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RESUMO

Objetivou-se avaliar a exigéncia de manganés (Mn), para frangos de corte nos periodos de
um a 20 e de 20 a 40 dias de idade e a biodisponibilidade relativa (BR) do Mn
suplementado na forma de sulfato de Mn (MnSO,) e proteinato de Mn (MnProt). Dois
experimentos foram realizados para determinar a exigéncia de Mn de acordo com a fase de
criagdo (um a 20 dias e 20 a 40 dias de idade). Para cada uma das fases foram utilizados
750 frangos de corte. Os tratamentos foram definidos pela suplementacgéo de 0, 35, 70, 105
e 140 mg de Mn/kg na forma de MnSQO,. Para determinar a exigéncia de Mn foram
analisados consumo de ragdo, ganho de peso, conversdo alimentar, viabilidade e
concentracdo de Mn na tibia e no figado, resisténcia 6ssea, concentracdo de cinzas na tibia
e atividade da fosfatase alcalina. Nao foi observado efeito da concentracdo de Mn dietético
sobre as analises de desempenho em nenhuma das fases de criagdo. A estimativa da
exigéncia de Mn para frangos de corte de um a 20 dias de idade foi de 81,32 mg de Mn/kg
para resisténcia 0ssea, 97,9 mg de Mn/kg para cinzas 0ssea, 126,96 mg de Mn/kg para
concentracdo de Mn na tibia e 149,45 mg de Mn/kg para concentracdo de Mn no figado.
No periodo de 20 a 40 dias a estimativa da exigéncia foi de 73,93 mg de Mn/kg para
resisténcia 0ssea e 151,4 mg de Mn/kg para concentracdo de Mn na tibia. A incluséo de
Mn s se justifica para melhorar a resisténcia 6ssea, com exigéncia de 81,32 mg de Mn/kg
para o periodo de um a 20 dias e 73,93 mg de Mn/kg para o periodo de 20 a 40 dias. A BR
do MnProt, em comparagdo com o MnSQ,, foi determinada em frangos de corte de um a
20 dias. Foram utilizados 1.350 frangos de corte, e as dietas foram suplementadas com O,
35, 70, 105 e 140 mg de Mn/kg de racdo na forma de MnSO, e como MnProt. Foram
avaliados o ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar, resisténcia 0ssea e
concentracdo de Mn na tibia e no figado, alem disso, foi avaliado a concentracdo de
colageno tipo I na tibia. Ndo foram observadas diferencas para as variaveis de desempenho
e nem para concentracdo de colageno tipo I, independente da fonte e do nivel de
suplementacao utilizado. A BR do MnProt com base na resisténcia 6ssea foi de 111%, com
base na concentracdo de Mn no figado foi de 128% e com base na concentracdo de Mn na
tibia foi de 105%. O MnProt é mais biodisponivel que o0 MnSQ,.

Palavras-chave: desempenho, biodisponibilidade, mineral, sulfato de manganés,
proteinato de manganés



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the manganese (Mn) requirement for broilers in
the periods of one to 20 and 20 to 40 days of age and the relative bioavailability (RB) of
Mn supplemented as sulphate Mn (MnSO,4) and Mn proteinate (MnProt). Two experiments
were performed to determine the Mn requirement according to the phase (one at 20 days
and 20-40 days of age). For each phase, 750 broilers were used. The treatments were
defined by the supplementation of 0, 35, 70, 105 and 140 mg of Mn/kg as MnSO.. To
determine the Mn requirement, feed intake, weight gain, feed conversion, viability and
concentration of Mn in the tibia and liver, bone resistance, ash concentration in the tibia
and alkaline phosphatase activity were analyzed. No effect of dietary Mn concentration on
performance analyzes was observed in any of the production phases. The estimate of the
Mn requirement for broilers from one to 20 days of age was 81.32 mg of Mn/kg for bone
strength, 97.9 mg of Mn/kg for bone ash, 126.96 mg of Mn/kg for the concentration of Mn
in the tibia and 149.45 mg of Mn/kg for concentration of Mn in the liver. In the period of
20 to 40 days the requirement estimate was 73.93 mg of Mn/kg for bone resistance and
151.4 mg of Mn/kg for Mn concentration in the tibia. The inclusion of Mn is only justified
to improve bone strength, with a requirement of 81.32 mg of Mn/kg for the period of one
to 20 days and 73.93 mg of Mn/kg for the period of 20 to 40 days. The RB of MnProt,
compared to MnSQ,, was determined in broilers from one to 20 days. 1350 broilers were
used, and the diets were supplemented with 0, 35, 70, 105 and 140 mg of Mn/kg of feed as
MnSQO, and as MnProt. The weight gain, feed intake, feed conversion, bone resistance and
Mn concentration in the tibia and liver were evaluated. In addition, the concentration of
type | collagen in the tibia was evaluated. No differences were observed for the
performance variables nor for the concentration of type | collagen, regardless of the source
and level of supplementation used. The RB of MnProt based on bone strength was 111%,
based on the Mn concentration in the liver was 128% and based on the Mn concentration in
the tibia was 105%. MnProt is more bioavailable than MnSO..

Key words: performance, bioavailability, mineral, manganese sulphate, manganese
proteinate
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INTRODUCAO

A avicultura de corte € um dos segmentos da agropecuaria que apresenta 0s maiores
avancos tecnoldgicos entre as criagdes animais. Atualmente, fornece grande parte da
proteina animal consumida em varios paises, levando a um aumento consideravel na
producdo de carne de frango nas ultimas décadas, cerca de 13,05 milhdes de toneladas
produzidas no Brasil, segundo o relatorio anual da ABPA (2018), o que se deve em grande
parte aos avancos na area de genética, nutricdo, sanidade e manejo, elevando assim, 0s
niveis de produtividade e desempenho desses animais (Ribeiro et al., 2008).

Em virtude do continuo melhoramento genético das aves que altera sua
produtividade, assim como sua velocidade de crescimento, a atualizagdo das exigéncias
nutricionais na formulagdo das racdes se torna necessaria (Namazu et al., 2008).

Apesar dos avancos nos Ultimos anos em relacdo a pesquisas sobre suplementagéo
mineral na dieta, a literatura sobre esse tema ainda € escassa, principalmente em relagéo a
fonte de suplementacdo dos microminerais. A suplementacdo com microminerais na forma
inorganica, resulta em altos niveis de excrecdo desses minerais, que causam desperdicio e
poluicdo do meio ambiente (Bao e Choct, 2009), uma vez que essa suplementacéo,
frequentemente é feita em quantidades superiores as exigéncias das aves como forma de
assegurar o bom desempenho dessas. Geralmente, essa pratica estd relacionada ao
desconhecimento do nutricionista quanto a real exigéncia das aves, e ao baixo custo da
suplementacdo mineral, ocasionando, mesmo assim, em aumento do custo da racdo e
possiveis competicdes dos minerais por sitios de absor¢do (Gomes et al., 2008).

A maioria dos estudos com microminerais foram realizados com dietas purificadas
ou semipurificadas, onde a possibilidade de interacbes com outros nutrientes era
diminuida, ndo havendo preocupacdes com as fontes. Atualmente, com o uso de dietas
praticas, normalmente a base de milho e farelo de soja, é possivel uma maior aproximacéo
do que acontece no campo (Bertechini, 2012), podendo assim, considerar para formulacao
a quantidade de minerais presente nos ingredientes.

Antigamente as informacdes obtidas de minerais eram baseadas em métodos menos
sensiveis e ndo muito confidveis, atualmente os elementos minerais sdo determinados por
procedimento colorimétrico ou por meio da espectrofotometria de absorcdo atbmica, que
sdo métodos aprovados internacionalmente para verificar a composi¢do mineral de plantas,
ingredientes e dos animais (Richards et al., 2010), possibilitando uma melhor determinacao
das exigéncias dos animais e da composicao mineral dos alimentos.

Outro aspecto importante, € que os valores de disponibilidade dos minerais
encontrados nos ingredientes e nas fontes minerais atualmente utilizadas na nutricdo de
aves foram obtidos ou estimados com animais que ndo representam mais a genética
utilizada atualmente, muito mais exigente, com maior velocidade de crescimento e altos
indices de produgdo (Sakomura et al., 2014).

Com esses avangos no melhoramento genético, tem sido constante a necessidade de
pesquisas visando a adequacdo das exigéncias nutricionais das aves para as diferentes fases
de criacdo, uma vez que as exigéncias de minerais, assim como as exigéncias nutricionais,
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variam de acordo com a fase de criacdo em que as aves se encontram, normalmente
reduzindo com o avancar da idade dos frangos de corte (Cupertino et al., 2005).

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de determinar a
exigéncia de manganés para frangos de corte, em duas fases de criacdo (um a 20 dias e 20
a 40 dias) e avaliar a biodisponibilidade relativa de manganés de uma fonte de
suplementacdo quelatada (proteinato) em relacdo a fonte inorganica (sulfato)
frequentemente utilizada na ragéo de frangos de corte.
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CAPITULO |
REVISAO DE LITERARTURA

1. Minerais

Os minerais sdo definidos como elementos quimicos solidos ou cristalinos que
devem ser suplementados na dieta do animal, pois ndo sdo sintetizados por eles e nem
podem ser originados de reacdes quimicas metabdlicas (Macari et al., 2002).

Além dos compostos quimicos organicos formados por: nitrogénio, carbono,
hidrogénio, oxigénio e enxofre, que compdem o corpo dos frangos de corte, eles
necessitam de pelo menos 14 microminerais para sua adequada nutricdo (Scott et al.,
1982). Para serem considerados essenciais, 0s minerais devem existir em uma quantidade
constante e esperada no organismo animal, e sua deficiéncia deve resultar em prejuizo ou
perda nas fungdes organicas, dessa forma, nem todo mineral encontrado nos tecidos
animais é considerado essencial (Uderwood, 1977).

Os minerais estdo presentes em todos os tecidos de animais e plantas, e de modo
geral, estdo envolvidos em quase todas as vias metabdlicas do organismo animal, tendo
fungbes importantes na reproducdo, no crescimento, no sistema imunologico, no
metabolismo energético, entre outras funcdes fisiologicas vitais a manutencdo da vida e
também ao aumento da produtividade animal (Uderwood, 1977; Suttle, 2010).

Eles podem ser divididos em macrominerais ou microminerais de acordo com a
quantidade presente no corpo do animal. Os macrominerais (enxofre (S), calcio (Ca),
fosforo (P), potéssio (K), sodio (Na), cloro (Cl) e magnésio (Mg)) estdo envolvidos, em sua
grande maioria, em funcdes estruturais ou fisioldgicas. Ja 0s microminerais ou elementos
traco (ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn), cobalto (Co), molibdénio (Mo),
selénio (Se), cromo (Cr), iodo (1), fldor (F)) possuem fungdes metabdlicas incluindo a
resposta imune, reproducdo e crescimento, sendo muitas vezes -catalisadores ou
constituintes dos sistemas enzimaticos de muitas células (Kiefer, 2005). Além disso, 0s
minerais representam cerca de 3 a 4% do peso vivo das aves (Bertechini, 2012).

Os macrominerais sdo exigidos em quantidades maiores e frequentemente sdo
mencionados como porcentagem da dieta, enquanto 0os microminerais sdo exigidos em
quantidades menores, sendo normalmente mencionados em mg/kg, ppm ou ppb
(McDowvell, 2003).

A absorcdo dos minerais geralmente ocorre por transporte ativo ou passivo na
camada serosa do intestino delgado, sendo transportados para o figado em sua forma livre
ou complexada por meio da corrente sanguinea. Do figado, eles sdo transportados pela
corrente sanguinea periférica para diferentes érgaos e tecidos, onde vao desempenhar suas
funcbes de acordo com suas exigéncias (Suttle, 2010).

Existem vérios fatores que influenciam a absorcdo dos minerais no sistema
gastrointestinal, sendo o intestino um local importante onde ocorre a maioria das interagdes
entre 0s minerais. Os ions metélicos competem pelo sitio de ligacdo das proteinas
transportadoras encontradas no duodeno, influenciando assim, na sua absorcdo (Lopez et
al., 2002). Além disso, a absor¢do dos minerais também pode ser influenciada pelo pH



13

intestinal, tendo em geral, uma taxa de absorcdo decrescente a medida que atravessa 0
intestino: duodeno (pH: 5-6) >jejuno (pH: 6,5-7) >ileo (pH: 7-7,5), uma vez que para a
maioria dos minerais quanto mais alcalino o limen, menor a taxa de absorcéo (Lopez et al.,
2002).

Quando a quantidade do mineral absorvido é maior que os requisitos imediatos, o
excesso € armazenado no corpo (ex: Fe no figado), excretado na urina (ex: Ca) ou
excretado através de secre¢des gastrointestinais ou pelas células da mucosa intestinal (ex:
Zn, Cu) (Fairweather-Tait e Hurrell, 1996).

De acordo com Underwood e Suttle (1999), a concentracdo e as formas de
armazenamento dos minerais nos tecidos e fluidos do organismo podem ser alteradas com
a ingestdo de dietas deficientes, desbalanceadas ou com o excesso de minerais. Sendo que
em alguns casos, as funcOes fisioldgicas sdo alteradas, acarretando lesdes e desordens
estruturais, as quais variam de acordo com o elemento mineral, a duracdo da deficiéncia, a
toxicidade da dieta e os fatores intrinsecos dos animais, como idade, sexo e espécie. A falta
ou quantidades insuficientes dos minerais resultam em sintomas de deficiéncia, reduzindo
0 desempenho dos animais, da mesma forma, quantidades em excesso levam a reducdo do
desempenho devido a toxidez.

Na avicultura moderna, os problemas 6sseos representam grandes perdas no processo
de producdo, e 0s minerais, por estarem diretamente relacionados com a formacéo
esquelética das aves, tém sido negligenciados quanto a sua adequacdo dietética,
principalmente no que se refere a suplementacdo dos microminerais, por representarem
baixo custo na racdo (Sakomura et al., 2014).

Apesar da grande importancia que possuem 0s microminerais no organismo animal e
da recomendacdo que eles sejam suplementados na dieta, alguns trabalhos mostram que
essa suplementacdo em determinadas condi¢cdes ndo seria necessaria, sendo a dieta basal a
base de milho e farelo de soja, suficiente para manter o nivel adequado desses minerais
para o desempenho animal (Sunder et al., 2006; Li et al., 2011).

Collins e Moran (1999) testaram diferentes niveis de suplementacdo de sulfato de Zn
e Mn e ndo observaram diferenca no desempenho dos frangos de corte. Da mesma forma
Yang et al. (2011) avaliaram diferentes niveis de suplementacdo de Cu, Fe, Zn e Mn em
dietas para frangos de corte e observaram que ndo houve diferenca entre os tratamentos
sobre o desempenho das aves, o que indica que a dieta basal, sem suplementacdo dos
minerais foi suficiente para garantir um adequado crescimento dos frangos de corte.

2. Fontes de minerais

Para frangos de corte as fontes de microminerais utilizadas na racdo sdo
normalmente oriundas de compostos inorganicos, como 0s cloretos, Oxidos, sulfatos,
carbonatos e fosfatos, apresentando variacdo na sua biodisponibilidade ou valor bioldgico,
sendo que os sulfatos e cloretos sdo mais biodisponiveis que os éxidos e 0s carbonatos
(Aradujo et al., 2008).

Os Oxidos sdo as fontes mais concentradas de minerais, se for levado em
consideracdo 0 manganés, os 0xidos apresentam em média 77,0% desse mineral, enquanto
o sulfato apresenta 32,5% e o carbonato 47,0%. No entanto, os Oxidos sdo agentes
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oxidantes potentes e ndo devem ser armazenados com vitaminas, pois pode causar
oxidacdo e, consequentemente, destruicdo de grande parte delas. Além disso, 0s 6xidos séo
considerados menos biodisponiveis que 0s outros sais (Leeson e Summers, 2005).

Watson et al. (1970) realizaram um experimento para avaliar trés formas de
suplementacdo de Mn em dieta para frangos de corte, sendo um sulfato e dois 6xidos com
niveis de incluséo de 10, 20 e 30 ppm. Observaram que 10 ppm de Mn na forma de sulfato
e de apenas um dos Oxidos foi suficiente para apresentar os melhores resultados de
crescimento, cinzas Gssea e evitar a ocorréncia de perose. Além disso, a concentracdo de
Mn no 0sso aumentou com niveis alimentares crescentes de Mn, 0 que sugere que esse
parametro pode ser um critério de resposta suficientemente sensivel para avaliacGes desse
mineral.

Da mesma forma Gajula et al. (2008), ao avaliarem trés fontes de inclusdo de Mn
na dieta (cloreto, oxido e sulfato), ndo observaram diferenca no ganho de peso e nem em
anormalidades nas pernas dos frangos de corte, no entanto, aves suplementadas com 6xido
e sulfato apresentaram melhor converséo alimentar. J& em relagdo a deposi¢éo de Mn na
tibia, figado e rim, as aves que receberam cloreto de Mn na dieta apresentam maior
deposicé@o nesses drgaos, sugerindo assim, que o cloreto teve maior biodisponibilidade em
relacdo ao 6xido e ao sulfato.

Os sais inorganicos de microminerais possuem baixa biodisponibilidade, o que
segundo Mabe (2001) pode estar relacionado com a formacdo de complexos com outras
substancias no trato digestivo, reduzindo a solubilidade desses elementos e sua absorc¢éo,
uma vez que 0S minerais ao entrarem no trato gastrointestinal sdo solubilizados, para
liberarem os ions que seréo absorvidos, principalmente, no intestino delgado.

No entanto, na forma de ions eles podem se complexar com outros nutrientes da
dieta, dificultando ou até impedindo sua absor¢do. Isso acontece, por exemplo, com o
acido fitico, que é capaz de formar complexos com microminerais muito estaveis e
altamente insollveis, tornando esses minerais indisponiveis para absorcdo (Leeson e
Summers, 2001). Por esse motivo, normalmente as fontes inorganicas de microminerais
sdo suplementadas em excesso, para garantir sua adequada absorcao.

No entanto, essa elevada suplementacdo resulta em alta concentragdo dos
microminerais nas excretas das aves e, consequentemente, acumulo no meio ambiente. De
acordo com trabalho realizado por Mohanna e Nys (1998), cerca de 90% a 99% do Zn, Fe,
Mn e Cu que sdo ingeridos pelos frangos de corte, podem ser excretados, e além disso, o
Zn e o Cu excretados podem representar uma fonte de fitotoxicidade do solo. Segundo
esses autores, uma forma de reduzir os riscos ao meio ambiente, seria a adequacdo dos
niveis de suplementacdo desses microminerais na dieta, reduzindo assim, as largas
margens de seguranca gue sdo utilizadas.

Esse fato justifica o interesse crescente em explorar fatores que aumentem a
absorcdo ou metabolizagdo dos microminerais. Neste sentido, fontes quelatadas de
minerais tém sido estudadas e comercializadas devido principalmente, a sua maior
biodisponibilidade.

Minerais quelatados sdo formados por minerais ligados a algum tipo de veiculo,
como aminodcidos ou polissacarideos atraves de ligagdes covalentes no grupo amino ou no
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oxigénio. O quelato formado, normalmente € uma estrutura de anel com o mineral
bivalente ou multivalente mantido forte ou fracamente através das ligagdes covalentes e
que ndo apresenta carga elétrica, um exemplo classico de quelato é o Fe presente na
hemoglobina (Leeson e Summers, 2005).

Esses minerais sdo normalmente produzidos apds a hidrélise de uma fonte proteica,
resultando na formacéo de hidrolisado contendo uma mistura de amino&cidos e peptideos
ligados aos minerais (Bertechini, 2012). S&0 componentes naturais dos organismos animais
e vegetais que circulam na forma complexada e ndo como ions inorganicos livres,
reduzindo a solubilizacdo e as perdas por excrecdo antes dos processos de absorcdo. Na
forma de quelato podem ser absorvidos pelos carreadores intestinais de aminoécidos e
peptideos e/ou por transportadores intestinais classicos de minerais. Portanto, ndo sé a
biodisponibilidade aumenta, como também os minerais nessa forma sdo prontamente
transportados para os tecidos (Vieira et al., 2011).

Uma das principais caracteristicas e proposta da utilizacdo dos minerais quelatados é
aumentar a biodisponibilidade desses minerais, que pode ser entendido como a quantidade
do mineral que é ingerido, absorvido, transferido para o seu sitio de agdo e transformado na
sua forma fisiologicamente ativa, suprindo sua demanda nos tecidos alvos (Cozzolino,
1997).

Na forma de quelato os minerais ndo fazem ligacGes indesejaveis como, por
exemplo, com fitato ou fibra. Wedekind et al. (1992) realizaram um trabalho para provar
como 0s minerais quelatados quando em dietas praticas sdo mais biodisponiveis para 0s
frangos de corte, por ndo formarem complexos com outros nutrientes. Eles avaliaram a
inclusdo de Zn quelatado com metionina e sulfato de Zn em trés tipos de dieta, uma
purificada, outra semi-purificada e outra pratica a base de milho e farelo de soja e
observaram que a estimativa da biodisponibilidade do Zn- metionina em relacéo ao sulfato
de Zn para as dietas purificada, semi-purificada e pratica foram respectivamente 117, 177 e
206%, provando assim, que em uma dieta pratica que possui fitatos e fibras 0 Zn-metionina
é mais biodisponivel.

Normalmente o0s quelatos industriais utilizam aminoacidos livres para se
complexarem com os minerais bivalentes. O objetivo de utilizar os minerais na forma de
quelato é modificar o sitio de absorcdo de maneira que o mineral seja absorvido por
transporte ativo nos varios segmentos do intestino delgado, ao contrario do que acontece
com os microminerais na forma iénica, que sdo absorvidos por proteinas especificas ou por
transporte passivo (Sakomura et al., 2014).

Segundo Kratzer e Vohra (1996), a absorcdo dos minerais quelatados pode ocorrer
sob duas formas: o mineral pode ser ligado a borda em escova sendo absorvido pela célula
epitelial ou como ocorre na maioria das vezes onde o agente gquelante é absorvido levando
junto a si 0 metal. Além disso, 0 mecanismo pelo qual o agente quelante melhora a
utilizacdo do mineral, depende da capacidade do ligante em sequestrar esse mineral, ou de
sua habilidade em competir com outros ligantes, formando complexos solGveis com o
mineral, aumentando assim sua absorcao.

Segundo a AAFCO (Association of American Feed Control Officials, 1999) existem
cinco tipos de quelatos disponiveis no mercado: o complexo metal com aminoacido
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especifico, que é o produto resultante da complexacdo de um sal de metal solivel com um
aminoécido especifico, em que o teor minimo de metal deve ser declarado. O complexo
metal com aminoécido, que é resultante da complexacdo de um sal de metal com uma
mistura de aminoacidos livres, semelhante ao anterior, mas que ndo especifica o
aminoécido utilizado. O quelato metal com aminoé&cido, que € resultante da reacdo de um
jon metélico de um sal soldvel com aminoacidos em uma reacdo molar de um mol de metal
para preferencialmente dois mols de aminoécidos, formando uma ligacdo covalente. O
metal proteinato que é resultante da quelacdo de um sal solivel com aminoécidos e/ou
proteinas parcialmente hidrolisadas, e o complexo metal com polissacarideo, que é
resultante da complexacdo de um sal solivel com um polissacarideo, em que a matriz de
polissacarideo somente envolve o micromineral e promove uma protecdo fisica contra a
degradacéo intestinal, ndo havendo ligaces quimicas entre o metal e o polissacarideo.

Segundo Ji et al. (2006), a glicina tem o menor peso molecular de todos o0s
aminodcidos, o que poderia indicar uma maior facilidade de absorcdo quando quelatada ao
Mn, do que em relagdo a outros quelatos com aminoacidos. No entanto, a metionina é o
primeiro aminoacido limitante para frangos de corte, e por isso, 0 quelato Mn-metionina é
comumente utilizado, além disso, em trabalho realizado por esses autores eles observaram
que o Mn quelatado com a metionina foi mais absorvido no intestino da ave do que o
quelatado com a glicina, contrariando assim, o que eles supunham. Em relacdo a fonte
inorgénica (sulfato de Mn), ambos quelatos (Mn-glicina e Mn-metionina) tiveram maior
absorcao.

Leeson (2008) conduziu um trabalho com frangos de corte, recebendo dietas
contendo minerais na forma inorganica (100 ppm Zn, 90 ppm Mn, 30 ppm Fe e 5 ppm Cu),
como sulfato. O nivel de inclusdo de minerais quelatados foi determinado e reduzido para
80%, 60%, 40% ou 20% em relacdo a fonte inorgénica. O autor concluiu que mesmo as
aves recebendo 20% de minerais quelatados apresentaram desempenho semelhante ao do
grupo controle, o que significa que a reducdo dos niveis de minerais quelatados na dieta
resultou em diminuigdo dos niveis de minerais excretados e a manutencdo do desempenho
das aves.

Por outro lado, Ao et al. (2009), ao compararem fontes quelatas com proteina e
inorganicas na forma de sulfato dos minerais Zn e Cu, ndo observaram diferenca entre as
fontes para o desempenho dos frangos de corte. No entanto a fonte de Zn quelatada
resultou em maior concentracdo desse mineral na tibia.

Vieira et al. (2011), ao avaliarem a suplementacdo de minerais na forma quelatada
para frangos de corte, observaram que a suplementacdo de Zn, Mn, Fe e Cu nas formas de
quelato e de Se na forma de Se levedura em niveis de 21,3%, 26,26%, 24%, 28,8% e
22,5% das respectivas suplementagdes nas formas inorganicas, proporcionaram o
crescimento adequado dos animais e a manutencdo das reservas de microminerais nos
tecidos, além da reducdo da excregdo desses minerais.

Por outro lado, Wang et al. (2012) avaliaram a biodisponibilidade do proteinato de
Mn comparado ao sulfato de Mn para frangos de corte, alimentados com uma dieta basal a
base de milho e farelo de soja, e ndo encontraram diferenga significativa entre as duas
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fontes testadas para atividade da Mn-superdxido dismutase (MnSOD) e nivel de mRNA
MnSOD em tecido cardiaco.

Ao avaliarem a suplementacdo dos microminerais Zn, Mn e Cu na forma inorganica
(100, 120 e 16 mg/kg respectivamente) e na forma quelatada com incluséo de 100% e 50%
em relagdo ao inorganico, EI-Husseiny et al. (2012) concluiram que é possivel reduzir para
50% a inclusdo desses minerais na forma quelatada, sem comprometer o desempenho, as
caracteristicas da carcaca e a qualidade da tibia dos frangos de corte, além de reduzir a
excrecdo desses minerais para 0 ambiente.

Da mesma forma, Sirri et al. (2016) observaram melhor eficiéncia dos microminerais
(Cu, Zn e Mn) na forma quelatada, quando comparado com a forma inorganica. Os frangos
aos 51 dias apresentaram maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar quando
utilizada a fonte quelatada.

Embora produzidos desde a década de 70 pelas industrias brasileiras, a utilizacdo dos
minerais quelatados na nutricdo animal é recente, e a discussdo de sua importancia esta
baseada em suas acdes especificas a nivel celular e sua maior biodisponibilidade em
relagdo aos minerais inorganicos (Kiefer, 2005).

3. Manganés

O Mn € o quinto elemento mais abundante no planeta Terra e é conhecido por ser
essencial para os animais (Suttle, 2010). Ele participa de funcdes importantes no
organismo animal, sobretudo na matriz 0ssea, e sua deficiéncia pode provocar
anormalidades nas pernas e nos dedos, além de incidéncia de perose, que é caracterizada
pelo engrossamento e ma formacao da junta tibio-tarsal, que provoca a saida do tendao
Aquiles de sua posi¢do normal (Cupertino et al., 2005). Isso se deve ao Mn ter efeito direto
sobre a formacdo do tecido conjuntivo.

Além disso, ele possui funcdo essencial na reproducdo, sistema imune, mecanismo
de defesa contra radicais livres, hemostasia e coagulacdo sanguinea juntamente com a
vitamina K (Aschner e Aschner, 2005), e em diversos processos bioquimicos como
ativador de algumas metaloenzimas como a piruvato carboxilase, superéxido dismutase e a
glicosiltransferase  (Suttle, 2010). Estando envolvido também, na sintese dos
proteoglicanos, presentes na placa de crescimento 0sseo, e sendo essencial para
manutencdo da mineralizacdo Ossea (Liu et al., 1994).

A metaloenzima Mn-superoxido dismutase (Mn-SOD) é um importante antioxidante
na maioria das células expostas ao oxigénio, e é significativamente expressa em diversos
6rgaos gue possuem muitas mitocondrias, como é o caso do coracéo, figado e rins (Conly
et al., 2012; Zhu et al., 2016), sendo que o0 coracdo apresenta a maior expressdao de mRNA
e € mais sensivel as alteracdes de Mn na dieta (Xugang et al., 1991).

O Mn é acumulado principalmente no figado, estando presente também em diversos
6rgaos, na pele, no musculo e nos o0ssos. Nas células, o maior conteido de Mn é
encontrado no interior das mitocéndrias, ja nos ossos, a tibia é o local com maior
capacidade de deposicéo desse mineral, em funcdo dos niveis ingeridos (Bertechini, 2012).

Os ingredientes comumente utilizados em ragdes de aves séo relativamente ricos em
Mn, no entanto, a absorcdo desse mineral no intestino delgado é baixa, principalmente
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devido a formacdo de complexos com fitatos e com as fibras (Halpin et al., 1986). Além
disso, outros minerais como Ca, P e Fe podem inibir a absor¢do de Mn, por reduzirem a
solubilidade desse mineral e competirem por sitio de absor¢do (Macari et al., 2002). Por
outro lado, niveis elevados de Mn na dieta podem reduzir a absorcao de Cu, reduzindo sua
concentracdo na tibia e no figado (Gajula et al., 2011).

Schaible e Bandemer (1942) avaliaram a influéncia do excesso de suplementagéo de
Ca e P sobre a biodisponibilidade do Mn, e observaram que devido a capacidade adsortiva
desses minerais, racdes com excesso de Ca e P, reduzem a absorcdo de Mn aumentando a
incidéncia de perose nos frangos de corte. Da mesma forma Wedekind e Baker (1990),
também observaram antagonismo entre o excesso dos minerais Ca e P em relagdo ao Mn,
no entanto, eles descreveram que o excesso de P na dieta € mais antagénico ao Mn do que
0 excesso de Ca.

O Mn ¢é absorvido nas células da mucosa ao longo do intestino delgado,
principalmente no fleo (Ji et al., 2006; Bai et al., 2008), provavelmente como um fon Mn*?,
pelos transportadores de ions metalicos divalentes (Tufarelli e Laudadio, 2017), em
quantidades proporcionais a existente na dieta, sendo removido do sangue facilmente pelo
figado. Uma pequena proporcéo desse mineral é oxidado & Mn*3, ligando-se a transferrina
e sendo transportado para os tecidos (Gibbons et al., 1976). Dentro da célula o Mn ¢
sequestrado pelas mitocondrias, e por esse motivo ele € muito presente em tecidos ricos em
mitocéndrias, como o figado, rim e pancreas (Kato, 1963). O excesso de Mn pode ser
excretado parcialmente pela bile, que é a principal via reguladora desse mineral, sendo que
em condicOes de sobrecarga as rotas gastrointestinais auxiliares também participam da sua
excregdo, auxiliando nessa regulagéo (Suttle, 2010).

De acordo com trabalho realizado por Bai et al. (2008) a absor¢do do Mn nos
segmentos intestinais duodeno e jejuno, é mediada por transportadores, ja no ileo, onde
ocorre a maior absorcao, ela ocorre por difusdo insaturavel.

Os principais parametros utilizados para medir a biodisponibilidade desse mineral,
sdo avaliacOes do desempenho das aves, avaliacbes Osseas, do figado, por ser 0 6rgdo com
maior concentracdo desse mineral, avalia¢cbes sanguineas e a incidéncia do aparecimento
de animais com perose, que é causada muitas vezes, devido a deficiéncia de Mn (Sakomura
et al., 2014).

Brooks et al. (2012) ndo observaram diferenca para o desempenho de frangos de
corte quando utilizaram duas fontes distintas de Mn, sendo uma quelatada (propionato de
Mn) e uma inorganica (sulfato de Mn), no entanto, quando foi utilizado o pardmetro de
concentracdo de Mn no 0sso, que é mais sensivel a alteracdo de Mn na dieta, eles
observaram uma biodisponibilidade relativa de 139% para o propionato de Mn em relacdo
ao sulfato (100%), quando utilizado uma dieta a base de milho e farelo de soja com niveis
elevados de Ca e P.

A exigéncia nutricional de Mn suplementar para frangos de corte, segundo 0 NRC
(National Research Council, 1994), é de 60 mg/kg, segundo Rostagno et al. (2017) varia de
74,0 mg/kg na fase inicial, 53,0 mg/kg na fase de crescimento e 43,0 mg/kg na fase final
para fontes inorgéanicas e 33,0 mg/kg na fase inicial, 23,5 mg/kg na fase de crescimento e
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19,0 mg/kg na fase final para as fontes orgéanicas e segundo Leeson e Summers (2005) é de
70 mg/kg.

Sabe-se na pratica, que niveis elevados de Mn tém sido utilizados, com a justificativa
da alta velocidade de crescimento do frango de corte, dos maiores problemas com a
formacdo Ossea e devido ao baixo custo. Por outro lado, ndo houve modificacOes
fisioldgicas no processo absortivo do Mn pela ave, que justifique os altos niveis utilizados
(Sakomura et al., 2014).

Além disso, acredita-se que a exigéncia de Mn pelos frangos reduziu ao longo dos
anos devido a melhor adequacdo e consequentemente reducdo nos niveis de suplementacao
de Ca e P, o que provoca maior absor¢do do Mn, devido ao efeito antagdnico desses
minerais (Suttle, 2010).

Cupertino et al. (2005) realizaram um experimento para determinar as exigéncias de
Mn para frangos de corte nas fases de crescimento (22 a 42 dias) e final (43 a 54 dias) e
observaram que a exigéncia para machos e fémeas foi de 90 ppm na fase de crescimento e
que os niveis de 30 a 40 ppm de Mn foram suficientes para o desenvolvimento das aves na
fase final, ndo havendo necessidade de sua suplementacdo em dietas praticas a base de
milho e farelo de soja.

Da mesma forma, Sunder et al. (2006) avaliaram a influéncia de diferentes niveis de
Mn (0, 100, 400, 800, 1600 ou 3200 mg/kg) na dieta de frangos de corte dos 8 a 28 dias de
idade e relataram que a suplementacdo até o nivel de 100 mg/kg de Mn melhorou a
retencdo de Ca, P e Zn nos 0ssos. Os resultados indicaram que a suplementacdo de Mn de
0 a 800 mg/kg néo influenciou o ganho de peso e o consumo de racdo, no entanto houve
piora em ambos parametros nos niveis de 1600 e 3200 mg/kg de racdo. Além disso, niveis
acima de 1600 mg/kg ou a ndo suplementacdo com Mn aumentou a contagem de anomalias
nas pernas.

Liet al. (2011), apds avaliarem diferentes niveis de suplementacdo de Mn na dieta na
fase de um a 21 dias, também concluiram que o Mn presente na racdo a base de milho e
farelo de soja ja é suficiente para manter o adequado desenvolvimento dos frangos de
corte. No entanto, ao avaliarem a concentracdo de Mn na MnSOD o nivel adequado de
suplementacdo desse mineral foi de 130 mg/kg.

Pacheco (2012) também avaliou diferentes niveis dietéticos de Mn sobre o
desempenho de frangos de corte de um a 42 dias e observou que o tratamento controle,
sem a adicdo de Mn, atendeu as exigéncias para o desempenho dos frangos de corte, alem
disso, ele observou que o grau de mineralizacdo 6ssea aumentou conforme elevacdo da
concentracdo de Mn na dieta, independente da fonte em que o micromineral foi estudado
(quelatada ou inorganica).

Resultados semelhantes foram observados por Lu et al. (2016), quando avaliaram
diferentes niveis de suplementacdo de Mn na dieta (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 mg
Mn/kg) para frangos de corte na fase de 22 a 42 dias e ndo observaram diferenca
significativa entre os tratamentos. O que sugere que 0 Mn presente na ragdo basal a base de
milho e farelo de soja ja foi suficiente para suprir a exigéncia das aves nesse periodo. No
entanto, eles observaram maior deposi¢cdo de Mn no coragdo e consequentemente maior
expressdo da MnSOD nesse 6rgdo, com a suplementacdo de Mn na dieta.
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A variacdo observada na recomendagdo de suplementacdo de Mn nas diversas
pesquisas e tabelas nutricionais pode ser devido a diferencas de idade, sexo, manejo e
linhagem das aves (Olgun, 2017).

De acordo com os trabalhos, € possivel observar que muitas vezes o desempenho do
animal ndo é um bom indicador da exigéncia de Mn. Sendo mais interessante utilizar
parametros como, a concentracdo desse mineral no figado e tibia, além da atividade de
algumas metaloenzimas como a MnSOD ou parametros 0sseos, pois esses Sd0 mais
sensiveis as alteracfes do Mn na dieta.

4. Relacdo do manganés com a formacgédo 6ssea

O o0sso é um tecido dindmico e metabolicamente muito ativo que constantemente é
remodelado e é influenciado por fatores fisioldgicos, fisicos e nutricionais (Biewener e
Bertram, 1994). Ele ¢é constituido de aproximadamente 70% de mineral, 22% de proteina e
8% de agua (Macari et al., 2002), sendo sua matriz orgénica (principalmente colageno,
lipideos, proteoglicanos e outras proteinas estruturais) responsavel pela elasticidade e a
fracdo inorganica (principalmente cristais de hidroxiapatita- Caio(PO4)s(OH),) pela sua
rigidez (Johnsson et al., 2015). Os minerais Ca e P, na forma de hidroxiapatita, sdo os
principais componentes da fracdo inorganica do 0sso, representando entre 60 e 70% do seu
peso, e sao responsaveis por conferir a ele, dureza e forca de compressdo (Rath et al.,
2000).

A morfogénese e a remodelacdo Ossea sdo processos fisiologicos que envolvem a
sintese da matriz 0ssea pelos osteoblastos e a reabsorcéo dssea pelos osteoclastos, sendo os
osteoblastos e osteoclastos os dois tipos principais de células caracteristicas do tecido
0sseo, além dos ostedcitos que séo celulas derivadas dos osteoblastos, menos ativas e as
células osteoprogenitoras que sdo precursoras dos osteoblastos e dos ostedcitos. O
equilibrio entre a formacéo e a reabsor¢do 0ssea € mantido ao longo do tempo por diversos
fatores hormonais, fisicos e humorais (Vieira, 1999).

Durante o inicio da vida, a formagdo éssea excede sua reabsorcdo, promovendo
aumento liquido da massa 6ssea, enquanto que no final da vida, a reabsorcao 6ssea excede
sua formacdo, tendo assim, perda liquida de osso (Roodman, 1996). Quando a reaborcao
Ossea por osteoclastos excede a formacdo 0ssea pelos osteoblastos, normalmente ocorre
reducdo da massa Ossea, fragilidade esquelética e fratura dos 0ssos, que podem estar
relacionados com distlrbios esqueléticos como a osteoporose (Bruzzaniti e Baron, 2006).

Os osteoblastos sdo células especializadas mononucleares, derivadas de células
mesenguimais (Caplan, 1991) e os osteoclastos sdo células grandes, multinucleadas e sua
diferenciacdo é desencadeada principalmente pelo ativador de receptor nuclear fator kB
ligante (RANKL), também conhecido como fator de diferenciacdo de osteoclastos, que €
expresso nos osteoblastos (Wang et al., 2008).

Durante muitos anos ndo se sabia exatamente como era regulado o processo de
reabsorcdo Ossea. Apds os anos 90, foi descoberto o sistema RANKL/RANK/OPG que
proporcionou grandes avangos nos estudos da modelacdo e remodelacdo dssea, através dos
osteoclastos (Boyce e Xing, 2008).
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O gene RANKL é uma citosina, essencial para a diferenciacdo dos osteoclastos e
inibicdo de sua apoptose (Kong et al., 1999). Apresenta maior expressdo nos 0Ss0S e na
medula dssea, sendo secretado pelas células do estroma da medula Ossea e pelos
osteoblastos (Udagawa et al., 1990). Além disso, essas células também produzem um fator
chamado osteoprotegerina (OPG), que tem como principal acdo bioldgica a inibicdo da
diferenciagdo dos osteoclastos e de sua atividade (Yasuda et al., 1998), sendo que a
interacdo OPG-RANKL proporciona um conhecimento sobre o estado normal da regulagao
Ossea e possiveis alteracdes patologicas (Wang et al., 2008).

Os osteoblastos estdo envolvidos na regulacdo da osteoclastogénese por meio da
modificagdo da razdo RANKL/OPG. Essas células sintetizam OPG, que é um receptor
soluvel para RANKL e que esta envolvido na inibicdo competitiva da ligagdo RANK-
RANKL, evitando assim a ativagcdo do RANK e consequentemente a ativacdo dos
osteoclastos (figura 1) (Maruotti et al., 2017). Dessa forma, 0 aumento da proporcao de
RANKL em relacdo ao OPG, promove a osteoclastogénese, acelerando a reabsorcéo 0ssea
e induzindo a perda 6ssea e 0 OPG atua como inibidor solGvel da maturacao e ativacdo dos
osteoclastos (Hofbauer e Schoppet, 2004).

Figura 1. Os osteoblastos (OB) expressam 0 RANKL que participa da diferenciacdo dos
osteoclastos (OC) através da ligacdo com 0 RANK que é expresso pelos progenitores de
osteoclastos (OCP) (a). O OPG é um receptor soluvel para RANKL, que esta envolvido na
inibicdo competitiva da ligacdo RANK/RANKL, evitando assim a ativacdo do RANK e
posterior ativacdo dos osteoclastos (b) (Maruotti et al., 2017).

Diversos hormdnios, como o paratorménio, além da vitamina D, calcitonina,
estrogénio, serotonina, lecitina e até alguns minerais podem estar envolvidos na regulacdo
da expressdo de RANKL e OPG nos osteoblastos (Neve et al., 2011).

Em um experimento para avaliar o efeito da deficiéncia de Mn sobre a expressdo do
RNAmM dos genes OPG e RANKL, Liu et al. (2015) utilizaram trés tratamentos, um
controle (60 mg Mn/kg) e dois com deficiéncia de Mn (40,0 e 8,7 mg Mn/kg) para frangos
de corte, e obtiveram como resultado reducdo na expressao dos RNAm de ambos os genes
para os tratamento com deficiéncia de Mn, o que pode ser explicado por uma possivel
reducdo na quantidade dos osteoblastos, devido a deficiéncia desse mineral. Além disso, a
relacio RANKL/OPG foi aumentada com a deficiéncia de Mn, levando a maior



22

diferenciacdo dos osteoclastos e aumento na sua atividade, aumentando assim, a
reabsorcdo dssea e possiveis problemas 0sseos.

Além do mecanismo RANKL/RANK/OPG, existem marcadores bioquimicos
utilizados para indentificar a maior formacdo ou reabsorcdo 0ssea que estdo ligados aos
produtos resultantes da acdo dos osteoblastos ou dos osteoclastos. Dentre os marcadores de
formacdo Ossea, os mais utilizados séo a fosfatase alcalina e a osteocalcina quantificadas
no soro do animal (Vieira, 1999).

A fosfatase alcalina é uma enzima que faz parte de um grupo de metaloproteinas,
com capacidade de remover grupamentos fosfato de diferentes moléculas, tendo sua maior
atividade em ambiente alcalino. Essa enzima pode ser produzida em diferentes 6rgdos e
tecidos, como figado, intestino e 0sso, sendo que em condigdes normais aproximadamente
50% da fosfatase alcalina circulante é de origem dssea (Sarac e Saygili, 2007) e mais de
90% de origem hepatica e 6ssea (Vieira, 1999). Por isso, ela € normalmente usada como
indicador de distdrbios 6sseos ou hepaticos, no caso dos 0ssos indicando aumento na sua
formacdo a medida que seus valores aumentam, uma vez que ela é produzida pelos
osteoblastos.

A osteocalcina € um peptideo sintetizado pelos osteoblastos, com funcdo pouco
conhecida, que foi reconhecido como indicador da atividade osteoblastica e
consequentemente da formacdo 0ssea (Zanatta et al., 2014), pois apesar de ser depositada
na matriz 0ssea, uma pequena fracdo entra na circulagdo sanguinea, podendo ser
mensurada (Vieira, 1999).

A quantificacdo de colageno tipo | no osso, também pode ser utilizada como um
indicador da formacdo e maturacdo 0ssea, uma vez que, 0 colageno tipo | € o principal
constituinte do 0sso e o principal produto de secrecdo do osteoblasto, célula responsavel
pela sintese da matriz 6ssea organica (Vargas et al., 1997). Aproximadamente 80 a 90% da
matriz organica 0ssea € composta de colageno, que € uma proteina fibrosa helicoidal tripla
que fornece suporte para o processo de mineralizacdo (Rath et al., 2000). Além disso,
segundo Wang et al. (2001), o colageno esta diretamente relacionado a ressisténcia e forca
0ssea.

Como avaliacdo de parametros fisicos dos 0ssos existem 0s testes biomecanicos que
determinam principalmente, a resisténcia do 0sso a quebra, por meio de ensaio de flexdo
com uma forca aplicada no centro do 0sso. Essa forca varia de acordo com a composi¢do
do 0sso, seu tamanho e formato (Turner e Burr, 1993). Segundo Shim et al. (2012), a
mineralizacdo Ossea afeta sua resisténcia e consequentemente a capacidade do 0sso em
resistir a gravidade e ao peso do proprio frango.

A capacidade do 0sso em resistir a compressao, também esta relacionada a formacéao
da cartilagem Ossea que é composta por proteoglicanos e dependente da acdo da
glicosiltransferase, que é uma enzima ativada pelo ion Mn (Conly et al., 2012).

A cinza 6ssea também é usada como uma medida da mineralizagdo do 0sso,
normalmente aves com disturbios ¢sseos apresentam menor porcentagem de cinzas do que
aves saudaveis e a quantidade de cinzas normalmente é proporcional ao grau de dureza ou
a forca de compressao (Shim et al., 2012).
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Uma variedade de microminerias € encontrada no osso, incluindo Fe, Cu, Zn, Mn,
fluor (F), estroncio (Sr) e boro (B). Embora estejam presentes em quantidades minimas,
eles influenciam os processos metabdlicos normais por meio da interagdo ou incorporacgao
de proteinas, particularmente as enzimas (Underwood, 1977). Como por exemplo, o Cu,
Mn e Zn, estdo relacionados ao desenvolvimento normal e a manutencdo do esqueleto,
devido suas funcGes cataliticas na sintese da matriz dssea orgénica, ou no funcionamento
das células do osso ou cartilagem (Cashman e Flynn, 1998).

Tem sido demonstrado que o Mn é um dos minerais essenciais para o
desenvolvimento normal dos 0ssos, e para prevencdo da perose em frangos de corte
(Wilgus et al., 1937). Além disso, 0 Mn € importante na sintese de mucopolissacarideos, e
sua deficiéncia prejudica a sintese da matriz organica cartilaginosa, que retarda a
ossificacdo endocondral e causa anormalidades esqueléticas. Segundo Wang et al. (2015),
a deficiéncia de Mn leva a reducdo no crescimento longitudinal da tibia, devido a inibigcdo
da proliferacédo e ao aumento da apoptose de condrdcitos.

Cupertino et al. (2005), ao avaliarem diferentes niveis de suplementacdo de Mn (0,
30, 60, 90, 120 e 150 mg/kg) para frangos de corte machos e fémeas, nas fases de 22 a 42
dias e de 43 a 54 dias de idade, ndo observaram diferenca significativa entre os tratamentos
sobre parametros 0sseos, como resisténcia e concentracdo desse mineral na tibia.
Sugerindo que ndo seria necessaria a suplementacdo de Mn durante esse periodo de
criacdo, uma vez que o nivel de 6,5 mg/kg de Mn presente na dieta a base de milho e farelo
de soja foram suficientes para atender as exigéncias das aves.

Da mesma forma, Bozkurt et al. (2015) ndo observaram diferenca na resisténcia
Ossea quando suplementaram a dieta com fonte quelatada e inorganica de Mn. Eles
acreditam que esse resultado pode ter sido devido a baixa inclusdo de Mn, uma vez que o
nivel mais alto foi 50 mg/kg.

Ghosh et al. (2016) também ndo encontraram diferenca entre os tratamentos com
diferentes niveis de Mn (0, 50, 75 e 100 mg/kg) e com utilizacdo ou ndo de fitase (0 ou 500
U/kg), para os parametros de desempenho e porcentagem de cinzas 6ssea em frangos de
corte de um a 42 dias.

O conhecimento sobre Mn indica que ja foram realizados muitos ensaios com
produtos e condicBes experimentais diferentes. Por outro lado, a inddstria de frangos de
corte ainda apresenta muitos problemas de ordem éssea, que afetam significativamente os
resultados econémicos da atividade, havendo a necessidade de novos estudos de exigéncia
e de novas fontes de Mn para adequar os niveis de suplementacdo desse mineral,
melhorando assim, a qualidade 6ssea e reduzindo as perdas durante o processo de abate.
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CAPITULO II

Exigéncia de manganés para frangos de corte nas idades de um a 20 dias e 20 a 40
dias

RESUMO- Dois experimentos foram realizados para determinar a exigéncia de
manganés (Mn) de acordo com a fase de criacdo dos frangos de corte, 0 primeiro
experimento foi de um a 20 dias, e 0 segundo de 20 a 40 dias de idade. Para cada um dos
experimentos foram utilizados 750 frangos de corte machos, da linhagem Cobb,
distribuidos aleatoriamente em um dos cinco tratamentos e seis repeticdes com 25 aves em
cada. Os tratamentos foram definidos pela suplementacdo de 0, 35, 70, 105, 140 mg de
Mn/kg na forma de sulfato de Mn. Para determinar a exigéncia de Mn foram analisados
dados de desempenho dos frangos de corte (consumo de ragdo, ganho de peso, conversdo
alimentar e viabilidade) e concentragdo de Mn na tibia e figado, resisténcia 0ssea,
concentragdo de cinzas na tibia e atividade da fosfatase alcalina. N&o foi observado efeito
da concentracdo de Mn dietético sobre as analises de desempenho em nenhuma das duas
fases. A estimativa da exigéncia de Mn para frangos de corte de um a 20 dias de idade foi
de 81,32 mg de Mn /kg para resisténcia 0ssea, 97,9 mg de Mn/kg para cinzas 6ssea, 126,96
mg de Mn/kg para concentracdo de Mn na tibia e 149,45 mg de Mn/kg para concentracdo
de Mn no figado. No periodo de 20 a 40 dias a estimativa da exigéncia foi de 73,93 mg de
Mn/kg para resisténcia 6ssea e 151,4 mg de Mn/kg para concentracdo de Mn na tibia. A
inclusdo de Mn sé se justifica para melhorar a resisténcia 6ssea, com exigéncia de 81,32
mg de Mn/kg para o periodo de um a 20 dias e 73,93 mg de Mn/kg para o periodo de 20 a
40 dias.

Palavras-chave: desempenho, mineral, sulfato de manganés, resisténcia dssea
INTRODUCAO

Em virtude do continuo melhoramento genético dos frangos de corte, que altera sua
produtividade, assim como sua velocidade de crescimento, a atualizacdo das exigéncias
nutricionais na formulagéo das racdes se torna necessaria (Namazu et al., 2008).

De modo geral, a literatura sobre suplementacdo de microminerais para aves é
escassa e sua suplementacdo resulta em altos niveis de excrecdo desses minerais, que
causam desperdicio e poluicdo do meio ambiente (Bao e Choct, 2009), uma vez que essa
suplementacdo frequentemente é feita em quantidades superiores as exigéncias das aves
como forma de assegurar o0 bom desempenho dessas.

Geralmente, essa pratica estd relacionada ao desconhecimento dos nutricionistas
quanto a real exigéncia das aves, e ao baixo custo da suplementacdo mineral na dieta,
ocasionando possiveis competicbes dos minerais por sitios de absorcdo e
consequentemente maior excre¢do dos minerais (Gomes et al., 2008).

Dentre 0os microminerais que sdo suplementados na dieta de frangos de corte, pode-se
citar o manganés (Mn). Esse mineral estd envolvido em diversos processos bioquimicos
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como ativador de algumas metaloenzimas como a piruvato carboxilase, superdxido
dismutase e a glicosiltransferase (Suttle, 2010), estando envolvido também na sintese dos
proteoglicanos, presentes na placa de crescimento 6sseo e sendo essencial para manutencao
da mineralizacdo Ossea. Além disso, sua deficiéncia pode provocar anormalidades nas
pernas e nos dedos e aumento da incidéncia de perose (Cupertino et al., 2005).

Diante do exposto, objetivou-se estabelecer a exigéncia de Mn, suplementado na
forma de sulfato, para frangos de corte machos nas idades de um a 20 dias e 20 a 40 dias.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais descritos nessa pesquisa foram aprovados pela
comissdo de ética no uso de animais (CEUA) sob o protocolo n® 197/2016.

Procedimentos gerais

Foram conduzidos dois experimentos, cada um utilizando 750 frangos de corte
machos, da linhagem Cobb®. O primeiro experimento para a idade de um a 20 dias e o
segundo de 20 a 40 dias. Foram alojadas 25 aves por boxe experimental (12 aves/m?).
Durante os primeiros 14 dias de idade, as aves receberam 24 horas de luz artificial (em
funcdo da Lampada de 250 W do aquecimento), passando a receber iluminacdo natural a
partir dessa idade até o final do experimento. A ragéo e a agua foram fornecidas a vontade,
e a 4gua continha cerca de 0,003 mg de Mn /L.

Para cada fase foram utilizados cinco tratamentos e seis repeticdes de 25 aves em
cada. A dieta basal a base de milho e farelo de soja (Tabela 1) foi formulada para atender
as exigéncias dos frangos de corte em cada fase, exceto para Mn.

Na primeira fase os pintos de corte foram distribuidos uniformemente entre os
tratamentos e comecgaram a receber a ragdo experimental desde o primeiro dia até os 20
dias de idade. Na segunda fase os pintos de corte receberam racdo inicial com
suplementacdo de 70 mg de Mn/kg na forma de sulfato de Mn (MnSO4) durante o periodo
de um a 12 dias de idade, de 13 a 19 dias de idade eles passaram a receber racdo sem
suplementacdo de Mn, e com 20 dias de idade as aves foram pesadas e homogeneamente
distribuidas nos tratamentos, passando a receber a dieta experimental.
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Tabela 1. Composicao da dieta basal para os dois experimentos

Racéo Basal (%0) Ragédo Basal (%0) Mn
Ingredientes Um a 20 dias 20 a 40 dias (mg/kg)
Milho 57,671 63,670 5,3 (<10%)
Farelo de soja 46% PB 31,600 27,570 31,9 (25,0%)
Farinha de carne e 0ssos 6,000 4,000 1,5 (12,0%)
Oleo vegetal 3,200 3,430
Calcério 0,350 0,368
Sal 0,350 0,380
DL-Metionina 0,330 0,230
L-Lisina 0,190 0,066
L-Treonina 0,070 0,020
Suplemento mineral 0,050 0,050
Suplemento vitaminico? 0,050 0,050
Cloreto de colina 0,025 0,012
Anticoccidiano® 0,050 0,050
Promotor de crescimento® 0,004 0,004
Inerte 0,060 0,100
Composicao calculada
Energia Met. Aves Kcal/kg 3.050 3.149
Proteina Bruta % 21,8 19,5
Célcio % 1,02 0,78
Faésforo disponivel % 0,45 0,35
Manganés mg/kg 13,25 10,08
Lisina dig. % 1,16 0,95
Metinonina dig. % 0,62 0,49
Met+Cis dig. % 0,90 0,74

! Contetido/Kg: Co — 100 mg; Se — 200 mg; Zn — 50 g; Cu — 6.000 mg; Fe — 50 mg; | — 1.000 mg.

2 Contetdo/Kg: Vit. A —10.000.000 UI; Vit. B1 — 1.500 mg; Vit. B12 — 15.000 pg; Vit. B2 — 5.000 mg; Vit.
B6 — 2.000 mg; Vit. D3 —2.000.000 Ul; Vit. E — 13.000 Ul; Vit. K3 —2.500 mg; Biotina — 100 mg; Niacina -
33 g; Acido fdlico — 800 mg; Acido pantoténico — 10 g.

® Coxistac®- Salinomicina

* Surmax®- Avilamicina

* Manganés analisado

Os tratamentos nos dois experimentos foram definidos pela dieta basal
suplementadas com 0 (grupo controle), 35, 70, 105 ou 140 mg de Mn/kg na forma de
MnSO, 26,5%. As concentracdes analisadas de Mn nas dietas experimentais estdo
apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Concentracdo de Mn analisado nas ragdes experimentais para cada experimento

Fonte de Mn Mn adicionado Mn analisado (mg/kg)  Mn analisado (mg/kg)

(mag/kg) Um a 20 dias 20 a 40 dias
Controle 0 12,2 13,2
MnSQO, 35,0 48,3 45,4
70,0 82,0 85,0
105,0 117,0 119,0
140,0 150,0 1514

Variaveis analisadas

Nas duas fases a mortalidade foi registrada durante todo o periodo experimental e
as aves foram pesadas semanalmente. Os dados de desempenho avaliados foram: ganho de
peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar e viabilidade.

Aos 20 dias de idade na primeira fase e aos 40 dias de idade na segunda fase, seis
aves de cada tratamento, sendo uma por repeticdo, foram eutanasiadas por deslocamento
cervical, para obtencédo da tibia esquerda, fémur esquerdo, figado com vesicula biliar e para
coleta de sangue.

Para a determinacdo da porcentagem de cinzas presente na tibia esquerda, foi
realizada extracao lipidica nos 0ssos por imersdao em éter de petroleo e o teor de cinzas foi
obtido por calcinagem em mufla a 600°C, durante seis horas (Silva e Queiroz, 2002). As
cinzas dos ossos foram utilizadas para fazer a solucdo padréo e determinar a porcentagem
de Mn pelo espectrofotdmetro de absorcdo atémica (Silva e Queiroz, 2002) e para
determinacdo de célcio (Ca) e fosforo (P) de acordo com os procedimentos da AOAC
(2010).

As amostras de figado foram liofilizadas, juntamente com a vesicula biliar e a
concentracdo de Mn nestes Orgdos foi mensurada pelo espectrofotometro de absorcao
atdmica: Perkin EImer - Analyst 100 (Silva e Queiroz, 2002).

As amostras de fémur esquerdo foram submetidas a ensaio mecanico, utilizando
méquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000, com carga aplicada & velocidade
de 5 mm/min. e célula de carga de 2000 N em ensaio de flexdo de trés pontos, sendo a
regido central do osso (diafise) selecionada para aplicacdo da carga.

O soro foi separado das amostras de sangue para analise da atividade de fosfatase
alcalina, no aparelho Cobas com o kit da marca Kovalent®.

Analise estatistica

O delineamento experimental para as duas fases foi inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e seis repeticdes. As andlises estatisticas das variaveis estudadas foram
realizadas utilizando-se o programa computacional R versdao 3.3.3 (2017), sendo as
estimativas das exigéncias de Mn estabelecidas por meio dos modelos de regressao linear,
quadratico e do modelo descontinuo, linear response plateau, conforme o melhor ajuste dos
dados. As variaveis que violaram o principio de normalidade ou de homogeneidade de
variancia foram comparadas com o teste de Kruskal-Wallis e em caso de significancia as
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médias foram comparadas de duas a duas pelo teste de Dunn. Todas as significancias
foram baseadas em P <0,05.

RESULTADOS

Primeira fase- um a 20 dias

O nivel de Mn dietético, suplementado na forma de MnSO, ndo afetou (P>0,05) o
consumo de ra¢do, ganho de peso e conversao alimentar dos frangos de corte no periodo de
um a 20 dias de idade (Tabela 3).

A viabilidade foi afetada pelo nivel dietético de Mn (P<0,05), sendo que a menor
viabilidade e consequentemente a maior mortalidade foi registrada para o nivel de 117,0
mg de Mn/kg, quando comparado ao nivel dietético de 150,0 mg de Mn/Kg (Tabela 3).

Tabela 3. Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA) e
viabilidade (Viab.) de frangos de corte machos, no periodo de um a 20 dias com diferentes
niveis dietéticos de Mn

CR(9) GP(g) CA (g/9) Viab. (%)
Niveis de Mn (mg/kg)
12,2 1059 874 1,212 99,3 ab
48,3 1055 878 1,214 98,7 ab
82,0 1061 872 1,217 97,3 ab
117,0 1046 861 1,219 96,0 b
150,0 1025 854 1,211 100 a
SEM 4,81 4,77 0,002
Valor de P Kruskal-Wallis*
Linear 0,064 0,081 0,617 0.017
Quadréatica 0,220 0,401 0,294 '

*Médias seguidas por letras distintas na coluna séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Houve efeito do nivel dietético de Mn para resisténcia dssea (P<0,05; Tabela 4). O
modelo que melhor se ajustou foi o linear platd, devido ao maior valor de R? e
comportamento dos dados (Tabela 5), sendo a estimativa da exigéncia de 81,32 mg de
Mn/Kg. Os diferentes niveis dietéticos de Mn também alteraram a concentracdo de cinzas
Ossea (P<0,05), com resposta quadratica e nivel étimo estimado de 97,9 mg de Mn/kg
(Tabelas 4 e 5).

Para concentracdo de Mn na tibia e no figado também houve diferenca significativa
entre os tratamentos (P<0,05), com melhor ajuste para os modelos linear platd e
quadratico, respectivamente (Tabelas 4 e 5). Dessa forma, a estimativa da exigéncia de Mn
para concentracdo de Mn na tibia foi de 126,96 mg de Mn/kg e para concentracdo de Mn
no figado foi de 149,45 mg de Mn/kg (Tabela 5).

As concentragdes de Ca e P na tibia e a atividade da fosfatase alcalina ndo foram
influenciados de acordo com o nivel dietético de Mn na dieta (P>0,05; Tabela 4).
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Tabela 4. Resisténcia 6ssea (Resist.), cinzas 6ssea (Cinzas), concentracdo de manganés na
tibia (MnT), concentracdo de manganés no figado (MnF), concentracdo de célcio na tibia
(CaT), concentracdo de fosforo na tibia (PT), atividade da fosfatase alcalina (FA) em
frangos de corte machos, aos 20 dias de idade com diferentes niveis dietéticos de Mn

Resist.  Cinzas MnT MnF CaT PT FA
(kgf) (%) (mglkg)!  (mglkg) (%) (%) (VL)
Niveis de Mn
(mg/kg)
12,2 13,5 439 4,5 30,9 10,4 7.3 13076,8
48,3 15,1 47,5 5,9 57,4 10,8 75 8056,3
82,0 16,1 47,3 6,6 62,7 10,2 7,6 7236,8
117,0 17,0 46,4 7,3 70,0 10,0 7,6 5851,9
150,0 16,9 46,0 7,7 75,0 10,4 7.6 6853,4
SEM 0,448 0,414 0,241 4,20 0,128 0,056
Kruskal-
Valor de P Wallis*
Linear 0,003 0,164 <0,001 <0,001 0,472 0,125 0.080
Quadratica 0,320 0,003 0,036 0,016 0,810 0,401 ’

*Meédias seguidas por letras distintas na coluna sédo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
'Com base na matéria seca desengordurada.

Tabela 5. Equaces de regressao e estimativa da exigéncia de Mn de acordo com o modelo
de regressao para as variaveis que foram significativas (P<0,05)

Modelo Equaco Es;(rir:]%trl]\(/:?ada Valc;r de R?
Resisténcia  Linear platd"  y= 16,602-0,0443*(81,3171-X) 81,32 0,037 0,944
Cinzas Quadrético’>  y= 43,0805+0,0979x-0,0005x* 97,90 0,003 0,841
Mn Osso Linear platd* y=7,72-0,0262*(126,9577-X) 126,96 <0,001 0,976
Mn Figado  Quadratico®  y=24,8492+0,6576x-0,0022x* 149,45 0,016 0,974

I Modelo linear response plateau: y = Bo+P1x(B.-x), onde (B,-x) = 0 para X> P, y é a variavel dependente, x é
a concentragdo de Mn na dieta, By é o valor no platd, B; ¢ a inclinagdo e B, € a concentracdo de Mn no ponto
de quebra.

2 Modelo de regressdo polinomial quadratica: y = Bo+Bixx+,xx%, onde y é a variavel dependente, x é a
concentragdo de Mn na dieta e By é o intercepto, B; e B, S0 0s coeficientes lineares e quadréticos,
respectivamente; A concentracdo de resposta maxima foi obtida por: -, ~(2x[,).

Segunda fase-20 a 40 dias

O consumo de racdo, ganho de peso, conversdo alimentar e viabilidade néo
diferiram (P>0,05) entre os niveis dietéticos de Mn, para o periodo de 20 a 40 dias de idade
dos frangos de corte (Tabela 6).
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Tabela 6. Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA) e
viabilidade (Viab.) de frangos de corte machos, no periodo de 20 a 40 dias com diferentes
niveis dietéticos de Mn

Variavéis CR (9) GP(g) CA (9/9) Viab. (%)

Niveis de Mn (mg/kg)
13,2 3484 2049 1,692 100
45,4 3383 2043 1,656 99,3
85,0 3379 2026 1,670 99,3
119,0 3467 2084 1,680 100
151,4 3364 2046 1,661 98,7

SEM 14,5 6,59 0,004

Valor de P Kruskal-Wallis*
Linear 0,176 0,562 0,311 0.419

Quadratica 0,622 0,952 0,484 '

*Meédias seguidas por letras distintas na coluna sdo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Houve efeito quadratico do nivel dietético de Mn, para resisténcia 0ssea (P<0,05;
Tabela 7 e 8), sendo a estimativa da exigéncia de 73,93 mg de Mn/Kg. A concentracdo de
Mn na tibia também diferiu significativamente entre os tratamentos (P<0,05), de forma
linear crescente (Tabela 7 e 8).

A porcentagem de cinzas, concentracdo de Mn no figado, concentracdes de Ca e P
na tibia e atividade da fosfatase alcalina, ndo foram influenciados (P>0,05) de acordo com
o0 nivel dietético de Mn (Tabela 7).

Tabela 7. Resisténcia 0ssea (Resist.), cinzas 6ssea (Cinzas), concentracdo de manganés na
tibia (MnT), concentracdo de manganés no figado (MnF), concentracdo de calcio na tibia
(CaT), concentracdo de fosforo na tibia (PT), atividade da fosfatase alcalina (FA) em
frangos de corte machos, aos 40 dias de idade com diferentes niveis dietéticos de Mn
Resist. Cinzas MnT MnF CaT PT FA
(kgf) (%) (mg/kg)® (mg/kg) (%) (%) (UL)

Niveis de Mn
(mg/kg)
13,2 30,2 41,5 3,6 21,8 9,9 9,6 2791,2
45,4 27,0 44,7 4,3 25,0 10,5 9,2 3291,3
85,0 27,9 43,8 47 23,1 10,4 9,5 2751,8
119,0 27,4 46,3 4,8 20,8 10,3 10,7 2750,1
151,4 32,9 43,7 55 20,7 10,1 9,5 1838,5
SEM 0,568 0,574 0,140 0,864 0,157 0,249
Kruskal-
Valor de P Wallis*
Linear 0,316 0,136 <0,001 0,322 0,669 0,306 0.611
Quadratica <0,001 0,103 0,834 0,348 0,225 0,889 ’

*Meédias seguidas por letras distintas na coluna sdo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
'Com base na matéria seca desengordurada.
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Tabela 8. Equacg0es de regressao e estimativa da exigéncia de Mn de acordo com o0 modelo
de regressdo para as varidveis que foram significativas (P<0,05)

Estimativada  Valor de

Variavel Modelo Equacdo o R?
exigéncia P

Resisténcia Quadratica® y= 31,8755-0,1415x+0,000957x* 73,93 <0,001 0,847

Mn Osso Linear? y=3,5585+0,01242x 1514 <0,001 0,943

T Modelo de regressdo polinomial quadratica: y = Po+Pxx+,%x%, onde y é a variavel dependente, x é a
concentragdo de Mn na dieta ¢ By é o intercepto, P1 ¢ B sdo os coeficientes lineares e quadraticos,
respectivamente; A concentragdo de resposta maxima foi obtida por: -B; ~(2xf,).

2Modelo de regressdo polinomial linear: y = Bo+ByxX, onde y é a variavel dependente, x é a concentrago de
Mn na dieta e Bg € 0 intercepto, B; € 0 coeficiente linear.

DISCUSSAO

Para as duas fases, 0 nivel de Mn dietético ndo afetou o desempenho dos frangos de
corte, 0 que sugere que o Mn presente na racdo a base de milho e farelo de soja (12,2 mg
de Mn/kg na racéo basal de um a 20 dias e 13,2 mg de Mn/kg na racéo basal de 20 a 40
dias de idade), foi suficiente para manter o adequado desempenho das aves para os dois
periodos de criacdo. Esses resultados estdo de acordo com Berta et al. (2004) que, ao
avaliarem duas fontes de Mn (quelatada e inorgénica) e niveis de suplementacéo (0, 30, 60
e 240 mg de Mn/kg), ndo observaram diferenca significativa entre os tratamentos para 0s
parametros de desempenho animal.

Gajula et al. (2011) também ndo observaram diferenca entre os tratamentos com
diferentes niveis de inclusdo de Mn e Zn para o desempenho das aves. Da mesma forma Li
et al. (2011) avaliaram niveis de suplementacdo de MnSO, (0, 20, 40, 60, 80, 100,120 e
140 mg de Mn/kg) e também néo observaram diferenca entre os tratamentos para consumo
de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar. Assim como no presente estudo, eles
consideraram que as andlises de desempenho animal ndo foram um critério sensivel para
estimar a exigéncia de Mn quando foi utilizada uma dieta préatica a base de milho e farelo
de soja.

Na pratica a concentracdo de Mn presente nos ingredientes da racdo, ndo é levada
em consideracdo e por esse motivo, muitas vezes a suplementacdo desse mineral é
realizada em excesso, principalmente em regides onde o solo é rico em Mn e também
quando sdo utilizados ingredientes de origem animal, como a farinha de carne e 0ssos.

Na primeira fase a viabilidade foi afetada pelo nivel dietético de Mn, no entanto,
ndo é possivel associar essa diferenca a nenhuma explicacdo bioldgica e todos os
tratamentos apresentaram mortalidade dentro do esperado, ndo ultrapassando 4% do total
de frangos em cada grupo experimental.

O desempenho das aves ndo é considerado um bom indicador da exigéncia de Mn
pelos frangos de corte, e segundo Berta et al. (2004), a concentracdo de Mn na tibia seria o
melhor indicador, pois é o pardmetro mais sensivel as alteracGes da dieta.

A resisténcia 6ssea e a concentracdo de Mn na tibia foram alterados de acordo com
0s niveis dietéticos de Mn, para as duas fases de criacdo. A concentracdo de Mn no figado
foi alterada de acordo com os tratamentos, apenas na primeira fase. Como o figado e a tibia
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sdo os tecidos que mais acumulam Mn no organismo das aves, uma vez que 0 Mn é
encontrado nas mitocdndrias e por isso estd muito presente em Grgaos ricos nesta estrutura,
como é o caso do figado (Bertechini, 2012; Zhu et al., 2016), era esperado que niveis mais
altos de Mn na dieta resultassem em maior acumulo nesses tecidos.

Esses resultados diferem dos encontrados por Bozkurt et al. (2015) que n&o
observaram diferenca nas analises 0sseas entre os tratamentos com diferentes niveis de Mn
na forma inorgénica, quelatada e na combinagdo de quelatada e inorganica. 1sso pode ter
ocorrido devido ao baixo nivel de incluséio de Mn na dieta desse trabalho, nédo
ultrapassando 50 mg de Mn/kg na forma inorgénica e 25 mg de Mn/kg na forma quelatada,
0 que pode ndo ter possibilitado o acimulo de Mn no tecido dsseo.

Por outro lado, Conly et al. (2012) observaram aumento na deposicdo de Mn no
0sso e no figado a medida que aumentou a inclusdo de Mn na dieta, sendo que para o
figado esse aumento so foi observado ateé o nivel de inclusédo de 60 mg de Mn/kg.

O Mn é um mineral pouco absorvido no intestino das aves, e minerais como Ca e P
e compostos como o fitato presentes em dietas praticas podem reduzir a biodisponibilidade
desse mineral (Brooks et al., 2012). Segundo Wedekind et al. (1991), o excesso de Ca tem
menos efeito na absor¢do do Mn, quando comparado ao P. No presente estudo ndo foi
observado alteracdo da concentracdo de Ca e P na tibia de acordo com a suplementacédo de
Mn, provavelmente esses minerais, apesar de serem antag6nicos, ndo estavam presentes na
dieta em niveis tdo elevados que pudessem resultar em antagonismo detectavel pelas
analises realizadas.

Os resultados de atividade da fosfatase alcalina também nédo foram influenciados de
acordo com os niveis dietéticos de Mn na racdo. Essa enzima é frequentemente utilizada
como marcador de osteoblastos, uma vez que ela esta presente em areas de formacao dssea
(Roach e Shearer, 1989). No entanto, como essa analise mensurou a fosfatase alcalina
total, esses resultados podem ter sido influenciados por outros fatores, principalmente
hepaticos e ndo relacionados a formacao 0ssea, uma vez que cerca de 90% dessa enzima é
de origem hepaética e 6ssea (Vieira, 1999). Além disso, é possivel que o Mn nédo tenha um
efeito direto sobre o aumento da diferenciacdo de osteoblastos no tecido 0sseo, de acordo
com os niveis utilizados nesse estudo.

A estrutura da cartilagem 6ssea depende de uma concentracdo suficiente de Mn
para a ativacdo da enzima glicosiltransferase, que é responsavel pela formacdo dos
proteoglicanos, que vdo contribuir para a capacidade do 0sso em resistir a compressdo
(Conly et al., 2012). Por esse motivo, a inclusdo de Mn na racdo influencia na resisténcia
Ossea, que é a capacidade do osso em resistir a gravidade e ao peso do proprio frango
(Shim et al., 2012).

Na prética, a inclusdo ou ndo do Mn na dieta pode ser definida por beneficios no
desempenho (fator de maior interesse econdémico) ou na resisténcia éssea, visando a
reducdo de problemas durante os manejos de pega e abate dos frangos de corte. Nesse
experimento, ndo foram observados beneficios da inclusdo do Mn, sobre o desempenho das
aves. No entanto, para resisténcia éssea, a inclusdo do Mn melhorou esse parametro nas
duas fases estudadas, com nivel 6timo dietético estimado de 81,32 mg de Mn/kg para o
periodo de um a 20 dias e 73,93 mg de Mn/kg para o periodo de 20 a 40 dias.
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Descontando a quantidade de Mn presente nas racdes basais para as duas idades, a
quantidade de Mn suplementar indicada para cada fase seria aproximadamente 69,0 mg de
Mn/kg no periodo de um a 20 dias, e aproximadamente 61,0 mg de Mn/kg no periodo de
20 a 40 dias. Estes valores estdo proximos aos valores de Mn suplementar recomendados
por alguns autores, como 60 mg de Mn/kg segundo o NRC (National Research Council,
1994), 70 mg de Mn/kg segundo Leeson e Summers (2005) e 74,0 mg de Mn/kg para fase
inicial e 53,0 mg de Mn/kg na fase de crescimento, segundo Rostagno et al. (2017).

CONCLUSAO

Uma dieta a base de milho e farelo de soja contém Mn suficiente para manter o
adequado desempenho dos frangos de corte. Para melhorar a ressisténcia éssea, a exigéncia
de Mn pelos frangos de corte é de 81,32 mg de Mn/kg para o periodo de um a 20 dias e
73,93 mg de Mn/kg para o periodo de 20 a 40 dias.
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CAPITULO Il

Biodisponibilidade relativa do manganés em relagdo as fontes proteinato e sulfato
para frangos de corte na idade de um a 20 dias

RESUMO- Objetivou-se avaliar a biodisponibilidade relativa (BR) do proteinato de
manganés (Mn), em comparacdo com o sulfato de Mn para frangos de corte alimentados
com uma dieta a base de milho e farelo de soja por 20 dias. Foram utilizados 1.350 frangos
de corte machos da linhagem Cobb, as dietas foram suplementadas com 0, 35, 70, 105 e
140 mg de Mn/kg de ragdo na forma de sulfato de Mn e como proteinato de Mn. Foram
avaliados o ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar, resisténcia Gssea e
concentracdo de Mn na tibia e no figado, além disso, foi avaliado a concentracdo de
colageno tipo I na tibia. Ndo foram observadas diferencas para as variaveis de desempenho
e nem para concentracdo de colageno tipo I na tibia dos frangos de corte, independente da
fonte e do nivel de suplementacéo utilizado. A BR foi determinada utilizando os valores de
resisténcia 0ssea e concentracdo de Mn na tibia e no figado, assumindo o sulfato de Mn
como fonte padréo (100%) pelo método de slope-ratio. A BR do proteinato de Mn com
base na resisténcia 6ssea foi de 111%, com base na concentracdo de Mn no figado foi de
128% e com base na concentracdo de Mn na tibia foi de 105%. O proteinato de Mn foi
mais biodisponivel que o sulfato de Mn, com uma média de superioridade da BR de 15%.
Palavras-chave: biodisponibilidade, mineral, proteinato de manganés, frango de corte

INTRODUCAO

O manganés (Mn) é um micromineral essencial que participa de funcGes importantes
no organismo animal, sobretudo na matriz 6ssea organica (Cupertino et al., 2005).

Além disso, ele possui funcdo essencial na reproducdo, sistema imune, mecanismo
de defesa contra radicais livres, hemostasia e coagulacdo sanguinea juntamente com a
vitamina K (Aschner e Aschner, 2005) e em diversos processos bioquimicos como ativador
de algumas metaloenzimas como a piruvato carboxilase, superéxido dismutase e a
glicosiltransferase (Suttle, 2010).

As fontes de suplementacdo de microminerais utilizadas na racdo de frangos de
corte sdo normalmente oriundas de compostos inorganicos, como os cloretos, 6xidos,
sulfatos, carbonatos e fosfatos (Araujo et al., 2008). Os sais inorganicos normalmente
possuem baixa biodisponibilidade, o que pode estar relacionado com a formacdo de
complexos com outras substancias no trato digestivo, reduzindo a solubilidade desses
elementos e sua absor¢do e, aumentando assim, a excrecao destes (Bao et al., 2007).

Minerais quelatados sdo formados por minerais ligados a algum tipo de veiculo,
como aminoacidos, proteinas ou polissacarideos. O quelato formado normalmente é uma
estrutura de anel com o mineral bivalente ou multivalente mantido forte ou fracamente
através das ligagbes covalentes e que ndo apresenta carga elétrica (Leeson e Summers,
2005). Na forma complexada e ndo como ions inorgéanicos livres, 0os minerais reduzem a
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solubilizacédo e as perdas por excrecdo antes dos processos de absor¢do, aumentando sua
biodisponibilidade (Abdallah et al., 2009).

Normalmente os quelatos industriais utilizam aminodcidos livres para se
complexarem com os minerais bivalentes. No entanto, existem outros tipos de quelato,
como o proteinato, que é resultante da quelacdo de um sal soltvel com aminoécidos e/ou
proteinas parcialmente hidrolisadas (Association of American Feed Control Officials,
1999) e que se acredita também ter efeito no aumento da biodisponibilidade.

Objetivou-se determinar a biodisponibilidade relativa (BR) do Mn na forma de
proteinato (MnProt) em relacdo ao sulfato (MnSO4) e comparar a concentracdo de
colageno tipo | na tibia de frangos de corte alimentados com as duas fontes de Mn (MnProt
e MnSO4).

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais descritos nessa pesquisa foram aprovados pela
comissdo de ética no uso de animais (CEUA) sob o protocolo n° 197/2016.

Procedimentos gerais

Foram utilizados 1.350 frangos de corte machos, da linhagem Cobb®, durante a fase
de um a 20 dias de idade. Foram alojados 25 frangos por boxe experimental (12 aves/m?).
Durante os primeiros 14 dias de idade, as aves receberam 24 horas de luz artificial (em
funcdo da Lampada de 250 W do aquecimento), passando a receber iluminacdo natural a
partir dessa idade até o final do experimento. A racdo e a agua foram fornecidas a vontade
e a 4gua continha cerca de 0,003 mg de Mn /L.

A dieta basal a base de milho e farelo de soja (Tabela 1) foi formulada para atender
as exigéncias dos frangos de corte, exceto para Mn.
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Tabela 1. Composicéo da dieta basal

Ingredientes Racéo Basal (%) Mn (mg/kg)
Milho 57,671 5,3 (<10%)
Farelo de soja 46% PB 31,600 31,9 (25,0%)
Farinha de carne e 0ssos 6,000 1,5 (12,0%)
Oleo vegetal 3,200

Calcério 0,350

Sal 0,350

DL-Metionina 0,330

L-Lisina 0,190

L-Treonina 0,070

Suplemento mineral 0,050

Suplemento vitaminico? 0,050

Cloreto de colina 0,025

Anticoccidiano® 0,050

Promotor de crescimento® 0,004

Inerte 0,060

Composicgao calculada

Energia Met. Aves Kcal/kg 3.050

Proteina Bruta % 21,8

Célcio % 1,02

Faésforo disponivel % 0,45

Manganés mg/kg 13,25

Lisina dig. % 1,16

Metinonina dig. % 0,62

Met+Cis dig. % 0,90

! Contetido/Kg: Co — 100 mg; Se — 200 mg; Zn — 50 g; Cu — 6.000 mg; Fe — 50 mg; | — 1.000 mg.

2 Contetdo/Kg: Vit. A —10.000.000 UI; Vit. B1 — 1.500 mg; Vit. B12 — 15.000 pg; Vit. B2 — 5.000 mg; Vit.
B6 — 2.000 mg; Vit. D3 —2.000.000 UI; Vit. E — 13.000 Ul; Vit. K3 —2.500 mg; Biotina — 100 mg; Niacina -
33 g; Acido fdlico — 800 mg; Acido pantoténico — 10 g.

® Coxistac®- Salinomicina

* Surmax®- Avilamicina

* Manganés analisado

Foram utilizados nove tratamentos, com seis repeticdes e 0s tratamentos foram
definidos pela dieta basal suplementadas com 0 (grupo controle), 35, 70, 105 ou 140 mg de
Mn/kg na forma de MnSQ, 26,5% e as mesmas inclusdes na forma de MnProt 18,3%. As
concentracdes analisadas de Mn nas dietas experimentais estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Concentracdo de Mn analisado nas ragdes experimentais

Fonte de Mn Mn adicionado Mn analisado
mg/kg mg/kg
Controle 0 12,2
35,0 48,3
MnSO,! 70,0 82,0
105,0 117,0
140,0 150,0
35,0 46,5
MnProt? 70,0 80,0
105,0 115,0
140,0 154,0

'Sulfato de Mn 26,5%
%Proteinato de Mn 18,3%, originado do farelo de soja parcialmente hidrolisado (Yes®)

Variaveis analisadas

O ganho de peso (GP) e consumo de racdo (CR) por repeticdo, foram medidos em
intervalos de 7 dias para a determinacdo do GP, CR e conversdo alimentar (CA) durante o
periodo total de 20 dias.

Aos 20 dias de idade, seis aves de cada tratamento (uma por repeticdo) foram
aleatoriamente selecionadas e eutanasiadas por deslocamento cervical, para obtencdo da
tibia esquerda e direita, fémur esquerdo e figado com vesicula biliar.

As tibias esquerdas foram desengorduradas por imersdo em éter de petroleo e
posteriormente queimadas por calcinagem em mufla a 600°C, durante seis horas (Silva e
Queiroz, 2002). As cinzas dos ossos foram utilizadas para fazer a solucdo padrdo e
determinar a porcentagem de Mn pelo espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica (Silva e
Queiroz, 2002). As amostras de figado com vesicula foram liofilizadas e a concentragéo de
Mn também foi mensurada pelo espectrofotometro de absorcdo atémica: Perkin Elmer -
Analyst 100 (Silva e Queiroz, 2002).

As tibias direitas dos frangos de corte dos tratamentos controle e com maior
inclusdo de Mn para as duas fontes (140 mg de Mn/Kg), foram analisadas para
concentracdo de colageno tipo | nos 0ssos. Foi realizado desmineralizacdo da epifise das
tibias com EDTA 10% durante 12 dias. Os fragmentos desmineralizados foram
processados para histologia, apos fixacdo em formalina neutra tamponada e inclusdo em
parafina. Cortes seriados em trés profundidades diferentes de 5 pum, foram corados com a
técnica PicroSirius Red e posteriormente fotografados e analisados em campo claro e em
luz polarizada (Junqueira et al., 1978). A quantificacdo da matriz 6ssea madura (colageno
tipo 1) foi realizada por meio do software ImageJ, considerando apenas a birrefringéncia
das fibras vermelhas, e assim foi feito uma média das trés profundidades para cada
repeticéo.

As amostras de fémur esquerdo foram submetidas a ensaio mecanico, utilizando
méquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000, com carga aplicada & velocidade
de 5 mm/min. e célula de carga de 2000 N em ensaio de flexdo de trés pontos, sendo a
regido central do osso (diafise) selecionada para aplicacdo da carga.
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O experimento foi conduzido utilizando-se um delineamento inteiramente
casualizado. Para estimativa da biodisponibilidade foram utilizados nove tratamentos e seis
repeticdes, sendo um controle sem suplementacdo de Mn, quatro com suplementagédo de
MnSO, e quatro com suplementacdo de MnProt (Tabela 2). Para determinagdo da
porcentagem de birrefringéncia vermelha na tibia, foram utilizados trés tratamentos e seis
repeticdes, sendo um tratamento controle sem suplementacdo de Mn, e outros dois com a
suplementacdo maxima de Mn (140,0 mg de Mn/kg) para cada fonte avaliada (ProtMn e
MnSO4).

A normalidade e homogeneidade das variancias foram determinadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Realizou-se contraste entre o tratamento controle
e as médias dos tratamentos suplementados com Mn. Os resultados da porcentagem de
birrefringéncia vermelha na tibia foram analisados por ANOVA, com o0s tratamentos
dietéticos sendo o fator principal e, quando necessario realizou-se o teste de Tukey. A BR
de Mn foi determinada utilizando-se 0 MnSO, como fonte padrdo por meio de regressao
linear multipla e metodologia de Slope-ratio (Littell et al., 1995). As respostas foram
consideradas significativas quando P <0,05 e os resultados foram apresentados como
média * erro padrdo da media. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
Software R (R Core Team, 2017).

RESULTADOS

O GP, CR e CA néo foram afetados pela fonte ou pelo nivel de Mn suplementar
(Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos do nivel de Mn e fonte dietética no ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA) de um a 20 dias de idade dos frangos de corte e
resisténcia dssea (Resist.), concentracdes de Mn na tibia (MnTibia) e concentracdo de Mn
no figado (MnFigado) em frangos de corte com 20 dias de idade

Fonte Nivel GP CR CA Resist. MnTibia MnFigado
Controle 0 874 1059 1,21 13,54 4,52 30,93
35 833 1026 1,23 14,55 6,48 63,75
ProtMn 70 862 1064 1,22 16,49 6,87 68,95
105 837 1043 1,24 17,66 7,45 76,03
140 854 1052 1,23 17,07 7,78 82,53
35 878 1055 1,21 15,14 5,92 57,40
MNSO. 70 872 1061 1,22 16,07 6,62 62,65
105 861 1046 1,22 17,01 7,25 70,00
140 854 1025 1,21 16,90 7,72 74,95
SEM* 3,63 4,19 0,002 0,36 0,16 2,75
Controle x 0,109 0,371 0,088 0,008  <0,001 <0,001

Suplementagéo de Mn®

ISEM — erro padréo da média.
“Controle vs a média dos tratamentos com a suplementagéo de Mn.
Significancias foram baseadas em P <0,05.



46

A resisténcia dssea, concentracdo de Mn na tibia e concentracdo de Mn no figado,
aumentaram com a suplementacdo de Mn (Tabela 3), independente da fonte e do nivel

utilizado.

Essas varidveis se mostraram mais sensiveis a alteracdo do Mn na dieta e foram
utilizadas para realizacdo do slope-ratio, comparando a BR das duas fontes de

suplementacdo (Figura 1), sendo o MnSO, considerado a fonte padréo (100%).

18.5 BB OO
=
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ProtMn (B) = 105% (95-115%)

Valor de P < 0.001

Concentragiio de Manganés na Tibia (mg/kg)

0 n 60 90 120 150
Consumo de Manganés (mg/dia)

Figura 1. Biodisponibilidade relativa (BR), pelo método slope-ratio, de acordo com a
fonte de suplementacdo, sulfato de Mn (MnSQ,) como fonte padrdo (100%) e proteinato
de Mn (MnProt), para as variaveis, resisténcia dssea, concentracdo de Mn no figado e na
tibia. Os valores entre paréntesis indicam o intervalo de confianca de 95%

A inclinacdo da reta foi maior para o ProtMn em relacdo ao MnSO, para as trés
variaveis testadas (P<0,05), demonstrando maior biodisponibilidade do ProtMn. A BR
do Mn com base na resisténcia 6ssea foi de 111%, com base na concentracdo de Mn no
figado foi de 128% e com base na concentracdo de Mn na tibia foi de 105% para o
ProtMn comparado ao MnSO, (P<0,05). A média de superioridade da BR do Mn como
ProtMn em relagdo ao MnSO, foi de 15%.

N&o foi observado diferenca (p>0,05) entre os tratamentos controle e com
inclusdo de Mn na forma de MnSO4 e MnProt (140,0 mg de Mn/kg), em relagéo a
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porcentagem de fibras vermelhas (colageno tipo 1) na epifise das tibias, essas fibras sdo
consideradas mais maduras, espessas e organizadas (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise quantitativa do coldgeno com birrefringéncia vermelha, na regido da
epifise da tibia dos grupos controle (sem suplementagdo de Mn) e com inclusdo maxima
de Mn para as fontes MnSO, e ProtMn (140,0 mg de Mn/kg)

Tratamentos Area
(% birrefringéncia vermelha)
Controle 4,01
140 mg de Mn/kg MnSO, 3,68
140 mg de Mn/kg MnProt 3,65
SEM 0,245
Valor de P 0,836

SEM- Erro padrdo da média.
DISCUSSAO

A suplementacdo de Mn ndo alterou os resultados de desempenho, assim como
foi relatado por Brooks et al. (2012) que também ndo observaram diferenca no
desempenho dos frangos de corte com a suplementacdo de Mn, independente da fonte e
do nivel, para o periodo de sete a 21 dias de idade. Da mesma forma Ghosh et al.
(2016), ndo observaram diferenca no desempenho dos frangos de corte, com diferentes
niveis de suplementacdo de Mn na dieta. Assim como no presente estudo, 0s autores
consideraram gue a concentracdo de Mn na dieta basal (12,2 mg de Mn/kg de ragéo) foi
suficiente para manter o adequado desenvolvimento das aves, sem apresentar sinais de
deficiéncia.

Apesar do crescimento do animal depender principalmente do desenvolvimento
muscular, para que esse crescimento ocorra € necessario um suporte 6sseo (Araujo et
al., 2012), por isso, 0s parametros 6sseos também devem ser levados em consideracéo e
apresentam uma grande importancia. A resisténcia 6ssea e concentracdo de Mn na tibia,
além da concentracdo de Mn no figado foram alterados, tendo seus valores aumentados
com a suplementacdo de Mn (P<0,05) na racéo.

Segundo Sauveur (1984), a necessidade de Mn para o desenvolvimento normal
do esqueleto esté relacionada ao seu papel na biossintese de proteoglicanos presentes na
matriz organica 6ssea. Além disso, dentro da célula o Mn € sequestrado pelas
mitocéndrias, estando assim, muito presente em tecidos ricos em mitocondrias, como o
figado (Kato, 1963). Por esse motivo, parametros 0sseos e de concentra¢do de Mn no
figado sdo mais sensiveis a alteracbes nutricionais de Mn, e podem ser utilizados para
andlise de biodisponilidade (Berta et al., 2004; Sakomura et al., 2014). Segundo Henry
et al. (1989) e Miles et al. (2003) o acimulo de microminerais nos tecidos alvo durante
a suplementacdo dietética tem se mostrado um critério adequado para estimar a
biodisponibilidade relativa do Mn.
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Comparando as fontes de suplementacdo de Mn na racdo, observou-se que 0s
resultados de resisténcia 0ssea, concentragdo de Mn na tibia e no figado apresentaram
maior BR para o MnProt, em relagdo ao MnSO,. Esses resultados estdo de acordo com
varios autores que consideram as fontes quelatadas mais biodisponiveis que as fontes
inorgénicas (Bao et al., 2007; EI-Husseiny et al., 2012; Baloch et al., 2017).

Em relacdo a resisténcia 6ssea, 0 MnProt foi 11% mais biodisponivel que o
MnSO,. Esse parametro é muito importante levando em consideracdo a grande perda
existente nos abatedouros e nas granjas devido a fragilidade 6ssea dos frangos de corte,
que vem crescendo cada vez mais, em funcdo de sua alta taxa de crescimento (Coto et
al., 2008).

Smith et al. (1995), ao avaliarem a BR do Mn em relagdo a concentragdo de Mn
na tibia, observaram BR de 125% para o ProtMn em relagcdo ao MnSO, (100%). Da
mesma forma, Brooks et al. (2012) também observaram maior BR do Mn quando
utilizada a fonte quelatada (139%) em relagdo ao MnSQO,4 (100%), para concentracéo de
Mn na tibia.

A biodisponibilidade pode ser entendida como a quantidade do mineral que €
ingerido, absorvido, transferido para o seu sitio de acdo e transformado na sua forma
fisiologicamente ativa, suprindo sua demanda nos tecidos alvos (Cozzolino, 1997),
dessa forma, o ProtMn foi a fonte melhor aproveitada pelos frangos de corte.

Os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea, que consiste basicamente de colageno
tipo |, proteinas ndo-colagenas e hidroxiapatita. Com a utilizacdo de luz polarizada, a
matriz Gssea apresenta uma birrefringéncia caracteristica, que permite quantificar o
colédgeno tipo I (Junqueira et al., 1978; Roach, 1992). Foi possivel observar que a
inclusdo ou ndo de Mn independente da fonte utilizada, ndo alterou a quantidade de
colageno tipo I, ou seja, a quantidade de osso maduro presente na tibia dos frangos de
corte.

CONCLUSAO

O proteinato de Mn é mais biodisponivel que o sulfato de Mn, tendo uma
biodisponibilidade relativa média 15% superior.
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CAPITULO IV
CONSIDERACOES FINAIS

O manganés ¢ um micromineral com diversas fungdes no metabolismo animal e
essencial para os frangos de corte. No entanto, a partir dos resultados dessa pesquisa, foi
possivel observar que sua suplementacdo ndo altera o desempenho dos frangos de corte
até 40 dias de idade, quando utilizado uma racdo préatica a base de milho e farelo de
soja. Como o ciclo de vida dos frangos de corte é curto, é possivel que ndo tenha tempo
suficiente, para as aves apresentarem sinais de deficiéncia.

Apesar da suplementacdo de manganés néo alterar o desempenho, ela melhora a
resisténcia 0ssea, 0 que pode ser interessante para evitar perdas durante o processo de
abate, que é um grande problema na avicultura.

Para melhorar a resisténcia 0ssea é necessario suplementar 69,0 mg de Mn/kg de
racdo no periodo de um a 20 dias, e 61,0 mg de Mn/kg de ragdo no periodo de 20 a 40
dias.

Comparando as fontes de suplementacdo de manganés na dieta, a fonte
quelatada (proteinato de manganés) se mostrou 15% mais biodisponivel que a fonte
inorgénica (sulfato de manganés), o que era esperado, uma vez que o objetivo das fontes
quelatadas é reduzir a formagdo de complexos durante a passagem do mineral no trato
digestivo, melhorando assim, sua absorcao.



