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" Sonhe com aquilo que vocé quiser.
V& para onde vocé queira ir.
Seja 0 que VOcé quer ser, porgue Vocé possui apenas uma vida e nela s6
temos uma chance de fazer aquilo que queremos.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.
Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.
As pessoas mais felizes ndo tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades que aparecem em seus
caminhos. A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.
Para aqueles que buscam e tentam sempre.
E para aqueles que reconhecem a importancia das pessoas que passam por
suas vidas.

O futuro mais brilhante € baseado num passado intensamente vivido.
Voceé s0 terd sucesso na vida quando perdoar os erros e as decepc¢des do
passado.

A vida é curta, mas as emocdes que podemos deixar duram uma eternidade.

A vida nao é de se brincar porque um belo dia se morre.”

Clarice Lispector
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RESUMO

A alimentacdo em suinocultura tem custos elevados, chegando a representar
cerca de 70% dos gastos nesta atividade, razdo pela qual varios estudos tém
sido conduzidos visando reduzir o custo final de producdo. Desta maneira, a
retirada dos suplementos minerais e vitaminicos pode representar uma pratica
vantajosa na producdo de suinos. Existem varios fatores que interferem na
absorcéo do fésforo e a quantidade absorvida pelo animal depende do nivel de
fosforo na dieta, da fonte desse mineral, da relacdo Ca:P na dieta, do pH
intestinal e outros elementos minerais que sdo antagbnicos a absorcdo e
utilizacdo de fosforo. A adicdo da enzima fitase a racdo, permite um melhor
aproveitamento de nutrientes, incrementando a utilizacdo do fésforo, dos
aminoacidos e da energia, e representa uma economia significativa no custo
final da formulacéo das ragbes. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os
efeitos da restricdo micromineral-vitaminica com reducao gradativa do fosforo
inorganico em racdes contendo fitase sobre o metabolismo 6sseo, funcao
hepatica e renal e aspectos histopatolégicos do figado, rim, tiredide,
paratiredide e 0sso metacarpiano de suinos em terminacdo. Foram alojadas 48
fémeas suinas com idade inicial de 105 dias (66,15 + 0,14 kg), recebendo
dietas experimentais a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo. Os
animais foram divididos aleatoriamente em seis tratamentos: dieta completa
(T1), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico (T2), dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico e com fitase (T3), dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem 1/3 de fésforo inorganico e com fitase (T4), dieta
sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fésforo inorganico e com
fitase (T5), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem fosforo
inorganico e com fitase (T6). O experimento foi dividido em duas etapas; a
primeira composta por 24 animais que foram abatidos aos 150 dias (106,65 kg)
e a segunda composta por 24 animais que foram abatidos aos 175 dias (123,87
kg). No primeiro experimento foram avaliados o calcio total, calcio livre, fésforo,
relacdo calcio / fosforo, proteinas totais, albumina, AST, GGT, ALP, uréia e
creatinina no soro. Foram empregados um analisador bioquimico automéatico e
reagentes comerciais. Os resultados obtidos das analises do calcio total, célcio
livre, fosforo, relacdo Ca:P proteinas totais, albumina, AST, GGT, ALP, uréia e



Xii

creatinina mostraram-se dentro do intervalo de normalidade. A reducdo do
fésforo inorganico em dietas suplementadas com fitase, ndo interferiu no
metabolismo 0sseo. A retirada do suplemento micromineral-vitaminico e a
reducao progressiva do fésforo inorganico em dietas suplementadas com fitase
ndo provocaram alteracdes nas provas de funcédo hepética e renal. A restricao
de microminerais e vitaminas por 60 dias na fase de terminagdo nao provocou
alteracdes clinicas nos animais. No segundo experimento foram avaliadas as
possiveis alteracfes histolégicas do figado, rim, tiredide, paratirebide e 0sso
metacarpo, sendo que ao exame histopatolégico observaram-se 37 (77%) de
48 animais com nefrite intersticial e 15 (31,25%) com discreto infiltrado
inflamatério hepético predominantemente mononuclear e com distribuicdo
multifocal. Os tratamentos preconizados ndo provocaram alteragbes
histolégicas nas glandulas paratiredide e tiredide. A microscopia dos 0ssos
metacarpos constataram-se lesdes compativeis com discreta osteocondrose
em animais dos diferentes tratamentos nas duas fases. Entretanto durante o
periodo experimental ndo foram observadas quaisquer alteracdes clinicas
relacionadas a doencas metabdlicas 6ésseas ou a osteocondrose nos animais
dos diferentes tratamentos. Ainda frente aos resultados, conclui-se que a fitase
foi eficiente em disponibilizar fésforo fitico na dieta, uma vez que nao foram
observadas lesdes macroscopicas € microscOpicas caracteristicas de

deficiéncia de fosforo.

Palavras-Chave: fungdo hepatica, funcdo renal, histopatologia e metabolismo

dsseo.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de carne
suina do mundo, com o terceiro maior plantel e a quinta maior producédo de
carne suina do planeta. A suinocultura brasileira encontra bases consistentes
para continuar crescendo qualitativa e quantitativamente, gracas a grande area
agriculturavel, que permite a ampliacdo da producdo de milho e de soja. Este
fato, aliado a uma estrutura competente em qualidade sanitaria e fiel aos mais
exigentes mercados consumidores, tem permitido que a carta de exportacdes
seja ampliada progressivamente (SILVA, 2005).

Existe hoje necessidade de grande atencdo quanto as recentes
mudancas na legislacdo européia ligadas a proibicio do uso de
antimicrobianos promotores de crescimento nas ragfes dos animais de
producao.

Os aditivos alimentares tém sido estudados como alternativa para
minimizar o impacto causado pela retirada dos promotores de crescimento, por
favorecem a utilizacdo dos nutrientes pelos animais, melhorando sua eficiéncia,
proporcionando melhor desempenho e ainda reduzindo a poluicdo ambiental
(LIMA, 1999; BEDFORD, 2000). Dentre os aditivos mais pesquisados nos
altimos anos, destacam-se as enzimas, como a fitase, que disponibiliza o
fésforo da molécula de fitato, principal forma de estocagem do fésforo nos
vegetais (OLIVEIRA, 2006).

As industrias de racdes tém procurado utilizar fitases exdgenas,
geneticamente modificadas, industrialmente produzidas por fungos, bactérias e
leveduras; a estabilidade e a atividade da fitase sobre o fitato permitem sua
utilizacdo nos diversos programas de alimentacgéo (SILVA, 2003).

Fosforo fitico é a designacdo dada ao fosforo que faz parte da
molécula do acido fitico, encontrado nos vegetais (LEHNINGER et al., 1995).
Esta molécula possui seis grupos fosfato unidos por ligacdes éster (Figura 1).
Quimicamente, a molécula do fitato é definida como mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6
hexafosfato (REBOLLAR & MATEOS, 1999).



R

~
&

(=]

HO —P—0OH

FIGURA 1 - Estrutura do acido fitico (PETERSEN, 2001)

Para um desenvolvimento normal, as plantas retiram nutrientes
minerais do solo. Na fase de maturacéo o fésforo (P) é translocado, na forma
de hexafosfato de inositol ou acido fitico, para as sementes. Sua funcéo
fisiologica na semente do vegetal é servir de estoque de fdésforo e outros
minerais, além de energia, que sao liberados pela acao da fitase enddégena a
medida que ocorre a germinacdo (BORGES, 1997). A concentracdo do fitato
nos vegetais varia em funcéo da espécie, da idade, do estagio de maturacao,
do cultivar, das condi¢des climaticas, da disponibilidade de agua, do grau de
processamento e da quantidade de fésforo no solo que a planta absorve e
armazena (ROBERSON, 1999).

Assim, nas racdes compostas de graos de cereais, a maior parte do
fésforo encontra-se na forma de fosforo fitico e corresponde a
aproximadamente 2/3 do fésforo total presente nas plantas, que € indisponivel
aos monogastricos (NRC, 1998; MCKNIGHT, 1996; ROSTAGNO et al., 2000).
Esse aproveitamento deficiente do fosforo dos vegetais gera dois problemas: a
necessidade de suplementacdo a partir de fontes inorganicas, que em geral
encarece a racdo; e a excrecdo de grande quantidade de fésforo para o meio
ambiente (VATS & BANERJEE, 2004; OLIVEIRA, 2006).

De acordo com PETERSEN (2001) o fitato praticamente nao é
hidrolisado pelos animais monogastricos,2 devido ao fato dessas espécies
possuirem a enzima fitase em quantidades muito pequenas no trato intestinal,
nao aproveitando todo o fosforo contido nos ingredientes vegetais. Além do
fésforo, o fitato dificulta a utilizacdo de cations como calcio, ferro, manganés,

magnésio e zinco, interferindo na disponibilidade de proteina e energia (Figura



2), tornando-os insolluveis a degradacéao intestinal (KIES, 1996; KONIETZNY &
GREINER, 2002). Considerado fator anti-nutricional importante, o &cido fitico
corresponde de 1% a 5% do peso dos cereais, legumes e sementes
oleaginosas, representando cerca de 2/3 do fosforo presente nos vegetais
(NRC, 1998 e VATS & BANERJEE, 2004).

=2° —

FIGURA 2 — Acido fitico ligado a cations (PETERSEN, 2001)

Para KESHAVARZ (1999) e SELLE et al. (2000), a molécula de fitato
apresenta alto teor de fésforo (28,2%), porém, com alto potencial de quelacgéo.
Se por um lado, o fitato € reconhecido como nutriente devido ao seu contetdo
de fésforo (REDDY et al., 1982), ja por outro lado, pode ser considerado toxico
devido a fixacdo de varios elementos essenciais, reduzindo a sua
disponibilidade (JOHNSTON et al., 2004).

Vérios estudos tém demonstrado a acdo da fitase sobre a
digestibilidade do fésforo, disponibilidade de nutrientes ligados ao fitato, como
minerais e aminoacidos (LANDBLOM et al.,, 2001; LUDKE et al., 2002;
SHELTON et al., 2003; FIALHO et al., 2004). A acao desta enzima se reflete
também no desempenho e excrecdo de fosforo nos dejetos, que pode ser
reduzido em 20% a 50% (LEI et al., 1993; KEMME et al., 1997; MURRY et al.,
1997; HARPER et al., 1997). Pesquisas, como as de CROMWELL et al. (1993),
demonstraram ndo haver efeitos negativos quanto ao desempenho e forca
0ssea, com a retirada de fosforo inorganico da dieta de suinos em crescimento-
terminacdo suplementadas com 500 UF (unidades de fitase).

A suplementacdo de dietas de suinos com fitase microbiana tem

mostrado aumento da utilizacdo de fosforo, célcio, cobre e zinco, com reducéo



na excrecao desses minerais na urina (ADEOLA et al., 1995). HAN et al. (1997)
afirmaram que a substituicdo de fosforo inorganico por fitase é fisiologicamente
viavel e economicamente vantajosa para suinos em fase de crescimento-
terminacdo. Também O QUINN et al. (1997) afirmaram que 300 UF da enzima
fitase é capaz de substituir o fésforo inorganico em dietas a base de sorgo e
farelo de soja para suinos em crescimento-terminacdo. Estes autores
observaram que, com a adicdo de fitase as dietas pobres em fosforo, houve
melhora na taxa de crescimento, na porcentagem de cinzas dos 0Sso0s e na
absorcéo do fosforo.

Em estudo envolvendo suinos na fase de crescimento-terminacéo
onde avaliou-se o desempenho e a digestibilidade do fésforo, HARPER et al.
(1997) utilizaram dietas contendo fitase exdgena de origem microbiana
(500UF/kg) e niveis reduzidos de fosforo inorganico. Concluiram que a enzima
€ eficaz para manter teores adequados de fosforo em dietas onde o fosforo
inorganico é retirado, reduzindo a excrecdo de fosforo em aproximadamente
21%.

A enzima fitase (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase) é uma
fosfatase que catalisa a hidrélise do acido fitico a fosfato de inositol, myo-
inositol e fésforo inorganico (JONGBLOED et al., 1994; VATS & BANERJEE,
2004).

Para KORNEGAY & YI (1996), as possiveis fontes de fitase para
aves e suinos sdo:a fitase enddégena presente em alguns ingredientes das
dietas;a fitase originada a partir de bactérias da flora microbiana e a fitase
produzida por microorganismos exdgenos.

Nas farinhas protéicas, como soja e leguminosas, esta atividade é
insignificante. Para suinos, a atividade da flora microbiana tem atuacdo no
intestino grosso e a fitase microbiana produzida por estes microorganismos
promove a hidrdlise do fitato liberando o fosforo sem que o animal se beneficie,
sendo excretado nas fezes. Desta forma, a fitase exdgena, produzida
principalmente por fungos, é a principal fonte de fitase disponivel (REBOLLAR
& MATEQS, 1999; KONIETZNY & GREINER, 2002).

A fitase é produzida por muitos fungos, bactérias e leveduras.
Comercialmente, a fitase € produzida por microorganismos, principalmente

fungos do género Aspergillus (Aspergillus niger e Aspergillus ficuum), por



técnicas de recombinacdo de DNA (HARPER et al., 1997; VATS & BANERJEE,
2004).

Dois tipos de fitases sdo conhecidos: a 3-fitase e a 6-fitase. A
primeira produzida por microorganismos e a segunda normalmente produzida
por plantas. A 3-fitase inicia a desfosforilacdo do fitato na posicdo trés,
enquanto a 6-fitase inicia na posicdo seis. Seus modos de acéo
consequentemente sdo diferentes, assim como suas curvas de pH e de
temperatura. A 6-fitase apresenta atividade em pH 5,2 e temperatura de 45°C a
60°C, enquanto a 3-fitase, produzida por uma cepa de Aspergillus apresenta
pH 6timo entre 2,5 e 5,5 e temperatura variando de 35°C a 63°C, sendo mais
efetiva (KIES, 1996).

Vérios fatores podem influenciar a capacidade da fitase de hidrolisar
o fitato no trato digestivo dos animais monogastricos, entre os quais destacam-
se a variacdo do pH, da umidade, da temperatura, a presenca de certos
minerais como o calcio (Ca) e de outras enzimas, além do tempo de passagem
da digesta (PENZ JUNIOR,1998). SCHWARTZ & HOPPE (1992)
demonstraram que a fitase pode permanecer estavel por trés a quatro meses
em dieta farelada, porém, se a dieta for peletizada a 70°C, a atividade inicial
diminuira de 15 a 25%.

Segundo MCKNIGHT (1997), niveis de célcio acima de 0,70% em
pH 6,0 permitem a reacdo do célcio e acido fitico, formando fitato de calcio,
complexo inacessivel a fitase, pela competicdo do célcio pelos sitios ativos da
enzima (WISE, 1983). Assim, para o desarranjo maximo do fitato, € necessério
que os niveis de célcio mantenham a relacdo Ca:P total entre 1,7:1 e 3:1
(BEERS & JONGBLOED, 1992). J4 BUHLER et al. (1998) afirmam que o nivel
de calcio nas racdes suplementadas com fitase ndo deve ultrapassar 0,9%
para suinos em terminacao e estes autores sugerem ainda que a relacdo Ca:P
nestas racoes deve situar-se entre 2,7:1 a 3,5:1.

LEI et al. (1994) demonstraram reducdo no desempenho e reducéo
na resposta da fitase quando a relacdo Ca:P na dieta foi aumentada de 1,5:1
para 3,0:1 em leitbes lactentes. Também QUIAN et al. (1996) relataram efeito
negativo no desempenho de leitbes lactentes, na digestibilidade do P e na
resisténcia 0ssea, comparando dietas suplementadas com fitase e a relacao

Ca:P de 1,0:1, com relacdo 1,6:1 e 2:1. Efeitos semelhantes foram



demonstrados por LIU et al. (2000) em suinos nas fases de crescimento e de
terminacdo alimentados com rac¢des onde a relacao Ca:P foi de 1,0:1,1,3:1 e
1,5:1.

Os minerais presentes nas células e tecidos dos animais
apresentam varias fun¢des quimicas e concentracdes especificas, dependendo
do elemento e do tecido considerado. Suas concentra¢cées devem ser mantidas
dentro de certos limites para garantir a integridade estrutural e funcional dos
tecidos, auxiliando no crescimento, saude e produtividade animal
(UNDERWOOD, 1966). Sado considerados essenciais quando atendem o0s
seguintes critérios: presenca em concentracao constante; deficiéncia resultante
em anormalidades estruturais e bioquimicas e adicdo a dieta como fator de
recuperacao (NUNES, 1998).

Como os minerais, as vitaminas também desempenham funcdes de
catalisadores e coenzimas, componentes da estrutura dos tecidos, cofatores
enzimaticos, além da participacdo em diversas reacdes bioquimicas do
metabolismo. A maioria ndo pode ser armazenada no organismo (MCDOWELL,
1989, 1992). Deficiéncias de minerais podem levar semanas e até meses para
se manifestarem. Com relacdo as vitaminas, antes do aparecimento de sinais
clinicos da sua retirada das ra¢des, a concentragdo no sangue e na urina tende
a diminuir e, posteriormente, ocorre reducdo tanto das atividades metabdlicas
quanto das enzimaticas. AplOs estas alteracdes é que serdo observados
sintomas clinicos reversiveis ou irreversiveis (SWECKER & THATCHER, 1988;
McGLONE, 2000).

De todos os minerais requeridos na dieta de suinos, o célcio e o
fosforo sdo os mais importantes e requeridos em maior quantidade
(CROMWELL, 1995). Dependendo da idade, do peso e da fase, crescimento,
gestacdo ou lactacdo, as necessidades dietéticas para o Ca oscilam entre 0,5 e
0,9 % e para o P entre 0,4 e 0,7%. A exigéncia de célcio para suinos é
aproximadamente 1,2 vezes a necessidade de fésforo (KOPINSKI, 2002).

Mais de 99% do calcio e aproximadamente 80% do fésforo estédo
disponiveis no tecido &sseo, onde estes minerais sdo depositados e
transformados em matriz inorganica para dar rigidez, resisténcia e
sustentabilidade ao esqueleto. Os 0ssos também se constituem em importante

reserva mineral, visto que podem ser transferidos para o sangue, musculos e



outros tecidos do corpo quando demandados fisiologicamente pelo organismo
durante o controle hormonal (ADEOLA et al., 1998; BROUNS & VERMEER,
2000).

Os ossos desempenham papel vital na homeostasia dos minerais
sendo considerado um tipo especial de tecido conjuntivo. Do ponto de vista
bioquimico, é definido por sua inter-relacdo com a matriz organica (35%) e a
matriz inorganica (65%). O componente inorganico constitui-se primordialmente
de hidroxiapatita de célcio (Cai0(PO4)s(OH),2) que proporciona forga e dureza
ao 0SSO e constitui o reservatorio para 99% do calcio, 80% do fésforo corporal,
além de outros minerais em menor quantidade. O 0sso ainda ndo mineralizado
é conhecido como ostedide (ROSENBERG, 1994; RATTANAKUL et al., 2003).

O célcio e fosforo encontrados na porcdo trabecular dos 0ssos,
substancia esponjosa, estdo em constante equilibrio dindmico com liquidos
corporais e outros tecidos corpéreos (HAYS & SWENSON, 1996). Esses
minerais podem estar em quantidades aumentadas ou reduzidas, quando
estiverem associados a processos patologicos, principalmente os horménio-
dependentes (MEYER & HARVEY, 1998; BROUNS & VERMEER, 2000).

Apesar da dureza e resisténcia as pressoes, o tecido 0sseo € muito
plastico, sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a
modificacdes nas forcas fisicas a que esta submetido normalmente. Embora as
caracteristicas anatdomicas do 0sso ndo se alterem durante a vida adulta,
ocorrem alteracfes na substancia 6ssea devido a remocao e substituicdo de
por¢cBes microscopicas de 0sso, mas sem alteracdo do seu volume, ou seja,
ocorre renovacao 6ssea com manutencdo da arquitetura e competéncia
fisioldgica (GARTNER & HIATT, 1999; TORBEN et al., 2000).

O o0sso0 € um tecido em constante renovagdo por processos
anabdlicos, aposicdo e processos catabdlicos, a reabsorcdo. Este processo é
intenso em individuos em crescimento, que reduz com o tempo, mas nunca
cessa. A atividade destrutiva dos osteoclastos e construtiva dos osteoblastos
possibiltam a remodelacdo dos o0ssos, sendo 0s envoltérios &sseos
responsaveis pela renovacdo e manutencdo do volume do osso (TORBEN et
al., 2000).

O processo de aposicdo €é executado exclusivamente pelos

osteoblastos, que formam o ostedide na superficie da matriz organica. Em



condicbes normais, 70% desta fracdo organica € mineralizada quase que
imediatamente, sendo que, no restante, a mineralizacdo ocorre lenta e
gradualmente. Este ritmo de mineralizagdo pode variar, porém, normalmente
existe um lapso temporal de 12 a 15 dias entre a formacdo da matriz e sua
mineralizacdo (ROSENBERG, 1994; GU et al., 2005).

A reabsorcao do osso compreende a remocdo simultanea da matriz
O0ssea e dos minerais, este processo ocorre por mecanismos diferentes,
denominados osteoclasia e ostedlise. A osteoclasia € a reabsorcéo superficial
do tecido Osseo, produzida pelos osteoclastos, sendo que ocorre nas
superficies das trabéculas, subperiosticamente, na superficie dos canais de
Harvers e de Volkmann e na superficie medular. Os osteoclastos sao
responsaveis pela remodelacdo do osso alterado, como ocorre na fratura e
necrose 0ssea. A osteolise € o processo de reabsorcao profunda, centrada ao
redor de ostedcitos maduros e ativos (KROOK, 1982). O sitio natural para a
reabsorcdo 6ssea é o 0sso mais velho, rico em minerais e que esta situado
profundamente na trabécula e na periferia dos 6steons. A renovacgéo éssea €
um processo fisiolégico, no qual a fase reabsortiva tem o propésito de
manutencdo dos niveis adequados de célcio do plasma (GU et al., 2005).
Numerosos estudos demonstram que a ostedlise € o mecanismo mais
importante na reabsorcado 0ssea, tanto sob condi¢des fisiolégicas quanto na
reabsorgéo patolégica aumentada (MORES et al., 1999).

O célcio e o fésforo usualmente sédo estudados de forma conjunta
devido ao metabolismo e mecanismos homeostaticos que controlam os seus
niveis no organismo, estarem intrinsecamente relacionados (DUCAN &
PRASSE, 1982).

Existem varios mecanismos organicos homeostéaticos de controle
projetados para manter constante o nivel de calcio plasmatico incluindo o
paratorménio (PTH), a calcitonina e o 1,25-dihidroxicolicalciferol, que € a forma
ativa da vitamina D3.

O PTH é liberado na corrente circulatéria em resposta a um ligeiro
decréscimo de calcio plasmatico. Este horménio estimula a sintese da vitamina
D ativa no rim e incrementa a reabsorcdo do calcio e fésforo dos 0ssos.
Também atua nos tdbulos renais aumentando a reabsorcdo de calcio e

reduzindo a de fosforo. Por sua vez, a vitamina D ativa produzida pelo rim em



resposta ao PTH atua no intestino, aumentando a absorcdo de calcio e fosforo
da dieta. Estes dois hormdnios em conjunto também aumentam a mobilizagéo
do calcio dos ossos, fazendo crescer a atividade dos osteoclastos. Quando o
nivel de calcemia é normal, a secrecdo de PTH é inibida mediante mecanismo
de feedback negativo, sendo entdo liberado um horménio secretado pelas
células parafoliculares da glandula tiredide, a calcitonina, que atua reduzindo
0s niveis de calcemia ao aumentar a atividade osteoblastica e reduzir a
osteoclastica no tecido 6sseo (ROSOL & CAPEN, 1997; COEHEN & ROE,
2000).

Os niveis séricos de célcio e de fosforo deverdo ser determinados
sempre que haja evidéncia clinica sugerindo distarbios no metabolismo dos
minerais. Muitas alteracdes nestas vias metabdlicas sdo acompanhadas por
sinais clinicos ou radiolégicos sugestivos da enfermidade 0ssea. Portanto, se
ha qualquer sintoma de osteopatia, deve-se considerar a determinacdo dos
niveis de calcio e fésforo. Também é importante avaliar a atividade da fosfatase
alcalina (ALP) e a concentracao de proteinas totais (COLES, 1986).

De acordo com o NRC (1998), as exigéncias nutricionais para
fésforo, minerais e vitaminas diminuem com o passar da idade e peso vivo.
Além disso, na fase de terminacdo, 0s suinos ndo sO6 consomem maior
quantidade de racdo, como também apresentam menor eficiéncia alimentar,
quando comparado a outras fases de desenvolvimento. Os resultados das
pesquisas de VELOSO et al. (1999) indicam que niveis de célcio e fosforo nas
racfes de suinos nas fases de crescimento podem variar consideravelmente
sem prejudicar o desempenho dos animais.

Neste sentido, MAVROMICHALIS et al. (1999) e PETER et al.
(2001) afirmaram que o excesso de nutrientes adicionado as dietas € excretado
nas fezes, contribuindo para a poluicdo ambiental, sendo a suinocultura
considerada uma atividade potencialmente poluidora.

O excesso de fosforo, nitrogénio e outros minerais presentes nos
dejetos, quando em contato com superficies aquaticas, favorecem o
crescimento desordenado de algas. A decomposi¢ao destas consome oxigénio
dissolvido na &gua, processo denominado eutroficacdo. Este processo
compromete a sobrevivéncia de espécies aquaticas, como peixes, crustaceos,
etc (PERDOMO et al., 2001).
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De acordo com CAVALCANTE (1994), o suprimento adequado de
fosforo nas racgbes, além evitar gastos desnecesséarios decorrentes de
desperdicios, no caso de seu emprego excessivo, irA contribuir para maior
desempenho do rebanho, caracterizado por taxas de crescimento mais rapidas
e eficientes, bem como pelo adequado desenvolvimento dsseo, podendo ainda
contribuir para reducdo da descarga de poluentes no solo decorrente do
fésforo ndo absorvido pelo organismo e excretado com os dejetos.

NUNES (2000) avaliou a retirada dos suplementos micromineral e/ou
vitaminico da racdo de suinos em fase de terminac&do, concluindo que tal
procedimento ndo causou efeitos negativos sobre os parametros de
desempenho, niveis de minerais nos metacarpos, caracteristicas da carcaga,
vida de prateleira, parametros sanguineos, além de ser economicamente
viavel.

JA& FURTADO (2003) trabalhou com retirada do suplemento
micromineral/vitaminico e reducao de niveis de fosforo inorganico (1/3 e 2/3) da
racdo de suinos em terminacdo. Baseado no desempenho, no rendimento de
carcaca e nos parametros de qualidade da carne, como: pH, valores médios de
coliformes fecais e totais, mesofilos e psicotréficos, concluiu que a retirada do
suplemento micromineral/vitaminico associada a reducdo de 1/3 e 2/3 de
fésforo inorganico da racdo de suinos em terminacéo foi viavel.

Para uma producado suina sustentavel € essencial a diminuicdo dos
residuos de elementos contaminadores que sao gerados pelas granjas de
suinos, assim como o estabelecimento de uma limitagdo do uso de matérias
primas procedentes de fontes ndo renovaveis, como os fosfatos. Desta forma,
estudos tém sido conduzidos no sentido de determinar estratégias que
permitam reduzir a participacdo alimentar do fésforo aos suinos como via
preventiva para limitar a presenca deste mineral nos residuos. Neste contexto,
0 uso de fitases tem especial contribuicdo (JONDREVILLE, 2005).

A racionalizacdo do processo produtivo possibilita dietas de baixo
custo, com fornecimento de quantidades adequadas dos nutrientes, de modo
gue o0s animais consigam desenvolver-se com maior eficiéncia. O produtor
obter4 maior remuneracéo da sua atividade e ao mesmo tempo, disponibilizara

no mercado produtos de boa qualidade por menor preco. Isso tera como
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conseqguéncia adicional o meio ambiente menos poluido devido a incorporacéo
de menores quantidades de minerais provenientes dos dejetos (LOPES, 1999).

Neste sentido o presente experimento teve como objetivo avaliar as
possiveis ocorréncias de alteracdes metabdlicas 0sseas induzidas pelos niveis
reduzidos de fésforo, utilizando-se a fitase, jA& que em suinocultura a genética
dos animais evolui rapidamente e 0s conceitos sobre necessidades nutricionais

devem ser reavaliados periodicamente.
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CAPITULO 2. AVALIACAO METABOLICA DE SUINOS EM TERMINACAO
SUBMETIDOS A RETIRADA DOS SUPLEMENTOS MICROMINERAIS-
VITAMINICOS, REDUCAO DO NIVEL DE FOSFORO INORGANICO E
ADICAO DE FITASE NA RACAO

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da restricdo micromineral-
vitaminica com reducdo gradativa do fosforo inorganico em racées contendo
fitase sobre o metabolismo 6sseo, funcdo hepética e renal de suinos em
terminacdo. Foram alojadas 48 fémeas suinas com idade inicial de 105 dias
(66,15 + 0,14 kg), recebendo dietas experimentais a base de milho, farelo de
soja e farelo de trigo. Os animais foram divididos aleatoriamente em seis
tratamentos: dieta completa (T1), dieta sem suplemento micromineral-
vitaminico (T2), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico e com fitase
(T3), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 1/3 de fdosforo
inorganico e com fitase (T4), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico,
sem 2/3 de fésforo inorganico e com fitase (T5), dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem fésforo inorganico e com fitase (T6). O
experimento foi dividido em duas etapas; a primeira composta por 24 animais
que foram abatidos aos 150 dias (106,65 kg) e a segunda composta por 24
animais que foram abatidos aos 175 dias (123,87 kg). Foram avaliados: calcio
total, célcio i6nico, fosforo, relacdo calcio / fosforo, proteinas totais, albumina,
AST, GGT, ALP, uréia e creatinina no soro. Para isso, utilizaram-se um
analisador bioquimico automatico e reagentes comerciais. Os resultados
obtidos das analises do calcio total, calcio i6nico, fésforo, relagdo Ca:P
proteinas totais, albumina, AST, GGT , ALP, uréia e creatinina mostraram-se
dentro do intervalo de normalidade. A reducao do fésforo inorganico em dietas
suplementadas com fitase, ndo interferiram no metabolismo 6sseo. A retirada
do suplemento micromineral-vitaminico e a reducdo progressiva do fosforo
inorganico em dietas suplementadas com fitase ndo provocaram alteracfes
nas provas de funcdo hepética e renal. A restricio de microminerais e
vitaminas por 60 dias na fase de terminacdo ndo provocou alteracdes clinicas
nos animais.

Palavras-Chave: funcdo hepatica, funcéo renal e metabolismo 6sseo,



20

METABOLIC AVALUATIONS IN PIGS WITH MICRO MINERAL AND
VITAMINS WITHDRAWAL, INORGANIC PHOSPHORUS REDUCTION AND
PHYTASE SUPPLEMENTATION

ABSTRACT

The experiment aimed to evaluate the effects of diets without micro minerals
and vitamins, reduced inorganic phosphorus levels and phytase addition in
bone metabolism and renal and hepatic functions in finishing pigs. Forty eight
105-day old females were randomly allotted in six groups: standard diets (T1),
composed of corn, soybean meal and wheat meal; standard ration without
micro mineral and vitamin supplement (T2); T2 ration with phytase (T3) T2
ration reducing 1/3 of inorganic P with phytase (T4), T2 ration reduced 2/3 of
inorganic P with phytase (T5) and T2 ration with complete reduction of inorganic
P with phytase (T6). The experiment was carried out in two phases: phase 1: 24
animals slaughtered at 150 days of age (106,65 kg); and phase 2: 24 animals
slaughtered at 175 days of age (123,87 kg). The serum parameters evaluated
were: total and ionic calcium, phosphorus, calcium/phosphorus ratio, total
protein, albumin, AST, GGT, alkaline phosphatase, urea and creatinine. All
biochemical parameters were analyzed using commercial kits in an automatic
analyzer. The levels obtained for all analyzed parameters ranged within normal
established values for this species and age. Inorganic phosphorus decrease in
phytase-added diets did not interfere in bone metabolism. Vitamin and mineral
supplements withdrawal and progressive decrease of inorganic phosphorus and
phytase addition in diets of finishing pigs did not change hepatic or renal
function. Micro minerals and vitamin restriction for 60 days during finishing

phase in pigs did not lead to clinical changes.

Key words: bone metabolism, hepatic function, renal function.
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1. INTRODUCAO

Em dietas para suinos, compostas principalmente por milho e farelo de
soja, o fésforo (P) encontra-se, na sua maior parte, na forma de acido fitico,
indisponivel para monogastricos (TEJEDOR et al.,, 2001). Para promover a
disponibilizagdo do fésforo, a enzima fitase libera, além do fésforo, outros
nutrientes que formam complexos com o fitato (ADEOLA et al.,, 1995;
PETERSSON, 2001; LUDKE et al., 2002).

Diante da evidéncia clinica sugestiva de distarbios metabdlicos, os
niveis séricos de célcio e fésforo devem ser determinados, bem como a
concentracdo de proteinas totais (COLES, 1986). A determinacgdo da atividade
da fosfatase alcalina (ALP) no soro € de particular interesse na investigacéo da
doenca hepatobiliar e Ossea que mostram elevacbes moderadas na
osteomalacia e bastante elevadas no raquitismo (MOSS & HENDERSON,
1998).

O nivel de aspartato aminotransferase (AST) é indicador néo
especifico de lesdo hepatica, apesar de ocorrer em alta concentracdo nos
hepatocitos. Por outro lado, a determinacéo da atividade enzimatica da gama
glutamiltransferase (GGT) é melhor indicador, especialmente para lesdo aguda
do figado e dos ductos biliares (RADOSTITIS et al.,1994).

Podem-se observar drasticas alteracdes nos valores das proteinas
plasmaticas em hepatopatias e nefropatias (COLES, 1986; SILVERMAN &
CHRISTENSON, 1998). Nas |lesdes severas, especialmente as
parenquimatosas, a formacdo das proteinas plasmaticas é retardada e
qualquer fator que afete a sintese de albumina pode causar diminuicdo na
relacdo albumina/proteina (MULLEN, 1976).

Para WELTHON et al. (1998), a determinagdo de uréia sérica em
conjunto com a creatinina se fundamenta na determinacéo da localizagdo da
origem da azotemia.

Neste trabalho, avaliaram-se os efeitos da restricdo micromineral-
vitaminica na dieta com reducdo gradativa do P inorganico e adicdo de fitase

no metabolismo Gsseo, funcao hepética e renal de suinos em terminacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do
Departamento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias de Agosto a Outubro de 2004. O periodo experimental foi
dividido em duas etapas, uma composta por 24 fémeas abatidas aos 150 dias
com 106,65 kg de peso médio (35 dias de experimento) e outra por 24 fémeas
abatidas aos 175 dias com 123,87 kg de peso médio (60 dias de experimento).

Os animais foram alojados em galpdo de terminacdo com 24 baias
em alvenaria, piso compacto, dispostas em fila dupla com corredor central. Na
primeira fase, 48 fémeas suinas higidas de linhagem comercial, com 105 dias
de idade e 66,15 kg de peso médio, foram alojadas aos pares, permanecendo
durante sete dias em adaptacdo as novas condicbes experimentais. ApOs 0
abate de 24 animais aos 150 dias de vida, as 24 fémeas restantes foram
alojadas individualmente até os 175 dias de idade.

As marras foram divididas em seis tratamentos, dieta completa
(grupo controle); dieta sem suplemento micromineral-vitaminico (T2); dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico com fitase (T3); dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem 1/3 de fdsforo inorganico com fitase (T4); dieta
sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fosforo inorganico com
fitase (T5) e dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 3/3 de fésforo
inorganico com fitase (T6).

As dietas experimentais foram formuladas a base de milho, farelo de
soja e farelo de trigo com 16,7% de proteina bruta, 3.270kcal/kg de energia
metabolizavel, 0,82% de calcio, e para fésforo, 0,320, 0,320, 0,320, 0,254,
0,184, 0,115 para fésforo disponivel (%) e 0,513, 0,520, 0,520, 0,455, 0,387,
0,320 para fosforo total (%) para os seis tratamentos, respectivamente. A
mistura ocorreu na fabrica de racéo da Escola de Veterinaria da UFG seguindo
as exigéncias propostas por ROSTAGNO et al. (2000). O fornecimento de agua
e das dietas foi a vontade e o arracoamento efetuado duas vezes ao dia, as 8h
e as 17h.

A enzima fitase obtida por fermentacdo com fungos do grupo
Aspergillus niger (NATUPHOS 5000®, BASF NUTRICAO ANIMAL) foi
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incorporada as dietas experimentais na quantidade de 500 UF (unidades de
fitase)/kg, conforme proposto LUDKE et al. (2000).

As colheitas de sangue foram efetuadas imediatamente antes do
abate nas duas etapas experimentais. As amostras de sangue foram obtidas
por puncdo da veia cava cranial e processadas para obtencdo do soro
conforme MORENO et al. (1997). Para quantificacdo dos metabdlitos,
utilizaram-se reagentes comerciais Labtest® e as leituras efetuadas com
analisador bioquimico automético Bioplus® modelo BIO-2000IL-A. A atividade
enzimatica foi determinada com valor corrigido para 37°C.

Para metabolismo 0sseo, foram avaliados célcio sérico total, célcio
livre, fésforo inorganico e proteinas totais. O célcio livre foi calculado utilizando-
se formula derivada da equacéo original retirada do monograma de McLean-
Hastings de acordo com WEISSMAN & PILEGGI (1980).

mg Ca"" Livre/100mL = 6 (Ca Total) —(Pt / 3)
Pt+6

Onde:

Ca Total = mg de célcio total /100mL
Pt = g de proteina total /200mL

Ca'™ = mg de célcio livre/ 100mL

Para avaliacdo das fungfes hepatica e renal, foram determinadas as
concentragfes séricas das proteinas totais, da albumina e as atividades
enzimaticas da aspartato aminotransferase (AST), da gama glutamiltransferase
(GGT), da fosfatase alcalina (ALP) e as concentracdes séricas da uréia e da
creatinina.

Todos os animais eram semanalmente submetidos a avaliagéo

clinica conforme metodologia descrita por PLONAIT et al. (1997).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 6x2, testando-se os efeitos de seis tipos de dieta em duas
idades distintas, com quatro repeticdes por tratamento e/ou idade.

As variaveis célcio (Ca), calcio livre (Ca™), fésforo (P), relacéo
calcio/fosforo (Ca:P), proteinas totais (PT), alboumina (ALB), uréia e creatinina,
foram submetidas ao teste para a avaliagdo de normalidade (teste de Lilliefors),
e avaliacdo da homogeneidade de variancias (testes de Cochran e Bartlett).
Procedeu-se entdo a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste Student Newman Keuls. As variaveis AST, GGT, ALP
foram submetidas aos testes de normalidade e homogeneidade, constatando-
se auséncia de linearidade dos dados e submetidas a analise de variancia nédo
paramétrica e comparadas pelo teste Kruskal-Wallis, considerando p<0,05.

Para avaliar o conteudo dos diferentes analitos séricos, utilizaram-se
os valores de normalidade disponiveis na literatura para suinos, considerando-

se as condi¢des de manejo e a fase de terminacdo (Quadro 1).
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QUADRO 1-Intervalo de variacdo dos valores bioquimicos séricos compilados na literatura utilizados como parametros de

normalidade para avaliagdo dos animais deste estudo
AmEEE Uréia | Creatinin
Catotal | Calivre Ca:P P Pt.total | Albumina mmol/ a AST GGT ALP
mmol/L | mmol/L | mmol/L | mmol/L g/L g/L L ul/L ul/L ul/L
mmol/L
Autores
FRIENDSHIP et | 2,16 a 0,85 a 2,25 a 52 a 2,57 a 180 a
al. (1984) 202 | 192 | 096 | 344 | 83 | 17342 | g5y | 772165 116a67 ) _ 813
PRIKOSZOVITS | 2,80+ 0,94+ | 3,08+
211+57
& SCHUH (1995) 0,20 - 0,16 0,67 - - - - - -
MAKINDE et al. 3,10+ 2,40 + 257+
(1996) 0.20 1,24 1,29 0.4 7145 46 +5 _ 156 £ 3 34114 _ 116
RICO et al.
(2977) - - - - - - _ _ _ 3514 _
Intervalo de 2,16a|1,02a 0,78a| 2,25a 52 a 2,57 a 141 a
normalidade 3,30 | 1,24 1,29 3,44 gz | 19851 | g5y | 77al65 11646721249 g3
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi verificada interagao significativa entre tratamento e idade. Para
os valores médios obtidos para os diferentes analitos dosados relacionados ao
metabolismo 0sseo (Tabela 1), constatou-se que a concentracdo sérica média do
calcio total aos 150 dias, esteve entre 2,46 e 2,92 mmol/L. Aos 175 dias de idade

variou de 1,99 a 2,53 mmol /L, valores dentro da normalidade (Quadro 1).

TABELA 1-Calcio (Ca) total (mmol/L), calcio livre (mmol/L), fésforo (P)(mmol/L),
relacdo calcio / fésforo (mmol/L) séricos de suinos aos 150 e 175
dias submetidos a dietas restritivas em suplemento micromineral-
vitaminico e com niveis decrescentes de fésforo, com adicdo de
fitase. Médias e desvios padrdes por idade. Goiania, 2006.

Trat.* Idade/Dias Ca Total Ca Livre P Ca: P
- 150 2,728 0,97 3,04% 0,90%
175 1,99° 0,85 3,08 0,65°
150 2,69 0,97 2,79%4 0,97%®
1 175 2,27 0,86 3,19° 0,71°
150 2,51 0,91 2,62248 0,95°
13 175 2,28 0,85 3,24° 0,71
- 150 2,48 0,92 2,76" 0,91°
175 2,00 0,80 2,78 0,72
- 150 2,46 0,82 2,70248 0,92°
175 2,53 0,90 3,29" 0,78
6 150 2,92ba 1,10: 2,28° 1,28:A
175 2,43 0,94 2,70 0,91
Média/DP 150 2,63+0,41 0,95+0,20 2,70+0,31 0,99 +0,20
Media 175 225+0,33 0,87+0,12 3,05+0,37 0,75+0,13

* T1 (dieta completa), T2 (dieta sem microminerais e vitaminas), T3 (dieta T2 + fitase), T4 (dieta
T2, sem 1/3 fésforo inorganico + fitase), T5 (dieta T2, sem 2/3 de fésforo inorgénico + fitase),

T6 (dieta T2, sem fosforo inorganico + fitase)

Letras mailsculas (entre tratamentos) e mindsculas (entre idades) na mesma coluna diferem
(p<0,05) entre si (Student Newman Keuls)
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No tratamento controle (T1l), o calcio total e a relacdo Ca:P
apresentaram diferenca (p<0,05) entre as idades, mas estiveram dentro dos
limites de normalidade, este fato pode ser atribuido ao pequeno numero de
repeticbes por grupo (quatro animais), uma vez que variagdes organicas
individuais ndo sao diluidas em amostragem reduzida. O mesmo achado se
repetiu quando 100% de fésforo inorganico foi retirado (T6). A mesma diferenca
ocorreu para calcio livre e relacdo Ca:P, varidveis dependentes do valor do calcio
seérico.

A concentracdo sérica do fésforo aos 150 dias variou de 2,28 a 3,04
mmol/L, dentro do intervalo de normalidade (Quadro 1). A dieta com restricéo total
de fosforo inorgénico, apresentou o menor teor de P sérico em relacdo aos
demais tratamentos, no entanto esta diferenca foi significativa apenas para 0s
tratamentos que correspondem, respectivamente, a dieta controle (T1), dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico (T2) e dieta sem suplemento micromineral-
vitaminico sem 1/3 de fésforo inorganico com fitase (T4).

A relacdo Ca:P na dieta foi de 1,6:1 para a dieta completa (T1), para
dieta sem suplemento micromineral-vitaminico (T2) e para dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico e com fitase (T3). Para os animais que receberam dieta
sem 1/3 de fésforo inorganico com adicao de fitase (T4) a relacéo foi de 1,8:1. J&
para 0s animais que receberam dieta sem 2/3 de fosforo inorganico e adicionado
fitase (T5), a relacdo Ca :P foi de 2,1:1 e, finalmente, para os animais em que foi
retirado 100% do fésforo da dieta e adicionado fitase (T6) esta relacdo aumentou
para 2,5:1. Estas proporc¢des estao de acordo com o NRC (1998) e KATAREN et
al. (1993), entre 1,5:1 a 2,5:1 para crescimento e mineralizacdo 6ssea. Entretanto,
BEERS & JONGBLOED (1992) sugerem manter a relacdo Ca:P total entre 1,7:1 e
3:1 para garantir a melhor acdo da fitase. Neste estudo, a maior relacdo Ca:P
(2,5:1) foi observada na dieta completa sem suplemento micromineral-vitaminico,
sem fosforo inorganico com fitase (T6), onde também foi verificado o menor valor
para fosforo sérico. Resultados semelhantes foram descritos por KOCH et al.
(1985), LEI et al. (1993) e QIAN et al. (1996).

KOCH & MAHAN (1986) observaram que o aumento da relagcao Ca:P
na dieta resultou em declinio linear na concentracdo sérica de P aos 21 e 35 dias

de tratamento, enquanto a concentracao sérica de Ca aumentou, particularmente
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aos 21 dias. Situacdo semelhante foi encontrada quando 100% do fosforo foi
retirado da dieta com fitase (T6) e com 35 dias restricdo verificou-se maior valor
para Ca (2,92mmol/L) e menor valor (2,43mmol/L) com 60 dias de restricao,
enquanto a concentragcdo seérica do P foi de 2,28 e 2,70mmol/L para as duas
etapas respectivamente. De forma similar, SOMMERVILLE et al. (1985)
demonstraram que dietas pobres em fésforo provocam aumento do célcio sérico
em suinos. Para FOX et al. (1978), este efeito é explicado pelo aumento na
eficiéncia de absorcao de calcio intestinal, induzido pela deficiéncia de fésforo que
resulta em decréscimo na formacao 6ssea, com aumento da reabsorcéo de célcio
0sseo e renal.

LEI et al. (1993) constataram grande reducdo na habilidade da fitase
em disponibilizar o fésforo fitico em dietas com teores normais comparadas com
dietas com teores reduzidos de calcio em leitdes desmamados. Niveis de calcio
acima de 0,70% em pH 6,0 viabilizam a formacédo do fitato de célcio, complexo
inacessivel a fitase, devido a competicdo do calcio pelos sitios ativos da enzima
(MCKNIGHT, 1977; WISE, 1983; SELLE et al., 2000). Neste estudo, os niveis de
calcio na dieta foram de 0,82%, mas a concentracdo sérica de P esteve dentro
dos padrdes de normalidade para a faixa etaria, indicando que esse fendmeno
ndo deve ter ocorrido. BUHLER et al. (1998) afirmam que dietas suplementadas
com fitase ndo devem conter mais que 0,9% de célcio para suinos em
terminacdo. Estes autores sugerem que a relacdo Ca :P nestas dietas deve situar-
se entre 2,7:1a 3,5:1.

Para 60 dias de experimento, o fésforo sérico variou de 2,70 a 3,29
mmol/L, dentro dos limites de normalidade (Quadro 1). Nao foi observada
diferenca (p>0,05) entre os tratamentos. ENGSTRON et al. (1985) ressaltaram
que a hipofosfatemia manifesta-se progressivamente em dietas deficientes em
foésforo e a média minima de P inorgéanico no plasma foi atingida entre 34 e 41
dias. Neste experimento, apds 35 e 60 dias de restricdo com suplementacdo da
fitase, as concentracbes séricas de P estiveram dentro dos valores normais,
confirmando sua eficiéncia em disponibilizar o P fitico (MURRY et al., 1985;
ADEOLA et al., 1998; MATSUI et al., 2000).

Ha continuo intercambio de célcio e fosforo entre o sangue e 0S 0Sso0s,

sendo mais ativo nos 0ssos esponjosos. Quando a absorcéo intestinal € baixa, os
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niveis de fésforo na urina sdo reduzidos, ocorrendo aumento na reabsorcédo de
fésforo nos tubulos renais, chegando préximo a 99%, visando manter a
concentracdo do mesmo no sangue (MAYNARD & LOOSLI, 1974; CHURCH &
POND, 1977; MOREIRA et al., 2004). Pode-se inferir neste estudo que o0s
mecanismos homeostaticos associados a acao da fitase contribuiram para que os
valores do P séricos mantivessem-se dentro dos parametros de normalidade.

Considerando ainda o fésforo sérico, dieta sem suplementacao
micromineral-vitaminica sem a adicdo de fitase (T2), dieta sem suplementacao
micromineral-vitaminica, com a adicdo de fitase (T3) e dieta sem 2/3 de fosforo
inorganico mais fitase (T5) apresentaram diferenca (p<0,05) entre as duas idades
estudadas. Na dieta sem suplementacdo micromineral-vitaminica sem a adicédo de
fitase (T2) esta diferenca manifestou-se também na relacao Ca:P.

Os valores da relacdo Ca:P no soro variaram de 0,90 a 1,28mmol/L
para 0s animais abatidos aos 150 dias no tratamento que receberam dietas sem
fésforo inorganico (T6) e consequentemente, com maior relacdo calcio/fésforo na
dieta (2,5:1), apresentaram, quando comparados aos outros tratamentos, valores
maiores (p<0,05) embora dentro da amplitude de normalidade citada na literatura
(Quadro 1). Esta alteracdo era esperada por este tratamento apresentar menor
teor de P sérico com relacdo aos demais tratamentos. Para os animais com 175
dias de idade os valores da relacdo Ca:P variaram de 0,65 a 0,91mmol/L.

LOPES (1998) avaliou a cinética e fluxo biolégico do fosforo em suinos
e verificou que nos animais submetidos a dieta com menor nivel de P ocorreu
maior mobilizacdo do P de origem 60ssea para 0 sangue, sugerindo tratar-se de
mecanismo para manutencdo do nivel sérico de P. O autor afirma ainda que
ocorre aumento da saida do P dos tecidos moles (figado e rins) para contribuir
com a manutencdo dos niveis séricos deste mineral, bem como para o
desempenho de fungdes normais no organismo animal.

MOSS & HENDERSON (1998) relataram que as determinacfes da
fosfatase alcalina (ALP) no soro sdo de particular interesse na investigacdo da
doenca hepatobiliar e doenca 6ssea. Os niveis séricos dessa enzima mostram
elevacdes moderadas na osteomalacia, sendo que no raquitismo podem ser
observados niveis crescentes de duas a quatro vezes aos dos valores observados

em animais higidos. BOYD et al. (1984) observaram que dietas com baixos niveis
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de fésforo resultam em aumento da atividade da ALP. Neste experimento, 0s
valores séricos da atividade enziméatica da ALP permaneceram dentro do intervalo
de normalidade (Quadro 1). Apenas 0S animais que receberam ragdo sem
suplementacéo micromineral-vitaminica sem adicdo de fitase (T2) apresentaram
diferenca (p<0,05) entre as duas idades. Diante destes resultados, pode-se inferir
gue a enzima fitase foi eficiente em disponibilizar o P, uma vez que, apesar da
restricdo progressiva deste mineral nos tratamentos T4, TS5 e T6, a atividade
sérica da enzima permaneceu dentro dos parametros de normalidade.

Entretanto, em outros trabalhos utilizando fitase e determinacdo de
atividade sérica de ALP, os resultados descritos foram diferentes. YOUNG et al.
(1993) observaram diminuicdo da atividade da ALP com adicéo da fitase a dieta
de suinos jovens. LEI et al. (1993) e QIAN et al. (1996) observaram reducéo da
atividade desta enzima e aumento da concentracdo de P sérico com
suplementacao de fitase.

A retirada da suplementag&o micromineral-vitaminica ndo desencadeou
sinais clinicos de deficiéncias. McGLONE (2000) avaliou a retirada do suplemento
micromineral-vitaminico da dieta de suinos 30 dias antes do abate e também néo
encontrou efeitos negativos sobre a saude dos animais. Este autor sugeriu que as
reservas organicas destes nutrientes foram capazes de suprir as exigéncias
durante o experimento. No presente estudo, ndo se pode atribuir este fato a
capacidade da fitase em disponibilizar, além do fosforo, outros nutrientes que
formam complexos com o fitato, j& que no tratamento, onde foi retirada desta
suplementacao e nao foi adicionada a fitase (T2), os sinais de deficiéncia também
nao foram observados nem aos 60 dias de restricdo. Estes resultados sao
semelhantes aos descritos por PETER et al. (2001) que afirmaram que a
suplementacdo de Zn, Cu e Mn podem ser reduzidas ou eliminadas sem causar
alteracdes deletérias aos suinos na fase final de terminagéo (80 a 120 kg). Por
outro lado, SHELTON et al. (2005), estudando a adicédo de fitase em dietas para
suinos com e sem suplementacdo nas fases de creche, crescimento e
terminacdo, relataram somente sinais de deficiéncia nos animais na fase de
creche que receberam dietas sem suplementacao e sem fitase.

Os animais de todos os tratamentos, ao longo do periodo de estudo,

nao manifestaram sinais de claudicacdo ou aumento de volume das epifises
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O0sseas, paraqueratose, alteracdes no sistema respiratério que pudessem ser
creditados a supressdo micromineral/vitaminica, ou ainda a reducdo progressiva
do fésforo inorganico. Estas observacdes sdo semelhantes a resultados de
estudos anteriores de SOBESTIANSKY et al. (1991) e NUNES et al. (2002).
Segundo McGLONE (2000), a deficiencias de minerais e vitaminas levam
semanas ou até meses para produzir manifestacdes clinicas. Adicionalmente,
deve-se ressaltar que a unidade experimental deste estudo foi de dois animais
para os 150 dias e de um animal para os 175 dias. Nesta situacdo, os animais
foram menos expostos a condicdo normal de uma granja, onde os quadros de
estresse sdo mais acentuadas.

O resultado da determinacdo da atividade enzimatica da AST para os
animais com 150 dias variou de 24 a 51 UI/L e entre 23 e 34 UI/L para 175 dias
de idade (Tabela 2). Os valores obtidos também estiveram dentro dos valores de
normalidade (Quadro 1). A avaliacdo da concentracdo de AST no soro é utilizada
como indicador de lesdo hepéatica e/ou muscular (DUNCAN & PRASSE, 1982;
MEYER et al., 1995). No entanto, por ndo ser especifica para o tecido hepético, a
determinacao de outros parametros séricos que reflitam a integridade morfoldgica
e funcional do figado se faz necessaria para verificar a presenca de hepatopatia.
Por esta razdo determinaram-se concomitantemente outras enzimas séricas.

Para os animais com 150 dias de idade determinacdo da atividade
enzimatica da gama glutamiltransferase (GGT) variou de 35 a 43UI/L e entre 39 e
51UI/L para os animais com 175 dias (Tabela 2). Esta enzima € detectada
principalmente nas células dos ductos biliares. Desta forma, lesbes no epitélio
biliar e desordens colestaticas resultam no aumento da sua atividade no soro
sangiineo em todas as espécies estudadas (PEARSON, 1993). Apesar de ser
encontrada em outros tecidos, o aumento da atividade dessa enzima no soro €
sempre de origem hepéatica e/ou biliar (HOFFMANN et al., 1989; FRENCH et al.,
1999). Os valores médios observados neste experimento estdo dentro da
normalidade (Quadro 1), confirmando a auséncia de lesdo hepatica cronica ou

doenca biliar ativa.
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TABELA 2-Proteinas totais (g/L), albumina (g/L), AST(UI/L),GGT(UI/L),
ALP(UI/L) séricos de suinos aos 150 e 175 dias submetidos a dietas
restritivas em suplemento micromineral-vitaminico e com niveis
decrescentes de fosforo, com adicdo de fitase. Médias e desvios
padrdes por idade. Goiania, 2006.

Tratamento Idade/Dias Prot.Totais Albumina AST GGT ALP
150 80?2 37 34 43 48
T1 e
175 57 30 26 47 51
2 150 79 34 51 40 282
175 71 29 24 41 19°
150 75 282 31 35 45
T3 AB b
175 72 40 24 45 35
150 76 41 31 38 50
T4 5C
175 63 36 34 45 34
150 81 30 37 38 49
T5 A
175 78 30 25 39 43
150 762 37 24 38 47
T6 bAB
175 70 36 23 51 42
Média/ DP 150 78+7 3519 34+15 39+10 44+12
Média/ DP 175 69+9 3348 26+11 45+14 37417

T1 (dieta completa), T2 (dieta sem microminerais e vitaminas ), T3 (dieta T2 + fitase), T4
(dieta T2, sem 1/3 fésforo inorganico + fitase), T5 (dieta T2, sem 2/3 de fésforo inorganico
+ fitase), T6 (dieta T2, sem fdsforo inorgéanico + fitase)

AST GGT ALP - minusculas diferentes (entre idades) ha mesma coluna diferem (p<0,05)
entre si (Kruskal-Wallis)

Demais variaveis - letras mailsculas diferentes (entre tratamentos) e minusculas diferentes
(entre idades) na mesma coluna diferem (p<0,05) entre si (Student Newman Keuls)

O resultado da determinacédo da atividade enzimatica da ALP aos 150
dias de idade variou de 28 a 50 UI/L e entre 19 e 51UI/L aos 175 dias (Tabela
2). Estes valores médios estiveram dentro da amplitude de variacdo dos valores
de normalidade (Quadro 1) e confirmam a auséncia de lesdes hepéticas. E
oportuno salientar que as dosagens da GGT e ALP sao empregadas no
diagnéstico diferencial entre doencas hepatobiliares e 0ssea.

A concentracdo de proteinas totais apresentou variacdo para os 150

dias de idade de 75 a 81g/L e de 57 a 78g/L para os 175 dias. A concentracao
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de albumina variou para os 150 dias de 28 a 41g/L e para os 175 dias entre 29
e 40g/L. Estes valores médios observados, tanto para proteinas totais quanto
para a albumina, nas duas fases estudadas, estdo dentro dos valores de
normalidade (Quadro 1). Esses resultados associados as provas enzimaticas
negativas reafirmam a auséncia de hepatopatias, uma vez que, de acordo com
COLES (1986), alteracdes nos valores das proteinas plasmaticas ocorrem em
associacdo com hepatopatias e nefropatias.

Neste estudo a concentracdo sérica de proteinas totais aos 175 dias
para a dieta completa (T1) apresentou menor valor (p<0,05) em relagéo a todos
os tratamentos, exceto para a dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem
1/3 de fésforo inorganico e com fitase (T4). No tratamento dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fésforo inorganico e com fitase (T5) verificou-
se a maior concentracdo sérica de proteinas totais, sendo que este valor diferiu
(p<0,05) dos tratamentos T1 e T 4.

Na dieta completa (T1l), com a progressdo da idade, observou-se
reducdo (p<0,05) na concentracdo de proteinas totais. Esta observacdo também
se repetiu na dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem fdsforo
inorganico e com fitase (T6).

Considerando ainda a progressado da idade, constatou-se aumento
(p<0,05) da concentracdo sérica de albumina na dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico e com fitase (T3) entre as duas idades.

O valor médio da globulina sérica apresentou variacao de 35 +11 a 56
*+ 9g/L aos 150 dias de idade e entre 27 a 48g/L para 175 dias. Esta amplitude
esta dentro da variacdo considerada normal encontrada na literatura.
FRIENDSHIP et al. (1984) encontraram valores entre 25 a 35g/L em suinos de
terminacdo e o CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE (1993) cita valores
entre 53 a 64 (59 £ 6g/L).

A mensuracdo da uréia no soro é feita para avaliar funcao renal, no
entanto, pode apresentar-se diminuida em associacdo a faléncia hepatica e
anomalias congénitas do sistema porta. O nivel de uréia pode estar alto com um
aumento no consumo dietético de proteina, colapso catabdlico ou hemorragia no
interior do trato gastrintestinal (MEYER & HARVEY, 1998).
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Para os 150 dias de idade o valor médio encontrado para concentracao
de uréia apresentou variacdo de 3,58 a 5,04mmol/L e variou entre 4,08 e
5,45mmol/L aos 175 dias (Tabela 3) estando dentro dos padrdes de normalidade
(Quadro 1). Apenas no tratamento submetido a dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fésforo inorganico e com fitase (T5) ocorreu
diferenca (p<0,05) entre as etapas, caracterizando um aumento desta
concentracdo sérica com a progressao da idade.

JOHNSTON et al. (2004) relataram aumento da concentragcédo
plasmatica de uréia em suinos alimentados com dietas com baixos niveis de Ca e
P e suplementadas com fitase. Os autores atribuiram este fato a maior
disponibilizagcdo de proteinas pela fitase, gerando excesso de aminoacidos,
aumentando a desaminacao e, consequentemente, aumentando a formacao de
uréia. No presente estudo néo foi confirmada esta constatacéao.

Para a creatinina sérica, o valor médio encontrado apresentou variagao
de 150 £ 14 a 180 + 21mmol/L aos 150 dias e entre 164 + 31 e 185 + 18mmol/L
para os 175 dias (Tabela 3), dentro do intervalo de normalidade (Quadro 1).
Apenas a dieta completa sem suplemento micromineral-vitaminico e com fitase
(T3) apresentou diferenca (p<0,05) com aumento da concentracdo da creatinina
com a progressao da idade. De acordo com COLES (1986), a creatinina deve ser
analisada em conjunto com a uréia por ndo sofrer influencia do metabolismo das
proteinas.

Em todas as espécies mamiferas, a creatinina tem passagem livre pelos
glomérulos e aparece no filtrado glomerular e no plasma com a mesma
concentragdo (FINCO, 1998). Os niveis ndo se alteram acima do normal até que
60 a 75% dos néfrons estejam destruidos (RADOSTITIS et al.,, 1994). A
observacdo dos valores médios tanto da concentracdo sérica de uréia como da
creatinina, permite inferir que estes estdo dentro da normalidade (Quadrol), e
indicam auséncia de nefropatia. Desta forma, pode ser observado que a retirada
dos microelementos, a retirada progressiva do fésforo inorganico e a adicdo de
fitase ndo interferiram negativamente no funcionamento hepatico e renal. Pode-se
também considerar que a toxicidade da fitase € minima, o que foi confirmado por
MATSUI et al. (2000).
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TABELA 3 - Uréia (mmol/L) e creatinina (mmol/L) séricos de suinos aos 150 e
175 dias submetidos a dietas restritvas em suplemento
micromineral-vitaminico e com niveis decrescentes de fésforo, com
adicao de fitase. Médias e desvios padrdoes por idade. Goiania,

2006.
TRATAMENTO IDADE/DIAS UREIA CREATININA
150 4,45 151
T1
175 4,25 174
150 3,91 160
T2
175 5,45 164
150 4,70 150?
T3 5
175 4,62 185
150 3,79 171
T4
175 4,08 185
150 3,58% 151
T5 -
175 5,04 178
150 5,04 180
T6
175 5,37 170
Média/ DP 150 4,25 +1,08 160 +24
Média/ DP 175 4,80 +0,96 176 +22

T1 (dieta completa), T2 (dieta sem microminerais e vitaminas ), T3 (dieta T2 + fitase), T4
(dieta T2, sem 1/3 fésforo inorganico + fitase), T5 ( dieta T2, sem 2/3 de fésforo
inorganico + fitase), T6 (dieta T2, sem fésforo inorganico + fitase)

Letras minusculas diferentes (entre idades) ha mesma coluna diferem (p<0,05) entre si
(Student Newman Keuls)

4. CONCLUSAO

A suplementagdo com 500 FU/kg de fitase em dietas formuladas a
base de milho, farelo de soja e farelo de trigo para suinos em terminacao
mostrou-se eficiente na disponibilizacdo do P fitico com 35 e 60 dias de restricdo
total de fosforo inorganico e de suplementos microminerais e vitaminicos, uma
vez que ndo provocou alteragdes clinicas, ndo interferiu no metabolismo 0sseo e

nas provas de funcdo hepatica e renal nos animais.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO HISTOLOGICA DE FIGADO, RIM, TIREOIDE,
PARATIREOIDE E OSSO DE SUINOS EM TERMINACAO SUBMETIDOS A
RESTRICAO DE FOSFORO INORGANICO, MICROCROMINERAIS E
VITAMINAS E SUPLEMENTADOS COM FITASE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar histologicamente figado, rim, tiredide,
paratiredide e o0sso metacarpo de suinos submetidos a restricbes de
microminerais, vitaminas e fosforo, e suplementados com a enzima fitase em dois
periodos de restricdo. Foram utilizadas 48 fémeas suinas com idade inicial de 105
dias (66,15 + 0,14kg), recebendo dietas experimentais a base de milho e farelos
de soja e trigo. Os animais foram agrupados aleatoriamente em seis tratamentos:
dieta completa (T1); dieta completa sem suplemento micromineral-vitaminico (T2);
dieta sem suplemento micromineral-vitaminico e com fitase (T3); dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico, sem 1/3 de fosforo inorganico e com fitase
(T4); dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fosforo
inorganico e com fitase (T5); dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem
foésforo inorganico e com fitase (T6). O experimento foi executado em duas
etapas, sendo a primeira composta por 24 animais, restricdo de 35 dias e abate
aos 150 dias (106,65 kg) e, a segunda, composta por 24 animais, restricao de 60
dias e abate aos 175 dias (123,87 kg). No momento do abate foram colhidos
fragmentos de figado, rim, tiredide, paratiredide e osso metacarpiano de cada
animal dos diversos tratamentos. Todos os fragmentos foram fixados em solucéo
de formol tamponado a 10% e corados por hematoxilina e eosina. A coloracédo de
tricromico de Mallory foi empregada nas amostras Osseas. Ao exame
histopatolégico dos rins foram constatados 37 animais com nefrite intersticial
(77%). A histopatologia hepatica foi observado discreto infiltrado inflamatério
mononuclear de distribuicdo predominantemente focal em 15 animais (31,25%).
Os tratamentos preconizados nao provocaram alteracdes histolégicas nas
glandulas paratiredide e tiredide. A microscopia dos 0ssos metacarpianos foi
observada discreta osteocondrose em animais dos diferentes tratamentos e fases.
Entretanto, durante o periodo experimental ndo foram observadas quaisquer
alteracbes clinicas relacionadas a doencas metabdlicas o6sseas ou a
osteocondrose. Ainda, frente aos resultados, concluiu-se que a fitase foi eficiente
em disponibilizar o fésforo fitico da dieta, uma vez que ndo foram observadas
lesbes 6sseas macro e microscopicas caracteristicas de deficiéncia de fosforo.

Palavras-Chave: alteracdes histopatologicas, fitase, restricdo de fésforo, suinos.
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HISTOLOGICS AVALUATIONS OF LIVER, KIDNEY, THYROID, PARATHYROID
AND METACARPIAN BONE OF FINISHING PIGS WITH MICRO MINERAL AND
VITAMINS WITHDRAWAL, INORGANIC PHOSPHORUS REDUCTION AND
PHYTASE SUPPLEMENTATION

ABSTRACT

The present experiment aimed to evaluate histological changes in hepatic, renal,
thyroid, parathyroid and metacarpian bone tissues of pigs submitted to diets
without micro minerals and vitamins, reduced inorganic phosphorus levels and
phytase addition in two restriction times. Forty eight 105-days old (66,15+0,14 kg)
female pigs were received experimental diets with corn, soybean and wheat. The
animals were randomly distributed in six groups: standard diets (T1), composed of
corn, soybean meal and wheat meal; standard ration without micro mineral and
vitamin supplement (T2); T2 ration with phytase (T3) T2 ration reducing 1/3 of
inorganic P with phytase (T4), T2 ration reduced 2/3 of inorganic P with phytase
(T5) and T2 ration with complete reduction of inorganic P with phytase (T6). The
experiment was carried out in two phases: Phase 1, 24 animals, 35 days of
restriction and slaughter at 150 days of age (106,65 kg), and Phase 2, 24 animals,
60 days of restriction and slaughter at 175 days of age (123,87 kg). At slaughter,
samples of liver, kidney, thyroid, parathyroid and metacarpian bone were collected
from all animals. The samples were fixed in 10% buffered formaldehyde and
stained by hematoxilin and eosin. The Mallory’s trichrome stain was used in bone
sections. Kidney histopathological evaluation showed interstitial nephritis in 37
animals (77%). Mononuclear inflammatory infiltrated was observed focally on liver
of 15 animals (31,25%). Treatments didn’t promote histopathological changes in
thyroid and parathyroid glands. The metacarpian bone microscopy showed
osteochondrosis in animals of different treatments and phases. However, in
experimental time, clinic signs of bone metabolic disease and osteochondrosis
were not verified. Phytase addition was efficient to provide phytic phosphorus in
the diet, since no macro or microscopic lesions characterizing phosphorus
deficiency in the bone samples were present.

Keywords: phytase, phosphorus restriction, histopathologic changes, pigs.
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3.1 INTRODUCAO

Uma adequada nutricdo é fundamental para a viabilidade econémica e
ambiental na producéo suinicola. Animais alimentados corretamente tém melhor
desenvolvimento e excretam menos residuos minerais em seus dejetos REESE &
MILLER (2006).

A alimentacdo de suinos tem custos elevados, chegando a representar
cerca de 70% dos gastos nesta atividade. Desta maneira, a retirada dos
suplementos minerais e vitaminicos pode representar uma pratica vantajosa na
producao de suinos (NUNES, 2000; FURTADO, 2003; OLIVEIRA, 2006).

O fésforo, adicionado as racoes, representa 1,0% a 1,5% das despesas
totais com a alimentacao dos suinos. Existem varios fatores que interferem na sua
absorcéo e a quantidade aproveitada pelo animal depende do nivel de fésforo na
dieta, da fonte do mesmo, da relacdo Ca:P na dieta, do pH intestinal e de outros
elementos minerais que sdo antagbnicos a absorcdo e utilizacdo de fdsforo
(FIGUEIREDO et al., 2001).

A adicdo da enzima fitase a racdo permite melhor aproveitamento de
nutrientes, incrementando a utilizacdo do fosforo, dos aminoécidos e da energia e
representa economia significativa no custo final da formulacdo das racbes
(REBOLLAR & MATEQS, 1999).

O fosforo € nutriente essencial em varios processos metabdlicos dos
animais. Sabe-se que 80% sdo encontrados nos 0ssos, que ndo funcionam
apenas como elementos estruturais, mas também como local de estoque deste e
de outros minerais, 0s quais para atender as necessidades do organismo podem
ser mobilizados quando a ingestdo é inadequada. Assim, consumindo dietas
deficientes, os suinos irdo mobilizar fosforo dos ossos, podendo representar risco
potencial as doencas metabdlicas 6sseas (ENDRES & RUDE, 1998; PENZ &
VIOLA, 1998).

De acordo com ENGSTRON et al. (1985), a hipofosfatemia se
manifesta em suinos submetidos a dietas deficientes em fosforo em torno dos 34
a 41 dias. Com base nesta informacao, alguns experimentos foram desenvolvidos
para avaliar a cinética e o fluxo bioldgico do fésforo no organismo animal, os quais

demonstraram a capacidade do organismo em promover a reabsorcéo de fésforo
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0sseo, destinado a equilibrar o nivel sérico desse mineral. (LOPES, 1998; LOPES
et al.,, 1999, VELOSO et al., 1999; FIGUEIREDO et al., 2000; MOREIRA et al.,
2004).

Contudo, MOREIRA et al. (2004) relataram menor mobilizacdo de
fésforo nos 0ssos que nos rins, sugerindo que estes sdo os locais de maior
intercambio do fosforo com o plasma e os fluidos intersticiais. Desta forma, o
tecido 0sseo, apesar de ser um dos locais de maior mobilizagdo de fésforo,
apresenta valor inferior aos demais tecidos, demonstrando que as trocas entre as
células 6sseas com o plasma sao mais lentas.

A capacidade do organismo em promover a homeostase do fésforo em
periodos de até 41 dias de restricdo, aliado ao curto periodo da fase de
terminacdo, motivou alguns pesquisadores a avaliar a reducdo do fdésforo
inorganico em dietas de suinos nesta fase (CROMWELL et al., 1993; HARPER et
al., 1997; MAVROMICHALIS et al.,, 1999; FURTADO, 2003; OLIVEIRA, 2006).
Estes autores demonstraram ndo haver alteracbes no desempenho, qualidade de
carcaca, mineralizacdo Ossea, além de observarem reducdo na excrecdo de
fosforo fecal.

No entanto, pouco se conhece sobre os efeitos destas modificacfes na
composicao das dietas para suinos junto aos diferentes tecidos organicos. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar possiveis alteracdes histoldgicas do
figado, rim, tiredide, paratiredide e 0sso, de suinos submetidos a restricbes de
microminerais, vitaminas e fosforo e suplementados com a enzima fitase em

periodos de restricdo de 35 e 60 dias.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do
Departamento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias, no periodo de agosto a outubro de 2004, sendo executado em
duas etapas. A primeira composta por 24 fémeas abatidas aos 150 dias com
106kg + 0,6, de peso médio (35 dias de experimento) e a segunda composta por
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24 fémeas abatidas aos 175 dias com 123kg + 0,8 de peso médio (60 dias de
experimento).

Os animais foram alojados em galpao de terminacdo com 24 baias em
alvenaria, piso compacto, dispostas em fila dupla com corredor central. Na
primeira fase, 48 fémeas suinas higidas de linhagem comercial, com 105 dias de
idade e 66,15 + 0,14kg de peso médio, foram alojadas aos pares, permanecendo
durante sete dias em adaptacdo as novas condi¢cdes experimentais. Apds o abate
de 24 animais aos 150 dias de vida, as 24 fémeas restantes foram alojadas
individualmente até completarem 175 dias de idade.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6x2, testando-se os efeitos de seis tipos de dieta em duas idades distintas,
com quatro repeticdes por tratamento e/ou idade.

As marras foram divididas em seis tratamentos, dieta completa, grupo
controle (T1); dieta sem suplemento micromineral-vitaminico (T2); dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico com fitase (T3); dieta sem suplemento
micromineral-vitaminico, sem 1/3 de fosforo inorganico com fitase (T4); dieta sem
suplemento micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fosforo inorganico com fitase
(T5) e dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 3/3 de fdosforo
inorganico com fitase (T6).

As dietas experimentais foram formuladas a base de milho, farelo de
soja e farelo de trigo com 16,7% de proteina, 3.270kcal’kg de energia
metabolizavel, 0,82% de célcio, e para fosforo, 0,320, 0,320, 0,320, 0,254, 0,184,
0,115 para fésforo disponivel (%) e 0,513, 0,520, 0,520, 0,455, 0,387, 0,320 para
fésforo total (%) para os seis tratamentos, respectivamente. A mistura ocorreu na
fabrica de racdo da Escola de Veterinaria da UFG, seguindo as exigéncias
propostas por ROSTAGNO et al. (2000). O fornecimento de agua e das dietas foi
a vontade e o arragcoamento efetuado duas vezes ao dia, as 8h e as 17h.

A enzima fitase obtida por fermentacdo com fungos do grupo
Aspergillus niger (NATUPHOS 5000°, BASF NUTRICAO ANIMAL) foi incorporada
as dietas experimentais na quantidade de 500UF (unidades de fitase)/kg,
conforme proposto LUDKE et al. (2000).

O abate foi realizado em frigorifico com Servigo de Inspecédo Federal

(SIF), onde fragmentos de figado, rim, tiredide, paratiredide e 0sso metacarpo
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foram colhidos de cada animal dos diversos tratamentos, sendo 0s mesmos
fixados em formol a 10% tamponado (LUNA, 1968; SANTOS & MELLO, 1986).
Apoés fixacdo, os fragmentos do osso metacarpo foram descalcificados sob vacuo
moderado, em &cido formico a 10% e tamponado com citrato de so6dio em pH 4,5.
Ap6s a laminacdo, os cortes foram corados pela técnica de rotina com
hematoxilina e eosina (HE) (LUNA, 1968; BANCROFT & STEVENS, 1996).
Fragmentos selecionados foram corados pela técnica tricrobmico de Mallory
(BEHMER et al., 1976).

Para leitura das laminas, foi utilizado microscopio oOptico de campo
claro, marca Carl Zeiss® , modelo Jenaval. O processamento histolégico foi
realizado no Laboratério de Histopatologia do Setor de Patologia Animal da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

As alteracdes microscopicas observadas nos rins foram classificadas
de acordo com critérios descritos por CONFER & PANCIERA (1998) e JONES

(2000), modificados para este estudo, conforme apresentado no Quadro 1.

QUADRO 1 - Classificagdo microscopica de nefrites intersticiais

Tipos Descrigédo

Focal Infiltrado inflamatério em uma Unica area, podendo localizar-se
tanto na cortical, juncdo cortico-medular e medular renal

Multifocal Infiltrado inflamatério em varias areas, podendo localizar-se tanto
na regido cortical, a juncéo cortico-medular e a medular renal

Difusa Infiltrado inflamatdrio extenso acometendo a regido da cortical,
juncédo cortico-medular, medular e pelve renal

* Quadro modificado segundo critérios propostos por CONFER & PANCIERA (1998),
JONES (2000)

Para a avaliacdo das lesdes da placa epifisaria consideraram-se as
seguintes varidveis histomorfoldgicas: desorganizacdo das colunas de
condrdcitos, fissuras verticais, estrias eosinofilicas (necrose), separacgéo fisial e
fratura vertical da cartilagem, sendo as lesGes classificadas através de escore
numeérico em normal (0), discreta (1 a 5), moderada (5 a 10) e acentuada (> 10),

considerando a soma total dos valores atribuidos a cada variavel.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental ndo foram observadas quaisquer
alteracbes clinicas nos animais dos diferentes tratamentos. Contudo, dentre os
fragmentos de rim colhidos dos 48 animais, 37 (77%) apresentaram nefrite
intersticial, sendo que destes, 20 (54%) foram de distribuicdo focal e 17(46%)
multifocal, com discreto infiltrado predominantemente linfoplasmocitario
observado em ambas as formas de nefrite (Figura 1), de acordo com os critérios

descritos no Quadrol.

o

FIGURA 1- Fotomicrografias de rim suino. A) Infiltrado inflamatério mononuclear
perivascular (T1). HE, 12,5x. B) Infiltrado inflamatério mononuclear
intersticial e periglomerular (T6). HE, 12,5x

A distribuicdo dos animais com nefrite de acordo com o tratamento e
classificacao histoldgica esta apresentada na Figura 2.
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FIGURA 2 — Distribuicdo dos animais com nefrite de acordo com o tratamento e
classificacéo histolégica (n=37)

Vale ressaltar que ndo foram observadas alteracdes macroscoépicas
renais e, portanto, tais 6rgdos nao foram condenados pelo Servico de Inspecao
Federal (SIF). Estes resultados assemelham-se aos de HINSCHING (2003) que
encontrou 72% de lesGes compativeis com nefrite intersticial em rins de suinos
nao condenados pelo SIF. WILSON et al. (1972), NEVES (1985), FABBI et al.
(1991) e DROLET et al. (2002) confirmam que a incidéncia de nefrite intersticial
em suinos é relativamente comum. RUNNELLS et al. (1980), acrescentam que
além da espécie canina que apresenta alta incidéncia de nefrite intersticial, as
espécies mais susceptiveis sdo a suina e felina. Entretanto CONFER &
PANCIERA (1998) afirmam que infiltrados inflamatérios renais ndo estdo
necessariamente associados a insuficiéncia renal, podendo ainda ndo determinar
alteracdes clinicas.

Assim, os achados de nefrite intersticial discreta que foram observados
na maioria dos animais dos diferentes tratamentos ndo estdo relacionados ao uso
da fitase ou a restricdo micromineral-vitaminica, visto que a nefrite € um achado
comum na espécie suina (WILSON et al., 1972; NEVES 1985; FABBI et al., 1991;
DROLET et al., 2002). Constatou-se ainda, que a presenca de discreto infiltrado
inflamatorio focal ou multifocal ndo resultou em disfuncdes renais, corroborando
as descricoes de CONFER & PANCIERA (1998).
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Ao exame microscopico do figado de 15 (31,25%) animais dos
diferentes tratamentos, observou-se discreto infiltrado inflamatdério mononuclear

de distribuicdo predominantemente multifocal em 9 (60%) animais, sendo esta

comumente observada na zona 1. (Figura 3).

FIGURA 3 — Fotomicrografias de figado suino. A) Discreto infiltrado inflamatorio
mononuclear focal (T1). HE, 25x. B) Infiltrado inflamatorio
mononuclear periportal (T6). HE, 12,5x

A distribuicdo das lesdes hepaticas entre os animais dos tratamentos

preconizados e a classificacao histologica estdo descritas na Figura 4.

T1 T2 T3 T4 T5 T6

M Infiltrado inflamat6rio ®m Focal  Multifocal

FIGURA 4 — Distribuicdo dos animais com infiltrado inflamatério hepatico de
acordo com o tratamento e classificagé@o histologica (n=15)

De acordo com MACLACHLAN & CULLEN (1998), somente lesbes que
afetam grande extensdo do parénquima hepatico poderdo produzir sinais de

insuficiéncia, visto que lesbes focais raramente comprometem quantidades
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suficientes de paréngquima que ultrapassem as reservas hepaticas. Neste estudo,
as alteracdes observadas nos 15 animais estavam presentes em animais de
todos os tratamentos, demonstrando que a suplementacdo com a enzima fitase e
a restricdo de fésforo, microminerais e vitaminas néo interferiu de forma decisiva
no orgao, a semelhanca do resultado observado no exame renal acima descrito.
Esta afirmacdo esta em consonancia com o observado por MATSUI et al. (2000)
que demonstram que a utilizacdo de altos niveis de fitase em racbes nédo
provocou efeito toxico.

Durante o periodo experimental ndo foram observadas quaisquer
alteracbes clinicas que pudessem ser relacionadas a doencas metabdlicas
0sseas ou a osteocondrose, como claudicacdo, dificuldade de locomocdo ou
aumento de volume das epifises 6ésseas. Entretanto, ao exame microscépico dos
0SS0S metacarpianos observaram-se lesées compativeis com osteocondrose em
grau discreto em animais de todos os tratamentos nas duas idades estudadas.

Em trés animais de cada idade observaram-se les6es compativeis com
osteocondrose moderada na placa epifisiria do o0sso metacarpo, que
corresponderam aos animais que receberam dieta sem suplemento micromineral-
vitaminico com fitase (T3), dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem
2/3 de fosforo inorganico com fitase (T4) e dieta sem suplemento micromineral-
vitaminico, sem fosforo inorganico com fitase (T6) aos 150 dias. Ja aos 175 dias,
estas alteracbes estiveram presentes nos animais dos grupos controle (T1), dieta
sem suplemento micromineral-vitaminico, sem 2/3 de fésforo inorganico com
fitase (T5) e dieta sem suplemento micromineral-vitaminico, sem fosforo

inorganico com fitase (T6) (Tabela 1).
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TABELA 1 — Distribuicdo dos animais com osteocondrose na placa epifiséria
do osso metarcapiano de acordo com o tratamento, idade e
intensidade da lesdo (n=48). Goiania, 2006.

Tratamentos — 150 dias

Intensidade T1 T2 T3 T4 T5 T6 Total
Normal 2 1 - - - - 3
Discreta 2 3 3 3 4 3 18
Moderada - - 1 1 - 1 3
Acentuada - - - - - - 3
Tratamentos — 175 dias
Intensidade T1 T2 T3 T4 T5 T6
Normal 2 - 2 - - - 4
Discreta 1 4 2 4 3 3 17
Moderada 1 - - - 1 1 3
Acentuada - - - - - - -

As alteracdes histopatologicas observadas na placa de crescimento
resumiram-se em fraturas trabeculares metafisarias, linhas de deslocamento
abrupto na placa de crescimento, estrias eosinofilicas, fissuras no interior da
cartilagem, desorientacao de células cartilaginosas e desorganizacdo do padrdo
de crescimento cartilaginoso (Figura 5), que compreendem alteracdes similares
as descritas por DEWEY et al. (1993), sendo caracteristicas de lesdes inicias de
osteocondrose em suinos jovens. Contudo, a ocorréncia de osteocondrose no
0SS0 metacarpiano possivelmente ndo constituiu efeito direto do tratamento, mas
da propria precocidade dos animais geneticamente melhorados, uma vez que a
lesdo foi diagnosticada em animais de todos os tratamentos, inclusive nos do
grupo controle e naqueles onde ndo houve restricdo de fésforo (T2 e T3).

Tal afirmacao também tem suporte no estudo conduzido por DOIGE &
WEISSBRODE (1998), os quais afirmam que padrdes irregulares de ossificacao
endocondral sdo de ocorréncia comum noOS sSuinos e gue a maioria passa
despercebida. Segundo HILL (1985), a osteocondrose pode fazer parte do padréao
usual de crescimento da cartilagem dos suinos modernos, uma vez que estas
lesbes sdo frequentemente encontradas em leitdes a partir 12 dias de idade.
Ainda, DEWEY, et al. (1993) encontraram 94% de lesBes histologicas
caracteristicas de osteocondrose em suinos de abate, nimero préximo ao

constatado neste estudo que foi de 85,4%.
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FIGURA 5 — Fotomicrografias da placa epifisaria do osso metacarpo suino. A e B)
Histologia normal. C e D) Osteocondrose discreta. Observar estrias
eosinofilicas (seta) e desorganizacdo das colunas de condrdcitos
(campo pontilhado). E e F) Osteocondrose moderada. Notar fraturas
verticais na cartilagem (seta pontilhada). HE 12,5x - Colunas a
esquerda; Tricromico de Mallory 12,5x — Colunas a direita

““.'_l.:'a---
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KAANTEE (1983), em estudo de lesdes microscopicas tipicas de
osteocondrose na cartilagem metafisaria de suinos na fase de terminacéao, avaliou
o efeito de diferentes relagbes Ca:P na dieta sobre o tecido ésseo encontrando
osteocondrose em todos os tratamentos, porém, com menor intensidade nos
animais dos grupos que receberam racdes com relacdo Ca:P adequada, sendo
tais achados semelhantes aos do presente experimento, visto que a lesédo foi
observada em suinos dos diferentes tratamentos, contudo, em menor intensidade
e numero de animais, conforme demonstrado na Tabela 1.

Apesar disso, ndo € possivel afirmar sobre a interferéncia direta das
dietas na génese das lesdes désseas observadas, visto que a osteocondrose
compreende uma osteocondropatia de carater multifatorial, onde variaveis como,
trauma, hereditariedade, velocidade de crescimento e isquemia devem ser
consideradas no desencadeamento da doenca (EKMAN & CARLSON, 1998).
ORTH (1999) comenta que 0s avancos has areas da genética e nutricdo durante
0 século XX resultaram em melhores taxas de crescimento para animais
domésticos. Entretanto, um inconveniente foi o aumento da prevaléncia de
problemas de crescimento dos 0ssos longos, resultando em osteocondrose.

De acordo com DEWEY (2006), o estresse mecanico sobre a
cartilagem imatura causa disturbios circulatorios na juncéo osteocondral, os quais
contribuem para as lesdes de discondroplasia nos suinos pesados. As alteracdes
da placa de crescimento ocorrem quando esta € deslocada pelas estrias
eosinofilicas ocorrendo o fechamento da placa por unidades ésseas da epifise e
da metafise. Segundo YTRESHUS (2004), estudos sobre a ocorréncia de
osteocondrose espontanea em suinos indicam que as lesdes subclinicas séo
caracterizadas por areas de condronecrose associadas a nao perfusao dos canais
da cartilagem, e que em estudos experimentais, onde o tecido cartilaginoso foi
privado de fonte vascular, as lesdes induzidas foram similares as de origem
espontanea. Assim, as alteracfes constatadas na placa epifisaria dos animais
deste estudo também podem ter sido estimuladas por fatores vasculares, como
ma perfusdo, ndo sendo prudente atribui-las diretamente as dietas testadas neste
delineamento.

No exame histopatoldgico da glandula paratiredide predominou a

presenca de células principais claras (inativas), sendo que o tecido conjuntivo
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mostrou-se preservado e ndo foram observados sinais de hiperplasia das células
principais escuras (ativas). Esta figura histologica foi constante em todos os
animais dos diferentes tratamentos, sendo a mesma representativa quanto aos
padrdes de normalidade para a espécie. Assim, pode-se afirmar que o0s
tratamentos preconizados ndo provocaram alteracfes nas paratiredides. Neste
estudo, a quantidade de célcio nas dietas manteve-se constante em 0,82% para
todos os tratamentos, ndo desencadeando quadro de hipocalcemia que é um fator
primordial para ativagdo do paratormonio (PTH). Esta observacdo esta de acordo
com FIGUEIREDO (2001), que afirma que em dietas com fornecimento de niveis
insuficientes de fosforo, para atender a demanda do animal, o organismo lanca
mao de mecanismos fisioldgicos, visando manter o equilibrio homeostatico do
fésforo na corrente sanguinea, ocorrendo aumento da enzima la-hidroxilase renal
com consequente aumento na quantidade da forma ativa da vitamina D
(1,25(0OH)2D3) no plasma e no intestino. Como consequéncia, ocorrera aumento
na absorcdo de fosforo no trato gastrointestinal. Simultaneamente, os niveis de
PTH tendem a decrescer, diminuindo a excrecéo e aumentando a reabsorcao de
fésforo inorganico pelos tabulos renais.

RIOND et al. (2001), dosando o horménio PTH sérico observaram
gueda nos valores do mesmo em suinos alimentados com dietas pobres em P,
sugerindo que este fato parece estar relacionado ao aumento da vitamina D
sérica, que inibe a transcricdo de PTH na paratire6ide. Estes autores afirmaram
que 0 aumento nas concentracbes de vitamina D e a diminuicdo das
concentracdes de PTH, em relacdo a baixa concentracdo de P sdo respostas que
interagem para manter a homeostase do P em suinos submetidos a dietas com
deficiéncia deste mineral.

Na Figura 6 observa-se o aspecto histolégico de normalidade da
glandula paratiredide, tanto de um animal do tratamento controle (T1), como de
outro daquele com restricdo de 100% de fésforo e adicdo de fitase (T6),
corroborando que a inclusdao da fitase na dieta e a supressdao de fosforo
inorganico nao interferiram na morfologia da glandula, ao menos no espaco

temporal estudado.
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FIGURA 6 — Fotomicrografias da glandula paratiredide de suino. A e B) Aspecto
histologico normal em T1 e T6, respectivamente. HE, 12,5x

Ao exame histologico da glandula tiredide nos diferentes tratamentos
do presente estudo observou-se tecido glandular com padrdes estruturais
normais, onde, as células parafoliculares ou células C, produtoras de calcitonina,
estavam localizadas no tecido intersticial entre os foliculos tireoidianos, ou
ocasionalmente agrupadas na parede folicular, bem como nos espacos
intersticiais, representando 0,1% do volume da tiredide, a semelhanga do que
descreve BANKS (1992).

Neste experimento ndo foram observados sinais de hiperplasia das
células parafoliculares (Figura 6). A populacdo destas células foi semelhante nos
animais de todos os tratamentos, confirmando que os diferentes tratamentos nédo
ocasionaram alteragBes nesta glandula, e sugerindo que a deficiéncia de fésforo
provavelmente nado foi elevada o suficiente para desencadear reabsorcao 6ssea e
provocar hipercalcemia, situagdo necesséria para desencadear a ativacdo da
calcitonina. Segundo CAPEN (1998) e EKLOU-KALONJI et al. (1999), a
concentracdo de ions célcio no sangue € o principal estimulo fisiolégico para
secrecao deste horménio pelas células parafoliculares, sendo que a hiperplasia
destas células ocorre em resposta a hipercalcemia de longa duragéo. A Figura 6
mostra o padrdo de normalidade histolégica da glandula tiredide do tratamento
controle (T1) e do tratamento com restricdo de 100% de fosforo e adicdo de fitase
(T6).
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FIGURA 7 — Fotomicrografias da glandula tiredide de suino. A e B) Aspecto
histolégico normal em T1 e T6, respectivamente. HE, 12,5x

3.4 CONCLUSOES

Lesdes microscopicas de carater inflamatério observadas no figado e
rins ndo estdo relacionadas ao uso da fitase, sendo de ocorréncia comum em
suinos de abate.

As alteracGes microscopicas caracteristicas de osteocondrose na placa
epifisaria nos animais deste estudo possivelmente ndo estdo diretamente
relacionadas as dietas restritivas.

Os tratamentos preconizados ndo provocaram alteracdes histoldgicas

nas glandulas paratiredide e tiredide.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos a enzima fitase tem se destacado como um dos
aditivos mais pesquisados, especialmente por favorecer a utilizacdo de nutrientes
pelos animais, melhorando a eficiéncia e proporcionando melhor desempenho,
além de reduzir custo de producdo e a poluicdo ambiental. Além disso, o
fornecimento de quantidades adequadas de nutrientes nas dietas para suinos
também € importante na medida em que proporcione limitacdo do uso de matérias
primas procedentes de fontes ndo renovaveis, maior lucratividade ao produtor e
preco acessivel ao consumidor final, sem interferéncia negativa na qualidade do
produto. Neste contexto, a inclusdo de fitase nas dietas para suinos pode
representar especial contribuicéo.

De posse dos resultados obtidos com este experimento, foi possivel

estabelecer que:

1) A reducédo do fésforo inorganico em dietas suplementadas com fitase nao
interferiu  no metabolismo d&sseo de suinos em terminacdo. Os valores
encontrados para o fésforo e célcio séricos, bem como, para fosfatase alcalina
(ALP) mantiveram-se dentro do intervalo de normalidade para a espécie e idade
nos dois periodos de restricdo estudados. Este fato pode ser confirmado pela
auséncia de lesbes macroscopicas e microscopicas caracteristicas de deficiéncia

de fésforo.

2) As alteracdes microscoépicas sugestivas de osteocondrose na placa epifisaria
nos animais deste estudo ndo podem ser atribuidas as dietas restritivas, mas a
propria precocidade da espécie ja que a osteocondrose faz parte do padrdo

normal de crescimento da cartilagem dos suinos modernos.

3) A restricdo de microminerais-vitaminas por 60 dias na fase de terminagédo ndo
provocou alteracdes clinicas nos animais, néo foi observada interferéncia positiva

da fitase com relacéo a retirada de microminerais e vitaminas.
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4) A retirada do suplemento micromineral-vitaminico e a reducdo progressiva do
fésforo inorganico em dietas suplementadas com fitase ndo provocou alteracdes
nas provas de funcdo hepatica e renal. As lesdes microscopicas de carater
inflamatério discreto, observadas no figado e rins ndo estédo relacionadas ao uso

da fitase, mas de ocorréncia esperada em suinos ao abate.

5) A suplementacdo com a enzima fitase ao nivel de 500 FU/kg em dietas
formuladas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo para suinos em
terminacdo mostrou-se eficiente na disponibilizacdo do P fitco mesmo com 60

dias de restricao total de fosforo inorganico.

6) Os resultados obtidos no presente trabalho sédo suficientes para sugerir a
inclusdo de fitase em dietas com restricdo de fésforo inorganico para suinos em
fase de terminagcdo, embora indique que estudos complementares a campo

deverdo ser implementados para uma maior acuracia de resultados.

7) Frente aos resultados deste estudo € possivel inferir que organismo suino tem
capacidade de adaptar-se a situagcbes de restricAo de nutrientes. Constata-se
ainda, que para determinar propor¢des ideais quanto a retirada de microminerais,
vitaminas e o fésforo inorganico na fase de terminacdo, deve ser realizada
associacdo entre os resultados aqui obtidos e os dados de desempenho,
qualidade da carne e avaliagdo econOmica, para uma inferéncia segura e

responsavel.



