo, passando pela base da cauda
(Gltima vértebra sacral) e pela tuberosidade do calcaneo (adaptado de Muller et al., 2008).

Os animais tiveram o membro toracico direito radiografado em projecao médio lateral,
em decubito lateral direito no 130° dia para determinacdo do desenvolvimento 6sseo. Todas as
radiografias foram feitas com chassi e filme radiogréafico (Fujifilm Holdings Co., Japéo)
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 exposicdo 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 29 degraus,
tendo o primeiro degrau 1,0mm de espessura, variando a seguir de 1,0 em 1,0mm.As imagens
foram arquivadas em JPEG e analisadas por meio do software ImageJ® (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, Estados Unidos), onde foi feita a comparagdo de tonalidades de
cinza entre a escala de referéncia e 0 0sso. Em todos os animais foram realizadas trés leituras

consecutivas de todo o 0sso e da escala.

2.4 Atividade enzimatica e peroxidacao lipidica
Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a coletas de sangue para

a determinacéo da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
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(GSH-Px) e da concentragdo de malondialdeido (MDA) pela mensuracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). As amostras foram coletadas com os cées em jejum
de 12 horas, através da veia jugular e, posteriormente, colocadas individualmente em mini tubos
contendo anticoagulante heparina (Mini Tubos, Labor Import Co., Brasil) e processados em
centrifuga a 1000xg por 10 minutos a temperatura de 4°C (modelo 2K-15 Sigma
Laborzentrifugen, Sigma, Alemanha). Apo6s centrifugacdo, o plasma foi removido e
armazenado em micro tubos tipo eppendorf e congelado a temperatura de -80°C até a realizagédo
das analises. Para as analises foram utilizados os kits comerciais Superoxido 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. As leituras das microplacas foram feitas
em espectrofotbmetro automatico de microplacas (MultiskanTM GO Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific Inc., Alemanha), sendo que todas as analises foram

realizadas em duplicata para cada parcela experimental.

2.5 Andlises estatisticas

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado, sendo que 0s
24 caes foram distribuidos aos quatro tratamentos, totalizando seis animais por tratamento e
cada animal correspondente a uma unidade experimental. Foi realizado o teste Shapiro-Wilk
para analisar a normalidade dos dados e quando necessario eles foram transformados antes de
serem analisados estatisticamente.

Foi realizada a analise de variancia das variaveis ganho de peso, comprimento corporal
e altura de cernelha em seis tempos de coleta em esquema de parcela subdividida no tempo.

No presente estudo, a analise de variancia foi realizada utilizando a funcéo psub2.dic do
pacote ExpDes.pt do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2019). O teste de médias Tukey
foi utilizado para comparacédo das dietas e analise de regresséo (p<0,05) ao longo do tempo.

Significancia foi declarada a p<0,05.

3. Resultados
3.1 Desempenho animal e densidade mineral 6ssea

N&o foi observada interagdo dieta x tempo (p>0,05) e diferenca entre os diferentes
tratamentos (p>0,05) nos parametros peso corporal (Tabela 4 e Figura 1), altura de cernelha

(Figura 2) e comprimento corporal (Tabela 5 e Figura 3), mas observou-se diferenca (p<0,05)
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entre os tempos de coleta em todos esses pardmetros. A densidade mineral dos 0ssos Umero,

radio e ulna (Tabela 6) foi maior (p>0,05) no tratamento com suplemtacdo de 70% de

microminerais organicos.

Tabela 4 - Peso corporal de cées filhotes alimentados com diferentes fontes (inorgénica - ING
ou organica - ORG) e niveis de microminerais (ferro, zinco, cobre, selénio e
manganés) (Bioplex®TR).

Niveis suplementares (ORG) p-valor?
Item Tempo 100% EPMP
ING 100%  70% 0
ORG ORG 40% ORG DxT D T
0 1,29 1,29 1,31 1,28
3 163 1,75 1,8 1,84
Peso 6 2,38 2,48 2,79 2,87
0,56 0,39 <0,01 0,02
(Kg) 9 3,76 3,85 4,09 4,46
12 567 5,60 5,66 6,79
15 7,97 1,74 7,89 9,58
18 9,71 9,45 9,67 11,15

aD x T - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo.
® EPM = erro padrdo da média

Figura 1 - Evolucdo do peso de cées filhotes suplementados com diferentes fontes (inorganica
- ING ou orgénica - ORG) e niveis de microminerais (ferro, zinco, cobre, selénio e
manganés) organicos (Bioplex®TR) de 70 a 120 dias de idade.

Peso corporal (kg)

12

10

6

—— 100% Inorganico
100% Organico
70% Organico

—— 40% Organico

Tempo (semanas)
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Figura 2 - Altura de cernelha de cées filhotes suplementados com diferentes fontes (inorganica
- ING ou organica - ORG) e niveis de microminerais (ferro, zinco, cobre, selénio e
manganés) organicos (Bioplex®TR).
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Tabela 5 - Altura de cernelha (AC) e comprimento corporal (CC) de cdes filhotes alimentados
com diferentes fontes (inorgénica - ING ou orgénica - ORG) e niveis de
microminerais (ferro, zinco, cobre, selénio e manganés) organicos (Bioplex®TR).

Niveis suplementares

p-valor?
ltem Tempo 100% (ORG) EpM®
(semanas) ING 100%  70% 40% DxT D T

ING ING ING
AC 0 17,78 17,38 17,81 18,92
(cm) 3 19,95 20,98 21,66 22,50
6 2455 2466 26,86 26,68

9 29,01 2928 31,30 31,58 050 043 0001 003
12 33,31 3334 3573 36,22
15 37,37 3836 39,90 40,38
18 41,28 41,96 43,73 43,86
CC 0 36,68 3868 39,33 38,36
(cm) 3 42,81 43,80 4580 46,78
6 53,08 50,54 5481 55,62

9 62,80 61,80 6546 66,44 057 067 <001 006

12 7155 6984 7421 76,02
15 78,40 79,70 82,28 84,62
18 83,95 8546 88,26 88,82

2D x T - interacdo dieta e tempo; D - efeito da dieta; T - efeito do tempo.
® EPM = erro padrdo da média
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Figura 3 - Comprimento corporal (CC) de cées filhotes suplementados com diferentes fontes
(inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de microminerais (ferro, zinco, cobre,
selénio e manganés) organicos (Bioplex®TR).
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Tabela 6 - Densidade mineral 6ssea (em milimetro de aluminio — mmAl) de cédes filhotes
alimentados com diferentes fontes (inorganica - ING ou orgéanica - ORG) e niveis
de microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) organicos
(Bioplex®TR).

Item Niveis suplementares (ORG)
100% NG —50% ORG  70% ORG _ 40% OrG _ PValor  EPM
Umero 1,94b 1,95b 2,84a 2,11b 0,02 0,19
Radio 1,78b 1,90b 2,82a 2,09b 0,04 0,24
Ulna 1,81b 1,76b 2,79 1,83b 0,02 0,22

Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
EPM = erro padrdo da média

3.2 Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PX) e

peroxidacao lipidica (concentracdo de MDA)
N&o houve diferenca significativa (p>0,05) em resposta a suplementacdo inorganica

(100%) ou pelos diferentes niveis de suplementacdo organica (100%, 70% e 40%) na atividade

das enzimas SOD, GSH-Px e na peroxidagdo lipidica (concentracdo de MDA) (Figuras 4 a 6).
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Figura 4 - Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) de cées filhotes alimentados com
diferentes fontes (inorgénica - ING ou organica - ORG) e niveis de microminerais
(cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) (Bioplex®TR).

5,00
4,00
nd
o E 3,00
w >
2,00
1,00
0,00

100% ING 100% ORG 70% ORG 40% ORG

Tratamentos

Figura 5 - Atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH- Px) de cées filhotes alimentados
com diferentes fontes (inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de
microminerais (cobre, ferro, manganés, selénio e zinco) (Bioplex®TR).
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Figura 6 - Concentracdo de malondialdeido (MDA) de cées filhotes alimentados com diferentes
fontes (inorganica - ING ou organica - ORG) e niveis de microminerais (cobre, ferro,
manganés, selénio e zinco) (Bioplex®TR).
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4. Discussao
4.1 Desempenho animal e densidade mineral 6ssea

A reducéo da suplementacédo de Fe, Zn, Cu, Se e Mn sob a forma orgénica néo afetou
0s parametros peso corporal, altura de cernelha e comprimento corporal de caes filhotes até os
220 dias de idade. Todas as dietas atenderam a necessidade minima de cdes em crescimento
estabelecida pelo NRC (2006). Os ingredientes utilizados na formulagdo junto com a
suplementacdo dos minerais podem ter beneficiado o tratamento com 40% de incluséo de
microminerais organicos. Esse favorecimento pode ter evitado o aparecimento de problemas no
desenvolvimento e pode ter feito com que os animas que receberam essa inclusao
apresentassem maiores valores de peso corporal, altura de cernelha e comprimento corporal
(Figuras 1 a 3) mesmo que ndo significativos estatisticamente. Durante esse periodo, 0s cées
apresentaram crescimento e desenvolvimento dentro do esperado para a fase de vida desses
animais. Nao ha relatos na literatura de estudos que analisaram o desenvolvimento de cées
recebendo a substituicdo total de micro minerais inorganicos pela forma organica.

Reis (2016) também ndo encontrou diferencas nos parametros de desempenhos em gatos
suplementados com niveis reduzidos desses microminerais. Nollet et al. (2008) n&o observaram
diferencas no peso corporal e no ganho de peso de frangos de corte recebendo uma reducéo

suplementar de até 83% de microminerais organicos. Sechinato et al. (2006), Brito et al. (2006)
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e Creech et al. (2004) também nao relataram diferencas em poedeiras, frangas de reposicao e
suinos, respectivamente. Ott e Johnson (2001) também avaliaram a substituicdo da forma
organica dos microminerais Cu, Mn e Zn pela forma inorganica em cavalos e ndo encontraram
diferencas no comprimento corporal, no ganho de peso e na altura de cernelha.

N&o ha na literatura valores de referéncia para a densidade mineral dssea de caes, uma
vez que a técnica utilizada pode influenciar esses valores. No presente estudo foi possivel
observar que 0s 0ssos dos animais que receberam a suplementacdo com 70% de microminerais
na forma organica apresentaram maior densidade mineral do que nos animais suplementados
com a forma inorgénica, conferindo-os maior resisténcia e, portanto, menor risco de fratura.
Esse resultado pode estar relacionado a maior biodisponibilidade das fontes orgénicas de
minerais. De fato, a ligacdo dos minerais as moléculas organicas facilitaria a absorcéo e acesso
do mineral aos 6rgdos ou sistema que dele necessitam aumentando-se, assim, a sua
biodisponibilidade (ACDA e CHAE, 2002). Gobesso et al. (2014) observaram que potros
tratados com minerais na forma organica apresentaram um incremento significativo em sua
densidade 0ssea.

Os animais ndo apresentaram sinais de deficiéncia de minerais que afetariam o
crescimento e desenvolvimento nesta fase e isso sugere que ndo houve influéncia negativa da
menor suplementacdo de microminerais. A deficiéncia de microminerais afetaria o
desenvolvimento 6sseo resultando em anormalidades esqueléticas e reducdo da densidade
mineral dssea. Segundo Rostagno et al. (2000) e Gomes et al. (1996), a concentracdo de Zn no
0sso (tibia) de frangos tem sido utilizada para estimar a exigéncia desse mineral por participar
de metaloproteinases de matriz que atuam na remodelacdo da matriz extracelular colagenosa
do osso. Eberle et al. (1999) avaliando a deficiéncia de Zn em ratos, fornecendo uma dieta
baseada em caseina (0,76 mg de Zn/kg) ou a mesma dieta suplementada com 60 mg de Zn/kg
concluiram que essa deficiéncia levou ao aparecimento de osteopenia no fémur desses animais.

O Mn também participa de metaloenzimas responsaveis pela sintese de
mucolissacarideos no tecido cartilaginoso. Yildiz et al. (2011) estudando cinco doses crescentes
de Mn nas formas organica e inorganica (15, 30, 45, 60 e 75 mg/kg) em poedeiras, encontrou
que a suplementagdo da forma organica de Mn afeta positivamente a distribuicdo dos elementos
no organismo, levando a uma melhoria no crescimento e na solidez 0ssea, concluindo que a
fonte orgénica € a melhor a ser utilizada, assim como foi apresentado também no presente

estudo.
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Outro fator que poderia afetar o crescimento dos cées é a alteracdo no olfato e paladar,
ocasionada pela deficiéncia de Zn, o que levaria a uma anorexia e perda de peso, ndo observadas
no presente estudo. Takeda et al. (2004) relacionaram o Zn a uma metaloenzima responsavel
pela sensacdo de paladar em humanos e a deficiéncia desse mineral ocasionou hipogeusia, que

foi corrigida ap6s terapia com o elemento.

4.2 Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PX) e
peroxidacao lipidica (concentracéo de MDA)

As enzimas SOD e GSH-Px sdo importantes para manutencdo da defesa antioxidante e
microminerais como Cu, Zn, Mn e Se s&o indispensaveis na regulacdo da atividade das mesmas.
Portanto, o adequado fornecimento desses elementos na dieta é de extrema importancia a
protecdo contra o dano oxidativo. No presente trabalho, ndo houve alteracdo significativa na
atividade das enzimas SOD e GSH-Px e na concentracdo de MDA. As suplementagdes de
microminerais na forma organica foram semelhantes a suplementacdo inorganica para esses
parametros e, portanto, fornecem adequada protecdo ao organismo contra oxidacao.

Ao contréario dos resultados obtidos, Li et al. (2017) suplementando a dieta de frangos
de corte com 0,3 mg de Se/kg com as fontes selenito de sédio, levedura enriquecida com Se e
selenometionina, verificaram que a fonte organica de Se proporcionou maior atividade sérica
de GSH-Px, assim como Yoon et al. (2007) que forneceram 0,15 mg Se/Kg, nas formas de
selenito de sodio e selenometionina e, Wang e Xu (2008) (0,2 mg de Se/kg selenito de sodio e
levedura enriquecida com Se). Cao et al. (2014) avaliando em suinos (0,3 mg Se/kg de selenito
de sddio versus 0,1, 0,3, 0,5 e 0,7 mg Se/kg de DL-Selenometionina). J& Reis (2016) e Payne
& Southern (2005) também ndo encontraram diferencgas na atividade da GSH-Px em gatos e
frangos de corte, respectivamente, assim como neste trabalho.

No presente estudo, os resultados mostram uma semelhanca na atividade da GSH-Px
em todas as dietas experimentais. Neste caso, 0 Se do selenito de sodio pode ter sido
incorporado rapidamente na GSH-Px e o Se da selenometionina teria sido incorporado
inicialmente as proteinas (WHITE e HOEKSTRA, 1979).

Alguns trabalhos relataram resultados diferentes aos encontrados neste estudo. Ma et al.
(2011) mostraram que a adigéo de 90 ou 120 mg / kg de zinco glicina levou a uma melhora da
atividade da SOD e GSH-Px e uma reducdo do conteudo de MDA nos figados de frangos de
corte aos 21 e 42 dias. Aksu et al. (2010) verificaram que a atividade da SOD eritrocitaria foi

maior e da SOD em tecido hepatico foi semelhantes entre as dietas experimentais, ja 0s niveis
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de MDA plasmatico foram menores nos frangos que consumiram a fonte organica de Cu, Mn
e Zn, independente do nivel. Ja Cao el al. (2014) ndo encontraram mudancas significativas da
concentracdo de MDA no plasma de suinos, resultados que corroboram com os encontrados no

presente trabalho.

5. Concluséao

A reducdo nos niveis de suplementacdo da fonte organica ndo afetou o desempenho e a
atividade antioxidante, podendo, portanto, ser utilizada como fonte de suplementacéo para cées
filhotes.

O nivel de suplementacdo da fonte organica de 70% pode ser adotado, pois apresentou
melhores resultados para o desenvolvimento 6sseo, mostrou-se igual a fonte organica para a

defesa antioxidante e manteve o desempenho dos cées.
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ANEXOS

ANEXO A - Analise de variancia

Tabela 1A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para consumo de ferro

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 3550,100482 1183,366827 1,766 0,190
Residuo 18 12062,799177 670,155510

CV(%) 19,04

Média geral 135,94

Tabela 2A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para excrecao de ferro nas fezes

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 3659,088611 1219,696204 1,426 0,268
Residuo 18 15391,960067 855,108893

CV(%) 34,68

Média geral 83,1

Tabela 3A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para absorcao de ferro

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2419,079906 806,359969 0,729 0,548
Residuo 18 19922 459203 1106,803289

CV(%) 64,45

Média geral 52,12

Tabela 4A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para excrecdo de ferro na urina

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,425400 0,141800 0,556 0,651
Residuo 18 4,595200 0,255300

CV(%) 92,06

Média geral 0,22

Tabela 5A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para retencéo de ferro

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2462,79124 820,93004 0,74400 0,540
Residuo 18 19857,03389 1103,16855

CV (%) 64,62

Média geral 51,40
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Tabela 6A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para ferro na pele

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 495505,488100 165168,496000 5,301 0,009
Residuo 18 560895,001300 31160,833400

CV(%) 23,83

Média geral 318,87
Tabela 7A. Anélise de variancia e coeficiente de varia¢do para ferro na génada

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 196346,959900 65448,986600 1,815 0,181
Residuo 18 649189,000000 36066,097700

CV(%) 61

Média geral 306,64
Tabela 8A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para ferro no pelo

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 80996,959200 26998,986400 0,594 0,627
Residuo 18 817840,686400 45435,986400

CV(%) 53,17

Média geral 403,99
Tabela 9A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para consumo de zinco

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 3 478,579921 159,526640 2,011 0,149
Residuo 18 1428,148610 79,341589

CV(%) 19,08

Média geral 46,68

Tabela 10A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para excre¢do de zinco nas fezes

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 413,120381 137,706794 1,947 0,158
Residuo 18 1272,815101 70,711950

CV (%) 22,2

Média geral 37,87
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Tabela 11A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para absorcéo de zinco

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 44,600062 14,866873 0,699 0,565
Residuo 18 382,820410 21,267801

CV(%) 52,35

Média geral 8,80

Tabela 12A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para excrecao de zinco na urina

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 3,818700 1,292700 1,440 0,264
Residuo 18 16,158900 0,897700

CV(%) 87,4509

Média geral 0,67

Tabela 13A. Andlise de variancia e coeficiente de variagcdo para retencdo de zinco

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 40,968974 13,656325 0,687 0,572
Residuo 18 357,890228 19,882790

CV(%) 53,7

Média geral 8,30
Tabela 14A. Andlise de variancia e coeficiente de variacéo para zinco na pele

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 22765,352902 7588,451230 1,673 0,208
Residuo 18 81645,820813 4535,878900

CV(%)

Média geral 173,65
Tabela 15A. Anélise de variancia e coeficiente de variagéo para zinco na gbnada

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 9318,181800 3106,060600 0,817 0,501
Residuo 18 68436,222800 3801,956800

CV(%) 37,37

Média geral 165,73
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Tabela 16A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para zinco no pelo

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2478,342659 826,114221 1,220 0,331
Residuo 18 12176,949251 676,497206

CV(%) 14,61

Média geral 177,75

Tabela 17A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para consumo de cobre

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 67,626631 22,542210 6,716 0,003
Residuo 18 60,415723 3,356423

CV(%) 20,03

Média geral 9,06

Tabela 18A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para excrecao de cobre nas fezes

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 21,443252 7,147714 4,025 0,236
Residuo 18 31,967141 1,775902

CV(%) 17,86

Média geral 7,46

Tabela 19A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para absorcao de cobre

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 15,307600 5,102512 3,751 0,030
Residuo 18 24,480851 1,362156

CV(%) 69,17

Média geral 1,68

Tabela 20A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para excre¢do de cobre na urina

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,015023 0,005012 0,984 0,423
Residuo 18 0,091963 0,005139

CV(%) 82,6863

Média geral 0,035
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Tabela 21A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para retencdo de cobre

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 15,040932 5,013633 3,680 0,032
Residuo 18 24,448512 1,358211

CV (%) 70,58

Média geral 1,65
Tabela 22A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para cobre na pele

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 40,874400 13,624800 2,411 0,100
Residuo 18 101,574600 5,643000

CV(%) 43,59

Média geral 2,29

Tabela 23A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para cobre na gbnada

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 7,936100 2,645400 0,624 0,609
Residuo 18 76,296300 4,238700

CV(%) 69,62

Média geral 2,96
Tabela 24A. Andlise de variancia e coeficiente de variagcdo para cobre no pelo

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 5,405963 1,802310 0,271 0,846
Residuo 18 119,719523 6,651120

CV(%) 28,85

Média geral 8,94

Tabela 25A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para consumo de selénio

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,002812 0,000937 1,126 0,365
Residuo 18 0,014982 0,000832

CV(%) 24,67

Média geral 0,12
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Tabela 26A. Analise de variancia e coeficiente de variagao para excrecao de selénio nas fezes

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,005509 0,001836 7,187k 0,098
Residuo 18 0,004600 0,000256

CV(%) 20,63

Média geral 0,08

Tabela 27A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para absorcao de selénio

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,002325 0,000775 1,910 0,341
Residuo 18 0,011713 0,000651

CV (%) 64,58

Média geral 0,04

Tabela 28A. Analise de variancia e coeficiente de variacao para excrecao de selénio na urina

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,003498 0,001166 18,697 0,000
Residuo 18 0,001123 0,000062

CV(%) 49,78

Média geral 0,01

Tabela 29A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para retencdo de selénio

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,003361 0,001120 1,708 0,040
Residuo 18 0,011807 0,000656

CV(%) 78,15

Média geral 0,024

Tabela 30A. Andlise de variancia e coeficiente de variagéo para selénio na pele

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,343216 0,114398 2,048 0,143
Residuo 18 1,004600 0,055813

CV(%) 24,61

Média geral 0,96
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Tabela 31A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para selénio na gbnada

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,113500 0,037821 0,816 0,502
Residuo 18 0,833974 0,046366

CV(%) 29,69

Média geral 0,73

Tabela 32A. Analise de variancia e coeficiente de variacéo para selénio no pelo

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,702851 0,234311 2,556 0,087
Residuo 18 1,649862 0,091775

CV(%) 20,61

Média geral 1,47

Tabela 33A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para consumo de manganés

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 47,103807 15,701269 2,625 0,082
Residuo 18 107,654591 5,980811

CV (%) 20,11

Média geral 12,17

Tabela 34A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para excrecdo de manganés nas
fezes

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 49,877077 16,625692 2,453 0,097
Residuo 18 122,022020 6,779001

CV (%) 34,67

Média geral 7,51

Tabela 35A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para absor¢ao de manganés

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 1,636128 0,545376 0,071 0,975
Residuo 18 137,712851 7,650714

CV(%) 59,44

Média geral 4,65
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Tabela 36A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para excre¢do de manganés na urina

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,140816 0,046939 1,965 0,155
Residuo 18 0,429881 0,023882

CV(%) 84,54

Média geral 0,11

Tabela 37A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para retencdo de manganés

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2,145561 0,715187 0,090 0,965
Residuo 18 142,906803 7,939267

CV(%) 62,09

Média geral 4,54

Tabela 38A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para manganés na pele

Efeito GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamento 3 2349,708354 783,236118 2,759 0,072
Residuo 18 5110,315933 283,906441

CV(%) 58,25

Média geral 28,92

Tabela 39A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para manganés na gbnada

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 52,780102 17,593367 0,872 0,474
Residuo 18 363,371574 20,187310

CV (%) 4204

Média geral 10,68

Tabela 40A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para manganés no pelo

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 7,543813 2,514604 0,425 0,737
Residuo 18 106,620008 5,923334

CV (%) 38,02

Média geral 6,4
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Tabela 41A. Anélise de variancia para peso corporal

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,1746 0,0582 1,0374 0,3876
Erro A 18 1,0102 0,0561

Periodo 5 5,7854 1,1571 62,6802 0
Tratamento X periodo 15 0,2514 0,0168 0,9078 0,5582
Erro B 90 1,6614 0,0185

Tabela 42A. Anélise de variancia para comprimento corporal

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,8086 0,2695 0,5169 0,6732
Erro A 18 9,3827 0,5213

Periodo 5 41,1542 8,2308 9,5758 0
Tratamento x periodo 15 11,6114 0,7741 0,9006 0,5659
Erro B 90 77,3592 0,8595

Tabela 43A. Anélise de variancia para altura de cernelha

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0,3307 0,1102 0,9323 0,435
Erro A 18 2,1272 0,1182

Periodo 5 3,2084 0,6417 4,2265 0,0017
Tratamento x periodo 15 2,1835 0,1456 0,9588 0,5044
Erro B 90 13,6642 0,1518

Tabela 44A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para densidade mineral 6ssea do

umero

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2,185900 0,728640 4,879 0,019
Residuo 12 1,792200 0,149350

CV (%) 17,5

Tabela 45A. Analise de variancia e coeficiente de variacdo para densidade mineral 0ssea do
radio

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2,590600 0,863530 3,645 0,045
Residuo 12 2,842800 0,236900

CV (%) 22,69
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Tabela 45A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para densidade mineral 6ssea da

ulna

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2,952200 0,984050 5,147 0,016
Residuo 12 2,294400 0,191200

CV (%) 21,36 5,246500

Tabela 46A. Andlise de variancia e coeficiente de variacéo para atividade da enzima superéxido

dismutase
Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 3,401500 1,133800 0,838 0,491
Residuo 18 24,353200 1,353000
CV (%) 24,16 27,754700

Tabela 47A. Anélise de variancia e coeficiente de variacdo para atividade da enzima glutationa

peroxidase

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 32689,521200 10896,507100 2,422 0,100
Residuo 18 80975,933300 4498,663000

CV (%) 1,17

Tabela 48A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para concentracdo de

malondialdeido

Efeito GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 6,621200 2,207100 0,064 0,978
Residuo 18 623,708300 34,650500

CV (%) 32,17

84



