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RESUMO

CORASSA, Anderson, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2004.
Mananoligossacarideos, acidos organicos, probidticos e niveis de acido félico em
dietas para leitoes de 21 a 49 dias de idade. Orientador: Darci Clementino Lopes.
Conselheiros: Hordcio Santiago Rostagno e Aloizio Soares Ferreira.

Foram conduzidos dois experimentos com objetivos de investigar os efeitos do uso de
mananoligossacarideos e acidos organicos puros e associados sobre o desempenho, pH do
trato gastro-intestinal, escore de diarréia e morfologia intestinal de leitdes de 21 a 49 dias
de idade sob condi¢des de desafio sanitdrio; e determinar a exigéncia de acido félico em
dietas suplementadas com acidificantes a base de acido férmico para leitdes recém
desmamados na fase de 21 a 48 dias de idade. No experimento I foram utilizados 200
leitdes em delineamento experimental de blocos ao acaso. Os cinco tratamentos foram
dietas suplementadas com: T1- sem aditivos (controle); T2- mananoligossacarideos (MOS);
T3- acidificante + probidtico (A+P); T4- combinacio de MOS e A+P (COMB); e T5-
antibidticos. No periodo de 21 a 35 dias os animais do tratamento controle apresentaram
maior consumo que os demais, enquanto aqueles alimentados com acidificante + probidtico
apresentaram menor ganho de peso em relacdo aos demais tratamentos. Nos periodos de 36
a 49 e 21 a 49 dias observou-se maior ganho de peso médio didrio para o tratamento
antibidtico em relagdo a dieta controle e acidificante + probidtico. Os tratamentos com
aditivos apresentaram melhores valores de conversao alimentar em relagdo a dieta controle
de 21 a 49 dias. Os escores de diarréia e os valores de pH do bolo alimentar no estdmago e
da digesta no duodeno ndo foram influenciados pelos tratamentos. Observou-se aos 28 dias
maiores alturas de vilosidades de duodeno nos animais alimentados com antibiéticos, MOS
e dieta controle; entretanto nao houve efeito dos tratamentos para jejuno e ileo. Nao houve
efeito dos tratamentos sobre a altura de vilosidades no duodeno, jejuno e ileo aos 35 dias de
idade. No experimento II foram utilizados 160 leitdes em delineamento experimental de

blocos casualizados, com cinco tratamentos constituidos por cinco niveis de acido félico: 0;



0,30; 0,60; 0,90 e 1,20 mg/kg de ragdo. Nao houve efeito dos tratamentos para o consumo
de racdo médio didrio em nenhum dos periodos analisados. A adi¢do de &4cido fdlico
melhorou o ganho de peso médio didrio de forma quadritica, enquanto a conversao
alimentar foi influenciada pelos tratamentos apenas no periodo de 21 a 35 dias. Os
tratamentos aumentaram os valores de hematdcrito, hemoglobina e hemécias de maneira
linear, mas ndo influenciaram os demais parametros hematoldgicos. Valores de folato
sérico diminuiram inversamente ao aumento de 4cido félico na dieta. Concluiu-se que
dietas suplementadas com mananoligossacarideos, combina¢do de MOS com acidificante +
probidtico e antibidticos propiciaram melhor desempenho para leitdes de 21 a 49 dias de
idade em condi¢cdes de desafio; e que dietas para leitdes de 21 a 48 dias de idade
alimentados com acidificante a base de acido férmico apresentam maior ganho de peso

suplementando-se acido félico a 0,64 mg/kg de ragao.

xi



ABSTRACT

CORASSA, Anderson, M.S., Universidade Federal de Vigosa, february 2004.
Mannanoligosaccharide, organic acids, probiotics and leves of folic acid in diets for
piglets from 21 to 49 days of age. Adviser: Darci Clementino Lopes. Committee
Members: Horédcio Santiago Rostagno and Aloizio Soares Ferreira.

Two experiments were conducted to evaluate the effects of the mannanoligossaccharide
use and pure and associated organic acids on the performance, pH of the gastro-intestinal
treatment, diarrhea score and intestinal morphology of pigs from 21 to 49 days of age under
conditions of sanitary challenge; and to determine the demand of folic acid in diets
supplemented with acidifiers the base of formic acid for pigs recently weaned in the phase
from 21 to 48 days of age. In experiment I, 200 piglets were arranged in an experimental
design of blocks randomized with five treatments: diets suplementadas with:
mananoligossacarideos (MOS), acidifier + probiotic, combination of MOS and acidifier +
probiotic, antibiotic and without addictive (controls). In the period from 21 to 35 days the
animals of the treatment control presented larger consumption than the others, while those
fed with acidifier + probiotic presented smaller average daily gain in relation to the other
treatments. In the periods from 36 to 49 and 21 to 49 days larger weight earnings was
observed for the antibiotic treatment in relation to diet it controls and acidifier + probiotic.
The treatments with addictive presented better values of alimentary conversion in relation
to the diet it controls from 21 to 49 days. The diarrhea scores and the values of pH of the
alimentary cake in the stomach and of the digesta in the duodenum were not influenced by
the treatments. It was observed to the 28 days larger values of duodenum vilosidades in the
animals fed with antibiotics, MOS and diet controls; however there was not effect of the
treatments for jejunum and ileo. There was not effect of the treatments on the vilosidades
height in the duodenum, jejunum and {ileo to the 35 days of age. In experiment II, 160

piglets were arranged in an experimental design of blocks randomized with five treatments
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constituted by five levels of folic acid: 0; 0,30; 0,60; 0,90 and 1,20 ration mg/kg. There was
not effect of the treatments for the feed intake medium diary in none of the analyzed
periods. The addition of folic acid improved the average daily gain in a quadratic way,
while the feed:gain ratio was just influenced by the treatments in the period from 21 to 35
days. The treatments increased the hematocrit values, hemoglobin and red blood cell in a
lineal way, but they didn't influence the other parameters of the blood count. Values of
folate serum had decreased inversely to the increase of folic acid in the diet. It was
concluded that diets suplementadas with mananoligossacarideos, combination of MOS with
acidifier + probiotic and antibiotics propitiated better acting for pigs from 21 to 49 days of
age in challenge conditions; and that diets for pigs from 21 to 48 days of age fed with
acidifiers based formic acid they present larger weight earnings supplemented folic acid at

0,64 ration mg/kg.
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INTRODUCAO GERAL

Na fase pos-desmame os leitdes podem ser submetidos a vérios fatores como:
insuficiéncia de enzimas digestivas, capacidade reduzida de absorcdo: arquitetura dos
vilos, secrecdo gdstrica mal desenvolvida, remocao do leite e seus fatores benéficos,
baixo consumo de racdo, forma da dieta, mudancas ambientais e pior sanidade que
podem reduzir a capacidade metabdlica e limitar o crescimento dos animai se em muitos
casos facilitando a presenca e o desenvolvimento de bactérias patogénicas oportunistas
no trato gastro-intestinal. As mudangas proporcionadas aos suinos ao desmame sio
indicadoras da evidente necessidade de pesquisas que tenham como finalidade apontar
alternativas nutricionais que minimizem os efeitos deletérios de bactérias patogénicas,
em especial a ocorréncia de diarréia. Por isso dietas pos-desmame tem sido formuladas
objetivando resultados positivos nao sé em termos de desempenho, mas também em
termos de favorecer a integridade intestinal, o perfil microbiano benéfico e o status
fisiologico adequado. Porém, desenvolver planos nutricionais adequados aos leitdes
nesta fase tornou-se um desafio para técnicos e produtores, em virtude dos elevados
niveis de nutrientes exigidos por estes animais, bem como da variedade de produtos
utilizados na elaboracdo de dietas pds-desmame.

Compostas por ingredientes de alta digestibilidade, as dietas complexas podem
auxiliar o desenvolvimento dos leitdes na fase pds-desmame. Tem-se verificado que
respostas podem ser melhoradas através da suplementacdo de diversos tipos de aditivos.
Com as limitacdes de uso dos antibidticos promotores de crescimento impostos por
certos nichos de consumidores, uma gama de aditivos tem sido ofertada no mercado,
gerando a necessidade de pesquisas que contribuam para o entendimento de seus modos
de acdo, suas interagdes e sua viabilidade.

Tém-se observado mudangas no foco das investigacdes nutricionais, onde a
busca pela eficiéncia produtiva tem dado lugar a segurancga alimentar, com a atengdo
voltada a uma producdo compativel as exigéncias dos consumidores.

A possibilidade de se alterar o perfil microbiano e o ecossistema intestinal como
forma de conferir certa resisténcia a desafios patogénicos, melhorando o estdgio

nutricional, a saide dos individuos e o desempenho de leitdes. Neste sentido, estratégias



como a suplementacdo de prebidticos, probidticos, simbidticos e dcidos organicos as
dietas sdo apontadas como alternativas em potencial. Estes aditivos alternativos, por
serem essencialmente naturais, ndo apresentam residuos nos produtos de origem animal
nem mesmo resisténcia as drogas utilizadas em seres humanos, o que lhes atribui um
diferencial em termos de aceitagdo.

Estudos com esta classe de produtos naturais e a descoberta de evidéncias que
contribuam para o conhecimento dos mecanismos de acdo, niveis de inclusdo, promog¢ao
de crescimento, influéncia no ecossistema intestinal, resisténcia a patégenos e possiveis
interacdes com minerais € vitaminas, poderdo servir como base para a otimizacdo de
suas adicoes em dietas de leitdes. De maneira geral, espera-se melhores respostas em
termos de desempenho produtivo dos animais quando da utilizacdo de agentes
antimicrobianos em condicdes de ambientes inadequados, ou seja, sob desafio sanitério,
porém poucos estudos t€m sido realizados para investigé-las.

A partir destes pré-supostos, conduziu-se dois experimentos com objetivo de
investigar os efeitos do uso de mananoligossacarideos, acidos organicos e probidticos
sobre o desempenho, pH do trato gastro-intestinal, escore de diarréia e morfologia
intestinal de leitdes de 21 a 49 dias de idade sob condi¢des de desafio sanitdrio; e
investigar niveis de acido félico em dietas suplementadas com 4cido férmico para
leitdes recém desmamados na fase de 21 a 48 dias de idade.

Os artigos a seguir foram editorados seguindo-se as normas da Revista Brasileira
de Zootecnia, publicada pela Sociedade Brasileira de Zootecnia, pois pretende-se
publicd-los nesta revista, com adaptacdes para atender as normas para elaboragcdo de

teses da Universidade Federal de Vigosa.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desmame de leitoes.

Apesar da eminente evolu¢do da suinocultura nacional nos dltimos anos, a fase
de desmame dos leitdes continua sendo um periodo critico na logistica produtiva. Por se
tratar da transi¢do mais agressiva no manejo de criacdo, suas conseqiiéncias se refletem
no desenvolvimento dos animais na fase imediatamente posterior (creche) até a
terminacdo dos animais. Fatores como separacdo dos leitdes da matriz, mudanca de
ambiente, formacdo de lotes com outros leitdes, mudanga qualitativa de alimentacdo,
entre outros, acabam por influenciar diretamente no desempenho dos leitdes, o que
possibilita a ocorréncia de contaminagdes e instalacdo de infec¢des patogénicas. A
principal conseqiiéncia € o aparecimento da diarréia pds-desmame. O desmame
representa um desafio ao leitdo devido ao estresse causado, principalmente, naquilo que
se refere ao padrdo de qualidade nutricional de seu alimento; quando a gordura do leite
e a lactose sdo substituidas por amido e 6leo vegetal; a caseina é substituida por
proteinas vegetais menos digestiveis; presenca de antigenos na dieta que provocam
reacoes de hipersensibilidade transitéria no intestino; perda da protecdo imunoldgica
passiva do leite; isto tudo somado ao fato de que o sistema digestivo dos leitdes ndo esta
plenamente desenvolvido (Pluske et al. 1995).

A diarréia que ocorre normalmente entre trés e dez dias apds o desmame é um
fator de perda econdmica, ja que, pode debilitar o animal e até mesmo leva-lo a morte.
Sabe-se que esta diarréia € de ocorréncia complexa e causa multifatorial, como
contaminagdes comumente causadas por patégenos oportunistas como Escherichia coli
(Owusu-Asiedu, et al. 2003) ou por rotavirus (Pluske et al. 1997). Em animais recém
desmamados, o sistema digestivo se apresenta relativamente imaturo e como
conseqiiéncia ndo conseguem digerir, no intestino delgado, os carboidratos e proteinas

contidas nos graos de cereais e sementes oleaginosas tdo eficientemente como 0s



carboidratos (lactose) e as proteinas do leite (caseina, lactoalbuminas). Isto se deve, em
parte, as secrecOes insuficientes de enzimas e de 4cido cloridrico pelo estdmago
(Cromwell, 1989). A colonizag@o do trato gastro-intestinal por bactérias patogénicas
pode ainda desencadear um processo de infec¢do com redugdo da digestdo e absorcdo
de nutrientes, prejudicando o desenvolvimento do leitdo. Através da reutilizacdo de
cama e de condi¢des sanitdrias inadequadas uma colonizag¢do patogénica elevada pode
ainda aumentar o grau de desafio ao sistema imunolégico dos animais. Por outro lado,
Bolduan (1999) considera que o curto periodo de baixo consumo durante o desmame
ndo € perigoso para o metabolismo do leitdo, pois todos organismos sdo providos com
mecanismos regulatérios e capacidade de armazenamento de nutrientes para enfrentar
tal situacdo.

Associados ao desmame estdo mudancas estruturais e funcionais no intestino
delgado, como encurtamento de vilosidades, alongamento de criptas e reduzida
atividade especifica de certas enzimas dissacaridases, reduzindo a capacidade digestiva
e absortiva no intestino delgado (Pluske, 2001). Segundo Pluske et al. (1997), a atrofia
das vilosidades apds a desmama pode ser causada pela maior taxa de perda celular ou
pela reducdo na taxa de renovagdo celular. Se ocorrerem encurtamentos de vilosidades
através do aumento da taxa de perda de células, isto estd associado com a maior
producdo de células nas criptas e, conseqiientemente, maior profundidade das mesmas.
Todavia, a atrofia das vilosidades poderia também ser devido a menor taxa de
renovacdo dos enterdcitos, que € resultado da redugdo da divisdo celular nas criptas.
Uma vez que esses dois eventos podem ocorrer apds a desmama reduzindo a relagdo
altura de vilosidade/profundidade de cripta, provavelmente o primeiro terd efeito mais
acentuado sobre a estrutura do intestino.

Nabuurs (1995) verificou que o grau de proliferacio celular nas criptas e perdas
de enterdcitos das vilosidades é modificado pelo tipo de flora microbiana presente e
pelo tipo de dieta oferecida. A maior relagdo vilosidade/cripta pode ser caracterizada
quando os vilos se apresentam altos (em forma de dedos) e criptas pouco profundas,
proporcionando melhor absor¢do de nutrientes.

Para contornar este problema, estratégias nutricionais como o preparo das racoes
com matérias primas de alta digestibilidade e de boa palatabilidade, que possam
estimular o consumo dos animais, devem ser implementadas (Moita et al. 2002). Além
destas, o nutricionista pode lancar mao da adi¢do de aditivos as ra¢cdes como mecanismo

de auxilio nesta fase de criagdo.



A influéncia da microbiota na estrutura intestinal do animal € responsdvel pela
extensdo de proliferacdo de células nas criptas e perda de enterécitos do vilo, o que

reflete diretamente no desenvolvimento do individuo.

Microbiota do trato gastro-intestinal dos suinos

A mudanga progressiva normal na populacdo bacteriana intestinal de suinos é
determinada pela diminui¢do da predominancia de Escherichia coli, juntamente com a
colonizacdo de anaerdbios facultativos no intestino delgado (Lactobacillus e
Streptococcus) e uma populacdo de anaerdbios no intestino grosso como Bacterdides,
Eubacterium, Bifidobacterium, Propionibacterium, Fusobacterium e Clostridium
(Radecki & Uokoyma, 1991), sendo que o principal fator responsavel por esta mudanca
¢ o inicio da alimentagdo lactea.

Bactérias patogénicas associadas a prejuizos a produg¢do animal como E. coli e
Salmonella possuem filamentos de polimeros de proteina, curtos e retos denominados
fimbrias ou pili, pelos quais aderem-se aos carboidratos de superficie da mucosa do
trato gastro-intestinal. Trabalhos evidenciaram a afinidade de diferentes tipos de
fimbrias de bactérias patogé€nicas a moléculas de manose da borda em escova
(Blumenstock & Jann, 1982; e Oyofo et al. 1989). A adesdao a mucosa é considerada
pré-requisito para sua permanéncia e colonizagdo no limen.

Nagy & Fekete (1999) propuseram que a colonizacao do intestino delgado por E.
coli enterotoxica aderida ao epitélio € responsdvel pela maioria das desordens do trato
digestivo observadas em leitdes recém desmamados. Tsiloyiannis et al. (2001)
verificaram que a presencga de E.coli foi associada a mortalidade de leitdes, a partir de
exames bacterioldgicos revelaram a presenca de E.coli B-haemolytic F4 (K88)-positiva
em leitdes mortos.

Para as bifidobactérias, estudos indicaram que algumas espécies sdo capazes de
exercer efeitos antimicrobianos sobre varios patdgenos intestinais gram-positivos e
gram-negativos incluindo salmonelas, campilobactérias e E. coli (Gibson & Wang,
1994).

Desta forma, a dieta pode ter uma habilidade funcional para inibir ou estimular

certas populacdes bacterianas.



Antibiéticos e suas restricoes

Os antibidticos e os quimioterdpicos sao utilizados como promotores de
crescimento (APC) ha vdrias décadas, consagrando-se como aditivos importantes nas
dietas de suinos com objetivo de reduzir a incidéncia de diarréia, atuando no controle de
microorganismos patogénicos e assim melhorando o desempenho dos animais,
principalmente na fase de creche. Antibidticos sdo substancias produzidas por fungos,
leveduras ou bactérias que atuam contra bactérias, enquanto os quimioterdpicos sao
substancias obtidas por sintese quimica com acdo semelhante a dos antibidticos
(Menten, 2001). Anadon & Martinez-Larranaga (1999) apontaram quatro possiveis
mecanismos de acdo dos aditivos antimicrobianos: 1) inibicdo da sintese protéica; 2)
inibicdo da sintese da parede celular; 3) inibicdo da sintese de DNA e 4) alteracdes da
membrana citoplasmatica.

O uso em dosagens sub-terapéuticas e possivelmente de forma indiscriminada
levaram a suspeitas do surgimento de genes resistentes aos principios ativos e do
fendmeno da resisténcia cruzada em humanos, além da presenca de residuos
(propriamente ditos ou seus metabdlitos) em carnes, ovos e leite. Por meio de
constatagdes experimentais, pesquisadores vém refor¢cando a preocupagdo com o uso
dos APC e a emergéncia de um pool de genes bacterianos resistentes no ecossistema
(Anadon & Martinez-Larranaga, 1999; Wray & Davies, 2000 e Greko, 2001). A
ocorréncia da resisténcia é um inevitdvel resultado da pressdao de selecdao aplicada.
Evidéncias indicam que genes resistentes podem ser, e sdo, transferidos da microbiota
animal para humana, sendo que os alimentos sdo considerados o principal veiculo para
essa transferéncia (Greko, 2001).

Parece haver uma vontade mundial para a restricdo e banimento dos antibiéticos
na cadeia produtiva animal. Considera¢des como as apontadas pelo Codex Alimentarius
(2003) de que ndo deveriam ser usados antibidticos como aditivos com propdsitos de
promotor de crescimento na auséncia de avaliacdo de seguranca de satde publica, vem
reforcar esta tendéncia.

Segundo Greko (2001), evidéncias indicam que o ndo uso de APC tem sido
efetivo, reduzindo ou prevenindo a resisténcia em populacdes animais, assim reduzindo
o risco de expansao da resisténcia através da cadeia alimentar.

Outro ponto de discussdo da utilizacdo dos APC diz respeito ao prazo de retirada

da dieta dos animais no periodo pré-bate (Teixeira et al. 2002), devido aos limites de



residuos nos produtos de origem animal. Da mesma forma o langamento no ecossistema
destes produtos por meio das excretas dos animais levantou o ponto negativo de que se
tornaria mais um poluente ambiental, pois alteraria o equilibrio natural do meio.

A utilizagcdo de antibidticos na Unido Européia estd limitada a quatro principios
ativos: Avilamicina, Flavomicina, Monensina sédica e Salinomicina, mas com datas
marcadas para seu banimento como promotores de crescimento. O Brasil segue a
mesma tendéncia até mesmo como maneira de potencializar a exportacdo de produtos
de origem animal para este mercado.

Como alternativa aos antibidticos surgem produtos como o0s prebidticos,
probidticos e acidificantes a base de dcidos organicos, que podem ser utilizados de

forma isolada ou combinada, de acordo com a necessidade.

Prebioticos

Conceitualmente os prebidticos sdo actcares que adicionados as ragdes como
aditivos, agem alimentando e estimulando o crescimento de diversas bactérias
intestinais benéficas. Segundo Gibson & Roberfroid (1995), um produto € considerado
prebidtico quando afeta vantajosamente o hospedeiro, estimulando seletivamente o
crescimento e ou atividade de um ou um nimero limitado de espécies bacterianas
naturalmente presentes ou introduzidas no intestino, para propiciarem melhoria na satde
do animal. Em geral sdo carboidratos indigestiveis ao hospedeiro por ndo apresentar
enzimas digestivas capazes de degrada-los, mas que ao chegarem ao trato intestinal
servem como substrato a bactérias benéficas.

No desmame a flora bacteriana ainda € altamente dominada por Lactobacilos e
Bifidobactérias, e também € adaptada ao uso de oligossacarideos e glico-conjugados
presentes no leite materno. O principal objetivo da inclusdo de oligossacarideos na dieta
de desmame € de suavizar as mudangas no intestino do animal jovem e manter a flora
dominada por bactérias bificas pelo maximo tempo possivel mas principalmente durante
o periodo estressante do desmame (Mul & Perry, 1999 ).

Entre as substancias classificadas como prebidticos, os oligossacarideos tém sido
investigados, com destaque para os frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos
(GOS) e mananoligossacarideos (MOS). Estes prebidticos t€ém a capacidade de
estimular de maneira seletiva alguns grupos microbianos, por isso podem ser chamados

de fatores bifidogénicos (Ferreira, 2003).



Oligossacarideos sdo soliveis em dgua e fluidos fisiolégicos e quando
fornecidos através da dieta também aumentam o efeito barreira pela estimulacdo da
producdo de 4cidos, acido latico no intestino delgado e particularmente dcidos graxos de
cadeia curta no intestino grosso (Mul & Perry, 1999). Uma dieta normal contém cerca
de 10% destes polimeros de agucar de cadeias de varios comprimentos, com pequeno
valor energético (Bolduan, 1999) e desde que ndo digeridos pelo hospedeiro, passam
através do intestino e alcancam o cdlon tornando-se substrato particularmente
disponivel a bactérias benéficas para fermentacdo (Roberfroid, 1998; Fooks et al.; 1999
e Santos et al. 2002b).

Os oligossacarideos nao digestiveis e os polissacarideos nao amildceos (PNAs)
sdo degradados em nivel de ileo distal, e intestino grosso por enzimas produzidas pela
flora microbiana (Bach Knudsen et al. 1991). Oligossacarideos como
frutoligossacarideos e transgalactoligossacarideos e lactitol (4-O- B-D-galactopiranosil)
sao fermentados no ceco e promovem o aumento de lactobacilus. Estas bactérias
suprimem o crescimento de patégenos e bactérias putrefaticas pela producao de 4cido
acético e 4cido latico que diminui o pH e pode reduzir a incidéncia de diarréia (Modler

et al. 1990).

Frutoligossacarideos

Frutoligossacarideos (FOS) sdo derivados de plantas ou sintéticos. Apresentam
estrutura semelhante a inulina mas com grau de polimerizacao inferior. Parecem estar
associados ao aumento da populacdo de Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus e
Bacterdides no intestino delgado, mas nao s@o bons substratos para Clostridium, E. coli

e Salmonella (Wada, 1990). Suas moléculas de frutose sao ligadas através de ligacdes

glicosidicas B (2-1).

Mananoligossacarideos

Mananoligossacarideos (MOS) sdo glicomananoproteinas complexas derivadas
de parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae (Sohn et al. 2000), sendo uma
fonte de carboidratos completos para todas as dietas, utilizados para ajudar a
manutencdo da eficiéncia digestiva, a integridade do epitélio intestinal e a modulagdo do

sistema imunolégico.



Sua atuacdo € caracterizada ainda, pela melhora da integridade intestinal,
alterando as populacdes microbianas, além de ndo oferecer riscos a saiide humana por
uma eventual resisténcia organica (Scapinello et al. 2001).

Estudos atuais tem verificado que muitos oligossacarideos, quando
administrados a animais, alcangam o célon sem sofrerem degradacdo, fornecendo um
substrato particularmente disponivel para bactérias benéficas como dcido laticas
(Roberfroid, 1998; Bolduan, 1999 e Fooks et al. 1999).

Atribui-se a0 MOS fungdes como de atuar imobilizando e reduzindo a
capacidade de fixacdo de algumas bactérias patogé€nicas na mucosa intestinal (Santos et
al. 2002b). Os mananoligossacarideos apresentam estruturas especificas (lectinas) de
ligacdo a superficies de varias cepas de bactérias como Salmonella, Escherichia coli e
vibrido da Célera (Bolduan, 1999). De acordo com Menten (2001) e Scapinello et al.
(2001) , muitos patégenos utilizam fimbrias para adesdo a mucosa intestinal, a adesio
ocorre em receptores constituidos de mananos e € necessdria para que ocorra a
colonizagdo, assim sendo, os MOS adicionados a dieta podem aderir as fimbrias
bacterianas, bloqueando a adesdo das bactérias patdgenas a superficie intestinal,
evitando infecgdes.

Estes fatores podem resultar numa resposta positiva no desempenho dos animais
domésticos (Newman, 1994; Savage et al. 1996). Um modelo da exclusdo competitiva
para excluir patégenos estd relacionado com a habilidade para aumentar a competicao
por locais de fixacdo (Schneitz et al. 1993). Uma vez que a fixagdo € freqiientemente
por meio da lectina bacteriana aos receptores contendo D-manose (Eshdat et al.1978).

MOS tém sido indicado para modular respostas imune especificas e nao
especificas e para aumentar o desempenho de leitdes (Sohn et al. 2000). Segundo Lyons
(1997), aumenta-se a resposta imune pelo estimulo de células-mediadoras de imunidade.
Os glucanos estimulam o reticulo endotelial aumentando a quantidade de macréfagos
que possuem papel chave no sistema imunolégico; os macréfagos absorvem e destroem
particulas invasoras através da fagocitose; MOS possuem propriedades prebidticas que
reduzem o estresse proporcionado por doencas, € uma pequena quantidade € capaz de
adsorver micotoxinas sem no entanto seqiiestrar nutrientes como aminodcidos,
vitaminas e outros (Menten, 2001).

Algumas constatagdes experimentais (Dvorak & Jacques, 1998; Le Mieux et al.
2001 e Rozeboom et al. 2001) apontam para melhora de desempenho utilizando-se

MOS em associagdo a outros aditivos como Cu e Zn, ndo evidenciando o efeito



verdadeiro do produto e por sua vez, ilustram valores distintos aos apresentados neste

trabalho.

Probioticos

A utilizacdo de culturas de microorganismos vivos na alimentacdo animal vem
sendo apontada como estratégia de manipulacio da microbiota intestinal. Entre as
espécies que compde o grupo de bactérias l4ticas com papel probidtico destacam-se 0s
Lactobacillus acidophilus por ter um papel importante na producdo e preservacdo de
alimentos e na manuten¢do de uma microbiota intestinal equilibrada (Ferreira, 2003).
Como componentes de fermentos ou de interesse na producdo de alimentos,
classicamente sdo importantes os géneros: Bifidobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Leucoostoc, Pediococcus e Streptococcus, sendo os
primeiros considerados como microorganismos probidticos cldssicos, além de
Saccharomices (Menten, 2001; Ferreira, 2003).

Os mecanismos de acdo dos probidticos que permitem melhoria do
desempenho animal sdo: a) exclusdo competitiva, em que 0Os microorganismos
adicionados competem com outras bactérias por sitios de ligagdo no epitélio intestinal
ou fonte nutricional, visando o desenvolvimento de uma barreira protetora no trato
digestivo para evitar a colonizacao de microorganismos desfavordveis; b) antagonismo
direto, em que bactérias produzem substancias que inibem ou eliminam patégenos; c)
estimulo ao sistema imune, aumentando a sua resisténcia a infeccdo; (d) efeito
nutricional, através do aumento da digestdo ou absor¢ao de nutrientes; () supressao na
producdo de amonia, a qual pode ser toxica a células epiteliais; (f) neutralizacdo de
enterotoxinas produzidas por bactérias patogénicas (Menten, 2001, Nicoli et al. 2003).

Nas diferentes regides do trato intestinal estdo presentes grupos especificos de
microorganismos como bactérias bifidas (predominadncia no cdélon) e lactobacilos
(predominancia no intestino delgado), que modulam a microbiota num microambiente,
por meio de seus produtos de metabolismo (Ferreira, 2001).

Segundo Carlos et al. (2003) a ingestdo de bactérias ldticas pode aumentar a
resisténcia a infecgdes por microorganismos patogénicos devido ao aumento aparente na
ativacdo de macrofagos e linfocitos, producdo de anticorpos e resposta proliferativa no

baco e em placas de Peyer.
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A acdo dos probidticos dependerda da espécie a ser utilizada e da ingestdo
continua de um nimero minimo de microorganismos desejaveis para que possam chegar
ao seu sitio de acdo especifico e promoverem os efeitos benéficos ao hospedeiro. Para
atingirem os sitios intestinais especificos, as bactérias probidticas deverao possuir uma
ou mais das seguintes caracteristicas: resisténcia ao suco gastrico, resisténcia a bile,
capacidade de adesdao ao epitélio, resisténcia a lisozima, resisténcia as condicdes de
processamento, concentra¢do adequada do microorganismo probidticos no momento de

consumo (Ferreira, 2003).

Acidificantes

Por apresentarem baixa secrecdo de HCI como forma de permitir a nado
degradacdo de lactose e anticorpos provindos do leite, os leitdes possuem pH géstrico
mais elevado do que nos animais adultos. Presume-se que a insuficiéncia digestiva e as
desordens intestinais de leitdes desmamados podem estar, parcialmente, relacionadas
com a condi¢cdo de ndo manterem o pH géstrico baixo, pelos efeitos sobre a ativacdo da
pepsina, pela proliferacio de coliformes e pela taxa de esvaziamento estomacal
(Rostagno & Pupa, 1998). Desta forma a utilizagdo de 4cidos orginicos puros ou seus
sais, como aditivos nas dietas de leitdes pds-desmama vem sendo apontada como
estratégia nutricional eficiente (Tsiloyiannis et al. 2001; Silva et al. 2002; Owusu-
Asiedu et al. 2003).

Os 4cidos organicos sdo resultados de fermentacdo de carboidratos do intestino
grosso (acético, butirico e propidnico) e alguns sao metabdlicos intermedidrios do ciclo
do 4cido citrico (madlico, fumadrico e citrico). Alguns modos de ac@o sdao conhecidos para
os 4cidos organicos. Sua primeira acdo antimicrobiana (inibicdo ou retardo de
crescimento de cepas-seletivas) € através da depressao do pH da dieta. O segundo € a
sua capacidade de estimular a conversdao de pepsinogénio em pepsina através do
estimulo pela redu¢do do pH do meio géstrico, melhorando a capacidade digestiva
protéica (protedlise) do animal. O terceiro diz respeito ao combate a colonizacdo por
patégenos, devido a capacidade de sua forma ndo dissociada difundir-se livremente
através da membrana celular dos microorganismos até o citoplasma, onde se dissocia e
altera o pH suprimindo sistemas enziméticos e de transporte de nutrientes (Luck, 1986),

além de inibir a sintese de DNA e RNA, debilitando a célula e tornando-a incapaz de
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recompor o equilibrio de energia e dar continuidade aos processos de multiplicacdo
(Kuana, 2001).

No entanto, a eficidcia de um 4cido em inibir micrébios € dependente do seu
valor de pKa que é o pH ao qual 50% do acido é dissociado. Acidos orgénicos com alto
valor de pKa sdo mais efetivos preservativos e sua eficicia antimicrobiana é geralmente
melhorada com aumento do comprimento da cadeia e grau de insaturagcdo (Foegeding &
Busta, 1991), mas a limitada solubilidade em dgua desses acidos restringe o seu uso
(Partanen e Mroz, 1999).

Para Partanen & Mroz (1999) a utilizacdo de sais de acidos na alimentagdao
animal ao invés de sua suplementac@o sob forma livre (pura) tem sido preferida devido
a vantagens como sua facilidade de manuseio nos processos de produgado, apresentando
forma sélida, sendo menos volateis e possuindo menos odores.

Segundo Gauthier (2003) a inclusdo de 4cidos e sais organicos entre 1 € 2% na
racdo pode reduzir o pH estomacal e a proliferacdo de microorganismos patogénicos no
trato digestivo, melhorar o ganho de peso didrio e a conversao alimentar dos leitdes.

E importante salientar a respeito da capacidade tamponante (B-value) de
alimentos ou de racdes que podem reduzir a eficiéncia de utilizagdo dos acidificantes.
Segundo Ostermann, (2002), alimentos com baixo B-value ajudam na ativacdo do
pepsinogénio e portanto, na digestibilidade da proteina, no controle da populacio
bacteriana no estdmago, na reducdo da proliferacio de bactérias patogé€nicas, no
esvaziamento estomacal e a evitar a formacdo de aminas biogénicas; que em sintese
resulta em alta mobilidade dos intestinos e aumento da pressao sangiiinea.

Ha de se considerar também o valor de energia destes produtos e o fato de que,
na maioria dos casos é toda metabolizada pelo animal (Roth, 2000). Cada &acido
organico possui propriedades diferentes em relacdo as propriedades fisicas e quimicas
(Quadro 1), a cada bactéria envolvida, dependendo do pH, da concentracdo, da
dissociacdo (pKa), capacidade tampao da racdo, do tempo de retengdo/exposicao e do
nivel de inclusdo.

A acdo bactericida dos dcidos orgénicos foi estudada por diversos pesquisadores
(Westerfield et al. 1970; Duncan e Adams, 1972; Vanderwal, 1979; Mansfield e
Emmans, 1984 e Hinton et al. 1985). Entretanto as respostas a utilizacdo dos
acidificantes podem variar de acordo com o tipo de dcido empregado, a dosagem, o

efeito depressivo sobre o consumo e o estado sanitidrio dos animais € o ambiente.
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Bolduan (1999) baseado em quatorze investigagdes usando diferentes dcidos observou

um acréscimo médio de 11 % no peso corporal de suinos.

Quadro 1. Propriedades fisicas e quimicas dos dcidos organicos mais utilizados como

acidificantes nas dietas.

Substancia Acidez pK, Solubilidade P.molecular Energia  Apresentacio
em H,O g/mol bruta KJ/g
Ac. Férmico 3.75 ++ 46.0 5.8 Liquida
Ac. Acético 4.75 ++ 6010 14.8 Liquida
Ac.Propidnico 4.88 ++ 74.1 20.8 Liquida
Ac.Léactico 3.88 + 90.1 15.1 Liquida
Ac.Fumdrico 3.03/4.38 - 116.1 11.5 Sélida
Ac.Citrico 3.14/4.776/6.39 + 210.1 10.3 Sélida
Ac. Sérbico 4.76 - 112.1 26.5 Sélida
Formiato Ca - - 130.1 3.9 Sélida
Formiato Na - ++ 68.0 3.9 Sélida
Propionato Ca - + 186.2 16.6 Sdlida
pK, = -log ([ H|[A)/[ HA]) Solubilidade: ++/+/- : alta, média e baixa.

Fonte: Roth (2000).

Pode se citar ainda o efeito de conservacao de matérias primas e ragdes ja que os
acidificantes agem inibindo o desenvolvimento de fungos, leveduras e bactérias (Runho
et al. 1997). A acdo promotora do 4cido fumdrico que € um &cido organico, pode ser
atribuida a alteracdo do pH intestinal, modifica¢des na microflora intestinal e também
na melhora da utilizacdo da proteina e energia no metabolismo intermedidrio.
Compilando informacdes de 144 experimentos, Freitag (1998) mostrou que o 4cido
férmico causou um aumento de 15% no peso corporal e melhoria de 7% na conversao
alimentar de suinos.

Roth (2000) compilando trabalhos, observou resultados contraditérios
comparando-se dietas contendo acido citrico a dietas controle, com variacdes de -4,7 a
+18,7 % para valores de ganho de peso diério e +5,2 a -8,7% para conversao alimentar.
Por sua vez, Partanen (2001) realizando uma meta-andlise a partir de dezenove
observacdes constatou que dietas suplementadas com 4cido citrico apresentaram
melhores valores de ganho de peso e conversdo alimentar em comparacdo as dietas

controle em leitdes de até 25 kg.
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CAPITULO 2

Mananoligossacarideos, Acidos Organicos e Probiéticos em Dietas para

Leitoes de 21 A 49 Dias de Idade.

RESUMO: Foi conduzido experimento utilizando 200 leitdes recém
desmamados mantidos de 21 a 49 dias de idade sob desafio sanitdrio, objetivando-se
investigar os efeitos do uso de mananoligossacarideos, acidos organicos e probidticos
sobre o desempenho, pH do trato gastro-intestinal, escore de diarréia e morfologia
intestinal. Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso com cinco
tratamentos, dez repeti¢des e quatro animais por unidade experimental. Os tratamentos
foram constituidos por dietas: T1 - sem aditivos (controle); T2 - com
mananoligossacarideos (MOS); T3 - com acidificante + probiético (A+P); T4 - com
combinacdo de MOS e acidificante + probidtico (COMB) e TS5 - com antibidticos
(ANT). No periodo de 21 a 35 dias os animais do tratamento controle apresentaram
maior consumo de racdo que os demais, enquanto aqueles alimentados com A+P
apresentaram menor ganho de peso médio diario (GPMD) que aqueles dos demais
tratamentos. Nos periodos de 36 a 49 e 21 a 49 dias observou-se maior GPMD para o
tratamento ANT em relacdo a dieta controle e A+P. Os tratamentos com aditivos
apresentaram melhores valores de conversdo alimentar em relagdo a dieta controle de 21
a 49 dias. Os escores de diarréia e os valores de pH ndo foram influenciados pelos
tratamentos. Observou-se aos 28 dias maiores alturas de vilosidades no duodeno em
animais alimentados com ANT, MOS e dieta controle; entretanto ndo houve efeito dos
tratamentos para jejuno e ileo. Dietas suplementadas com MOS e COMB propiciaram

desempenho semelhante aquelas com ANT para leitdes de 21 a 49 dias de idade.

Palavras-chave: aditivos, desafio sanitario, pH intestinal, vilosidades, criptas
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Mannanoligosaccharide, organic acids and probiotics in diets for piglets from 21

to 49 days of age.

ABSTRACT: An experiment was conduced using 200 pigs recently weaned,
maintained from 21 to 49 days of age under sanitary challenge, to know effects of use of
mannanoligosaccharide, organic acids and probiotics about performance, pH of tract
gastric-intestinal, score of diarrhea and intestinal morfologic. Using an experimental
design of blocks randomized with five treatments, ten replicates and four animals by
experimental unity. The treatments were constituted by diets: T1 - without addictive
(controls), T2 - with mananoligossacarideos (MOS), T3 - with acidifier + probiotic
(A+P), T4 - with combination of MOS and acidifier + probiotic (COMB) and T5 - with
antibiotic (ANT). In the period from 21 to 35 days the animals of the treatment control
presented larger consumption than others, while those fed with A+P presented smaller
daily average weight gain in relation to the other treatments. In the periods from 36 to
49 and 21 to 49 days larger daily average weight gain was observed for the ANT in
relation to diet it controls and A+P. The treatments with addictive presented better
values of feed conversion in relation to the diet control from 21 to 49 days. The diarrhea
scores and the values of pH were not influenced by the treatments. It was observed to
the 28 days larger values of duodenum villous in the animals fed with antibiotics, MOS
and diet controls; however there was not effect of the treatments for jejunum and ileum.
Diets supplemented with MOS and COMB propitiated as similar performance as ANT
for pigs from 21 to 49 days of age.

Key Words: mannanoligosaccharide, acidifier, probiotic, piglets
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INTRODUCAO

A suinocultura nacional apresenta-se como atividade de exploracdo econdmica de
destaque devido aos altos indices de produtividade alcancados. A evolucao desta cultura
foi impulsionada por avancos na nutri¢do, na sanidade e no melhoramento genético dos
animais. Com maior capacidade produtiva e em ambientes mais préximos do ideal, os
suinos puderam maximizar seu potencial através da utiliza¢do de dietas adequadamente
balanceadas para as diversas categorias. O conhecimento das exigéncias dos animais e
dos valores nutricionais dos alimentos alavancaram as pesquisas € o progresso da
nutri¢do animal. Neste contexto, o uso de aditivos ou microingredientes passou a fazer
parte das formulagdes de ragdes com a intencdo de se obter uma melhora adicional no
desempenho.

Dentre os aditivos, os antibiéticos foram utilizados durante muitos anos como
promotores de crescimento (APC) por meio de dosagens subterapéuticas, o que permitiu
a diminui¢do de agentes patog€nicos no trato gastro-intestinal. Os APC provocaram
grande evolucdo nos niveis de desempenho, com marcantes melhorias dos indices de
producdo e produtividade, através do seu uso mais intenso e suas dosagens mais
elevadas. Por outro lado, a ocorréncia do fendmeno da resisténcia cruzada tem sido
atribuida ao uso dos APC, baseada entre outros fatores, na pressdao imposta aos
microorganismos, ao uso inadequado dos APC e ao aumento do consumo de produtos
alimenticios de origem animal pela populagao mundial. O impacto deste fendmeno e de
suas conseqiiéncias na saide publica t€ém elevado a aten¢do de organizagdes como a
Organizacdo Mundial da Saidde (OMS), a Organizacdo Mundial para a Saide Animal
(OIE) e o Codex Alimentarius. Em paises em que a seguranca alimentar tem sido
amplamente discutida, tem-se estabelecido planos de controle de produgdo,
comercializacdo e utilizagdo de antibiéticos na produc¢do animal, com proibi¢des e/ou
limita¢des de uso de muitos principios ativos.

Por isso o desafio de gerar e introduzir novas tecnologias e novos produtos que
possam substituir os APC, atendendo a padrdes de seguranga alimentar, mantendo ou
aumentando os niveis de produtividade e eliminando-se os efeitos como de resisténcia
cruzada em humanos, é enorme e oportuno neste momento. E neste contexto, especial
atencdo tem sido destinada a produtos a serem utilizados para leitdes pds-desmame onde
o animal € mais vulnerdvel e pode apresentar redu¢do no crescimento em virtude do

estresse da desmama. Para esta categoria busca-se identificar meios de controlar as
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diarréias lancando mao, entre vdrias estratégias, de aditivos que permitam alcancar
niveis de producao sustentaveis.

Neste cendrio surgem como alternativa os prebidticos, probidticos e acidos
orgdnicos que buscam alterar de maneira natural o status sanitdrio e nutricional
conseguido a partir do perfil microbiano do trato intestinal do animal, o qual reflete de
maneira direta a capacidade de expressar seu potencial. Apesar de ndao se conhecer por
completo os mecanismos de agdo destes produtos, tem sido apresentadas respostas
como a reducdo do pH do trato gastro-intestinal, reduc@o da concentracdo de bactérias
patogénicas como Escherischia coli, aumento de populacdo bacteriana benéfica como
Lactobacillus sp., estimulo ao sistema imune, melhoria da integridade intestinal, do
ganho de peso e da conversdao alimentar. Pode-se caracterizar estes aditivos como
alternativos em potencial, uma vez que atendem as exigéncias tanto da produ¢do animal
quanto dos consumidores. Entretanto resultados em termos zootécnicos ainda sdo muito
varidveis para justificar uma suplementacdo de rotina.

Muitos experimentos tém sido conduzidos em unidades de pesquisa cujos
ambientes sdo diferentes daqueles encontrados nas unidades produtoras, com lotagcdes e
condig¢des sanitdrias que levam a uma diminuicao dos riscos de diarréia, devido ao baixo
desafio imposto aos animais, o que pode estar contribuindo para as variagdes na
resposta animal a estes produtos.

Fundamentado nestas pressuposicOes, este trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos do uso de mananoligossacarideos, acidos organicos e probidticos
sobre o desempenho, escore de diarréia, pH do trato gastro-intestinal, populacdo
bacteriana e morfologia intestinal de leitdes de 21 a 49 dias de idade sob condicdes de

desafio sanitario.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Granja de Produgdo de Suinos do Centro
Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA) da Embrapa Concoérdia - SC, no
periodo de abril a maio de 2003.

Foram utilizados 200 leitdes de cruzamentos de fémeas F1 (Landrace x
Large White) e machos Embrapa MS-58, recém-desmamados, com peso médio de 7,04
+ 1,0 kg e mantidos em creche até 49 dias, em delineamento experimental de blocos ao

acaso com cinco tratamentos, dez repeticdes e quatro animais por unidade experimental.
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Para formacdo dos blocos foram adotados como critérios 0 peso, 0 sexo € 0 parentesco
dos leitdes.

Os tratamentos usados foram: T1: dieta complexa sem suplementacio de
aditivos (controle); T2: dieta complexa suplementada com mananoligossacarideos
(MOS); T3: dieta complexa suplementada com acidificante + probidtico (A+P); T4:
dieta complexa suplementada com uma combinacdo de mananoligossacarideos e
acidificante + probiético (COMB) e T 5: dieta complexa suplementada com avilamicina
e colistina (antibidticos). O produto utilizado no tratamento 03 apresenta em sua
composi¢do: dcido citrico, dcido sorbico, Lactobacillus acidophilus (1X105UFC/g),
Streptococcus faecium (1x10°UFC/g), Bacillus subtilis e eletrdlitos.

Os leitdes foram desmamados aos 21 dias de idade, transportados e alojados em
quatro salas de creche de alvenaria de caracteristicas semelhantes, com piso de concreto,
forro de madeira rebaixado, janelas de vidro tipo basculante, com baias ao chdo, de
concreto pré-moldado, medindo 3,00 x 1,25m, com piso de cimento e cama de
maravalha, dotadas de comedouros semi-autométicos e bebedouros tipo chupeta com
concha.

As dietas experimentais foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais minimas recomendadas por Rostagno et al. (2000), sendo compostas dietas
experimentais para duas fases: a pré-inicial I para o periodo de 21 a 35 dias e a pré-
inicial II para o periodo de 36 a 49 dias de idade dos leitdes; e as composi¢cdes
centesimais destas dietas podem ser visualizadas nas tabelas 01 e 02. As composi¢des
nutricionais das dietas experimentais encontram-se na tabela 03. As racdes foram
produzidas em forma fisica farelada na Fabrica de Ra¢cdes do CNPSA.

Durante o experimento, a ventilagio e a temperatura do ambiente foram
controladas por abertura e fechamento das basculas e através de campanulas e
aquecedores a gds. O registro didrio da temperatura foi realizado utilizando-se
termdmetros de maxima e minima, colocados na parte mediana do galpao.

Os animais foram alojados em cama de maravalha reutilizada para caracterizar o
desafio sanitdrio. No dia antecedente a distribuicdo dos animais, a cama pertencente ao
lote de leitdes anterior foi retirada das creches, homogeneizada, acrescida de maravalha

nova e redistribuida uniformemente nas baias para padronizaciao do desafio.
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Tabela 01: Composi¢do centesimal das ragdes experimentais da fase pré-inicial I (21 a
35 dias de idade).

Table 01: Centesimal composition of experimental rations of pré-initial I (21 at 35 days of age).

Ingredientes Tratamentos (Trataments)

(Ingredients) Controle MOS A+P COMB Antibidticos

Milho pré-gelatinizado

) . 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
(Pré-gelatinized corn)
Farelo de soja (Soybean meal) 18,00 18,00 18,00 18,00 18,00
Proteina Texturizada de Soja 17.60 17.60 17.60 17.60 17.60
(Protein texturized soybean) ’ ’ ’ ’ ’
Milho Grao(Corn grain) 11,80 11,80 11,80 11,80 11,80
Lactose (Lactose) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
Oleo de soja (Soybean oil) 5,30 5,30 5,30 5,30 5,30
Soro de leite 5,00 500 500 5,00 5,00
(Milk whey powered)
Farinha de trigo (Wheat flour) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Acicar (Sugar) 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fosfato Mono-Bicalcico
(Mono-Dicalcium phosphate) 1,896 1,896 1,896 1,896 1,896
Calcério (Limestone) 0,932 0,932 0,932 0,932 0,932
Caulim (Kaolin) 0,948 0,548 0,448 0,048 0,888
Sal (Salt) 0,424 0,424 0,424 0,424 0,424
Adsorvente (Adsorbent) 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
DL-Metionina (DL-Methionine) 0,252 0,252 0,252 0,252 0,252
L-Lisina (L-Lysine) 0,244 0,244 0,244 0,244 0,244
L-Treonina (L-Threonine) 0,224 0,224 0,224 0,224 0,224
Suplemento vitaminico' 0200 0200 0200 0,200 0,200
(Vitamin mix") ’ ’ ’ ’ ’
Suplemento mineral” 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148
(Mineral mix”)
Cloreto de Colina (60%) 0,131 0,131 0,131 0,131 0,131
(Choline chlorine) ’ ’ ’ ’ ’
Aromatizante (Flavouring) 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
L- Triptofano (L- thryptophan) 0,036 0,036 0,036 0,036 0,036
Antioxidante BHT (BHT 0015 0015 0015 0015 0,015
antioxidant)
Mananoligossacarideos
( Mannanoliiosaccharides ) ) 0,400 ) 0,400 )
Acidificante + probidtico
(Acidifier + probiftic ) i i 0,500 0,500 i
Sulfatg de Colistina i i i i 0,040
(Colistin sulfate)
Avilamicina (Avilamycine) - - - - 0,020
Total (Total) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

! Contetddo/Kg de racdo (Content/kg of diet): vit. A, 6.000 UI; vit. D3, 1.500 UI,; vit. E, 15 UL, vit. K3, 1,5
mg; vi. By, 1,35 mg; vit. B,, 4 mg; vit. Bg, 2 mg; vit. By, 20 mcg; acido fdlico (folic acid), 0,6 mg;
dcido nicotinico (nicotinic acid), 20 mg; acido pantaténico (pantothenic acid), 9,35 mg; biotina (biotin),
0.8 mg; Se, 0.300 mg. 2 Contetido/Kg de racdo (Content/kg of diet): Fe, 100 mg; Cu, 10 mg; Co, 1 mg;
Mn, 40 mg; Zn, 100 mg; I, 1,5 mg
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Tabela 02: Composicao centesimal das racdes experimentais da fase pré-inicial II (36 a

49 dias de idade).

Table 02: Centesimal composition of experimental rations of pré-initial Il (36 at 49 days of age)
Ingredientes Tratamentos (Trataments)
(Ingredients) Controle MOS  A+P COMB Antibidticos
Milho Grao (Corn grain) 38,50 38,50 38,50 38,50 38,50
Soja Farelo (Soybean meal) 18,00 18,00 18,00 18,00 18,00
Proteina Texturizada de Soja 14,50 14,50 14,50 14,50 14,50
(Protein texturized soybean)

Milho pré-gelatinizado 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
(Pré-gelatinized corn)

Soro de leite (Milk whey powered) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo Soja (Soybean oil) 3,30 3,30 3,30 3,30 3,30
Acucar (Sugar) 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Lactose (Lactose) 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato Mono-Bicalcico 1,525 1,525 1,525 1,525 1,525
(Mono-Dicalcium phosphate)

Calcadrio (Limestone) 1,114 1,114 1,114 1,114 1,114
Caulim (Kaolin) 0,778 0,578 0,278 0,078 0,718
Sal (Salt) 0,367 0,367 0,367 0,367 0,367
Adsorvente (Adsorbent) 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
Suplemento vitamfnico' 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
(Mineral mixz)

L-Lisina (L-Lysine) 0,197 0,197 0,197 0,197 0,197
DL-Metionina (DL-Methionine) 0,186 0,186 0,186 0,186 0,186
L-Treonina (L-ThreOnine) 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167

Suplemento mineral® (Mineral mix’) 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Cloreto de Colina (60%) (Choline 0,126 0,126 0,126 0,126 0,126

chlorine)

Aromatizante (Flavouring) 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
L- Triptofano (L- thryptophan) 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Antioxidante BHT (BHT antioxidant) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Mananoligossacarideos - 0,200 - 0,200 -
fosforilados (Mannanoligosaccharides)

Acidificante + probiético - - 0,500 0,500 -
(Acidifier + probiotic)

Sulfato de Colistina - - - - 0,040
(Colistin sulfate)

Avilamicina (Avilamycine) - - - - 0,020
Total (Total) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

! Contetddo/Kg de racio (Content/kg of diet): vit. A, 6.000 UI; vit. D3, 1.500 UI; vit. E, 15 UI; vit. K3, 1,5
mg; vi. By, 1,35 mg; vit. By, 4 mg; vit. Bg, 2 mg; vit. By, 20 mcg; acido fdlico (folic acid), 0,6 mg;
dcido nicotinico (nicotinic acid), 20 mg; acido pantaténico (pantothenic acid), 9,35 mg; biotina (biotin),
0.8 mg; Se, 0.300 mg. 2 Contetido/Kg de ragdo (Content/kg of diet): Fe, 100 mg; Cu, 10 mg; Co, 1 mg;
Mn, 40 mg; Zn, 100 mg; I, 1,5 mg
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Tabela 03: Composi¢ao quimica calculada das dietas experimentais pré-inicial I (21 a

35 dias de idade) e pré-inicial II (36 a 49 dias de idade).

Table 03: Calculated chemical composition of experimental diets of pré-initial I (21 at 35 days of age)
and pré-initial Il (36 at 49 days of age)

Dietas (Diets)

E;Siiites Pré—II.li.c.ial I Pré—II.li.c.ial II
pré-initial 1 pré-initial I1
Proteina Bruta (Crude protein) % 21,00 20,00
Energia Met. (Metabolizable energy) Kcal/kg 3,500 3,500
Célcio (Calcium) % 0,85 0,83
Fosf. Total (Total phosphorus) % 0,72 0,67
Fésf. Disponivel (Available phosphorus) % 0,50 0,43
Sédio (Sodium) % 0,22 0,20
Lisina Digestivel (Digestible lysine) % 1,23 1,12
Met + Cist Dig. (Digestible methionine + cystine) % 0,74 0,68
Treonina Dig. (Digestible threonine) % 0,80 0,74
Triptofano Dig. (Digestible thryptophan) % 0,23 0,21
Lactose (Lactose) % 12,00 6,00

Diariamente avaliou-se a consisténcia das fezes, utilizando-se o seguinte escore:
1 — fezes duras e firmes; 2 — fezes de consisténcia normal; 3 — fezes pastosas, nao
diarréicas; 4 — fezes aquosas, caracteristicas de sintoma diarréico. A avaliacdo foi
realizada por um unico observador sendo atribuido um escore para cada unidade
experimental.

Para avaliacdo do desempenho foram utilizadas as varidveis: consumo de racao
médio didrio (CRMD), ganho de peso médio didrio (GPMD) e conversdo alimentar
(CA). Para mensuracdo destes dados foram realizadas pesagens quinzenais dos animais
e dos comedouros. Os dados de CRMD foram obtidos pelo consumo médio dos leitdes
de cada unidade dividido pelo nimero de dias do intervalo; enquanto o GPMD foi
obtido individualmente pela diferenca de peso entre os periodos e dividindo-se pelo
ndmero de dias do intervalo; e a conversao alimentar, foi obtida dividindo-se os valores
de CRMD pelos de GPMD. Os dados foram analisados nos periodos quinzenais e total
do experimento.

No 28° e 35° dias de idade dos leitdes, quatro animais por tratamento foram
abatidos para leitura de pH no estdbmago e no duodeno, coleta de segmentos de intestino

delgado e de conteddo ileal. Foram escolhidos animais com peso mais proximo da
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média da unidade experimental. Os animais foram levados a Sala de Necrdpsias do
Setor de Sanidade Animal da Embrapa Suinos e Aves, onde foram dessensibilizados por
descarga elétrica de 220 volts e sangrados imediatamente. Em seguida as visceras foram
removidas a uma bancada onde se procederam as leituras e coletas. As leituras de pH
foram realizadas utilizando-se um medidor de pH portétil. O estdbmago foi pingado na
regido pildérica e uma incisdo de 4 cm foi realizada para introducdo do sensor para a
primeira leitura de pH. No duodeno, a leitura foi tomada junto a flexura duodeno-
jejunal, a aproximadamente 15 cm da primeira leitura.

O intestino delgado dos leitdes foi dissecado e sessdes transversais de cerca de
dois centimetros do duodeno, jejuno e ileo foram coletadas segundo descri¢do
anatomica de Nickel et al.,(1973). As amostras foram imersas em solug¢do fixadora
(solug¢do de Bouin) por 24 horas, em seguida, lavadas e transferidas para a solu¢do de
alcool etilico a 70% até a confeccao das laminas histoldgicas. Apds serem desidratados,
os segmentos intestinais foram recortados em fragmentos de cerca de 1 cm,
diafanizados em benzol e incluidos em parafina. Utilizando-se micrétomo, foram
produzidas se¢des com 7 pndespessura,asquaisforancoletadasdemabqge,entre
uma se¢do e a subseqiiente fossem eliminadas no minimo 30 se¢des. O método de
coloracdo adotado foi hematoxilina e eosina (Teixeira, 1999). As laminas histolégicas
foram preparadas no laboratério de Histologia do Departamento de Veterindria da
Universidade Federal de Vicosa. As medidas de altura de vilosidade e profundidade de
criptas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, através do analisador de imagem “Image-
pro Plus 1.3.2” (1994) e microscépio Optico. Para cada lamina foram selecionadas e
medidas 30 vilosidades e 30 criptas.

O conteddo ileal foi coletado de leitdes recém sacrificados retirando-se uma
porcdo de aproximadamente 30 cm da alca ileal contados a partir da védlvula ileo-cecal.
Cada segmento foi amarrado nas duas extremidades, cortado e acondicionado em sacos
plasticos previamente identificados. Logo apds as amostras foram enviadas para o
Centro de Diagndstico em Sanidade Animal (CEDISA) da Embrapa Suinos e Aves onde
se procedeu a contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) de Coliformes
fecais e de Escherichia coli. No laboratério cada amostra foi homogeneizada por
inversao de pontas e o conteido drenado para um bécher e feito um lavado das mucosas
com 5 ml de dgua destilada. As amostras foram pesadas e retiradas aliquotas de 1 ml

para obter a diluicdo na ordem de 1:10 com dgua destilada, e a partir desta, realizadas
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diluicoes em até 1:10.000.000 de forma que fosse possivel realizar as contagens. O
plaqueamento foi realizado inoculando 1 mL da dltima dilui¢do em placas de meio de
cultura especifico e incubadas a 35° C por 24 horas e entdo realizadas as contagens de
E. coli e coliformes de acordo com o manual 3M™ PETRIFILM EC (2001) sendo os
resultados expressos em log;p de UFC por mL da amostra. O restante da amostra foi
removido para um cadinho identificado e tarado para pesagem e determinacdo da
matéria seca da amostra seguindo metodologia descrita por Bellaver et al. (2002), sendo
que os resultados foram expressos em log;y de UFC por grama (g) de matéria seca.

Os dados de desempenho, de escore de fezes, pH e vilosidades e criptas intestinais
foram submetidos a andlise de variancia com as médias comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keuls ao nivel de 5% de probabilidade, enquanto dados de contagem
de coliformes e E. coli (log;o UFC/mL e log;o UFC/g) foram submetidos a andlise nio-
paramétrica e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando-se o programa SAEG

(UFV, 1999).

Resultados e Discussao

A temperatura minima no interior das salas de creche durante o periodo
experimental manteve-se em 18,91 + 2,33°C, e a mdxima em 24,11 + 2,65°C. Estes
valores podem caracterizar uma faixa de temperatura abaixo daquela ideal para leitdes
pos-desmame, que segundo Oliveira et al. (1993) estd em torno de 24 °C, o que pode ser
entendido como mais um componente do desafio oferecido aos animais. Entretanto,
apenas a temperatura nio caracteriza um ambiente estressante, pois este € modificado
por diversos componentes do ambiente (Orlando, 2001).

Os resultados de desempenho dos leitdes que receberam dietas com diferentes
aditivos no periodo de 21 a 49 dias de idade estdo apresentados na tabela 04.

O consumo de racdo médio didrio (CRMD) foi influenciado (P<0,05) pelos
tratamentos no periodo de 21 a 35 dias, onde se observou maior consumo de ragao dos
animais que receberam dieta sem aditivos. J4, nos periodos de 36 a 49 e 21 a 49 dias, o
CRMD néao variou (P>0,05) entre os tratamentos. Estes dados sdo semelhantes aos
resultados dos trabalhos de Pettigrew (2000) e Santos (2002) que observaram
diminui¢do nao significativa do consumo de dietas contendo MOS em comparacdo a

dietas controle. No entanto, contradizem os resultados apresentados por Dvorak &
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Jacques (1998) e Stockland (1999) que observaram maior consumo em dietas
suplementadas com MOS quando comparados com a dieta controle.

Os leitdes alimentados com dietas contendo acidificante + probidtico
apresentaram menor (P<0,05) ganho de peso médio didrio em relagdo aos demais
tratamentos, que ndo diferiram entre si no primeiro periodo avaliado.

Estes resultados sdo conflitantes com aqueles apresentados por Tsiloyannis et al.
(2001) que, observaram maior GPMD para leitdes de 21 a 35 dias de idade alimentados

com dieta contendo antibidticos em relacao aos que receberam dieta sem aditivos.

Tabela 04: Valores de peso corporal, consumo de ra¢cdo médio didrio (CRMD), ganho
de peso médio diario (GPMD) e conversdo alimentar (CA) de leitdes dos 21 aos 49 dias
de idade submetidos as dietas experimentais.

Table 04: Values of weight body, average daily feed intake (ADFI), average daily weight gain (ADWG)
and feed:gain ration (FGR) of piglets since 21 at 49 days old submitted experimental diets.

Tratamentos (Trataments) Teste C.V.

Varidveis (Variables) Controle MOS A+P  COMB Antib. F (%)
Peso corporal (kg) Weight body

Inicial Initial 7,05 7,04 7,05 7,04 7,03 0,999 3,9

Final Final 14,03 14,16 13,71 1415 1507 0399 94
CRMD (g/dia) ADFI (g/day)

21 - 35 dias/days 223" 172° 163° 178° 172° 0,000 153

36 - 49 dias/days 644 623 619 605 670 0374 12,1

21 - 49 dias/days 434 398 391 392 421 0,122 10,7
GPMD (g/dia) ADWG (g/day)

21 - 35 dias/days 78° 792 59° 76* 87* 0,002 18,5

36 - 49 dias/days ~ 421°  430°°  417° 432 488* 0,037 12,1

21 - 49 dias/days ~ 249° 255  238%  254®  287% 0,017 12,0
CA (g/g) FGR (g/3)

21 -35dias/days  2,85°  223*  297°  242® 203* 0,000 17,0

36 - 49 dias/days  1,55° 1,45® 149" 141%™  1,38* 0,025 7.6

21 - 49 dias/days 1,75 1,56®  1,65° 1,55® 147" 0,000 6,6

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Student
Newman Keuls ao nivel de 5% de probabilidade.(Means followed by different letter in the same column
are different by Student Newman Keuls test with 5% of probability).

O ganho de peso médio diario foi influenciado (P>0,05) pelos tratamentos da
mesma forma nos periodos de 36 a 49 e 21 a 49 dias, quando os animais recebendo
dietas com antibidticos apresentaram maior GPMD que aqueles alimentados com a dieta

controle e A+P. Os valores de ganho de peso dos animais que receberam os tratamentos
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MOS e COMB foram semelhantes (P>0,05) entre si e ndo variaram em relacdo aos
animais que receberam os demais tratamentos. Estes resultados corroboram com outros
apresentados na literatura como os de Pettigrew (2000) que, compilando dezessete
trabalhos investigativos constatou respostas positivas em GPMD e CA, embora
estatisticamente ndo significativas para adicdo de MOS. Efeitos positivos sobre o
desempenho de leitdes também foram observados por Tsiloyiannis et al. (2001), que
avaliando a adicdo de antimicrobianos em dietas de leitdes de 21 a 49 dias de idade,
observaram melhores valores de GPMD e CA em animais alimentados com antibiéticos
(263g e 1,69), comparados ao 4cido citrico (236g, 1,80) e que por sua vez foram
melhores que a dieta controle (213g e 1,89).

Para o periodo de 21 a 35 dias observou-se melhores valores (P<0,05) de
conversao alimentar dos leitdes que receberam os tratamentos com antibiéticos, MOS e
COMB em relacdo aos demais tratamentos. No periodo de 36 a 49 dias, apenas os
animais submetidos a dieta com antibidticos apresentaram melhor CA (P<0,05) em
relacdo a dieta controle, com os demais tratamentos nao diferindo entre si. Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por Santos et al. (2002) que ndo observaram
diferenca entre dietas com promotor de crescimento (237,86 g/dia e 1,79) e MOS
(196,66 g/dia e 2,02) em ganho médio didrio e conversao alimentar, respectivamente,
para leitdes dos 35 aos 42 dias. Bem como, Omogbenigun et al. (2003) observaram que
a eficiéncia alimentar de leitdes alimentados com dietas com 4cidos organicos nao
diferiram estatisticamente daqueles alimentados com dieta controle.

Avaliando-se o periodo total do experimento, observou-se que os animais
submetidos a dieta controle apresentaram pior (P<0,05) conversao alimentar em relacao
aos que receberam os demais tratamentos. O tratamento com antibidticos nao
apresentou diferenca (P>0,05) com os tratamentos MOS e COMB, mas foi superior ao
tratamento acidificante + probidtico. Estas diferencas estdo de acordo com Davis et al.
(2002) que observaram melhora significativa da conversdo alimentar e ganho médio
didrio quando compararam dietas suplementadas com MOS contra uma dieta controle
para leitdes até 28 dias apds o desmame. Diferentemente de Teixeira et al. (2003) que,
avaliaram o efeito de diferentes acidificantes e suas combinacdes em dietas leitdes de 21
a 60 dias de idade, e ndo observaram melhora em termos de conversdo alimentar e
consumo, embora tenham constatado diferencas de ganho de peso médio didrio quando

comparados ao controle.
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Baseando-se na equivaléncia de consumo entre os tratamentos, constata-se a
melhor eficiéncia de utilizagdo de nutrientes dos animais alimentados com dietas
contendo antibiéticos, MOS e combinacao. Porém, ficou caracterizado neste trabalho
que as condicdes de desafio sanitdrio impostas restringiram o crescimento dos animais e
que os aditivos avaliados auxiliaram no combate a agentes patogé€nicos, todavia a
resposta dos produtos nao foi potencializada como sugerida por Ravindran e Kornegay
(1993) ou mais pronunciada sob condi¢des com alta pressdo de infeccdo conforme
proposto por Coffey & Cromwell (1995) e Bergstrom et al. (1997).

As freqiiéncias dos escores de diarréia de leitdes de 21 a 49 dias de idade que
consumiram diferentes ragdes experimentais estao apresentadas na tabela 05. Os valores
referentes aos dois primeiros dias de experimento foram excluidos da andlise devido a
auséncia de fezes na maioria das unidades experimentais.

Os tratamentos nao influenciaram (P>0,05) o escore de diarréia em nenhum dos
periodos analisados, entretanto o nimero de observacdes nos escores que caracterizam
diarréia se mostraram elevados. Estes resultados diferem dos obtidos por Kyriakis
(1989), Nielsen (1998), Tsiloyiannis et al. (2001) e Owusu-Asiedu et al. (2003) que
observaram menores escores de diarréia em leitdes alimentados com antibidticos ou
com acidificantes em relacdo a dieta controle.

A incidéncia de diarréia que ocorre nos dias subseqiientes ao desmame pode ser
de causa multifatorial, € normalmente diminui progressivamente com o aumento da
acdo dos aditivos disponiveis nas dietas e com o desenvolvimento enzimdtico e
imunoldgico dos animais além de sua adaptacdo as novas condi¢des do meio como
forma de superacdao do desafio. Desta forma, observou-se neste trabalho a diminui¢do
do nimero de observacdes do escore 4 entre os periodos de 21 a 35 e 36 a 49 dias de
idade.

Valores médios de pH do estdbmago e duodeno de leitdes recebendo dietas com
diferentes aditivos sacrificados aos 28 e 35 dias de idade encontram-se na tabela 06.

Os valores de pH do bolo alimentar no estdmago e da digesta no duodeno nao
foram influenciados (P>0,05) pelos tratamentos, mas a amplitude dos dados estd de
acordo com a observada por Jonsson e Conway (1992). Valores de pH numericamente
maiores no duodeno em relacdo ao estobmago, também foram observados por Adams
(2000) e Santos (2002), que constataram a tendéncia do aumento do pH ao longo do
comprimento do trato gastro-intestinal, da mesma forma este tltimo autor ndo observou

efeito da inclusdo de manose sobre valores de pH de estdmago e ceco em leitdes aos 60
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dias de idade. Entretanto os dados deste trabalho diferem dos apresentados por Risley et
al. (1992) que observaram diminui¢do do pH intestinal de leitdes que receberam dietas
com a adi¢do de 4cido citrico (4,90) em comparacdo a dieta controle (6,2), e dos de
Owusu-Asiedu et al. (2003) que observaram reducdao de pH do estdmago de leitdes
alimentados com antibidticos e outros aditivos em comparagdo a dieta controle, contudo
ndo apresentaram efeitos ao nivel de intestino delgado. Este autor ainda enfatiza que
maiores valores de pH gastrico em leitdes podem ser associados ao aumento da
proliferacdo de E. coli enterotoxica e este fato resulta na incidéncia de diarréia e
aumento da mortalidade.

Os valores de pH do duodeno apresentaram amplitude (5,24 a 6,05) proxima
aquela (5,68 a 6,01) observada por Teixeira (1999), quando avaliou o efeito de dietas
simples e complexas em leitdes de diferentes idades.

Tém se observado resultados contraditdrios da a¢do de acidificantes sobre o pH do
trato gastro-intestinal de leitdes, como os apresentados por Radcliffe et al. (1998) que
evidenciaram a diminui¢ao do pH da digesta do estbmago com a adicdo de 4cido citrico
em dietas de leitdes, enquanto Omogbenigun, et al. (2003) ndo encontraram efeito de
acidos organicos sobre o pH da digesta do estdmago e ileo. Segundo Gauthier (2003) a
inclusao de 4cidos e sais organicos entre 1 € 2% na ragdo pode reduzir o pH estomacal,
diminuir a proliferacdo de microorganismos patogénicos no trato digestivo, melhorar o
ganho de peso didrio e a conversdo alimentar dos leitdes, embora muitos estudos
mostram que € praticamente impossivel modificar, significativamente o pH do
estdmago e intestino de um suino, mesmo quando se utilizam grandes quantidades de
dcidos organicos nas racoes.

A partir dos valores obtidos ficou caracterizado que os tratamentos propostos nao
foram efetivos na reducdo do pH do duodeno para valores que limitassem o
desenvolvimento de bactérias patogénicas, os quais segundo Blanchard (2000) devem

estar fora da faixa de 4,3 a 9,5 para E. coli, e 4,0 a 9,0 para Salmonella sp.
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Tabela 05. Numero de observagdes de escores de fezes de leitdes dos 21 aos 49 dias de

idade que consumiram dietas com diferentes aditivos.
Table 05. Number of observations of scores of feces of weaners of the 21 to the 49 days of age that
consumed diets with different addictive

Tratamentos Trataments

Fezes Feces Controle MOS A+P  COMB  Antibidticos TTgttjll (%)

21 - 35 dias days
Escore Score 1 0 2 0 0 3 5 0,83
Escore Score 2 4 10 9 14 10 47 7,83
Escore Score 3 34 25 32 41 39 171 28,51
Escore Score 4 82 83 79 65 68 377 62,83
Total Total 120 120 120 120 120 600

36 - 49 dias days
Escore Score 1 0 0 0 0 0 0 0
Escore Score 2 31 40 38 46 52 207 29,57
Escore Score 3 82 66 65 69 55 337 48,14
Escore Score 4 27 34 37 25 33 156 22,29
Total Total 140 140 140 140 140 700

21 - 49 dias days
Escore Score 1 0 2 0 0 3 5 0,38
Escore Score 2 35 50 47 60 62 254 19,54
Escore Score 3 116 91 97 110 94 508 39,08
Escore Score 4 109 117 116 90 101 533 41,00
Total Total 260 260 260 260 260 1300

Tabela 06. Valores de pH do estomago e duodeno de leitdes abatidos aos 28 e 35 dias

de idade submetidos as dietas experimentais.
Table 06: Values stomach and duodenum’s pH of piglets slaughters at 28 and 35 days old submeted
experimental diets.

Tratamentos Trataments Média . CV.
Varidveis Mean O ()
. Controle MOS A+P COMB Antibiot. o
Variables
Estomago
Stomach

28 dias days 3,39 323 2,64 283 3,18 305 026 16,1

35 dias days 3,18 3,60 333 3,75 2,75 332 0,18 16,5

Duodeno
Duodenum

28 dias days 5,34 559 579 594 6,05 574 0,08 59

35 dias days 5,62 573 5774 5081 5,24 5,63 042 78
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Os valores de contagem total, coliformes fecais e de Escherichia coli do conteudo
ileal dos animais abatidos aos 28 e 35 dias de idade encontram-se na tabela 07.

Os tratamentos nao influenciaram (P>0,05) as contagens bacterianas dos leitdes
abatidos aos 28 e 35 dias de idade. Estes resultados estdo de acordo com os de Risley et
al. (1992) que ndo observaram efeito na populagcdo bacteriana no estdmago, jejuno e
ceco entre tratamentos com acido citrico (1,5%) e dieta controle em contagens de E.coli
aos 7 e 14 dias apds a desmama, e com os de Kornegay e Risley (1996) que observaram
que contagens de coliformes ndo foram consistentemente influenciadas por probidticos
a base de Bacillus sp. A contagem bacteriana do contetido ileal dos leitdes apontou para
a maior concentracdo de coliformes e de E. coli para os animais abatidos aos 35 dias em
comparacgdo aos animais abatidos aos 28 dias.

Os dados deste trabalho corroboram ainda com outros estudos, como o de
Tsiloyiannis et al. (2001) que ndo observaram diferenca de E.coli em analises realizadas
a partir de amostras de fezes de leitdes aos 28 e 35 dias, quando se compararam dietas
controle, antibidticos e acido citrico. Por outro lado, contrastam com o relato de Santos
(2002), que a adi¢do de manose as dietas promove uma reducao da populacio bacteriana
total ao nivel de duodeno e jejuno de leitdes em comparagdo a dieta controle e com
colistina, apontando melhores resultados quando administrado 0,2% de manose as
dietas.

As medidas de altura de vilosidade e profundidade de criptas obtidas dos cortes de
duodeno, jejuno e ileo estdo dispostas na tabela 08.

Os animais que receberam a dieta controle e as contendo antibiético ou MOS
apresentaram maior (P<0,05) altura de vilosidades no duodeno aos 28 dias de idade em
relac@o aos dos demais tratamentos.

Nao houve variagdo (P>0,05) na altura de vilosidades do duodeno aos 35 dias de
idade, e na altura de vilosidades do jejuno e ileo avaliada aos 28 e 35 dias de idade.

A profundidade das criptas foi influenciada (P<0,05) pelos tratamentos nos
animais abatidos aos 28 e 35 dias apenas no duodeno. Aos 28 dias de idade os animais
submetidos a dieta contendo MOS apresentaram maior profundidade de cripta em
relacdo aos que receberam o tratamento COMB, mas nao diferiram dos animais que

receberam as dietas controle, A+P ou antibidticos.
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Tabela 07. Populagdo bacteriana de coliformes fecais, de Escherichia coli e total no ileo
de leitdes abatidos aos 28 e 35 dias de idade alimentados com dietas experimentais
expressos em funcao de diferentes protocolos de contagem. (Log ;o UFC)

Table 07. Bacterial population of coliformes fecais, Escherichia coli and total in ileum of piglets

slaughters at 28 and 35 days old fed with experimental diets expressed in function of different protocols
of counts (Log 190 CFU).

Tratamentos Trataments Média

Varidveis Variables Controle  MOS A+P COMB Antibiét. Mean
Log 10 UFC/mL de amostra Log ;o CFU/mL of sample
Coliformes

28 dias days 7,54 7,73 7,13 6,89 6,21 7,10

35 dias days 6,81 7,56 8,73 8,23 7,90 7,85
Escherichia coli

28 dias days 3,57 7,51 4,23 3,88 5,60 4,96

35 dias days 7,12 8,37 9,32 8,14 7,68 8,13
Contagem total Total counts

28 dias days 11,11 15,24 11,36 10,77 11,81 12,06

35 dias days 13,93 15,93 18,05 16,37 15,59 15,97

Log 1o UFC /g de matéria seca de amostra Log ,, CFU/g of dry matter sample
Coliformes

28 dias days 5,89 6,00 5,43 5,27 4,39 5,40

35 dias days 5,10 6,38 7,45 6,87 6,38 6,44
Escherichia coli

28 dias days 2,85 5,78 3,48 3,11 4,17 3,88

35 dias days 5,41 7,19 8,04 6,78 6,16 6,72
Contagem total Total counts

28 dias days 8,75 11,78 8,91 8,38 8,56 9,28

35 dias days 10,51 13,57 15,50 13,65 12,53 13,15

Baseando-se nos valores apresentados por este estudo observou-se também a
tendéncia de diminuicdo do comprimento de vilosidades e profundidade das criptas ao
longo do intestino delgado nos animais de 28 e 35 dias de idade.

J4 os animais com 35 dias a maior profundidade de cripta foi observada nos
leitdes do tratamento COMB quando comparada ao A+P, antibidticos e MOS, mas
sendo estatisticamente semelhante a dieta controle.

Os resultados obtidos com o tratamento MOS neste estudo estdo de acordo com os
de Thomaz et al. (2002) que avaliando a inclusdo de parede celular de levedura na dieta
de leitdes ndo evidenciou efeito sobre valores de altura de vilos do duodeno (310, 331),
jejuno (252, 283) e ileo (200, 190 um)aosBeddasdeidade, respectivamente. Da
mesma forma ndo observou-se efeito sobre profundidade de criptas do duodeno (103,
1® pm), jejup (79, D pum) e ileo (58, 53 um) aos B e P das de idade

respectivamente comparados a dieta controle. Entretanto observaram-se valores de
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Tabela 08. Altura de vilosidades e profundidade de criptas de duodeno, jejuno e ileo de leitdes abatidos aos 28 e 35 dias de idade submetidos as
dietas experimentais.

Controle MOS A+ P COMB Antibidticos Média C.V. (%) Teste F

VILOSIDADES
Duodeno!

28 dias 121,63 127,59* 116,14° 113,07° 132,83* 122,25 7,70 0,04

35 dias 127,21 141,90 146,72 143,44 135,93 139,04 14,32 -
Jejuno

28 dias 109,33 106,29 102,25 100,11 112,12 106,02 10,90 -

35 dias 112,45 116,96 117,59 113,98 119,57 116,11 11,83 -
fleo

28 dias 88,90 92,77 89,25 82,88 92,92 89,35 11,62 -

35 dias 95,36 107,00 106,75 112,64 115,62 107,47 20,84 -
CRIPTAS
Duodeno’

28 dias 148,90* 164,42° 142,42%® 131,90 153,11% 148,15 9,05 0,05

35 dias 164,81%° 145,43 147,24 173,15 149,45" 156,01 7,33 0,02
Jejuno

28 dias 155,31 130,24 131,08 127,93 134,58 135,83 10,46 0,42

35 dias 145,97 149,82 133,48 140,95 144,55 142,96 9,13 -
fleo

28 dias 127,99 124,89 120,78 120,64 116,25 122,11 5,52 0,37

35 dias 153,28 142,16 138,90 154,88 146,23 147,09 9,41 0,31

1,2 . . . .. 1 2 .-
"~ Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste DMS (") e Student- Newman-Keuls (7) a 5% de probabilidade.
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vilosidadesmenoresqueosencontradospor Abreu(1994), com3De40 pumpara
leitdes com 28 e 35 dias de idade, respectivamente.

Porém foi observada uma variac@o na altura dos vilos e profundidade de criptas
em todos segmentos intestinais em funcio da idade dos animais, o que foi evidenciado
por outros estudos (Abreu, 1994; Thomaz, 1996; Cera 1998; Tucci, 1999; Xu et al.
2000; Thomaz et al. 2002), mostrando assim que os aditivos avaliados ndo foram
capazes de manter a integridade das mucosas absortivas ao longo do intestino delgado, e
evitar as perdas que ocorrem a partir das primeiras horas apds a desmama, que
compreendem alteracdes funcionais e estruturais, comprometendo a capacidade
digestiva e absortiva dos leitdes (Moita et al. 2002).

Os resultados obtidos neste estudo divergem daqueles de Santos (2002), em que
nao foram observadas diferencgas significativas em vilosidades de duodeno em leitdes
de 60 dias de idade recebendo 0,2% de manose contra uma dieta com colistina, todavia
aumentou altura de vilosidades em relacdo a dieta controle. Ao nivel de jejuno, a
manose propiciou maiores valores de vilosidades em relacdo a dieta controle e com
colistina. Por sua vez, valores de profundidade de criptas de duodeno e jejuno nao foram
influenciados pelos tratamentos.

Os baixos valores de altura de vilosidades associados a altos valores de
profundidade de criptas em todos os tratamentos sdo atribuidos a um baixo consumo de
racdo que tornam deficitirio o fornecimento continuo de energia e proteina e
conseqiientemente decréscimo na taxa de producao de células nas criptas mediado pelo
aumento no tempo do ciclo celular, o que segundo alguns estudos (Makkink et al.
1994b; Pluske et al. 1995; 1996ab; Teixeira, 1999) é responsavel pela integridade da
morfologia do intestino, indicando efeito estimulante do alimento ingerido sobre a
maturacdo do epitélio intestinal. Segundo Santos (2002), vilosidades mais curtas e
criptas mais profundas sugerem alta demanda de células nas criptas e uma maior perda

de enterdcitos das vilosidades.
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Conclusoes

Dietas suplementadas com mananoligossacarideos ou combinagdo de
mananoligossacarideos com acidificante + probidtico propiciam ganho de peso,
conversdo alimentar e altura de vilosidades ao nivel de duodeno semelhantes a dietas
suplementadas com colistina e avilamicina para leitdes de 21 a 49 dias de idade em

condicdes de desafio sanitério, possibilitando com isto a substitui¢do aos antibidticos.
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CAPITULO 3

Niveis de acido folico em dietas contendo acido formico

para leitoes de 21 a 48 dias de idade.

RESUMO: Foi conduzido um experimento com objetivo de avaliar niveis de
acido félico em dietas suplementadas com dcido férmico para leitdes de 21 a 48 dias de
idade. Foram utilizados 160 leitdes com peso médio de 5,67 = 0,90 kg em um
delineamento experimental de blocos casualizados, com cinco tratamentos, quatro
repeticdes e quatro animais por repeticdo. Formularam-se duas dietas basais, pré-inicial
I (21 a 35 dias) e pré-inicial II (36 a 48 dias) de maneira a atender as exigéncias
nutricionais, adicionadas de acidificante a base de acido formico em 1,2 e 1,0%,
respectivamente. Os tratamentos foram constituidos por cinco niveis de 4cido félico: 0;
0,30; 0,60; 0,90 e 1,20 mg/kg de racao. O desempenho foi avaliado nos periodos de 21 a
35 dias, 36 a 48 dias e 21 a 48 dias de idade dos leitdes. No 49° dia os animais foram
dispostos a jejum e oito leitdes por tratamento foram submetidos a coleta de sangue para
confec¢ao de hemograma e quantificacdo de folato. Nao houve efeito dos niveis de
acido folico para o consumo de ragao médio didrio em nenhum dos periodos analisados.
A adicdo de 4cido félico melhorou o ganho de peso médio didrio de forma quadratica,
enquanto a conversao alimentar foi influenciada pelos niveis de 4cido f6lico apenas no
periodo de 21 a 35 dias. Os valores de hematdcrito, hemoglobina e hemacias
aumentaram de forma linear em fun¢@o dos niveis de dcido félico. Os valores de folato
sérico diminuiram inversamente ao aumento de 4cido félico na dieta. Dietas com 4cido
formico para leitdes de 21 a 48 dias de idade devem ser suplementas com 0,64 mg de

acido folico por kg de racao.

Palavras-chave: acidificante, folato sérico, hematdcrito, hemograma, hemdcias,

desempenho
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Levels of folic acid in diets containing acidifier based formic acid for pigs from 21

to 48 days of age.

ABSTRACT: An experiment was conduced with objective of to evaluate levels of
folic acid in diets supplemented with acidifiers based of formic acid to pigs from 21 to
48 days of age. Were used 160 piglets with average initial weight of 5,67 + 0,90 kg in
an experimental design of blocks randomized with five treatments, four replicates and
four animals by experimental unity. Two basal diets were formulated, pré-initial I (21 to
35 days) and pré-initial II (36 to 48 days) in way to assist to the nutritional
requeriments, added of acidifier based formic acid in 1,2 and 1,0%, respectively. The
treatments were constituted by five levels of folic acid: 0; 0,30; 0,60; 0,90 and 1,20
mg/kg of ration. The acting was evaluated in the periods from 21 to 35 days, 36 to 48
days and 21 to 48 days of age of the pigs. In the 49th day the animals were willing to
fast and eight pigs for treatment they were submitted to the collection of blood for
hemogram making and folate quantification. There was not effect of the treatments for
the feed intake medium diary in none of the analyzed periods. The addition of folic acid
improved the average daily weight gain in a quadratic way, while the feed:gain ratio
was just influenced by the treatments in the period from 21 to 35 days. The treatments
increased the hematocrit, hemoglobin and red blood cell values in a lineal way, but they
didn' t influence the other parameters of the blood count. Values of serumfolate had
decreased inversely to the increase of folic acid in the diet. With base in the acting
results is ended that diets for pigs from 21 to 48 days of age fed with acidifiers based
formic acid they present larger weight earnings supplemented folic acid at 0,64 ration

mg/kg.

Key Words: acidifier, serum folate, hematocrit, hemogram, hemoglobin, performance
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Introducao

O desmame e os dias subseqiientes tém constituido, do ponto de vista nutricional,
um periodo critico no desenvolvimento dos leitdes, e para minimizar seus efeitos
negativos, os nutricionistas tem langado mao de aditivos como os acidificantes. Dentre
estes, tem-se destacado o &acido férmico que € um 4cido organico utilizado com o
objetivo de reduzir o pH do trato digestivo, aumentar acao da pepsina, reduzir a taxa de
esvaziamento do estdmago, aumentar a digestdo de peptideos e reduzir a proliferacdo de
patégenos (Lima, 1999).

Estudos tém evidenciado a melhora no ganho de peso e conversdao alimentar de
leitdes que recebem dietas suplementadas com &cido férmico (Eckel et al. 1992;
Partanen, 2001; Tsiloyiannis et al. 2001), seus sais de cdalcio (Kirchgebner & Roth,
1987a e 1990), sédio (Kirchgebner & Roth, 1987b), potdssio (Paulicks et al. 1996 e
2000; Partanen, 2001) e blends (Mroaz, 2002; Silva et al. 2002; Teixeira et al. 2003).

Entretanto, a adi¢do de quantidades excessivas de formiatos na dieta pode causar
distirbios no status acido-base de suinos levando a acidose metabdlica, resultando em
diminui¢do do consumo e reducdo do crescimento (Giesting et al. 1991; Eckel et al.
1992; Eidelsburger et al. 1992; Grassmann et al. 1992). A acumulagdo do formiato no
sangue pode ocasionar ainda, toxemia ocular e até a morte (Makar et al.1990; Teply,
1991).

O 4cido formico € absorvido e transportado ao figado onde € metabolizado a
diéxido de carbono em um processo que requer tetrahidrofolato. Os suinos por sua vez,
tém niveis extremamente baixos de tetrahidrofolato hepatico e niveis muito baixos da
enzima chave 10-formil tetrahidrofolato desidrogenase na via do folato (Partanen,
2001), assim, sua habilidade para metabolizar formiato pode ser limitada (Johlin et al.
1987; Makar et al. 1990).

Apesar dos sintomas toxicos de seu excesso, o formiato € um metabdlico natural,
um membro do pool de um carbono-dependente do folato, dentro de uma relagdo linear
entre a taxa de oxidacdo do formiato em CO; e o tetrahidrofolato hepatico (Polonen et
al. 1997). A deficiéncia de 4cido félico pode levar a baixos niveis de tetrahidrofolato,
que é a forma coenzimadtica ativa, que atua na degradacdo do formiato (McDowell,
2000), além de levar a problemas como anemia megaloblastica e leucopenia, que €
caracterizada pela reducdo no numero de células brancas (Polonen et al. 1997;

McDowell, 2000).
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Estudos tém demonstrado que a suplementacdo dietética de acido félico em suinos
e outras espécies, pode aumentar as reservas hepdticas de folato (Letendre et al.1991 e
Lindemann et al. 1993), e a taxa de oxida¢do de formiato (Polonen et al. 1997 e 2002).

O é4cido folico € uma vitamina hidrossoluvel que € absorvida pela célula intestinal
e reduzida a tetrahidrofolato, sendo liberado na corrente sanguinea; e estd envolvida nas
reacoes de transferéncia do grupo metil como na sintese de metionina e serina (Ewan,
1996). O papel metabdlico do dcido félico nos tecidos mamadrios € na transferéncia de
unidades simples de carbono, como metil, formil, formiato ou hidroximetil e as formas
coenzimadticas ativas da vitamina sdo os derivados do tetrahidrofolato (Dove & Cook,
2001). Um aumento nas necessidades de 4cido félico pode ocorrer em funcao de dietas
deficientes ou por um aumento na sua demanda, que pode ser aumentada em funcao do
uso de dcido férmico.

Assim verifica-se a necessidade de se avaliar niveis de 4cido félico em dietas
suplementadas com acidificantes a base de 4cido férmico para leitdes recém

desmamados na fase de 21 a 48 dias de idade.

Material e Métodos

Conduziu-se um experimento no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, utilizando-se 160 leitdes, sendo 80
machos e 80 fémeas, desmamados aos 21 dias de idade, com peso médio de 5,67 + 0,90
kg em um delineamento experimental de blocos casualizados, com cinco tratamentos,
dois blocos, oito repeticdes e quatro animais por repeti¢do, totalizando 32 animais por
tratamento. Os critérios para formagao de blocos foram sexo e peso dos animais. Os
tratamentos foram constituidos por cinco niveis de acido félico: 0; 0,30; 0,60; 0,90 e
1,20 mg/kg de racao.

As dietas foram formuladas de acordo com as recomendagdes de Rostagno et al.
(2000), a partir de duas dietas basais, sendo uma para o periodo de 21 a 35 dias de idade
dos leitdes (pré-inicial I), e outra para o periodo de 36 a 48 dias de idade dos leitdes
(pré-inicial II). A composi¢do centesimal e nutricional destas dietas podem ser

visualizadas nas tabelas 01 e 02, respectivamente.
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Tabela 01: Composicdo centesimal das ragdes experimentais para os periodos pré-inicial
I (21 a 35 dias de idade) e pré-inicial 1I (36 a 48 dias de idade)

Table 01: Centesimal composition of experimental rations of pré-initial I (21 at 35 days of age) and pré-
initial I (36 at 48 days of age)

Dietas basais (Base diet)

Ingredientes (Ingredients) (%)

Pré-inicial I Pré-inicial 11

(Pré-initial I) (Pré-initial 11)
Milho (Corn) 31,10 49,22
Soja Farelo (Soybean meal) 22,80 23,40
Milho Pré-cozido (Pré-gelatinized corn) 15,00 5,00
Soro de Leite em PO (Milk whey powered) 13,9 5,50
Soja Micronizada (Micronized soybean) 5,00 5,00
Farinha de Peixe (55%) (Fish meal) 4,00 4,00
Acucar (Sugar) 3,00 3,00
Amido (Starch) 0,06 0,100
Oleo Soja (Soybean oil) 1,16 0,982
Fosfato Mono-Bicalcico
(Mono-Dicalcium phosphate) 0,570 0,836
Acidificante' (Acidifier) 1,200 1,000
Oxido de Zinco (Zinc oxide) 0,300 -
Sal (Salt) 0,366 0,436
L-Lisina HCI (L-Lysine HCI) 0,638 0,670
L-Treonina (L-Threonine) 0,328 0,318
DL-Metionina (DL-Methionine) 0,309 0,274
L- Triptofano (L- thryptophan) 0,059 0,058
Mistura vitaminico® (Vitamin mix’) 0,100 0,100
Mistura mineral® (Mineral mix’) 0,100 0,100
BHT 0,010 0,010
Total 100,00 100,00

' Acidificante a base de dcido férmico

2 Conteddo/kg de suplemento vitaminico: vitamina A — 6.000.000 UI; vitamina D3 — 1.500.000 UI;
vitamina E — 1.500UI; vitamina K3 — 1.500 mg; vitamina B1 — 1.350 mg; vitamina B2 — 4.000 mg;
vitamina B6 — 2.000 mg; vitamina B12 — 20.000 mg; 4cido nicotinico — 20.000 mg; 4cido pantoténico —
9.350 mg; biotina — 80 mg; selénio - 300 mg; veiculo — 1.000g

? Contetido/kg de racdo: ferro - 100 mg; cobre - 10 mg; cobalto - 1 mg; manganés - 40 mg; zinco - 100
mg; iodo — 1,5 mg

As ragdes foram formuladas considerando o valor tamponante (B-value)
(Vergdut, 2002) dos ingredientes de forma a ajustar o pH final para ndo interferir na
atuagdo do acidificante. A excegdo do 4cido félico, todos os tratamentos apresentaram a
mesma formulacdo como apresentado na Tabela O1. O acidificante a base de acido
férmico foi utilizado com 1,2% para fase pré-inicial I, e 1,0 % para fase pré-inicial II,
conforme recomendacdo do fabricante. A suplementagcdo de acido félico foi acrescida
gradativamente a pré-mistura vitaminica e consecutivamente as ragcdes experimentais,

sem considerar o seu valor nos ingredientes.
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Tabela 02: Composi¢do nutricional das ragdes experimentais para os periodos pré-

inicial I (21 a 35 dias de idade) e pré-inicial II (36 a 49 dias de idade)
Table 02: Nutritional composition of experimental rations of pré-initial I (21 at 35 days of age) and pré-
initial I (36 at 48 days of age)

Dietas basais (Base diet)

Nutrientes (Nutritions) Pré-inicial [ Pré-inicial II

(Pré-initial I) (Pré-initial II)
Energia Digestivel (Kcal/kg) (Digestible energy) 3,500 3,500
Gordura (%) (Fat) 4,101 4,450
Proteina Bruta (%)(Crude protein) 21,00 21,00
Lisina Digestivel (%)(Digestible lysine) 1,240 1,240
Met + Cist Digestivel (%) (Digestible methionine + cystine) 0,720 0,720
Metionina Digestivel. (%)(Digestible methionine) 0,486 0,470
Treonina Digestivel (%)(Digestible threonine) 0,800 0,800
Triptofano Digestivel (%)(Digestible thryptophan) 0,220 0,220
Célcio (%)(Calcium) 0,769 0,770
Célcio Digestivel (%)(Digestible calcium) 0,634 0,574
Fésforo Disponivel (%)(Available phosphorus) 0,450 0,450
Sédio (%)(Sodium) 0,320 0,280
Lactose (%) (Lactose) 10,00 4,00
pH 5,36 5,35
B-value 13,21 11,08

Os animais foram alojados em galpdo de creche com piso suspenso e ripado, em
baias de dimensodes de 2,00 x 1,20m, equipados com comedouros semi-automaticos e
bebedouros tipo chupeta, com dgua e racdo fornecidos ad libitum. Durante o
experimento, a ventilagdo e a temperatura do ambiente foram controladas por abertura e

fechamento das bésculas existentes e através de 1ampadas de aquecimento.

As varidveis avaliadas foram ganho de peso médio didrio (GPMD), consumo de
racdo médio didrio (CRMD), e conversdo alimentar (CA), para tal os animais foram
pesados aos 21, 35 e 48 dias. As racOes e o desperdicio foram pesados para
determinagao do consumo.

No 49° dia os animais foram dispostos a jejum de seis horas e aqueles com peso
mais préximo da média de cada unidade experimental, totalizando oito leitdes por
tratamento foram submetidos a coleta de sangue. Foram colhidas duas amostras de 5

mL de sangue de cada animal por puncdo venosa do sinus orbital usando-se seringa e
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agulha esterilizadas e secas, para confec¢do do hemograma e dosagem de folato sérico.
As amostras destinadas ao hemograma foram depositadas em frasco esterilizado e seco
com anticoagulante (EDTA, 1 mg/ml) segundo protocolo descrito por Pardini (2003a).
Para dosagem de folato sérico, aguardou-se a coagulacdo do sangue e em seguida as
amostras foram centrifugadas e retiradas aliquotas de 1,0 mL de soro. Para
determinagdo quantitativa de folato no soro utilizou-se o kit Folato ADVIA Centaur
(Cat. n° 124974) adaptado a técnica de quimioluminescéncia direta. As amostras foram
identificadas, acondicionadas em caixa de isopor com gelo e enviadas ao laboratdrio.
Para confeccdo do hemograma as amostras foram submetidas a processo automatizado
com leitura realizada pelo aparelho SYSMIEX K1000, sendo que para contagem de
hematdcrito utilizou-se microcentrifugagem especifica. Na andlise hematologica foram
quantificados: hematdcrito, hemoglobina, hemadcias, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e leucdcitos.

Os dados de desempenho, hemograma e folato sérico foram submetidos a andlise

de regressao utilizando-se o programa SAEG (UFV,1999).

Resultados e Discussao

Os valores de peso corporal, consumo de racdo médio didrio (CRMD), ganho de
peso médio didrio (GPMD), e conversao alimentar (CA) e suas equacdes de regressio
ajustadas em funcao do nivel do 4cido félico nas dietas estdo dispostos na Tabela 03.

Nao houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre o consumo de ragdo médio
didrio em nenhum dos periodos analisados. Diferentemente das informa¢des compiladas
por Dove & Cook (2001) que notaram aumento no consumo em fun¢do da adicdo de
acido félico.

Para os trés periodos avaliados observou-se efeito quadritico (P>0,05) dos
tratamentos sobre o ganho de peso médio didrio. No periodo de 21 a 35 dias o efeito do
nivel de 4cido félico na dieta sobre o GPMD apresentou-se de acordo com a equagdo Y
= (,198201 + 0,113198 X — 0,086670 X? (R2= 0,74), ocorrendo um aumento maximo
estimado quando a suplementa¢do do 4cido félico na dieta foi de 0,65 mg/kg de racao.
Para o periodo de 36 a 48 dias observou-se aumento do GPMD de acordo com a

equagdo Y = 0,425822 + 0,102136 X - 0,080586 X2 (R2 = 0,66), alcancando-se o maior

51



ganho suplementando 4cido félico na dieta com 0,63 mg/kg de racdo. J4, para o periodo
total do experimento a suplementacio estimada de 0,64 mg/kg de ragdo proporcionou o
melhor resultado para o GPMD, em funcdo da equacdo Y = 0,307796 + 0,107872 X -
0,083741 X* (R* = 0,73) (Figura 01).

Melhora no ganho de peso médio didrio de suinos em fun¢do da adi¢do de acido
folico também foi observada por Lindemann & Kornegay (1986), quando utilizaram
0,5 mg/kg de racdo para leitdes desmamados aos 28 dias. Polonen et al. (1997)
constataram melhora no GPMD e efeito quadratico nas taxas de oxida¢do do 4cido
férmico em CO? quando administraram niveis crescentes de dcido félico na dieta de
visoes (Mustela vision).

Houve efeito dos tratamentos sobre a conversdao alimentar apenas no primeiro
periodo avaliado, que melhorou (P<0,05) de forma quadratica até o nivel estimado de
0,57 mg/kg de ragdo, de acordo com a equacao de regressdao Y = 1,35804 — 0,381617 X
+0,335784 X* (R’= 0,92). Paulicks et al. (2000) avaliando a adigdo de K-diformiato em
dietas de leitdes de 21 a 63 dias de idade, obtiveram melhora significativa no GPMD e
CA contra uma dieta controle utilizando 0,3 mg/kg de racdo de acido félico. Polonen et
al. (2002) investigaram a interacdo acido félico e dcido férmico em raposas azuis
(Alopex lagopus), e ndo observaram efeito no crescimento dos animais suplementados
com acido félico, entretanto niveis crescentes diminuiram a meia-vida do acido férmico
no organismo de maneira linear.

A partir do desenho experimental deste estudo e da natureza do acido fodlico,
poderia se esperar a existéncia de um desempenho minimo seguido por um acréscimo e
um platd de acordo com os niveis crescentes suplementados. No entanto, isto ndo
ocorreu, o que nao pode ser atribuido a um efeito toxico, pois segundo McDowell
(1989), o nivel téxico do dcido félico em suinos tem sido estimado em 400 mg ou mais.
Uma hipétese a ser considerada para explicar tal comportamento pode ser baseado no
menor status de folato sérico encontrado nos animais alimentados com os maiores
niveis de dcido félico suplementados (0,90 e 1,20 mg/kg). O menor aporte de folato
pode ter causado um actiimulo de formiato devido a uma limitada oxidacao, ja que a taxa
de oxidacdo do formiato depende do nivel de folato no organismo (Partanen & Mroz,
1999), gerando acidose (reducdo do pH do sangue) (Makar et al. 1990) e limitando o
consumo de rag¢do e conseqiientemente o ganho de peso (Giesting et al. 1991; Eckel et

al. 1992a; Eidelsburger et al. 1992e; Grassmann et al. 1992).
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Os melhores niveis de dcido félico encontrados neste trabalho diferem dos valores
0,30 e 0,40 mg/kg de ragcdo recomendados pelo NRC (1998) e Rostagno et al. (2000),
respectivamente. Tal fato evidenciou que ragdes suplementadas com acidificantes a base
de 4cido férmico, podem demandar niveis mais elevados de 4cido félico em virtude de
um possivel aumento em sua demanda pelo organismo. A absorcdo e o transporte do
acido félico podem ser influenciados por alteracdes do pH intraluminal (McDowell,
2000), e que segundo Selhub & Rosenburg (1996) é absorvido por difusdo quando o pH
intestinal estd ao redor de 6,0. A partir disto pode-se inferir sobre a influéncia do
acidificante presente nas dietas experimentais, baixando o pH, e sugerindo o aumento da
necessidade de 4cido félico quando da utilizacdo deste tipo de aditivo nas dietas de

leitdes recém desmamados.

Tabela 03— Peso corporal, consumo de ra¢do médio didrio (CRMD), ganho de peso
médio didrio (GPMD) e conversao alimentar (CA) de leitdes dos 21 aos 48 dias de
idade de acordo com niveis de 4cido félico nas dietas

Table 03: Weight body, average daily feed intake (CRMD), average daily weight gain (GPMD), feed:gain
ration (CA) of piglets since 21 at 48 days old as leves of folic acid in diets

Niveis de acido félico (mg/kg de ragdo) CcV
Leves of folic acid (mg/kg of ration) o
Varidveis (Variables) 0,0 030 060 090 120 (%)
Peso corporal (kg)
Weight live
Inicial Initial 5,65 5,66 5,67 5,68 5,67 16,8
Final Final 14,11 14,27 15,14 14,85 14,15 10,7
CRMD (g/dia) (g/day)
21 a35 273,2 272,8 301,9 293.9 288.9 12,8
36 a48 608,0 627,1 655,4 649.,4 628,0 7,52
21 a48 434 .4 443 .4 472,1 465,1 452,2 7,38
GPMD (g/dia) (g/day)
21 a35*! 202,5 211,8 246,6 226,9 208,8 13,6
36 a 48 ** 432,6 4340 463,2 460,8 4273 8,59
21 248 *° 313,3 318,8 350,9 339,5 314,0 7,32
CA (g/g) (s/8)
21a35%** 1,35 1,29 1,22 1,30 1,38 6,34
36 a48 1,41 1,45 1,43 1,41 1,47 8,62
21 a48 1,39 1,39 1,35 1,37 1,44 6,15

* Efeito quadratico (P<0,05). Quadratic effect.

'Y =0.198201 + 0.113198 X - 0.086670 X*; R* = 0,74
7Y =0.425822 +0.102136 X - 0.080586 X*; R*> = 0,66
3Y =0.307796 + 0.107872 X - 0.083741 X*; R*=0,73
Y =1.35804 -0.381617 X +0.335784 X*; R®>=0,92

53
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Figura O1: Ganho de peso médio didrio (GPMD) em funcdo dos niveis de 4cido folico

das dietas com 4cido férmico para leitdes de 21 a 48 dias de idade.
Figure 01: Average daily weight gain (ADGW) in function of levels of folic acid in diets with formic acid
for piglets since 21 at 48 days old.

A partir dos dados deste trabalho, constatou-se que o nivel méximo de dcido félico
nao foi influenciado pelos diferentes niveis de inclusao do dcido férmico nas racdes pré-
inicial I e II (1,2 e 1,0%), uma vez que os pontos de maximo ganho sugeridos pelas
equagdes de regressdo apontaram para exigéncias similares (0,65 e 0,63 mg/kg de
racdo).

Os resultados do hemograma estdo dispostos no tabela 04. Os valores de
hematdcrito, hemoglobina, hemécias, VCM, HCM, CHCM, leucdcitos apresentaram-se
dentro da variagdo normal para a espécie e idade (34 a 43%; 9 a 13 g%; 5 a 7
milhdes/mm; 44 a 66 1 3; 15,2 a 24 pug; 29 a 34,7% e 11 a 22 mm/3, respectivamente)
de acordo com amplitudes sugeridas por Duncan & Prasse (1986), Tumbleson et al.
(1986), Jain (1993), Garcia-Navarro & Pachaly (1998), e Pardini (2003b), ndo
caracterizando desta forma a presenga de anomalias como anemia.

Os tratamentos aumentaram os valores de hematdcrito, hemoglobina e hemadcias
de maneira linear (P<0,05). Esta resposta atribuida a suplementacdo de 4cido félico
torna-se importante uma vez que um numero inadequado (anemia) ou funcionamento
deficiente de eritrocitos faz com que os tecidos ndo sejam supridos suficientemente com
oxigénio (Swenson, 1996), o que poderia trazer uma limitacdo na capacidade de

degradacao do formiato e uma possivel toxemia.
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Um baixo aporte de dcido félico pode levar a ocorréncia de anemia megalobléstica
(McDowell, 2000), que é caracterizada pelo aumento de todas as células de proliferacao
rdpida do corpo, sendo que a maior anormalidade é a capacidade diminuida de sintese
de acido desoxirribonucléico (DNA) com células apresentando uma fase intermitética
de repouso prolongada como um bloqueio precoce na mitose. A sintese de acido
ribonucléico (RNA) € menos prejudicada do que a sintese de DNA, em conseqiiéncia a
maturacdo e o crescimento citoplasmético continuam, o que responde pelo aumento das
células (Henry, 2000). Por sua vez, o acido félico assim como a vitamina Bj,, sdo
necessdrios para a sintese de DNA em todas células do corpo, incluindo eritrécitos e
funcionam em diferentes vias metabdlicas. O 4cido félico € necessdrio também para a
sintese de RNA nos eritrcitos. Ambas as vitaminas agem como coenzimas na sintese
de dacidos nucléicos ou seus constituintes, como bases purinicas e pirimidinicas
(Swenson, 1996).

Segundo Garcia-Navarro & Pachaly (1998), a caréncia de 4cido félico bem como
vitamina B12 determina uma anemia megalobldstica. Nesta doenca o nimero de
divisdes dos precursores nucleados dos eritrocitos esta diminuido, € por isso essas
células aparecem em nimero menor e tamanho maior, dai o nome de megaloblastos. A
anemia de forma geral é diagnosticada em laboratério por niveis baixos de hematdcrito
e hemoglobina, eritrécitos baixos, e VCM e CHCM estando normais nas anemias nao
regenerativas (como por caréncia).

Os resultados deste trabalho contradizem os apresentados por Gannon & Leibholz
(1991), que avaliaram diferentes niveis de dcido félico (0 a 2,0 mg/kg) suplementados
em dietas de suinos em crescimento e ndao observaram diferencas nos valores de
hematdcrito e hemoglobina. Também Polonen et al. (1997) administrando 4cido félico
para visdes (Mustela vision) ndo observaram diferenca nos valores hematolégicos ou
ocorréncia de anemia megaloblastica, trombopenia e leucopenia que sdo tipicos da
deficiéncia de folato. A administracdo de 4cido félico também aumentou os niveis de
hemoglobina em bezerros (Lévesque et al. 1993)

Em recente estudo em humanos, Chiplonkar et al. (2003) evidenciaram a relagdo
entre o baixo consumo de 4cido félico e a incidéncia de anemia. Uma baixa correlagdo
positiva foi obtida entre consumo de acido félico com hemoglobina, no entanto dados
de mesma pesquisa apontaram valores de hematé6crito, MCV, MCH significativamente

menores em grupos de moderada anemia em comparacao ao grupo controle.
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Nao houve efeito (P<005) dos tratamentos para as varidveis VCM, HCM, CHCM.
Os leucécitos apresentaram valores numéricos tendendo a um efeito linear, mas nao
significativo. A diminuicdo dos valores de leucécitos (leucopenia) ocorre em funcdo de
uma deficiéncia de acido félico, endotoxinas bacterianas ou toxemia (Swenson, 1996;
McDowell, 2000); por outro lado, valores altos podem ser indicativos de infec¢des
(Imlah & Mctaggert, 1977).

Ambrosi et al. (1999) também ndo observaram efeito do dcido félico para
contagem de células brancas e vermelhas, VCM e plaquetas, apds suplementacdo por
um periodo de quatro meses em suinos em crescimento e terminacdo. Segundo Swenson
(1996), valores elevados de VCM indicam anemia macrocitica e leucopenia.

A dosagem de folato sérico de leitdes alimentados com acidificante a base de
acido formico apresentou efeito linear decrescente (P<0.01) em funcdo do aumento de
acido félico na dieta (Figura 02). Diferentemente dos resultados apresentados neste
trabalho, pesquisas t€ém apontado para um aumento no conteido de folato no sangue a
partir da suplementacdo de acido félico em dietas de porcas em gestacdo e/ou lactagdo
(Matte & Girard, 1989; Matte et al. 1993; Harper et al. 1994; Guay et al. 2002). Polonen
et al. (1997) observaram aumento nas concentracdes de folato no plasma e figado em
funcdo do 4cido félico na dieta de visdes (Mustela vision). Matte et al. (1993)
concluiram que adi¢do de niveis altos (15 mg/kg de ra¢do) de dcido félico nao foi
suficiente para manter constante o status de folato quando houve aumento da demanda
na primeira metade da gestacdo de porcas.

O contraste entre os resultados deste trabalho e os apresentados pela literatura
pode ser devido a ndo especificacdo da forma de folato determinada pela avaliagdo
laboratorial, dificultando a comparagdo com formas definidas em estudos anteriores.
Para uma maior acurdcia do conhecimento do status de folato e suas unidades
metabodlicas de interconversdo fazem-se necessdrias maiores investigacdes para 0s
métodos de andlise de deteccdo de folato sanguineo para suinos, como sugerido por
Mizuno et al. (2000). Harper et al. (2003) observaram um aumento na concentragdo de
formas distintas de folato no sangue comparando formas reduzidas e oxidadas de
suplementacdo de 4cido félico para porcas, no entanto sem apresentar efeito sobre
parametros reprodutivos, sugerindo ndo haver correlacdo entre o status folico e indices
de producdo. Neste caso, a suplementagao de fontes reduzidas de dcido f6lico aumentou

a concentracao plasmdtica de folatos mais efetivamente que as fontes oxidadas.
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Tabela 04: Parametros hematoldgicos de leitdes aos 49 dias de idade em fungdo dos

niveis de 4cido félico em dietas com acido formico
Table 04: Hematological parameters of piglets at 49 days old in function of levels of folic acid in diets
with formic acid

Niveis de acido félico (mg/kg de ragdo)

Levels of folic acid (mg/kg of ration) C.V.
Hemograma (%)
HEMOGRAM 0,0 0,30 0,60 0,90 1,20
Hematocrito* (%)
HEMATOCRIT 34,6000 34,9500 35,0425 36,1000 41,0750 8,17

Hemoglobina* (g %)
HEMOGLOBIN 10,8650 10,7850 10,7850 11,3125 12,7500 8,90

s . L~ 3
g%;‘;las*(mﬂh"“’mm) 58700 59575 60750 63275 69375 8,08

VCM (%) MV 59,0027 58,6636 57,6512 58,2292 59,4406 5,73
HCM (upg) MCH 18,2263 17,8018 17,9233 18,2908 18,4364 4,57
CHCM (%) MCHC 31,4064 30,7935 30,7967 31,3332 31,0257 2,25
]Zfbiig;jfs (mm/3) 17,4250 17,5625 18,3750 18,9150 20,8000 36,4

" Efeito linear (P<0,05). Linear effect.

5
o 4 - Y=4,69225.-2,67083X
8 o I R%0.99 & observado
o 8 £ _ observed
2553 =

o = gstimado

2 § c 2 - estimative
S & g
L

0 ‘ : ‘ ‘

0,00 0,30 0,60 0,90 1,20

Niveis de &cido folico (mg/kg)
Leves of folic acid

C.V. (%) : 49,06
Figura 02 — Concentragdo de folato sérico de leitdes aos 49 dias de idade em funcdo dos
niveis de dcido folico de dieta com 4cido férmico.

Figure 02 — Concentration of serum folate of piglets at 49 days old in function of levels of folic acid in
diet with formic acid.

57



Uma diminui¢do da concentracdo de folatos apds suplementacdo dnica e em
fun¢do do aumento da suplementacao de acido félico na dieta também foi observada por
Matte & Girard (1999). Segundo estes autores, tal fato pode ser possivel a partir de uma
alteracdo na absor¢do das diferentes formas de dcido félico a nivel intestinal, quando
niveis altos de dcido félico sdo suplementados na dieta, uma vez que o 4cido félico
disponivel para absor¢do no intestino € uma combinacao de fonte dietética (4cido félico
principalmente sintético) e folatos biliares (formas bioldgicas reduzidas, Kokue et al.
1998) do ciclo enterohepatico, e que esta ultima fonte é de principal importancia para a
manutencdo do status de folato (Steinberg et al. 1982). Porém, a partir de certo nivel de
acido fdlico sintético, este se torna um competidor com os folatos biliares por absor¢cao
no intestino (Selhub et al. 1984; Kudo et al. 1995). Entao, é possivel que, com a
suplementa¢do dietética de dcido félico aumentada, uma parte importante de folatos
biliares é excretado nas fezes em vez de ser reabsorvido pelo intestino. Parte do 4cido
félico sintético absorvido é reduzida dentro da parede intestinal (Arranhe, 1979), mas a
maior parte é dirigida para o figado. Em suinos, a habilidade do figado para transformar
o 4cido félico sintético para seu estado reduzido metabolicamente ativo, € limitada
comparada com outros animais como ratos (Kokue et al. 1998).

Segundo Mizuno et al. (1997) a suplementacdo de 4cido félico sintético (na forma
nao reduzida e sim oxidada) ndo aumenta os niveis de folato do plasma apds
administracdo oral dnica e em longo prazo. Para estes pesquisadores trés sdo as
hipéteses para tal evento: 1) inibicdo competitiva na absor¢do intestinal do 4cido folico
com folatos enddgenos derivados da circulagdo enterohepdtica, ja que grandes
quantidades de folatos end6genos sdo recicladas através desta circulagdo (Steinberg
1984; Shin et al. 1995) e absorvido ativamente na mucosa intestinal; 2) competicdo de
ligacdo do acido félico sobre o tetrahidrofolato para a proteina de ligacdo de folato no
plasma (o éacido f6lico entrando no sistema circulatdrio pode libertar tetrahidrofolato do
sitio de ligacao de proteina de ligacao de folatos, e expondo o tetrahidrofolato a possivel
degradacdo na circulacdo e/ou melhorando a eficiéncia renal de liberacdo de
tetrahidrofolato); e 3) pobre conversdao de dcido foélico para folato reduzido, ou seja,
baixa atividade de folato redutase em figado de suinos, uma vez que administracdao de
dihidrifolato aumenta os niveis de folatos no plasma, enquanto o 4cido félico ndo

(Mizuno et al. 1997).

58



Conclusoes

Dietas para leitdes de 21 a 48 dias de idade alimentados com acidificante a base de
acido formico devem ser suplementadas com dcido félico na ordem de 0,64 mg/kg de
racao.

A suplementagdo de dcido félico aumenta as concentracdoes de hematdcrito,

hemoglobina e hemécias de forma linear.
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Conclusoes gerais.

Dietas suplementadas com mananoligossacarideos ou combinagdo de
mananoligossacarideos com acidificante + probidtico propiciam ganho de peso,
conversao alimentar e altura de vilosidades ao nivel de duodeno semelhantes a dietas
suplementadas com colistina e avilamicina para leitdes de 21 a 49 dias de idade em
condig¢des de desafio sanitdrio, possibilitando com isto a substituicao aos antibidticos.

Dietas para leitdes de 21 a 48 dias de idade alimentados com acidificante a base de
acido formico devem ser suplementadas com dcido félico na ordem de 0,64 mg/kg de
racdo. A suplementacdo de &4cido folico aumenta as concentracdes de hematdcrito,

hemoglobina e hemécias de forma linear.
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