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CARACTERISTICAS OSSEAS, MICROBIOLOGICASE INTESTINAIS DE LEITOES
ALIMENTADOS COM ALGAS MARINHAS CALCITICAS

RESUMO - O presente estudo teve por objetivo a avaliacdo das caracteristicas 0sseas,
microbioldgicas e intestinais de leitdes em fase de creche, alimentados com suplementacéo
dietética de algas marinhas calciticas (AMC) como fonte de célcio (Ca?*) alternativa. Um total
de 128 leitdes, machos mesticos de linhagem comercial (Landrace x Large White, Agroceres?
e DanBred?), com peso corporal médio inicial de 5,50 (0,49) kg. foi utilizado em delineamento
experimental de blocos casualizados completos, com quatro tratamentos, repetidos duas vezes
em quatro blocos, e quatro suinos por unidade experimental. Os tratamentos foram constituidos
por quatro dietas experimentais: dieta formulada na exigéncia de Ca?* proveniente de calcario
calcitico (CC); dieta formulada na exigéncia de Ca?* proveniente de proporcdes equivalentes
de CC e AMC (CC + AMC); dieta formulada com reducdo de 30% da exigéncia de Ca?*
proveniente de AMC (AMC (-30%)) e dieta formulada na exigéncia de Ca®" proveniente de
AMC (AMC). As variaveis analisadas foram: matéria seca (MS), matéria mineral (MM) e
concentracéo de Ca?* (Ca?*) no 3° e 4° metatarso e nos rins, coracio e figado; peso fresco (PFR),
peso seco (PS), comprimento (CO), area (A), composicdo mineral 6ssea (CMO), densidade
mineral 6ssea (DMO), indice de Seedor (IS) e resisténcia dssea (RO) no 3° e 4° metatarso; pH
estomacal e pH e contagem de populacdo bacteriana no jejuno, ileo, ceco e c6lon; morfometria
intestinal no duodeno, jejuno e ileo. Houve influéncia (p < 0,05) dos tratamentos no PFR, PS,
CO, A, CMO, IS e RO dos metatarsos. Animais suplementados com AMC (-30%) apresentaram
menores médias dos parametros 6sseos em relacdo aos leitdes que receberam CC e AMC, com
comprometimento do desenvolvimento ésseo. Para 6rgaos, houve maior concentracdo de Ca?*
no figado de animais suplementados com AMC e maior porcentagem de MS no figado de
animais que receberam AMC (-30%). Suinos que receberam dietas com AMC apresentaram
maior (p < 0,05) populacdo de enterobactérias no jejuno e menor (p < 0,05) média de pH do
ceco em relacdo aos suinos alimentados com dietas com CC e AMC (-30%). Como fonte de
Ca?*, a AMC pode ser utilizada como alternativa na dieta de leitdes em fase de creche,
assemelhando-se ao calcario calcitico (fonte convencional de Ca?*), e ndo traz prejuizos aos
parametros analisados, desde que a exigéncia nutricional de Ca®* seja atendida.
Palavras-chave: calcario calcitico, calcio, densidade 0Ossea, exigéncia nutricional,

Lithothamnium calcareum, suino desmamado



BONE, MICROBIOLOGICAL AND INTESTINAL CHARACTERISTICS OF
PIGLETS FEEDING CALCITIC SEAWEED

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the bone, microbiological and
intestinal characteristics of piglets in the nursery phase fed dietary supplementation of calcitic
seaweed (CS) as an alternative calcium source (Ca®"). A total of 128 piglets, crossbred males
of commercial lineage (Landrace x Large White, Agroceresd and DanBred?), with initial
average body weight of 5.50 (0.49) kg, was used in a complete randomized blocks design, with
four treatments, repeated twice in four blocks, and four pigs per experimental unit. The
treatments consisted of four experimental diets: diet formulated in Ca®* requirement from
limestone (L); diet formulated in Ca?* requirement from equivalent proportions of L and CS (L
+ CS); diet formulated with a 30% reduction in Ca?* requirement from CS (CS (-30%)) and diet
formulated in Ca®* requirement from CS (CS). The variables analyzed were: dry matter (DM),
ash (ASH) and Ca?* concentration (Ca?*) in the 3" and 4" metatarsal bones and in the kidneys,
heart and liver; fresh weight (FW), dry weight (DW), length (LEN), area (A), bone mineral
composition (BMC), bone mineral density (BMD), Seedor index (SI) and bone resistance (BR)
in the 3" and 4™ metatarsal bones; stomach pH and pH and bacterial population count in the
jejunum, ileum, cecum and colon; morphometry in the duodenum, jejunum and ileum. There
was influence (p < 0.05) of treatments in FW, DW, LEN, A, BMC, Sl and BR of metatarsals.
Animals supplemented with CS (-30%) presented lower averages bone parameters in relation
to piglets that received L and CS, which impaired bone development. For organs, there was a
higher concentration of Ca?" in the liver of animals supplemented with CS and a higher
percentage of DM in the liver of animals that received CS (-30%). Pigs that received diets with
CS had a higher (p < 0.05) population of enterobacteria in the jejunum and lower (p < 0.05)
mean pH of the cecum compared to pigs fed diets with L and CS (-30%). As a source of Ca?*,
CS can be used as an alternative in the diet of piglets in the nursery phase, resembling limestone
(conventional source of Ca?*) and does not cause harm to the parameters analyzed, since that
the nutritional requirement of Ca?* is met.

Keywords: bone density, calcium, limestone, Lithothamnium calcareum, nutritional

requirement, weaned pig
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1 INTRODUCAO

Estudos sobre a utilizacdo de minerais em dietas animais (GONZALEZ-VEGA et al.,
2014; LAGOS et al., 2019; LEE et al., 2019) tém despertado interesse, pois possibilitam a
correcdo de desequilibrios nutricionais, com resultados promissores tanto para prevenir quanto
para curar enfermidades de origem nutricional (ROUSSEL, 2000; SUTTLE, 2010).

O célcio (Ca?*) ¢ um macromineral necessario para o crescimento e desenvolvimento de
todos os organismos Vvivos. Presente principalmente no esqueleto (99%), mas encontrado em
tecidos e fluidos corporais como um ion livre (1%), essencial para as atividades fisioldgicas dos
seres vivos, como a conducdo nervosa e a sinalizagdo celular. De modo geral, o célcio é
essencial para a formacdo de ossos, dentes, casca de ovos, pérolas e conchas de animais
marinhos (PEIXOTO, 2004; SUTTLE, 2010).

Como o organismo dos animais ndo consegue sintetizar 0s minerais, estes precisam ser
ingeridos na alimentagdo. As fontes de Ca?* podem ser de origem inorganica (rochas) e organica
(farinhas de 0ssos, conchas e algas). Geralmente, as fontes de Ca?* utilizadas na nutricao animal
s&o oriundas de rochas, como o calcério calcitico, que é abundante na natureza (SA et al., 2004;
ROSTAGNO et al., 2017). Entretanto, a extracio das fontes inorganicas de Ca2*, consideradas
ndo-renovaveis, promovem impacto ambiental. Além disso, algumas fontes complexas de Ca?*
e fdsforo, como o fosfato bicélcico, tém o custo mais elevado em comparacdo a fontes
organicas, que expressam menor valor por quilograma dentre 0s componentes presentes na
racdo animal (MELO e MOURA, 2009).

Outro ponto a se considerar ¢ a solubilidade das fontes de Ca?*, que esta intimamente
relacionada a biodisponibilidade e a absorcdo intestinal pelo animal. A farinha de algas
marinhas, apesar de conter menor quantidade de Ca®* em comparacéo a farinha comercial de
Ca?*, apresenta maior solubilidade, o que a torna atrativa para pesquisas relacionadas ao seu
uso na nutrigdo animal, a fim de maximizar o desempenho do animal e minimizar os custos na
formulacéo das dietas (MELO et al., 2006).

As algas marinhas calciticas sdo plantas que crescem naturalmente no meio marinho em
zonas de entremarés e em profundidades de até 200 metros. Elas exercem um papel fundamental
na formacéo de recifes por todo o mundo. Com a incidéncia de luz natural, essas algas tornam-
se fontes renovaveis permanentes de macro e microminerais (DIAS, 2000; VILLAS BOAS;
FIGUEIREDO; VILLACA, 2005; COUTO et al., 2008).
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Dentre as algas marinhas calciticas, a Lithothamnium calcareum pertence a familia
Corallinaceae e € uma alga vermelha ndo articulada ou incrustada composta basicamente de
carbonato de Ca?* e magnésio, além de conter mais de 20 oligoelementos (ferro, manganés,
boro, niquel, cobre, zinco, molibdénio, selénio e estréncio, entre outros). Além de ser uma fonte
natural e renovavel, ela tem sido utilizada como fonte alternativa de Ca®* ao calcério calcitico
e a outras fontes de Ca?" convencionais na alimentagdo animal, pois apresenta elevada
biodisponibilidade dos micronutrientes que se encontram adsorvidos nas paredes celulares,
sendo de facil assimilacdo na nutricdo animal e para plantas, quando utilizada como fertilizantes
de solo (COSTA NETO et al., 2010; CARLOS et al., 2011).

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo a mensuracdo de caracteristicas
Osseas, morfologicas, microbiologicas e intestinais de leitdes alimentados com algas marinhas
calciticas, a fim de avaliar se existem diferencas em substituicdo as fontes convencionais de
Ca?*,

2. Revisao de literatura

2.1 A importancia do Ca®* na nutrigdo de suinos

Os avancos nas pesquisas relacionadas a producdo suinicola sdo responsaveis pela
conquista de indices zootécnicos cada vez mais satisfatérios no setor. Os esforcos sdo
direcionados ao aumento da produtividade, a redugdo de custos na nutricdo e a manutencéo dos
indices conquistados na genética, sanidade e bem-estar dos animais (SANTANA et al., 2017).

Informacdes sobre o valor nutricional dos alimentos e das exigéncias nutricionais dos
animais podem ser encontradas em diferentes tabelas nutricionais (NRC, 2012;
ROSTAGNO et al., 2017). Dentre os requisitos nutricionais essenciais para uma
alimentacdo adequada dos animais, 0s minerais sdo indispensaveis para 0
desenvolvimento das funcBes metabdlicas e fisioldgicas, pois sdo parte do organismo e
representam até 3,2% do peso corporal do animal. O Ca?* é um dos minerais mais abundantes
no organismo animal e exerce importante funcdo no metabolismo, sendo responsavel pela
mineralizacdo da matriz éssea, excitacdo muscular e cardiaca, coagulacdo sanguinea,
integridade da membrana celular, transmissdo nervosa, controle do pH sanguineo, estabilizagdo
da frequéncia cardiaca e presséo arterial, e ativacio de varios sistemas enzimaticos (ARAUJO
et al., 2008; CHARLTON; EWING, 2007).
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Na nutri¢do animal, a base da dieta é composta por gréos, que possuem teores de Ca?* em
quantidades insuficientes para atender o requerimento nutricional do animal. Devido a origem
vegetal, o Ca?" existente nos grdos estd insolubilizado e sua absor¢io é baixa, sendo a
suplementacéo justificavel e necessaria para que haja a expressdo da maxima potencialidade
animal (SA et al., 2004; GONZALEZ-VEGA; STEIN, 2014).

A disponibilidade relativa de Ca?* foi de 99% para o fosfato bicalcico, de 84% para o
calcario calcitico e de 75% para o calcario dolomitico (MUNIZ et al., 2007). A
biodisponibilidade de Ca?* do calcario dolomitico variou de 50 a 75%, enquanto a do calcario
calcitico esteve proxima de 85% (NRC, 1994). As variacOes devem-se ao fato de que o calcério
calcitico contém cristais com alternadas camadas de fons Ca®* e carbonato (calcita), enquanto
no calcario dolomitico o magnésio substitui parte do Ca*, o que resulta em cristais mais densos
e menos solGveis. Além disso, 0 magnésio também pode ser antagdnico ao Ca*, influenciando
0 mecanismo de absorgéo intestinal (MUNIZ et al., 2007).

Os o0ssos exercem funcéo na estrutura e sustentacdo do corpo e sdo a maior reserva de
Ca?" do organismo, o que garante a manutencdo do equilibrio da concentracdo normal
(homeostase) do Ca?* e fosforo (P) nos 0ssos e meio extracelular. Uma suplementacdo mineral
e vitaminica restrita durante a fase de crescimento do animal acarretara um desequilibrio na
homeostase mineral e, consequentemente, um desenvolvimento inapropriado (calcificacdo
anormal) dos 0ssos. No entanto, o Ca** em excesso pode agir como antagonista, dificultando a
absorcéo de ferro, cobre, zinco, magnésio, sodio, potassio, entre outros (MUNIZ et al., 2007;
SUTTLE, 2010; GONZALEZ-VEGA; STEIN, 2014). Nesse sentido, a inclusdo de minerais na
dieta deve ser controlada, pois seu excesso ou escassez pode prejudicar a absorcao intestinal,
principalmente em relagdo ao Ca®* e P.

Com o propésito de reduzir o uso de fontes inorganicas de Ca?* e P das ragdes, a adogio
de estratégias nutricionais, como a utilizacdo de acidos organicos, fitase exdgena e fontes de
calcio organicas tem sido empregada (MOREIRA et al., 2004). Diante disso, 0 uso de algas
marinhas calciticas como fonte organica de minerais e de demais nutrientes tem sido alvo de

estudos na nutricdo animal.

2.2. Mecanismos de regulacdo do Ca?*

O Ca?* é o céation mais abundante no organismo e estd distribuido nos tecidos

mineralizados, liquido intracelular e no liquido extracelular, sendo que 99% encontram-se nos
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ossos e dentes em formato de hidroxiapatita (cristal complexo de Ca?*, fosfato e agua),
fornecendo rigidez e estrutura; e menos de 0,5% é encontrado em cristais amorfos ou
solubilizados em equilibrio dindmico com o Ca?* extracelular (SUTTLE, 2010).

A segunda maior reserva de Ca?* é encontrada no meio intracelular, onde a maior parte
esta ligada as proteinas ou presentes em mitocondrias e no reticulo endoplasmatico. Os niveis
basais sdo mantidos por bombas dependentes de energia, localizadas na membrana, que fazem
o transporte ativo do Ca?* de fora do citosol para o liquido extracelular nas organelas celulares
mencionadas. O Ca?* do liquido extracelular desempenha uma funcéo de equilibrio com o Ca?*
de outros compartimentos, e a sua concentracdo extracelular estd sob controle hormonal
rigoroso (SUTTLE, 2010).

Nutricionalmente, o Ca?* é imprescindivel para o desenvolvimento do esqueleto,
permitindo que os animais atinjam seu potencial de crescimento, mantendo a integridade 6ssea,
a permeabilidade normal das células, a regulacdo da excitabilidade nervosa e muscular, além
da homeostasia (SUTTLE, 2010).

A cinética do Ca?* entre o liquido extracelular e o trato gastrintestinal, rins e 0ssos esta
sob controle restrito. Essa forte regulacéo € realizada principalmente pela interacdo hormonal
do paratormonio (PTH), calcitonina e a 1,25-dihidroxicolecalciferol (vitamina D3) com o0s
tecidos alvos especificos: rins, 0ssos e intestino delgado, atuando na manutengdo, aumento ou
eliminagdo da entrada de Ca?* no espago extracelular, tendo a agdo hormonal de acordo com os
niveis séricos de Ca?*. Em niveis baixos de Ca®* plasmatico, ha a secrecdo de PTH e vitamina

D3, enquanto que em niveis altos ha a secre¢do de calcitonina (CASHMAN, 2002).

2.3 Absorcdo intestinal de célcio

Os fatores primarios de regulacdo interna que influenciam o metabolismo do Ca®* sdo o
fosforo (P), a vitamina D, os sistemas hormonais e a idade do animal (NUNES et al., 2006). Os
vertebrados desenvolveram esse sistema enddgeno para manter a homeostase do Ca?*, um
elemento essencial & vida. O sistema enddgeno mantém constante a concentracao extracelular,
aumentando o fluxo do Ca?* nos fluidos extracelulares quando ha perda do mesmo no meio, e
quando o Ca?* entra no compartimento extracelular mais rapido do que é liberado, ocorre sua
deposicédo nos tecidos moles (REECE, 2006).

O calcio proveniente da dieta é absorvido no intestino delgado, que apresenta um pH entre

5 e 6, acarretando a ionizagdo do célcio em Ca?*, que € a sua forma soltvel. Além disso, 0s
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acidos gastricos e as proteinas de ligacdo auxiliam na liberagdo do Ca?*. Apds a ionizagéo, a
absorcdo intestinal pode acontecer por dois processos: ativo atraves das células (transporte
transcelular - saturavel) e por difusdo passiva (transporte paracelular - ndo saturdvel). No
transporte paracelular, a absorcdo intestinal ocorre por meio de um gradiente eletroquimico nos
espacos intercelulares dos enterdcitos. Apesar dessa via ser independente do Ca?*, a elevada
ingestdo de Ca2* pode influenciar na sua atividade (GUEGUEN; POINTILLART, 2000;
GONZALEZ-VEGA, STEIN, 2014).

No transporte transcelular, o Ca®* pode ser movido por trés etapas: a entrada na célula
através da membrana da borda em escova pelo lado luminal; difus&o desse ion no citoplasma,
onde o Ca?" esta sujeito a interagdes com outras moléculas intestinais; e extrusdo do fluido
extracelular no polo basolateral para o seroso da célula intestinal. A entrada do Ca®* na célula
pode ocorrer sem gasto de energia metabolica em virtude do gradiente quimico entre o exterior
e o interior da célula, que é maior do que trés ordens de grandeza, mas a extrusdo do Ca?* da
célula ocorre contra esse gradiente, sendo necessaria uma bomba, a qual é acionada
metabolicamente (BRONNER, 1987; SUTTLE, 2010; GONZALEZ-VEGA; STEIN, 2014).

A vitamina D é a principal reguladora na absorcdo intestinal ativa, através da sua
conversdo em um metabdlito ativo, o 25-hidroxivitamina D [25-OH-D] e posterior conversao
renal no 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH)2D] ou a agéo da [1,25(OH).D] diretamente no
intestino, realizando o bombeamento do Ca®* através dos enterdcitos. Além disso, a
interferéncia do paratorménio (PTH) e do hormonio do crescimento pode causar um aumento
na absorcdo do Ca?*. De outro modo, uma reducéo na absor¢do do Ca?* decorre da acio de
glicocorticoides, excesso de horménio tireoidiano e calcitonina. O Ca®** e o fosforo (P)
absorvidos participam da manutencéo da absorcdo do Ca?* devido aos efeitos do Ca®* sérico
sobre a secrecdo de PTH e dos efeitos do P e PTH séricos sobre a producéo renal do 1,25(0OH).D
(BROWN; KRITS; ARMBRECHT, 2005; CHANG et al., 2008; SUTTLE, 2010).

Como o transporte transcelular é dependente da ingestdo de Ca?*, um aumento na
concentracdo desse mineral causa uma reducdo na absorcdo e na quantidade de proteinas
transportadoras de Ca?* (calbindinas), 0 que promove um aumento na transferéncia de Ca?* pela
via paracelular (insaturavel). Isso acontece devido as alteracfes nos espacos entre as células
intestinais na regido das jungdes lacuna justa, que limitam o fluxo de Ca?" insaturavel, e nas
juncdes intermediarias e basolaterais que sdo mais amplas (BRONNER, 1987; SUTTLE, 2010;
BARBOZA; GUIZZARDI; TALAMONI, 2015).

A modificacdo na absorcéo intestinal de Ca?* pode ocorrer pelo movimento do Ca?* via

transporte transcelular e paracelular, aumentando ou diminuindo a quantidade de Ca?* ingerido.
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Assim, 0 aumento ou a reducio da ingestdo de Ca®* dietético tém efeitos opostos (antagdnicos)
nas duas vias de absorcdo, sendo ideal que 0s processos sejam estimulados de forma
independente, visando ao aumento da absorcdo de Ca?*. A descoberta de formas de aumentar o
numero de moléculas de calbindina nas células intestinais e de evitar a expressao de moléculas
relacionadas a vitamina D ativa a via transcelular. O transporte paracelular é ativado com a
mudanca da permeabilidade das juncdes estreitas das células intestinais. Contudo, a alteracéo
da absorcéo por meio da modulacéo intestinal entre a via paracelular e transcelular é teorizada,
pois seu mecanismo de acdo no intestino ainda ndo foi elucidado completamente (BRONNER,
1987; CHRISTAKOS et al., 2011; BARBOZA; GUIZZARDI; TALAMONI, 2015; ARECO et
al., 2020).

O calcio é absorvido independentemente da concentracio de Ca?* e P na dieta, mas em
eXCesso, comegca a ser excretado na urina. O mecanismo de excrecéo e reabsorcdo renal de Ca?*
permite regular os niveis plasmaticos de Ca?*. Ambas as rotas paracelulares e transcelulares
ocorrem nos rins. No sangue, o Ca?* pode ser encontrado ligado a albumina (40%), associado a
ions organicos (10%) e como um ion livre (50%). Como o rim ndo consegue filtrar a albumina,
esta ndo pode ser reabsorvida e a reabsor¢do do Ca?* no tubulo proximal ndo responde ao
controle hormonal (insaturavel) e equivale a cerca de 60% do Ca?* filtrado, sendo que 10 a 15%
sdo reabsorvidos na porcdo ascendente da alca de Henle e o restante no tabulo distal, onde, por
processo ativo, se torna saturado se as concentragdes plasmaticas de Ca?* estiverem acima do
normal. Essa homeostase ocorre com 0 aumento ou reducdo da reabsorcdo em caso de
hipocalcemia e hipercalcemia, respectivamente (GOODMAN, 2005; STEIN; BOERSMA,
PEDERSEN, 2006; TAYLOR; BUSHINSKY, 2009; STEIN et al., 2011).

2.4 O Ca?* e sua relacdo com o tecido 0sseo

Durante a fase embrionéria, o tecido 6sseo € 0 segundo a ser formado, onde o tecido
mesenguimal coladgeno €é substituido pelo désseo. Além de ser o principal constituinte do
esqueleto, também tem funcgéo de suporte, protecdo dos tecidos moles e 6rgdos, locomocéo do
corpo, como reserva metabolica de lipideos e minerais e como 6rgdo hematopoiéetico (BLAND,
2016; SETIAWATI; RAHARDJO, 2019).

Visualmente é possivel distinguir dois tipos de tecidos 6sseos: o0 esponjoso (trabecular) e
o compacto (cortical). O tecido 6sseo esponjoso apresenta uma area de superficie grande devido

aos espacos intercomunicantes entre as estruturas trabeculares, sendo de grande importancia na
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homeostase do Ca?* e P. O tecido 6sseo cortical constitui a parte externa do 0sso, sendo mais
compacto, forte e pesado (YOUNG; HEATH, 2000; BLAND, 2016).

Todo o tecido 0sseo é composto por uma matriz extracelular bifasica, ou seja, sua
estrutura € composta por uma porcao proteica (organica) e uma porcao mineral (inorganica).
(FOGACA, 2007). A fracdo organica, constituida por colédgeno e proteinas ndo colagenas
(glicoproteinas e proteoglicanos), representa aproximadamente 30% do peso 0sseo e realiza a
manutencao da estrutura 6ssea (GONZALEZ-VEGA; STEIN, 2014; BLAND, 2016.)

A fracdo inorganica representa cerca de 60% do peso do 0sso, sendo predominantemente
composta pelos minerais Ca®* e P, na forma de cristais de hidroxiapatita, que caracterizam a
estrutura mineralizada, a qual proporciona rigidez e resisténcia ao 0sso (GONZALEZ-VEGA,;
STEIN, 2014; BLAND, 2016). Outros minerais também sdo encontrados, como o carbonato de
calcio e o fosfato de magnésio. Dessa forma, ocorre a troca constante desses minerais entre o
0ss0 e 0 plasma, podendo ocorrer a desmineralizagcdo por perda excessiva de minerais ou
absorcdo inadequada, ou a ossificacdo, quando o Ca®* e P se precipitam na matriz Gssea
(GONZALEZ-VEGA,; STEIN, 2014; BLAND, 2016).

De modo geral, o tecido dsseo é constituido por trés tipos de células: osteoblastos e
ostedcitos, derivados de uma célula mesenquimal primitiva, e osteoclastos, oriundos do sistema
mononuclear fagocitario (FOGACA, 2007; VEUM, 2010; BLAND, 2016).

A partir da concentragio de Ca?* na matriz Gssea os osteoblastos realizam a
mineralizacdo e a sintese da porcdo organica do 0sso, por meio da secrecao de colageno tipo I,
glicoproteinas, proteoglicanos e dos prolongamentos citoplasmaticos, formando canaliculos
que servirdo como meio de comunicacdo entre os osteoblastos e a superficie do 0sso em
formacéo, para a passagem de fluidos e nutrientes entre a matriz, os fluidos do osso e o fluido
extracelular (GAY; GILMAN; SUGIYAMA, 2000; VEUM, 2010).

Apbs a sintese da matriz 6ssea, 0s osteoblastos ficam aprisionados dentro das lacunas da
matriz e passam a ser chamados de ostedcitos (células maduras). A comunicacdo entre 0s
ostedcitos se da por canaliculos formados pelos osteoblastos na sintese da matriz extracelular,
passando pequenas moléculas e ions entre eles, além de servirem de meio de transporte de
nutrientes e metabolitos. De modo superficial, a funcdo dos ostedcitos € de auxilio na
manutencdo e integridade da matriz 0ssea, pela capacidade de sintetiza-la e remové-la. Alem
disso, podem secretar fatores pardcrinos que regulam os osteoclastos (GAY; GILMAN;
SUGIYAMA, 2000; VEUM, 2010).

Os osteoclastos sao células gigantes e mononucleadas da linhagem da medula 6ssea que

circulam na corrente sanguinea, formadas a partir da fusdo de precursores da superficie 0ssea
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(pré-osteoclastos). Os osteoclastos participam da remodelagem e absor¢do do tecido dsseo por
desmineralizacdo e digestdo da matriz dssea, pois secretam &cido, colagenase e outras enzimas
que atacam a matriz e liberam Ca?*, cuja homeostase pode ser mantida (GAY; GILMAN;
SUGIYAMA, 2000; VEUM, 2010).

A fosfatase alcalina ¢ uma glicoproteina ligada ao Ca?* que realiza a catélise de fosfatos
organicos, contribuindo para a mineralizacdo da matriz cartilaginosa. Essa enzima pode ser
sintetizada pelos osteoblastos ou pelos condroblastos maduros (condrocitos), que passam pelo
processo de proliferacdo e se tornam hipertroficos (MILLAN, 2006).

A formacdo de tecido Gsseo pode ocorrer por ossificacdo endocondral, se o tecido
percursor for cartilaginoso, e intramembranosa, se 0 0sso for formado sem a intervencdo de um
precursor cartilaginoso. Durante o processo de mineralizacdo, os condrécitos (células da
cartilagem) sofrem hipertrofia e, simultaneamente, os canais de difusdo de nutrientes se
espalham. Em seguida, os condrdcitos sofrem apoptose, formando cavidades pelas quais se
estendem os capilares sanguineos e células provenientes do periosteo. Algumas dessas se
tornardo células osteoprogenitoras originarias de osteoblastos, que sdo os centros de
ossificacdo, com funcdo de deposicdo de matriz déssea, transformando o pericondrio em
periosteo (MILLAN, 2006; SETIAWATI; RAHARDJO, 2019).

A formacdo intramembranosa tem origem com as células mesenquimais indiferenciadas
que se tornaram as células 6sseas da matriz e do tecido 6sseo propriamente dito. As células
mesenguimais se reinem com formacdo dos centros de ossificacdo, 0s quais sdo envoltos por
osteoblastos. Esse processo se desenvolve do centro a periferia do osso, formando trabéculas
Osseas que crescem, se fundem e formam a lamina 6ssea, que é separada dos 0ssos adjacentes
por tecido fibroso. Na periferia do tecido, cada lamina se tornara o periosteo, até que as
sucessivas camadas formadas pelos osteoblastos alcancem a espessura definitiva. Assim, com
0 aumento da circunferéncia 6ssea, ha a ossificacdo do tecido fibroso circunjacente, até que se
alcance o tamanho definitivo do osso (SETIAWATI; RAHARDJO, 2019). Nos 0ssos chatos,
ha o predominio do desenvolvimento por ossificacdo intramembranosa, mas os curtos e longos
se desenvolvem por processo endocondral (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002).

De outro modo, a remodelagem ¢ a descri¢do dos processos de reabsorcao e formagéo de
tecido mineralizado que mantém a massa e a morfologia. A manutencdo de concentragdes
adequadas de Ca?* no sangue ¢ prioritaria para a integridade estrutural do osso (JOHNSON,
2000). A homeostase do Ca?* é importante para as fungBes vitais em que participa e para a

resisténcia 6ssea, pois esta é dependente dos niveis plasmaticos de Ca** (RATH et al., 2000).
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O crescimento 6sseo pode ser manipulado pela dieta, pois o aporte insuficiente de Ca?*
pode ndo atender aos requerimentos do mineral no organismo, comprometendo o
desenvolvimento 6sseo do animal, haja vista que o equilibrio entre o acréscimo periosteal e a
reabsorcéo endosteal no 0sso em crescimento corresponde ao estado nutricional do individuo.
Assim, dois 0ssos com a mesma area podem suportar cargas diferentes, de acordo com seu
estado nutricional. Da mesma forma, um excesso de mineral na dieta ndo acarreta,
necessariamente, um aumento na forca suportada (CRENSHAW, 2003).

A nutricdo tem impacto direto na resisténcia 0ssea, que deve ser suficiente para suportar
0 peso e a locomocgédo do animal, as mudancas na forma, tamanho e disposigéo estrutural, e 0
manuseio da carcaca nas etapas do processo produtivo. Altas taxas de falhas 6sseas em suinos
ocorrem de acordo com racgas e linhagens, mas no aspecto global relacionam-se a taxa de
crescimento, pois animais com altas taxas de crescimento tendem a apresentar maiores
problemas 6sseos (CRENSHAW, 2003).

O fornecimento de quantidade adequada de Ca?* na dieta visa prioritariamente ao
atendimento das suas diversas funcdes bioldgicas, com a integridade estrutural do esqueleto em
segundo lugar. As atividades metabolicas das células 6sseas podem liberar no sangue e na urina
certas células 6sseas e produtos da matriz que podem servir como marcadores clinicamente
Uteis do metabolismo esquelético (CRENSHAW, 2003; VEUM, 2010).

Devido & importancia do Ca?* na salde Ossea, foram desenvolvidos métodos para
avaliacdo de parametros 6sseos em suinos e em outros animais, utilizando-se como base a
densidade mineral 6ssea (DMOQO). A DMO é um parametro utilizado para mensurar o contetdo
mineral por unidade de volume do 0sso, possibilitando avaliar a resisténcia mecéanica do 0sso e
possiveis falhas e doencas Gsseas. Métodos que permitem avaliar a DMO proporcionam 0
conhecimento do contetido dsseo, fornecendo dados para adogéo e desenvolvimento de técnicas
de controle de qualidade das propriedades fisicas (NAN et al., 2020).

A densitometria Optica radiografica € um método confiavel, pouco invasivo e de baixo
custo, que funciona por meio da incidéncia fotoquimica de luz, e possibilita verificar a
desmineralizacdo do osso (LIMA et al., 2020).

Outro método empregado para mensuracdo da densidade do 0sso é o da imersdo em agua,
considerado um dos mais precisos e confidveis, e que possibilita a utilizacdo de amostras com
formatos irregulares, em que a perda aparente do peso do corpo imerso em liquido é igual a
massa do liquido deslocado (AKAR, 2006).

Os meétodos clinicos apresentam tecnologia sofisticada, com a utilizagcdo de radiacéo

ionizante e exigem maior calibracao e cuidados na execug@o para minimizar possiveis erros de
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precisdo. Os métodos laboratoriais ou métodos diretos sdo de fécil e simples utilizacdo e ndo
precisam de calibragdo, mas exigem que 0 0sso seja retirado do animal, impossibilitando sua
utilizacdo in vivo (CUMMINGS; BATES; BLACK, 2002; AKAR, 2006).

A densitometria teve inicio com a utilizacdo de radiacdo ionizante, sendo considerada um
excelente método para quantificagio do contetido mineral 6sseo, pois 0 Ca?* é um dos principais
componentes do 0sso e absorve muito mais radiacdo que os tecidos moles (CUMMINGS;
BATES; BLACK, 2002; WEBBER, 2006).

Desse modo, houve uma evolucdo nas pesquisas a fim de determinar uma linha que
possibilitasse a avaliacdo Ossea satisfatoria. A técnica de Dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA), de facil utilizacdo, menor custo e maior precisdo, utiliza a absorciometria de duplo feixe
de raios X (RX) com diferentes niveis de energia, que atravessam a regido estudada e sdo
medidos por um detector de RX. Um programa computacional permite segmentar a area para
quantificacdo, obtida por subtracdo entre os valores obtidos dos dois feixes de energia,
convertendo-os em medidas de massa mineral 6ssea (EL MAGHRAOUI; ROUX, 2008).

2.5 O efeito do Ca?* sobre o trato gastrintestinal de leitdes

O trato gastrintestinal (TGI) dos leitdes passa por varias modificacbes no periodo pos
desmame até que esteja preparado para uma dieta de origem vegetal. Nesse periodo de
transicdo, os leitbes sdo expostos a fatores estressantes, fisioldégicos e nutricionais, como a
retirada do aporte nutricional e imunolégico oriundo do leite materno (imunoglobulinas e
fatores de crescimento), a mudanca de ambiente e separacdo da matriz, o desafio do TGI aos
componentes antigénicos da racdo, a proliferacdo de bactérias no intestino e as mudancas na
morfologia e funcionamento do intestino delgado, que podem promover a reducao na altura das
vilosidades e na atividade de enzimas digestivas e absortivas do intestino (DONZELE;
ABREU; HANNAS, 2002; KUMMER et al., 2009; SANTOS; MASCARENHAS; OLIVEIRA,
2016).

A superficie intestinal € uma importante regido para a absor¢do dos nutrientes, pois possuli
grande quantidade de vilos ou projecdes da mucosa intestinal. Esta, € composta por células
epiteliais (enterdcitos) e em sua base as criptas, que possuem ceélulas indiferenciadas que
regeneram as celulas dos vilos, por migracdo até a zona apical destes (SANTOS;
MASCARENHAS; OLIVEIRA, 2016; CELI et al.,, 2017). Enquanto migram, sofrem

maturacao, chegando a zona apical com capacidade maxima de absorcdo. Estas celulas formam
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a superficie luminal e séo responsaveis pela absorcéo de nutrientes oriundos da digestdo dos
alimentos. Quanto mais longo e fino for o vilo, maior sera a &rea para absorcdo de nutrientes.
Desta forma, a razdo entre altura do vilo e a profundidade da cripta pode ser utilizada como um
bom indicador da eficiéncia da absorc¢éo intestinal (RUFINO et al., 2017).

Um mecanismo que esta associado a ocorréncia de atrofia das vilosidades é a redugdo da
renovacdo celular ou o aumento da perda de enterdcitos maduros, podendo ocasionar o
encurtamento do vilo e um aumento da profundidade da cripta pelo aumento da producéo de
células indiferenciadas (ARRUDA et al., 2008). A atrofia dos vilos e a reducdo da taxa de
producdo de células das criptas estd associada a ingestdao sub 6tima de energia e proteina, uma
vez que o nivel de energia metabolizavel alcan¢ado no pds-desmame equivale a apenas 60 a
70% da energia metabolizavel conseguida com o leite materno (HALL; BRYNE, 1989; LE
DIVIDICH; SEVE, 2000).

A capacidade reduzida de ingestdo de racdo nessa fase € um dos problemas que precisam
de atencdo, uma vez que é responsavel por 68% da variacdo da altura do vilo, pois ha uma
relacdo positiva entre 0 consumo de matéria seca e 0 aumento da altura das vilosidades. As
alteracdes negativas na morfologia intestinal de leites ocasionam distdrbios intestinais por
piora na digestdo dos alimentos com consequente reducdo na absor¢do de nutrientes
(DONZELE; ABREU; HANNAS, 2002).

Outro ponto de atencdo é que a reducéo de altura de vilo reduz a ingestéo e a absorcéao de
nutrientes no Iimen intestinal, ocasionando maior passagem de nutrientes para o intestino
grosso, favorecendo a proliferacdo de microbiota indesejada (BJORKSTEN, 2006;
BISCHOFF, 2011).

H& uma dindmica e uma constante mudanca de varios aspectos no trato gastrintestinal
(TGI) de suinos. Até o desmame, o TGI sofre alteracdo de tamanho, massa e composicdo da
microbiota, e alteracdes nas funcdes de absorcdo, barreira e imunoldgicas. Além da nutricdo, a
mucosa e a microbiota do TGI tém acdo direta na saude intestinal do animal (PLUSKE;
TURPIN; KIM, 2018).

A microbiota intestinal estd intimamente relacionada a funcionalidade de barreira
mucosa, a sintese de nutrientes e proteinas benéficas, a conversdao nutricional da dieta em
energia e ao impacto negativo das inflamacdes e patologias (CELI et al., 2017).

As bactérias constituem o principal grupo da microbiota intestinal e sdo classificadas em
transientes, as que sdo ingeridas e excretadas sem danos ao organismo, ndo sendo capazes de
colonizar, residir e se multiplicar no intestino, e residentes, as que colonizam e se multiplicam

no intestino (PLUSKE et al., 2003). Estima-se que 90% da microbiota intestinal sejam
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compostas por bactérias benéficas, aerdbicas ou anaerdbicas, produtoras de &cido latico como
a Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., alem de outras anaerobicas como a Bacteroides
spp, Fusobacterium spp. e Eurobacterium spp. Os outros 10% sdo compostos por bactérias
potencialmente patogénicas como a Escherichia coli e Clostridium spp (NEVOA et al., 2013).

O Ca?* e 0 P disponiveis no limen ao longo do TGI tém funcdo de tamponamento e atuam
como citoprotetores, precipitando &cidos biliares, &cido lactico e &cidos graxos volateis, que sdo
fatores que influenciam diretamente na microbiota intestinal. Como esses minerais séo
essenciais no metabolismo bacteriano ou como nutrientes, as variacfes de disponibilidade no
TGI permitem o crescimento de géneros comensais no intestino do suino, como o Citrobacter
e o Klebsiella, e as espécies de Clostridium cluster XI, Clostridium sensu strictu na mucosa
ileal. Dessa forma, um aumento dessas bactérias na microbiota intestinal aumenta a competicao
e reduz a presenca de bactérias patogénicas causadoras de diarreia. Outro ponto é o aumento de
espécies de Lactobacillus @ mucosa gastrica, que sdo indicativos de salde gastrica e geral do
intestino (MANN et al., 2014).

2.6 Fontes de Ca®" na formulagéo de dietas para suinos

Os grdos e farelos utilizados como base na alimentacdo animal apresentam baixa
disponibilidade de Ca?*, pois o cation quelado sob a forma de fitato ou oxalato ndo consegue
ser absorvido pelo organismo. Devido a baixa solubilizacdo, ha a necessidade de suplementacéo
de Ca?" na alimentagdo animal a fim de corrigir seu déficit e fornecé-lo em quantidades
adequadas (SA et al., 2004).

Ha uma grande variedade de fontes minerais de Ca?* na natureza que podem ser utilizadas
na alimentacdo animal. As fontes de Ca?* mais utilizadas s3o as inorganicas, derivadas de
rochas, como o calcario calcitico, o dolomitico e o fosfato bicalcico (ROSTAGNO et al., 2017;
MELO e MOURA, 20009).

As fontes utilizadas na alimentacdo animal influenciam na quantidade, solubilidade e
caracteristicas fisico-quimicas do Ca?*. O fosfato bicélcico apresentou a maior disponibilidade
de Ca?* (99%), seguido do calcario calcitico (90%) e do dolomitico (50 a 70%). Estas variacoes
sdo oriundas de caracteristicas inerentes a cada fonte. Os cristais de calcario calcitico
apresentam camadas alternadas de fons Ca?* e calcita. No dolomitico, a quantidade de magnésio
substitui parte do Ca?*, formando cristais mais densos e menos soltiveis, além do antagonismo

entre os dois, que pode influenciar na absorc&o intestinal do Ca?* (SA et al., 2004).
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Atualmente tém sido empregadas fontes organicas de Ca®* na suplementacdo dietética de
animais como as farinhas de o0ssos, conchas e algas. As fontes de Ca?" derivadas de algas
marinhas tém despertado interesse, pois apresentam elevada biodisponibilidade e absorcéo
intestinal, baixo custo de producao e s&o fontes renovaveis de Ca?*, tornando-se uma alternativa
ao uso de fontes de Ca?* inorganicas (MELO et al., 2006; MELO e MOURA, 2009).

2.7 Uso das algas marinhas calciticas Lithothamnium calcareum em dietas para suinos

A Lithothamnium sp. é uma alga marinha distribuida em vérias regides do mundo e o
Brasil é o detentor de uma das maiores reservas naturais (MELO e MOURA, 2009). Na
pecudria, a alga L. calcareum vem sendo utilizada na alimentacdo como fonte alternativa de
calcio em diversos setores da producdo animal (MELO et al., 2006; WALK et al., 2012;
GONZALEZ-VEGA et al., 2014; GONZALEZ-VEGA; WALK; STEIN, 2015; SCHLEGEL;
GUTZWILLER, 2016). Isso porque as algas calcarias sdo compostas principalmente por
carbonato de calcio e magnésio, além de conter mais de 20 oligoelementos em quantidades
variaveis, como ferro, manganés, boro, niquel, cobre, zinco, molibdénio, selénio, estroncio,
entre outros (DIAS, 2000; MELO et al., 2006; SCHLEGEL ; GUTZWILLER, 2016).

A L. calcareum é uma alga calcéria vermelha pertencente ao filo Rhodophytas, ordem
Corallinales e familia Corallinaceae. Seu crescimento ocorre em camadas superpostas o que
provoca a morte das camadas inferiores, que se calcificam e tornam-se acinzentadas ou
levemente creme, produzindo o "granulado bioclastico marinho". Ao longo das marés, algumas
dessas estruturas se soltam e séo "roladas" pelo movimento das correntes, formando os
"rodolitos” que, em semelhanca ao que acontece com 0s seixos dos rios, tém formato
arredondado e se acumulam em alguns locais no fundo do oceano, formando jazidas, cuja
qualidade varia de acordo com a qualidade da &gua dos afluentes da foz dos rios da regido
(Figura 1) (GRAHAM; WILCOX, 2000; MELO e MOURA, 2009).
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| . (1) (2)
Figuras 1 e 2. Imagens de Lithothamnium calcareum; Fontes: Univittd Saide Animal (2021) (Figura 1);
Agroserna (2021) (Figura 2).

As algas deste género sdo ricas em carbonato de célcio e de magnésio, e crescem em
camadas superpostas que provocam a morte e "fossilizacdo" das camadas inferiores numa
velocidade de quatro mm ao ano. O processo de extracdo licenciado pelo IBAMA apenas
permite a retirada das estruturas mortas (rodolitos), ndo afetando a sustentabilidade das areas
(BRASIL, 2011).

A L. calcareum apresenta composicdo média de 32 a 38% de Ca®* e 2% de magnésio.
Naturalmente tem sido confundida com o calcario em virtude da riqueza em Ca?* e magnésio,
mas sua estrutura é bastante porosa, com 60% de espagos vazios, 0 que proporciona uma
elevada solubilidade. Sua composicdo €é variavel, complexa (mais de 40 micronutrientes) e seu
balanco ibnico ndo apresenta antagonismos, ao contrario, promove um equilibrio idnico que
pode ser considerado um tamponante organico (Tabela 1) (MELO et al., 2006; MELO,;
MOURA, 2009).

Tabela 1. Principais nutrientes da farinha de algas marinhas de Lithothamnium calcareum

Nutriente Quantidade (ppm)
Célcio 325000
Flaor 800

Boro 20
Manganés 20

Bério 15

lodo 12

Zinco 11

Niquel 10
Bismuto

8
Lantanio 8
Cério 8
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A L. calcareum tem sido utilizada como fonte alternativa de Ca?*. A elevada
disponibilidade de seus nutrientes potencializa sua atuacdo, pois 0S micronutrientes estdo
adsorvidos nas paredes celulares, sendo facilmente assimilaveis pelos animais (DIAS, 2000).

Ao contrario das fontes de Ca?" inorganicas, a alga marinha calcitica é de renovagéo
permanente desde que haja incidéncia de luz natural, tornando-a uma fonte renovavel de
minerais. Sua extracdo pode ser realizada de forma manual, por meio de suc¢do da alga em po
que fica acumulada nas chamadas “ilhas de areia biodentriticas”, por navio aspirador. Para sua
utilizacdo, a matéria-prima “in natura” passa por processo de lavagem, desidratagdo e moagem,
para ser ensacada. O calcério resultante tem sido denominado como biogénico ou biodentritico
marinho (GOMES; PALMA; SILVA, 2000; COSTA NETO et al., 2010).

A utilizacdo das algas marinhas em tratamentos de solo vem ocorrendo ha muitos anos
na Europa, com inicio e desenvolvimento na Franca, pela empresa TIMAC, ao fim da 22 guerra
mundial, adicionadas ao fertilizante NPK. Ainda, Inglaterra, Irlanda e Japdo passaram a
produzir pequenas quantidades para incluséo na alimentacéo animal (MELO et al., 2008).

No Brasil, a extracdo de conchas e algas marinhas acontece de forma continua nos estados
do Rio de Janeiro e Espirito Santo, com utilizagdo restrita a agricultura. Entretanto, nos altimos
anos, essa realidade se estendeu a outras areas, como a salde humana (formulacdo de
cosmeéticos, produtos dietéticos e implantes para cirurgia 6ssea) e no setor pecuario, devido a
utilizacdo em suplementos minerais para racdo animal a base de L. calcareum (GOMES;
PALMA; SILVA, 2000; ALMEIDA et al., 2012).

Em virtude de suas caracteristicas nutricionais, o L. calcareum tem sido uma fonte de
Ca2* para uso na alimentagdo animal. Em estudo de substituicio do calcario por L. calcareum
nas dietas, em que se avaliaram 0s parametros 0sseos, composicao da dieta, digestibilidade de
Ca?" e P e pH intestinal, observou-se que essa alga pode ser recomendada como fonte altamente
soluvel de Ca?* sem interferir no desempenho de frangos de corte (CARLOS et al., 2011;
PAIVA; WALK; McELROY, 2013).

Os efeitos do Ca®" e de fontes de Ca?" (carbonato de célcio e L. calcareum) sobre o
desempenho, solubilidade mineral, resisténcia a ruptura 0ssea e concentragdo urindria, sérica e
mineral 6ssea foram avaliados em leitdes alimentados com dieta contendo fitase exdgena.
Observaram-se que os niveis de Ca?* na dieta influenciaram no uso metabdlico de fosforo (P)
para mineralizacdo dssea, apesar da presenca das fitases exdgenas. De outro modo, 0 uso de
Ca?* de L. calcareum e de carbonato de célcio foram idénticos, sendo a alga recomendada como
uma excelente fonte alternativa de Ca>* (SCHLEGEL; GUTZWILLER, 2016).
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Outra investigacdo referente a nutricdo de leitdes buscou avaliar os principais locais de
absorcédo do Ca?*, a diferenca na digestibilidade padronizada de Ca?* a partir de carbonato de
célcio (CaCOs) e L. calcareum, e o efeito do 4cido fitico sobre a digestibilidade de Ca?*. Duas
dietas foram elaboradas com uma fonte de Ca?*, com CaCOj3 ou L. calcareum, e uma dieta foi
livre de Ca®*. A digestibilidade do Ca?* nio foi afetada pelo nivel de cido fitico, mas diminuiu
com o aumento do nivel de Ca?* proveniente de L. calcareum. O metabolismo de Ca?* e P foi
semelhante (p > 0,05) nos leitdes alimentados com dietas contendo L. calcareum e CaCOz. A
absorcdo do Ca®" do CaCOs ocorre principalmente antes do duodeno e a do Ca®" de L.
calcareum, no jejuno e ileo (GONZALEZ-VEGA et al., 2014).

Em estudo para avaliagdo do efeito da inclusdo de fitase microbiana e de cinco dietas com
diferentes fontes de Ca?*, formuladas pela adicdo de fosfato monocélcico (FM), fosfato
dicélcico (FD), carbonato de calcio (CaCO3), L. calcareum e um coproduto da beterraba com
alto teor de Ca?* a uma dieta basal, em detrimento do amido de milho, sobre a digestibilidade
aparente e a digestibilidade estandardizada de Ca?* no trato total de leitGes, foi verificado que,
independente da inclusdo de fitase microbiana, os leitbes que receberam dieta com FM
apresentaram a maior digestibilidade aparente e estandardizada de Ca?* no trato total. Leitdes
alimentados com o FD apresentaram maior digestibilidade do que os alimentados com CaCOg,
L. calcareum e o coproduto da beterraba, sendo que as trés Gltimas médias ndo apresentaram
diferengas entre si (p > 0,05). A inclusdo de fitase microbiana nas dietas aumentou a
digestibilidade de Ca?* dos leitdes (GONZALEZ-VEGA; WALK; STEIN, 2015).

Devido a sua composicdo em minerais e pela elevada disponibilidade do célcio, a
utilizagdo da alga Lithothamnium spp. na nutrigdo animal tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores. No entanto, em razdo da necessidade de investigacdo mais detalhada da sua
inclusdo em dietas para leitGes, esta pesquisa tem por objetivo a avaliacdo da inclusdo dietética
de Ca?* proveniente de L. calcareum, em substituicio ao Ca?* oriundo de calcario calcitico,
sobre a resisténcia 6ssea, a microbiologia e a morfometria intestinal de suinos nas fases pré-

inicial I, pre-inicial Il e inicial, dos 21 aos 70 dias de idade.
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3 CARACTERISTICAS OSSEAS, MICROBIOLOGICAS E INTESTINAIS DE
LEITOES ALIMENTADOS COM ALGAS MARINHAS CALCITICAS

RESUMO - O presente trabalho tem por objetivo avaliar as caracteristicas 0sseas,
microbioldgicas e intestinais de leitdes desmamados alimentados com suplementacédo dietética
de célcio (Ca?*) proveniente de calcério calcitico (CC) e algas marinhas calciticas (AMC).
Foram utilizados 128 leitdes machos mesticos de linhagem comercial (Landrace x Large White,
Agroceresd e DanBred?Q), com peso médio inicial de 5,50 (0,49) kg e peso final de 24,39 (3,32)
kg, em delineamento experimental de blocos casualizados completos com quatro tratamentos,
repetidos duas vezes em quatro blocos, e quatro suinos por unidade experimental. Os
tratamentos foram constituidos por quatro dietas experimentais: dieta formulada na exigéncia
de Ca®* proveniente de CC (CC); dieta formulada na exigéncia de Ca?* proveniente de
proporcdes equivalentes de CC e AMC (CC + AMC); dieta formulada com reducdo de 30% da
exigéncia de Ca?* proveniente de AMC (AMC (-30%)) e dieta formulada na exigéncia de Ca?"*
proveniente de AMC (AMC). As variaveis analisadas foram: matéria seca (MS), matéria
mineral (MM) e concentracio de Ca®* (Ca®") no 3° e 4° metatarso e nos rins, coracéo e figado;
peso fresco (PFR), peso seco (PS), comprimento (CO), area (A), composicao mineral 6ssea
(CMO), densidade mineral 6ssea (DMO), indice de Seedor (IS) e resisténcia dssea (RO) no 3°
e 4° metatarso; pH estomacal e pH e contagem de populacéo bacteriana no jejuno, ileo, ceco e
célon; morfometria intestinal no duodeno, jejuno e ileo. Houve influéncia (p < 0,05) dos
tratamentos no PFR, PS, CO, A, CMO, IS e RO dos metatarsos, na MS e Ca?* do figado, no pH
do ceco, enterobactérias no jejuno e morfometria do duodeno. Leitbes alimentados com AMC
(-30%) apresentaram comprometimento do desenvolvimento ésseo, pois obtiveram menores
médias de PFR, PS, CO, A, CMO, IS e RO em relacdo aos leitdes que receberam dietas com
CC e AMC. Para 6rg3os, houve maior concentra¢io de Ca?* no figado de animais alimentados
com AMC e maior porcentagem de MS no figado de animais que receberam AMC (-30%).
Leitdes que receberam dietas com AMC apresentaram menor valor médio de pH no ceco e
maior média (p < 0,05) na contagem de enterobactérias no jejuno do que leitbes alimentados
com dietas com CC e AMC (-30%). A utilizagdo de AMC como fonte alternativa de Ca?* em
dietas de leitdes em fase de creche assemelha-se a fonte convencional de Ca®, e ndo traz
prejuizos aos parametros analisados, desde que a exigéncia nutricional de Ca®* seja atendida.
Palavras-chave: calcario calcitico, célcio, densidade d&ssea, exigéncia nutricional,

Lithothamnium calcareum, suino desmamado
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BONE, MICROBIOLOGICAL AND INTESTINAL CHARACTERISTICS OF
PIGLETS FEEDING CALCITIC SEAWEED

ABSTRACT - The present study aims to evaluate the bone, microbiological and
intestinal characteristics of weaned piglets fed dietary calcium (Ca?*) supplementation from
limestone (L) and calcitic seaweed (CS). We used 128 crossbred male piglets of commercial
lineage (Landrace x Large White, Agroceres? and DanBred?), with initial average weight of
5.50 (0.49) kg and final weight of 24.39 (3.32) kg, in a randomized block design complete with
four treatments, repeated twice in four blocks, and four pigs per experimental unit. The
treatments consisted of four experimental diets: diet formulated in Ca?* requirement from L
(L); diet formulated in Ca?* requirement from equivalent proportions of L and CS (L + CS);
diet formulated with a 30% reduction in Ca®" requirement from CS (CS (-30%)) and diet
formulated in Ca®* requirement from CS (CS). The variables analyzed were: dry matter (DM),
ash (ASH) and Ca?* concentration (Ca?*) in the 3" and 4" metatarsal bones and in the kidneys,
heart and liver; fresh weight (FW), dry weight (DW), length (LEN), area (A), bone mineral
composition (BMC), bone mineral density (BMD), Seedor index (SI) and bone resistance (BR)
in the 3" and 4" metatarsal bones; stomach pH and pH and bacterial population count in the
jejunum, ileum, cecum and colon; morphometry in the duodenum, jejunum and ileum. There
was influence (p < 0.05) of treatments in FW, DW, LEN, A, BMC, Sl and BR of metatarsals,
in DM and Ca?* of the liver, on the pH of the cecum, enterobacteria in the jejunum and
morphometry of the duodenum. Piglets fed CS (-30%) presented impaired bone development,
as they had lower means of FW, DW, LEN, A, BMC, Sl and BR in relation to piglets that
received diets with L and CS. For organs, there was a higher concentration of Ca in the liver of
animals fed CS and a higher percentage of DM in the liver of animals that received with CS (-
30%). Piglets that received diets with CS had lower mean pH value in the cecum and higher
mean (p < 0.05) in the enterobacteria count in the jejunum than piglets fed diets with L and CS
(-30%). The use of CS as an alternative source of Ca?* in diets of piglets in the nursery phase
resembles the conventional source of Ca?*, and does not cause harm to the analyzed parameters,
since that the nutritional requirement of Ca?* is met.

Keywords: bone density, calcium, limestone, Lithothamnium calcareum, nutritional

requirement, weaned pig
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3.1 Introducgéo

A formulacéo de dietas que atendam as exigéncias nutricionais de minerais é importante
para promover o adequado crescimento dos suinos. A dieta referéncia dos suinos é baseada em
grdos, com baixa quantidade de calcio (Ca?*) absorvivel, sendo comum uma suplementagio de
Ca?* inorganico (GONZALEZ-VEGA,; STEIN, 2014; GONZALEZ-VEGA; WALK; STEIN,
2015).

O Ca?" é o mineral mais abundante no corpo e é encontrado principalmente nos 0ssos (96
- 99%), mas também nos fluidos e tecidos corporais. O Ca?* é um mineral essencial a todos 0s
processos fisioldgicos, além de fornecer rigidez ao esqueleto e atuar no crescimento do animal
(MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002; SUTTLE, 2010; GONZALEZ-VEGA; STEIN,
2014).

As fontes de Ca?* que sdo utilizadas na alimentagdo animal podem ser de origem
inorganica (rochas) ou organica, como as farinhas de 0ssos, de conchas e de algas marinhas
calciticas. Geralmente as dietas contém fontes de Ca®* oriundas de rochas, mais abundantes e
de menor custo, como o calcério calcitico e o dolomitico, o carbonato, o sulfato e o fluoreto de
calcio, a fluorapatita e os fosfatos de rocha defluorizado (FIALHO et al., 1992). Essas fontes
contém diferentes concentracdes de Ca?*: o carbonato de calcio apresenta 40% de Ca®*, o
calcério calcitico 38,5%, o calcario dolomitico 22,3%, o fosfato bicalcico 23,2%, o sulfato de
calcio 20% e o fosfato de rocha desfluorizado 29,5% (ARAUJO et al., 2008).

A alga marinha Lithothamnium calcareum é uma fonte organica de Ca?* que contém cerca
de 32,5% de Ca®*" e 0,03% de fosforo. Estudos comparativos entre as fontes organicas e
inorganicas de Ca?* demostraram que a farinha de algas marinhas apresenta maior solubilidade
em comparacdo ao calcio comercial (inorganico), devido as suas caracteristicas fisicas
(estruturais). A solubilidade maior é uma vantagem, pois esse indicativo esta relacionado a
biodisponibilidade e absorgéo intestinal de Ca?* nos animais (MELO et al., 2006).

O impacto ambiental causado pela extracdo de Ca®* inorganico e 0 maior custo para
obtencéo de algumas fontes de Ca?*, como o fosfato bicélcico, tém despertado o interesse de
pesquisadores para que investiguem outras fontes de Ca?"*, alternativas as fontes derivadas de
rochas, e com maior biodisponibilidade, que s@o de grande interesse na suinocultura
(ROUSSEL, 2000; MELO e MOURA,; 2009).

Atualmente, as pesquisas voltadas a utilizacdo de algas marinhas calciticas como fonte
organica alternativa de Ca?* tém aumentado, pois esses organismos estio presentes em

ambientes marinhos por todo o planeta, bem como séo consideradas fontes renovaveis de macro
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e microminerais na presenc¢a de luz, e sua extragdo ndo causa impacto ambiental, pois sdo
retiradas as estruturas mortas e calcificadas (DIAS, 2000; MELO e MOURA, 2009).

A Lithothamnion calcareum é uma alga marinha calcaria vermelha, pertencente a familia
Corallinaceae. Devido as calcificacdes que se formam pela precipitacio de carbonato de Ca®* e
magnésio nas paredes celulares, é uma 6tima fonte de matéria-prima para a formulacdo de
cosmeticos, produtos dietéticos, implantes para cirurgia 6ssea, nutricdo animal, fertilizantes e
calcario para tratamento de solos, entre outros (CARLOS et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012).

Atualmente, a pecudria tem buscado novas alternativas as fontes de Ca?* inorganicas
comerciais. Em vista disso, estudos voltados & aplicabilidade de Ca®* presente na alga L.
calcareum tém sido realizados com frangos de corte (CARLOS et al., 2011; PAIVA; WALK;
McELRQY, 2013); coelhos (EULER et al., 2010), equinos (JACOBS et al., 2020) e suinos
(GONZALEZ-VEGA; WALK; STEIN, 2015; SCHLEGEL ; GUTZWILLER, 2016).

Devido as caracteristicas nutricionais das algas marinhas calcarias e a caréncia de
informacgdes mais detalhadas sobre sua utilizacdo em dietas que atendam e ndo atendam as
exigéncias nutricionais de calcio dos suinos, este trabalho tem por objetivo a avaliacdo da
inclusdo dietética de Ca®* proveniente de L. calcareum, em substituicdo ao Ca?* oriundo de
calcario calcitico, sobre os pardmetros de resisténcia 0ssea, a microbiologia e a morfometria

intestinal de suinos nas fases pre-inicial I, pré-inicial 1l e inicial, dos 21 aos 70 dias de idade.

3.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido no setor de suinocultura da fazenda experimental Antonio
Carlos dos Santos Pessoa, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), localizada no municipio de Marechal Candido Rondon, Parand, Brasil. Os
leitdes foram manejados cuidadosamente para evitar desconfortos desnecessarios e todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIOESTE, sob o protocolo n°® 14/2016 - CEUA.

Um total de 128 leites mesticos, machos inteiros de linhagem comercial (Landrace x
Large White, Agroceresd e DanBred?), com peso corporal inicial médio de 5,50 (0,49) kg, foi
utilizado em delineamento experimental de blocos casualizados completos com quatro
tratamentos, repetidos duas vezes em quatro blocos, e quatro suinos por unidade experimental
(UE), totalizando 32 baias (UE).
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No inicio do periodo experimental, os leitdes foram pesados, identificados com brincos
numerados e alojados em uma sala de creche de alvenaria e telhas de ceramica, constituida de
baias suspensas com dimenséo de 1,0 m de largura e 1,54 m de comprimento, com piso plastico
de polietileno, providas de comedouros frontais tipo calha e bebedouros tipo chupeta na parte
posterior, dispostas em duas fileiras, divididas por um corredor central, em que permaneceram
até atingirem 24,39 (3,32) kg de peso corporal final médio.

A temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar foram registradas utilizando-se um
datalloger com mostrador digital da marca Vketech, modelo temperature instruments, o qual
foi instalado no centro do galpdo experimental. A temperatura média minima registrada do
ambiente interno foi de 22,00 (4,2) °C e a média méxima foi de 25,00 (5,1) °C. A ventilacdo do
galpdo de creche foi realizada com o auxilio de ventiladores, exaustores e janelas de vidro do
tipo basculante. O aquecimento das baias experimentais foi controlado individualmente, com o
uso de ldampadas incandescentes infravermelha dotadas de campéanula.

Os leitdes receberam ragdo comercial de desmame, na quantidade de 0,5 kg por animal,
fornecida durante o periodo de adaptacdo dos animais ao ambiente e manejo, entre a chegada e
0 inicio do experimento, que foi de aproximadamente de trés dias.

As dietas experimentais, isoenergéticas e isoproteicas, foram formuladas a base de milho
e farelo de soja para atenderem as exigéncias dos leitdes para as fases pré-inicial | (5,50 a 9,42
kg), pré-inicial 1l (9,43 a 15,47 kg) e inicial (15,48 a 24,39 kg), seguindo as recomendacdes
nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017), exceto para o tratamento com reducdo de
30% da exigéncia de Ca?*. Os tratamentos foram constituidos por quatro dietas experimentais:
dieta formulada nas exigéncias de Ca?" para leitdes (0,825 e 0,85%, de acordo com a fase) e
Ca2* proveniente de calcério calcitico (CC); dieta formulada nas exigéncias de Ca®" e Ca?"
proveniente de proporcdes equivalentes de CC e algas marinhas calciticas (CC + AMC); dieta
formulada com reducéo de 30% da exigéncia de Ca?* para leitdes (0,577 e 0,595%, de acordo
com a fase) e Ca?* proveniente de AMC (AMC (-30%)) e dieta formulada nas exigéncias de
Ca?*e Ca?* proveniente de AMC (AMC) (Tabela 2).
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Tabela 2. Composicdo centesimal e quimica das dietas para leitfes na fase de creche alimentados com algas marinhas calciticas.

Tratamento

Fase pré-inicial I (5,50 a 9,42 kg) Fase pré-inicial Il (9,43 a 15,47 kg) Fase inicial (15,48 a 24,39 kg)
Ingrediente cC AMC cC AMC ccC AMC

CC + AMC -30% AMC CC + AMC - 30% AMC CC + AMC - 30% AMC
Milho 7,88% 51,70 51,66 51,87 51,59 53,05 52,98 53,41 52,89 66,20 66,12 66,43 66,02
Farelo soja 45,22% 8,06 8,00 8,00 8,06 17,91 17,88 17,75 17,86 23,86 23,84 23,70 23,80
Oleo de soja 0,90 0,90 0,90 0,90 0,65 0,69 0,55 0,73 0,14 0,18 0,09 0,23
Farinha de peixe 54% 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Concentrado de soro 34% 21,15 21,15 21,15 21,15 13,42 13,46 13,46 13,46 - - - -
Soja micronizada 38% 8,00 8,00 8,00 8,00 6,00 6,00 6,00 6,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcério calcitico 0,57 0,31 - - 0,62 0,34 - - 0,70 0,38 - -
Fosfato bicélcico 1,21 1,21 0,86 1,21 1,08 1,08 0,77 1,08 1,20 1,21 0,86 1,21
AMC - 0,31 0,80 0,68 - 0,31 0,80 0,74 - 0,38 0,99 0,83
Sal comum 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33 0,33 0,33 0,33 0,39 0,39 0,39 0,39
Acucar 4,00 4,00 4,00 4,00 3,00 3,00 3,00 3,00 - - - -
Premix mineral vitaminico 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
L-Lisina 54% 0,10 0,10 0,10 0,10 0,04 0,05 0,05 0,05 0,61 0,61 0,61 0,61
DL-Metionina 99% 0,18 0,18 0,18 0,18 0,16 0,17 0,17 0,17 0,16 0,16 0,16 0,16
L- Triptofano 99% 0,06 0,06 0,06 0,06 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
L-Treonina 98% 0,10 0,10 0,10 0,10 0,12 0,12 0,12 0,12 0,18 0,18 0,18 0,18
Total (%) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicdo calculada (%)

Energia metab. (Mcal/kg) 3,40 3,40 3,40 3,40 3,38 3,38 3,38 3,38 3,23 3,23 3,23 3,23
Proteina bruta 20,00 20,00 20,00 20,00 21,00 21,00 21,00 21,00 19,50 19,50 19,50 19,50
Calcio total 0,85 0,85 0,595 0,85 0,825 0,825 0,577 0,825 0,825 0,825 0,577 0,825
Fosforo disponivel 0,50 0,50 0,50 0,50 0,45 0,45 0,45 0,45 0,41 0,41 0,41 0,41
Lisina digestivel 1,45 1,45 1,45 1,45 1,33 1,33 1,33 1,33 1,21 1,21 1,21 1,21
Treonina digestivel 0,91 0,91 0,91 0,91 0,84 0,84 0,84 0,84 0,76 0,76 0,76 0,76
Metionina + cistina dig. 0,81 0,81 0,81 0,81 0,75 0,75 0,75 0,75 0,68 0,68 0,68 0,68
Triptofano digestivel 0,26 0,26 0,26 0,26 0,23 0,23 0,23 0,23 0,21 0,21 0,21 0,21

CC: calcério calcitico; AMC: algas marinhas calciticas; Niveis minimos de garantia por kg de premix (M99): acido pantoténico 2.249,99; acido fdlico 103,12; ferro 6.733,40;
manganés 1.866,70; zinco 1.000,00; selénio 43,75; iodo 37,50; vitamina B; 224,96; vitamina B, 537,50; niacina 4.687,50; vitamina Be 437,50; biotina 16,88; vitamina K3
375,00; etoxiquin 206,00; @9 lisina 123,76; metionina 110,25; treonina 46,64; cobre 22,07; clorohidroxiquinolina 15,00; “9): vitamina A 1.437.500,00; vitamina Ds
262.500,00; vitamina E 4.250,00; M99): vitamina B, 2.537,50.
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Durante o periodo experimental de 84 dias, a 4gua e as dietas experimentais foram
fornecidas ad libitum. As dietas foram fornecidas aos animais numa frequéncia de seis porgoes
no decorrer do dia.

Ao final do periodo experimental, oito animais de cada tratamento foram abatidos apos
jejum alimentar de seis horas, seguindo método de abate humanizado (eletronarcose seguido de
exsanguinacdo (BRASIL, 2008) para a coleta de dados e amostras bioldgicas para as anélises
de pH do contetdo do trato digestorio, microbiologia intestinal, morfometria do epitélio
intestinal, caracteristicas fisico-quimicas dos 6rgéos (coracao, figado e rim) e parametros 6sseos
(3° e 4° metatarsos). O animal abatido foi 0 que apresentou o peso corporal mais préximo da
média do tratamento. O jejum foi realizado para diminuir a presenca de residuos nos 6rgaos,
facilitar o manuseio e evitar danos aos tecidos que foram utilizados para analises morfométricas.

Logo apds o abate, foi mensurado o pH do contetido do estémago (PHE), jejuno (PHJ),
ileo (PHI), ceco (PHCE) e célon (PHCO) com o auxilio de um pHmetro digital (Hanna
Instruments Inc., Rhodes Island, USA, modelo HI 99163), por meio da inser¢do de um eletrodo
unipolar (MANZANILLA et al., 2004). Ligaduras foram realizadas nas extremidades desses
Orgdos para que ndo houvesse mistura dos contetudos e comprometimento das leituras de pH. O
acesso ao conteldo estomacal foi feito a partir de uma incisdo na regido esofégica, a
aproximadamente dois centimetros do es6fago, e o pH foi mensurado ap6s homogeneizacgao do
quimo. No intestino, apds a homogeneizac¢do do quilo, a mensuracdo do pH foi feita na parte
mediana do jejuno, a 150 cm da juncdo ileocecal, no segmento ileal (a 15 cm da juncéo
ileocecal) e nas partes caudais do ceco e do célon (GUO et al., 2001).

Apo6s mensuracdo do pH, os drgdos digestérios (estbmago, figado e vesicula biliar,
intestino delgado vazio e pancreas, ceco e célon vazios) e ndo digestorios (baco, coragdo e rins)
foram retirados, lavados com agua destilada e pesados em balanca eletrénica digital, modelo
9094, marca Toledo. Com os dados absolutos, foram calculados os pesos relativos dos 6rgaos,
considerando o peso corporal dos animais no momento do abate.

O coracado, figado e rins foram preé-secos em estufa de ventilacdo forcada, modelo SF-325
NM, marca Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 55 °C durante 72 horas, moidos em moinho tipo
bola (modelo Star FT-60; marca Fortinox, Piracicaba, SP, Brasil) com camara fechada e
armazenados em frascos previamente identificados para posteriores analises de matéria seca
(MS; %) do coragdo (MSCOR), figado (MSFIG) e rins (MSRIM) em estufa de ventilacéo
forcada (modelo SF-325 NM; marca Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 105 °C, e matéria mineral
(MM; %) do coracdo (MMCOR), figado (MMFIG) e rins (MMRIM), com a utilizagdo de mufla
(modelo F2 DM monofasico; marca Fornitec, Sdo Paulo, SP, Brasil).
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A concentracdo de célcio (g/kg) do coragdo (CaCOR), figado (CaFIG) e rins (CaRIM) foi
realizada pela abertura da amostra via Umida, utilizando solucdo nitroperclérica (3:1) e
submetidos a leitura de espectrofotometria de absorcdo atdmica por chamas (modelo GBC 932
AA dual beam; marca Tecnal, Dandenong, VIC, Australia), no Laboratorio de Quimica
Agricola e Ambiental da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE). As analises
de matéria seca, matéria mineral e concentragdo de célcio das dietas e drgdos foram realizadas
de acordo com as metodologias descritas por Silva e Queiroz (2006).

Apbs o abate, foram coletadas amostras dos conteudos do jejuno, ileo, ceco e célon, que
foram destinadas as contagens de populacdes de enterobactérias (&gar EMB levine, Kasvi) e
bactérias acido lacticas (dgar MRS, Acumedia). As amostras foram acondicionadas em
eppendorfs estéreis de 1,5 mL, identificadas, armazenadas em caixa térmica e transportadas sob
refrigeracdo ao Laboratério de Microbiologia da UNIOESTE.

Posteriormente, um grama de amostra dos contetdos do trato digestério foi transferido
para tubos estéreis identificados, sendo submetidas a diluicdo seriada em solucéo fisioldgica a
0,9%. A diluigdo 10 (1 g de amostra com 9 mL de solucéo fisioldgica) foi homogeneizada em
vortex (modelo AP 56; marca Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) por 30 segundos. As demais
diluicdes, até 10, foram homogeneizadas em vortex (modelo e marca mencionados) por 10
segundos. Com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, uma aliquota de 100 pL de cada diluigdo
foi semeada por espalhamento na superficie de meios de cultura adequados ao seu crescimento
(WEEDMAN et al., 2011), os quais foram cultivados em placa de Petri de poliestireno esteril.
Para detectar as populacdes, as placas contendo o indculo foram incubadas em estufas a 37 °C,
durante a noite, sob aerobiose por 24 horas para as enterobactérias e em condicdo de
anaerobiose por 48 horas, para as bactérias acido lacticas.

Apdbs as mensuracdes, os dados de contagens microbioldgicas foram transformados para
uma escala logaritmica (base dez), para avaliacdo no jejuno (J), ileo (1), ceco (CE) e c6lon (CO)
do logaritmo total (LT) de bactérias (LTJ, LTI, LTCE e LTCO), do log. de enterobactérias (E)
(LEJ, LEI, LECE e LECO) e do log. de bacteérias acido lacticas (AL) (LALJ, LALI, LALCE e
LALCO).

Apobs a retirada dos 6rgdos, coletaram-se segmentos de cerca de trés cm de comprimento
do duodeno, ileo e jejuno, para analises histoldgicas das estruturas do epitéelio intestinal. No
duodeno, os segmentos foram retirados a 15 cm da valvula pildrica. No jejuno e no ileo, foram
extraidos a 150 e a 15 cm da juncéo ileocecal, respectivamente (GUO et al., 2001). Em seguida,
0s seguimentos foram lavados em solucéo de cloreto de sodio a 0,9%, acondicionados por 48

horas, sob refrigeracdo, em embalagens estéreis com solucdo de formol tamponado a 10%
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(formol comercial a 37,5%, agua destilada, fosfato de sédio mono e dibasico) e colocados em
solucdo de alcool a 70% e transportados ao Laboratério de Histologia da UNIOESTE.

A montagem das laminas histologicas foi procedida com a inclusdo das amostras
(seguimentos do trato digestdrio) em blocos de parafina, sendo microtomizadas em micrétomo
rotativo semiautomatizado (Leica RM2245, Leica Biosystems, Sdo Paulo, Brasil) e submetidas
a coloragdo por hematoxilina e eosina para descricdo histologica (GAO; ZHAO,;
GREGERSEN, 2000).

As medicdes de altura de vilo (AV) e profundidade de cripta (PC) foram realizadas por
meio de imagens geradas por um microscépio digital de luz (DM2500 M, Leica Microsystems
Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), equipado com uma camera digital (DFC295, Leica Microsystems
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). A razdo entre AV e PC foi calculada (VC; pum) no duodeno
(VCD), jejuno (VCJ) e ileo (VCI), e as imagens foram analisadas pelo programa Leica
Application Suite - LAS V.4.1 com uma ampliacdo de 200x. Para cada amostra, foram geradas
15 medidas de vilo e de suas respectivas criptas. As mensuracdes dos vilos foram realizadas a
partir da extremidade mais proxima do Iimen intestinal até o inicio da cripta. As medi¢des das
criptas foram feitas a partir do final das vilosidades até o final da camada de células da cripta.

Os membros posteriores coletados durante o abate foram manipulados inicialmente com
o0 auxilio de um bisturi e tesoura cirirgica para remover a musculatura, cartilagem e gorduras
da superficie Gssea e retirar o terceiro e 0 quarto metatarsos sem afetar o tecido 6sseo. A seguir,
0s 0ssos foram imersos em agua fervente por cinco minutos. Ap6s, 0s 0ssos limpos e frescos
foram transportados ao Laboratério de Nutricdo Animal (LANA) da UNIOESTE para a
pesagem em balanca analitica e obtencdo do peso fresco (PFR; g), e para a mensuracao do
comprimento (CO; cm), com o auxilio de um paquimetro digital (marca Lorben, com faixa de
medicdo de 0,01 a 150 mm), e calculo do indice de Seedor (IS; mg/mm), obtido a partir da razéo
entre o peso fresco e o comprimento do 0sso (SEEDOR; QUARTUCCIO; THOMPSON, 1991).

No terceiro e quarto metatarsos, a matéria seca (MS; %) foi mensurada em estufa a 105
°C, para obtencdo do peso seco (PS; g). Posteriormente, o material foi calcinado em mufla a
600 °C, para obtengdo da matéria mineral (MM; %). A concentragdo de calcio (Ca2*; g/kg) dos
ossos foi realizada pela abertura da amostra via Umida utilizando solucdo nitroperclorica (3:1),
sendo a solugdo mineral obtida submetida a leitura de espectrofotometria de absorcéo atbmica
por chamas, no Laboratério de Quimica Agricola e Ambiental da UNIOESTE.

A analise de densitometria dos 0ssos metatarsos foi realizada em equipamento Hologic
Discovery Wi®, previamente calibrado com o uso de um phantom. Para realizagio do escéner,

0s 0ssos foram posicionados em vista dorsoventral e por cerca de trés minutos foi realizada a
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leitura com passagem de dois tipos de raios X sobre a superficie 6ssea, com os resultados
fornecidos pelo equipamento sobre a composicdo mineral 6ssea (CMO; g), area dssea (A; cm?)
e densidade mineral dssea (DMO; g/cm?).

Para avaliacdo da resisténcia Ossea (RO), os 0ssos coletados foram previamente
descongelados sem hidratacdo e mantidos refrigerados (4 °C). A seguir, foram posicionados
com vista dorsoventral e apoiados na regido das epifises, de modo que a por¢édo média da diafise
permanecesse livre de apoios, para receber a forca que foi aplicada na regido central da diafise
e no mesmo ponto em todos 0s 0ssos. Em seguida, procedeu-se um ensaio de flexdo de uma
forca mecénica em trés pontos, com velocidade de 5 mm/min, pré-carga de 500 N com tempo
de acomodacdo de 30 s e uma distancia entre os pontos de 60 mm, com o auxilio de uma
maquina universal de ensaios mecanicos (marca EMIC, modelo DL 10.000, com ceélula carga-
EMIC de 200 kgf). Os dados coletados por computador diretamente acoplado a maquina foram
expressos em Newton (N) e depois transformados para quilograma-forga (kgf) (ASABE, 2017).

A normalidade dos erros experimentais e a homogeneidade de variancias residuais entre
o0s tratamentos para as caracteristicas foram avaliadas previamente utilizando-se os testes de
Shapiro-Wilk e de Levene do SAS® University Edition software (SAS, 2020), respectivamente.
Em seguida, foi verificada, por meio de anélise de variancia (ANOVA), a ndo influéncia (p >
0,05) dos tratamentos sobre o peso corporal inicial do animal amostrado na baia (PCIA), para
a indicacdo do PCIA como covariavel e correcdo dos valores de médias observadas das
caracteristicas (BANZATTO; KRONKA, 2013).

Foi procedida a andlise de covariancia (ANCOVA), para verificacdo dos efeitos das
classes de dieta e de PCIA sobre as caracteristicas. Quando detectado o efeito de PCIA (p <
0,05), o modelo estatistico utilizado foi expresso por Yijk =m + Ti + Bj + B(Xijk - X ) + ijk, €M
que: Yijk = observacdo média da variavel dependente em cada parcela, medida na i-ésima classe
de dieta, no j-ésimo bloco e na k-ésima repeticdo; m = efeito da média geral; T; = efeito das
classes de tratamentos, para i = (1, 2, 3 e 4); B; = efeito dos blocos, paraj=(1,2,3 e 4); p=
coeficiente de regressdo de Y sobre X (PCIA); Xijk = observacdo de PCIA em cada parcela,
medida na i-ésima classe de dieta, no j-ésimo bloco e na k-ésima repeticdo; X = média geral
para a covariavel X e i = erro aleatorio da parcela associado a cada observacao Yijk.

Posteriormente, para as caracteristicas em que nédo foi detectado o efeito (p > 0,05) de
PCIA, foi procedida a ANOVA para verificacdo dos efeitos dos tratamentos, adotando-se o

modelo estatistico descrito anteriormente, sem a utilizacdo de covariavel.
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Para as caracteristicas em que houve efeito (p < 0,05) de PCIA, foi realizado o teste de
homogeneidade dos coeficientes de regressao linear de 1° grau (betas), um dos pré-requisitos
para o uso da ANCOVA, em que se verificaram se as inclina¢fes das retas de regressdo para 0s
quatro tratamentos foram equivalentes. Esse procedimento foi realizado ajustando-se 0 modelo
de ANCOVA descrito anteriormente e adicionando-se o termo de interagdo entre a covariavel
PCIA e os tratamentos (PCIA*Ti). A homogeneidade dos quatro betas foi detectada quando ndo
se rejeitou a hipotese de nulidade Ho: Br1= Br2= Pr3= Br4 a0 se aplicar o teste F.

Para caracteristicas em que houve heterogeneidade dos betas, foram estimados os betas
dos valores de Y em funcdo dos valores de X (PCIA), considerando as repeti¢cdes de cada
tratamento, para se estabelecer contrastes ortogonais entre grupos de tratamentos e entre
tratamentos, visando comparar inclinacdes entre os grupos pré-estabelecidos. A deteccdo de
significancia (p < 0,05) para um contraste, ao se aplicar o teste t, indicou a necessidade de se
modelar diferentes coeficientes de regressdo para os respectivos grupos de tratamentos.

A modelagem de diferentes coeficientes de regressdo para tratamentos distintos foi
procedida utilizando-se a variavel auxiliar binaria “dummy de tratamento (DT)”, cuja
codificacdo foi associada aos grupos de tratamentos homogéneos. O valor zero para DT
representou a codificagdo para um grupo de tratamentos e o valor um, para o outro grupo de
tratamentos. A estimacao dos betas para cada grupo homogéneo e a verificacdo da significancia
dos tratamentos sobre tais caracteristicas foram realizadas ajustando-se um modelo de
ANCOVA incluindo como fatores os efeitos da média geral, blocos, tratamentos, PCIA e
interacdo entre PCIA e DT (PCIA*DT). A significancia (p < 0,05) para a interacdo PCIA*DT
indicou a adequabilidade do modelo de ANCOVA com betas heterogéneos e 0 aumento da
precisdo experimental, com menores valores de coeficiente de variacdo em relagdo a ANOVA
e ANCOVA com betas homogéneos.

Quando constatado o efeito dos tratamentos (p < 0,05) na ANCOVA ou ANOVA, suas
médias de quadrados minimos (Ismeans) foram comparadas por meio do teste t.

O nivel de 5% de significancia foi adotado em todos os testes de hipoteses. As anélises

estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 SAS® University Edition software (SAS, 2020).

3.3 Resultados e discussao

Os erros experimentais das caracteristicas modeladas pela ANOVA e ANCOVA

apresentaram distribuicdo normal de probabilidades (p > 0,05) e homogeneidade de variancias
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dos tratamentos (p > 0,05). A normalidade dos erros experimentais e a homogeneidade de
variancias dos tratamentos sdo pré-requisitos para utilizagdo das andlises de variancia e de
covariancia (BANZATTO; KRONKA, 2013), o que permite a utilizagéo correta de estatisticas
tabeladas dos testes de hipdteses e a possibilidade para se realizar inferéncias mais precisas, por
meio de intervalos de confianga. Os resultados mostraram a viabilidade para se utilizar a
ANOVA e ANCOVA para a verificagdo dos efeitos dos tratamentos.

N&o houve efeito (p = 0,4371) dos tratamentos sobre o peso corporal inicial do animal
amostrado na baia (PCIA). Esse resultado indicou que houve independéncia entre o PCIA e 0s
tratamentos, ou seja, o PCIA pode ser utilizado como covariavel para correcdo das
caracteristicas. Os valores de média e desvio-padrdo do PCIA de acordo com os tratamentos
foram: 5,27 e 0,42 (CC); 5,40 e 0,68 (CC + AMC); 5,68 e 0,50 (AMC (-30%)) e 5,32 e 0,51
(AMC), respectivamente.

N&o houve efeito (p > 0,05) da covariavel PCIA sobre a MSO, MMO, CaO, DMO,
MMCOR, MMFIG, MSRIM, MMRIM, CaCOR, CaFIG, CaRIM, PHE, PHJ, PHI, PHCE,
PHCO, VCD, VCI, no logaritmo da contagem total de bactérias no jejuno (LTJ), ileo (LTI) e
ceco (LTCE), e no logaritmo da contagem de bactérias acido lacticas do jejuno (LALJ), ileo
(LALI) e célon (LALCO). Para essas caracteristicas, foi procedida uma analise de variancia
(ANOVA) para verificagao dos efeitos das classes de ra¢do, ndo havendo a corregéo dos valores
meédios observados das caracteristicas considerando os valores da covariavel PCIA.

De outro modo, ao se proceder a analise de covariancia (ANCOVA) observou-se efeito
(p<0,05)de PCIA no PFR, PS, CO, A, CMOQ, IS, RON, ROK, MSCOR, MSFIG, VCJ, LTCO,
LALCE, LEJ, LEI, LECE e LEC. Para essas caracteristicas, os efeitos dos tratamentos foram
verificados na ANCOVA e as médias observadas foram corrigidas pelos valores de PCIA.

Os coeficientes de regressdo (coeficientes angulares) homogéneos, estimados na
ANCOVA a partir dos valores das variaveis dependentes sobre os valores da covariavel PCIA,
foram de 1,3086 (PFR), 0,8972 (PS), 5,4232 (CO), 0,4379 (A), -99,1835 (RON), -10,1126
(ROK), 0,3431 (VCJ), 0,0221 (LTCO), 0,0551 (LALCE), 0,0230 (LEJ), 0,0219 (LEI), 0,0466
(LECE) e 0,0404 (LENTCO).

Os valores dos coeficientes de regressdo heterogéneos, obtidos de acordo com o
tratamento ou grupo de tratamentos, foram de 0,2581 (CC) e 0,0755 (CC + AMC; AMC (-30%)
e AMC) para CMO; -3,9870 (CC) e -1,2255 (CC + AMC; AMC (-30%) e AMC) para MSCOR;
-1,1626 (CC + AMC) e 25,3866 (CC, AMC (-30%) e AMC) para IS; e -0,8080 (CC + AMC) e
-4,1112 (CC, AMC (-30%) e AMC) para MSFIG.
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Né&o foi obtido efeito dos tratamentos sobre a matéria seca (MS; p = 0,7451), matéria
mineral (MM; p = 0,1439) e concentracdo de célcio (Ca?*; p = 0,2005) no terceiro e quarto
metatarsos de leitdes (Tabela 3). Os resultados mostraram que os tratamentos AMC e CC foram
similarmente eficientes em manter a deposi¢édo mineral dssea, possivelmente pela AMC ser de
fonte organica e apresentar maior concentracdo de minerais como ferro, zinco, cobre, cobalto
quando comparada ao calcério calcitico (AVELAR et al., 2009), o que pode explicar o fato de
os leitdes alimentados com AMC (-30%) manterem valores relevantes sobre as variaveis MM

e concentragéo de Ca?*.

Tabela 3. Lsmeans de caracteristicas de composi¢do quimica, peso fresco, peso seco e
comprimento dos metatarsos de leitdes de acordo com os tratamentos

Caracteristica Tratamento’ CV2 p
cC CC+AMC AMC (-30%) AMC (%)

Matéria seca 0sso (%) 76,28 74,37 73,38 71,01 13,10 0,7451
Matéria mineral (%) 46,51 50,89 52,10 48,29 10,27 0,1439
Calcio (g/kg) 164,22 167,23 169,51 157,86 6,73 0,2005
Peso Fresco (g) 5,842 5,802 3,97° 5,362 21,02 0,0120
Peso Seco (q) 4,712 4,68° 3,16° 4,09 18,42 0,0023
Comprimento (mm) 54,732 52,70 45,24P 50,812 9,09 0,0048

lsmeans seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade;
CC: calcério calcitico; AMC: algas marinhas calciticas; 2CV: coeficiente de variagdo; 3p: probabilidade de
significancia.

Além de exercerem funcdo na estrutura e sustentacdo do corpo, 0S 0ss0S Sd80 a maior
reserva de calcio do organismo, garantindo a manutencdo da homeostase do célcio nos 0ssos e
meio extracelular. Santana et al. (2017) utilizaram diferentes fontes de célcio na alimentacédo
de leitbes e encontraram valores semelhantes aos do presente trabalho, com médias de 146,73
g/kg para concentracdo de Ca?* nos metatarsos de suinos e 46,10% de matéria mineral. Saraiva
et al. (2009) utilizaram nivel de 0,68% de Ca?*, com reducéo da exigéncia nutricional de célcio
do animal, e obtiveram valores de 50,37% para matéria seca e de 163,4 g/kg para concentracao
de Ca?* nos metatarsos, valores semelhantes aos encontrados no presente estudo.

No entanto, observou-se efeito dos tratamentos no peso fresco (PFR; p = 0,0120), peso
seco (PS; p =0,0023) e comprimento dos metatarsos (p = 0,0048) de leitdes (Tabela 3). O peso
e 0 comprimento 0sseo se devem a quantidade de mineral depositada, de forma que leitGes
alimentados com AMC (-30%) apresentaram menores PFR (3,97 g), PS (3,16 g) e CO (45,24
mm) dos metatarsos do que leitdes alimentados com as demais dietas, mostrando que a redugéo
do fornecimento prejudicou a deposicdo da quantidade mineral necessaria para 0 bom

desenvolvimento 6sseo dos animais (Tabela 3).
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Na literatura, ha escassez de resultados referentes a pard@metros 6sseos para suinos em
fase inicial; entretanto, Cruz (2013) obteve 8,31 g para o PFR do metatarso, e Santana et al.
(2017) obtiveram valor semelhante a literatura citada (8,98 g).

Diferente do resultado encontrado neste estudo, Crenshaw (2003) ndo encontrou
diferenga no comprimento 6sseo de suinos que receberam dietas restritivas, que variaram de 72
a 93% de ingestdo ad libitum, com incrementos de 7%, e aqueles alimentados sem dieta
restritiva. O autor explicou que apesar da restri¢ao, as racGes eram ricas em lisina, que promove
a absorcdo de calcio, refletindo na composicéo 0ssea.

Né&o foi apresentado efeito dos tratamentos na DMO (p = 0,2423), mas houve efeito dos
tratamentos sobre a area (p = 0,0013) e CMO (p = 0,0114). Leitdes que se alimentaram com
dietas contendo AMC (-30%) obtiveram menores (p < 0,05) médias de area e CMO do que
leitbes que receberam dietas contendo CC e CC + AMC (Tabela 4), possivelmente pela menor
ingestdo de Ca®*, comprometendo o crescimento e o desenvolvimento normal do esqueleto
(ANDREOLI et al., 2001).

Tabela 4. Lsmeans de caracteristicas de densitometria, densidade e resisténcia dos metatarsos
de leitdes de acordo com os tratamentos

Caracteristical Tratamento* CV3 p?
cC CC+AMC  AMC (-30%) AMC (%)

Area (cm?) 3,30° 2,87° 2,47° 2,920 11,72 0,0013
CMO (9) 0,522 0,462 0,39° 0,44 1361 0,0114
DMO (g/cm?) 0,14 0,16 0,15 0,15 8,76  0,2423
IS (mg/mm) 107,772 109,532 83,90° 106,46° 15,38 0,0142
RO (N) 401,68° 587,90 370,16° 520,792 15,78  <0,0001
RO (kgf) 40,96° 59,952 37,75° 53,112 15,79 <0,0001

1CMO: contetido mineral 6sseo; DMO: densidade mineral 6ssea; IS: indice de Seedor; RO: resisténcia 6ssea
expressa em Newton e em kgf; Valores médios de CMO e IS corrigidos para o valor médio da covariavel (peso
inicial do animal na baia = 5,42 kg); 2Ismeans seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, pelo teste t,
em nivel de 5% de probabilidade; CC: calcario calcitico; AMC: algas marinhas calciticas; *CV: coeficiente de
variagdo; “p: probabilidade de significancia.

A densidade mineral 6ssea (DMO) € resultante de um processo dinamico, a remodelacéo
0ssea, sendo a manutencdo importante para a prevencdo de desconformidades Osseas
(CADORE; BRENTANO; KRUEL, 2005). As modificagdes no CMO normalmente geram
modificacfes passiveis de mensuracdo na DMO. Apesar disso, os valores de DMO néo
apresentaram diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Esse resultado pode ser explicado,
tendo em vista que 0 DMO néo depende apenas do CMO, mas também de outros processos

fisiologicos relacionados a células dsseas, como proliferacéo de osteoblastos, estimulados por
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fator quimico liberado pelos osteoclastos que funcionam como sensores mecanicos e
respondem ao estresse detectado, promovendo um incremento 6sseo (ANDREOL et al., 2001).

O calcio dietético é um dos fatores de maior relevancia para a saude 0ssea, 0 que torna
importante a caracterizacdo do efeito da sua alteracao dietética sobre o esqueleto e fatores que
influenciam na sua absorcdo e utilizacdo, consequentemente na composicdo mineral 0ssea,
refletindo na saude éssea animal (BUZINARO; ALMEIDA; MAZETO, 2006).

Houve efeito dos tratamentos sobre o IS (p = 0,0142), RON (p < 0,0001) e ROK (p <
0,0001). Para o indice de Seedor (IS), foram obtidos os valores medios de 107,77, 109,53 e
83,90 e 106,46 mg/mm para os leitdes que receberam os tratamentos CC, CC + AMC, AMC (-
30%) e AMC, respectivamente. Houve comprometimento da resisténcia 6ssea para os leitdes
alimentados com CC e AMC (-30%) em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 4). Esse
resultado esta relacionado & baixa concentracdo de Ca?* absorvivel presente na dieta
(GONZALEZ-VEGA; STEIN, 2014).

O teor de cinza 6ssea esta diretamente relacionado a mineralizagdo, porém a relagdo com
a integridade estrutural geralmente falha, uma vez que a integridade estrutural envolve a
aplicacdo de testes mecanicos no 0sso. Os resultados de resisténcia 6ssea e IS para leitdes que
receberam o tratamento com AMC (-30%) corroboram a literatura, uma vez que existe um
potencial aparecimento de prejuizo 6sseo em virtude de subnutricdo, além de que, os resultados
obtidos em uma amostra de o0sso, refletem a mesma caracteristica para todo o esqueleto
(CRENSHAW; RORTVEDT; HASSEN, 2011).

De acordo com Suttle (2010), os suinos sdo animais de crescimento acelerado e 0 manejo
nutricional deficiente dos minerais na dieta pode ocasionar problemas de resisténcia 6ssea, uma
vez que o esqueleto é o maior reservatério de célcio e depende desse mineral em quantidades
adequadas para manter sua integridade. Dessa forma, o metatarso de suinos € um 0sso de
crescimento rapido, possibilitando o seu uso para medir a resisténcia 6ssea por meio de testes
mecénicos, capazes de refletir a deficiéncia no crescimento e formacgdo 6ssea em caso de
deficiéncia na deposi¢do de minerais como o célcio.

Santana et al. (2017) encontraram valores de resisténcia 6ssea superiores (545,28 N) para
suinos em fase inicial que receberam dietas a base de calcario calcitico (CC). A baixa resisténcia
Ossea apresentada pelos leitdes alimentados com AMC (-30%) corresponde a concentragdo
mineral dssea que, prejudicada pela baixa ingestdo de célcio dietético, reflete modificacbes no
tamanho, forma e células da matriz que possibilitam alteragdes negativas na resisténcia dssea
(BARCELLOS et al., 2007).
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Esses resultados corroboram os de Rufino et al. (2017), que relatou menor resisténcia
Ossea para metacarpos de suinos com déficit de ingestéo de calcio nas fases pré-inicial e inicial
em comparagdo com suinos que consumiram calcio atendendo a exigéncia nutricional.

N&o foi obtido efeito dos tratamentos sobre a MSCOR (p = 0,1080), MMCOR (p =
0,6013), CaCOR (p = 0,7324), MMFIG (p = 0,5352), MSRIM (p = 0,7428), MMRIM (p =
0,2090) e CaRIM (p = 0,7539) dos leitdes. No entanto, foi apresentado efeito dos tratamentos
sobre a MSFIG (p = 0,0450) e no CaFIG (p = 0,0433) dos leitbes (Tabela 5).

Tabela 5. Lsmeans de matéria seca, matéria mineral e calcio do coracéo, figado e rins de leitbes
de acordo com os tratamentos

Caracteristica® Tratamento’ CV3 p’
ccC CC+AMC  AMC(-30%) AMC (%)

MSCOR 20,60 21,51 21,30 21,29 4,80 0,1080
MMCOR 5,56 5,23 5,39 5,13 12,37  0,6013
CaCOR 2,03 2,03 1,98 2,07 7,93  0,7324
MSFIG 25,93P 26,22% 27,242 26,80 6,15  0,0450
MMFIG 5,84 5,66 6,53 6,67 26,65 0,5352
CaFIG 1,98° 2,02° 2,00 2,268 10,20 0,0433
MSRIM 20,68 20,33 20,04 19,93 7,31 0,7428
MMRIM 7,90 7,56 8,39 8,32 10,65 0,2090
CaRIM 2,14 2,18 2,13 2,21 8,08 0,7539

IMS: matéria seca; MM: matéria mineral; Ca: calcio; COR: coracdo; FIG: figado; RIM: rins; Valores médios de
MSCOR e MSFIG corrigidos para o valor médio da covariavel (peso inicial do animal = 5,42 kg); ?lsmeans
seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade; CC: calcario
calcitico; AMC: algas marinhas calciticas; 3CV: coeficiente de variagdo; “p: probabilidade de significancia.

Com resultados semelhantes, Santana et al. (2017) obtiveram valores maiores quanto a
porcentagem de matéria mineral no figado ao utilizarem farinhas organicas como fontes de Ca?*
guando comparadas as fontes inorganicas. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de alguns
minerais terem especificidade de armazenamento no figado e rins, como o zinco, ferro e
cobalto. Apesar disso, a porcentagem de matéria mineral encontrada nos 6rgaos do trabalho
supracitado foi significativa apenas para os rins. Isso porque ha a possibilidade de os minerais
absorvidos ndo terem sido utilizados pelo metabolismo, aumentando a sua concentragéo nos
rins e contribuindo para o aumento significativo no teor de matéria mineral.

A concentracdo de Ca2* nos tecidos € variavel, sendo retido principalmente no reticulo
endoplasmatico e mitocondrias. Além da composicdo dos 0ssos, 0,6% do Ca?* encontra-se nos
tecidos moles (BOURDEAU et al., 1994). Em ordem sequencial, o tecido 0sseo e 0 coragédo

apresentaram uma maior concentragdo de Ca?* do que outros tecidos (MOREIRA et al., 2004).
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Os resultados obtidos ndo sdo suficientes para explicar essa diferenca, uma vez que ha
uma escassez de dados referentes & matéria seca e matéria mineral para tecidos suinos e na
literatura ndo ha indicios que esclarecam satisfatoriamente o fato de os animais, com uma
ingestdo de Ca?* abaixo da exigéncia, apresentarem resultados superiores de matéria seca no
figado em relacdo aos leitdes alimentados com CC, que ingeriram Ca®* na exigéncia.

Né&o foi obtido efeito dos tratamentos sobre o pH do estdmago (p = 0,6403), jejuno (p =
0,2008), ileo (p = 0,7171) e colon (p = 0,2191). Todavia, verificou-se efeito dos tratamentos
sobre o ceco (p = 0,0126) dos leitbes (Tabela 6).

Tabela 6. Lsmeans de pH do estbmago, jejuno, ileo, ceco e cdlon, e do logaritmo da contagem
de bactérias &cido lacticas, de enterobactérias e do total de bactérias no intestino de leitbes de
acordo com o0s tratamentos

Caracteristica Tratamento’ cv p?
cC CC+AMC  AMC (-30%) AMC (%)?
pH
Estdémago 3,95 4,08 3,59 3,80 20,26 0,6403
Jejuno 5,97 6,24 6,36 5,87 8,11 10,2008
fleo 6,08 6,07 5,81 5,76 12,05 0,7171
Ceco 5,59 5,39 5,47% 5,26° 3,49 10,0126
Célon 5,85 6,13 5,97 5,77 6,05 0,2191

Microbiologia intestinal (logio UFC/Q)
Bactérias acido lacticas

Jejuno 4,796 4,792 4,783 4,792 0,763 0,4867
ileo 4,807 4,812 4,788 4,812 0,481 0,2501
Ceco 4,816 4,819 4,822 4,822 0,320 0,2521
Coélon 4,827 4,82 4,814 4,819 0,347 0,4242
Enterobactérias
Jejuno 4,797° 4,813%® 4,796° 4,824 0,389 0,0204
fleo 4,800 4,808 4,806 4,82 0,293 0,0635
Ceco 4,799 4,786 4,787 4,763 0,643 0,1499
Célon 4,809 4,795 4,796 4,789 0,534 0,4758
Contagem bacteriana total
Jejuno 4,809 4,806 4,803 4,795 0,388 0,9025
ileo 4,817 4,816 4,822 4,794 0,603 0,1411
Ceco 4,784 4,776 4,804 4,791 0,550 0,8405
Colon 4,802 4,801 4,799 4,815 0,420 0,5318

!Ismeans seguidas por letras distintas na linha diferem entre si, pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade; CC:
calcario calcitico;, AMC: algas marinhas calciticas; 2CV: coeficiente de variagdo; 3p: probabilidade de
significancia.

Os valores de pH encontrados neste trabalho corroboram os relatados por Rufino et al.
(2017), que ndo encontraram diferenca (p > 0,05) entre os tratamentos no pH das porcoes
intestinais de leitbes que consumiram dietas que atendiam as exigéncias de célcio e fésforo e

para dietas com reducdo desses minerais.
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Observou-se efeito (p = 0,0204) dos tratamentos sobre o logaritmo da contagem de
enterobactérias no jejuno (LEJ). LeitGes alimentados com AMC apresentaram maior (p < 0,05)
média de LEJ do que as médias alcancadas por leitdes que receberam racdo com AMC (-30%)
e com racdo contendo CC (Tabela 6).

O pH reduzido é importante porque inibe o crescimento de bactérias patogénicas como a
E. coli e Salmonella sp., incapazes de prejudicar o trato gastrintestinal, pois sua curva de
crescimento varia de 4,1 a 9,2 (BLANCHARD, 2000). Porém, o pH do contedo do jejuno
encontrado nesta pesquisa é favoravel para o crescimento e proliferacdo de enterobactérias, o
que pode ter favorecido o aumento na contagem de enterobactérias no jejuno.

N4o houve efeito (p > 0,05) dos tratamentos sobre a contagem de bactérias &cido lacticas
e a contagem bacteriana total em todas as porcdes intestinais, e sobre a contagem de
enterobactérias no ileo, ceco e colon. Esses resultados foram similares aos encontrados por
Utiyama et al. (2006), que - ao alterarem a microbiota intestinal com adigdo de prebidticos,
probioticos e extratos vegetais como alternativa aos agentes antimicrobianos - ndo encontraram
diferenca (p > 0,05) na contagem de microrganismos totais e enterobactérias ao comparar com
a dieta controle, a qual ndo havia adicdo de promotores de crescimento.

Apesar da auséncia de diferenca (p > 0,05) entre os tratamentos, com excecdo da
contagem de enterobactérias no jejuno, na literatura é sugerido que a quantidade de bactérias
acido laticas seja superior a quantidade de bactérias patogénicas em uma microbiota intestinal
balanceada (JONSSON; CONWAY, 1992). Pode-se observar que a contagem de bactérias
acido laticas e enterobactérias foi numericamente similar em todas as por¢cdes mensuradas do
intestino, o que pode ser explicado principalmente pelo pH, que se manteve dentro da faixa que
permite a bactérias patogénicas colonizarem vérias por¢des do intestino.

A composicdo da microbiota intestinal pode apresentar variacbes ao longo do trato
gastrintestinal, pois a populacdo, a quantidade e a distribuicdo microbiana vivem em constante
mudanca de seu equilibrio natural devido as variagdes minimas no estado fisiol6gico do animal
como pH, secrec¢do biliar e enzimética, e interagdes microbianas, de forma que quaisquer
alteracdes no procedimento de coleta e cultura podem influenciar no resultado (PEDROSO et
al., 2005; OETTING et al., 2006).

N&o houve efeito dos tratamentos sobre a razdo VCJ (p = 0,9453) e VCI (p = 0,1618) dos
leitdes. No entanto, observou-se efeito dos tratamentos sobre a VCD (p = 0,0418). O valor
médio obtido para leitGes alimentados com ragdo contendo AMC (-30%) de Ca?* foi maior (p
= 0,0050) do que a média de VCD de leitdes que receberam racdo com CC + AMC (Tabela 7).
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Tabela 7. Lsmeans da razo entre altura de vilos e profundidade de criptas do duodeno, jejuno
e ileo de leitbes de acordo com os tratamentos

Caracteristical Tratamento® CV (%)’ p*
cC CC+AMC AMC (-30%) AMC

VC duodeno  2,67% 2,50° 2,812 2,68% 7,48 0,0418

VC jejuno 2,76 2,69 2,71 2,76 10,23 0,9453

VC ileo 2,62 2,70 2,92 2,97 12,35 0,1618

1V C: razéo entre altura de vilos e profundidade de criptas; 2Ismeans seguidas por letras distintas na linha diferem
entre si, pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade; CC: calcério calcitico; AMC: algas marinhas calciticas;
3CV: coeficiente de variacdo; *p: probabilidade de significancia.

A relacdo favoravel entre altura de vilo e profundidade de cripta ocorre quando os vilos
se apresentam altos e as criptas pouco profundas, proporcionando melhorias na digestdo e
absorcéo de nutrientes (COSTA et al., 2011). Se o processo de reposic¢éo celular for adequado,
o valor da relacdo altura de vilo e profundidade de cripta € maior, indicando presenca de maior
namero de enterdcitos maduros e funcionais (TUCCI et al., 2011).

Segundo Hampson (1986), ap6s o desmame ocorrem alteragBes estruturais no intestino
como encurtamento das vilosidades, que ¢ um indicativo da destruicdo dos enterdcitos, e
aumento da lamina propria, um indicativo de aumento da profundidade das criptas,
proliferacdo celular e imaturidade de enterécitos. O encurtamento das vilosidades causa perda

de enzimas digestivas e reducdo da area absortiva do trato digestério.
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3.4 Conclusbtes

A deposicdo mineral 6ssea de leitdes que recebem calcario calcitico e algas marinhas
calciticas é eficiente e similar. Elas podem ser utilizadas integralmente ou parcialmente, como
alternativa para suprir as exigéncias nutricionais de calcio, em dietas para leitdes na fase de
creche. A oferta de dieta com reducdo de 30% da exigéncia de célcio compromete o
desenvolvimento 6sseo de leitdes na fase de creche.

De modo geral, a composicdo quimica dos 6rgdos, a morfometria intestinal, o pH e a
contagem total, de enterobacteérias e de bactérias acido lacticas no trato gastrintestinal de leitdes
na fase de creche ndo sdo alterados pela reducéo das exigéncias de célcio, tampouco pelo uso

de calcario calcitico ou de algas marinhas calciticas nas dietas.
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