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RESUMO

FURLANI, Nathana Rudio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2024.
Protease em dietas sem ou com reducdo proteica para leitdes sobre o
desempenho, saude intestinal e digestibilidade de amino&cidos. Orientadora:
Melissa lzabel Hannas.

Dois experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito da inclusdo de protease
em dietas sem e com reducdo de proteina em leitdes desmamados, considerando
desempenho, saude intestinal e digestibilidade de aminoacidos. No Experimento I,
270 leitdes foram distribuidos em blocos ao acaso com seis tratamentos: CP (dieta
controle com farelo de soja a 17%, 24% e 30% nas fases de 21 a 63 dias), CP+PP
(CP com Protease Protein Plux CX), CNA e CNB (dietas com reducdes de 1,0% e
1,5% de proteina bruta e aminoacidos, respectivamente), CNB+PP (CNB com
Protease Protein Plux CX) e CNB+EC (CNB com Protease Comercial). Aos 32 dias,
amostras intestinais foram coletadas para analise. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey foram aplicados, com comparacdes ao CP
usando o teste de Dunnett (P=0,05). Leitdes no grupo CP+PP apresentaram maior
ganho de peso, consumo médio diario de racdo e melhor conversdo alimentar
comparados ao CNB+PP (P<0,05). Dietas CNB+PP resultaram em menor peso final,
menor consumo de racao e conversao alimentar inferior ao CP (P<0,05). Na fase de
32 a 39 dias, houve menor incidéncia de diarreia em CNB+PP e menores escores
fecais em CNB+PP e CNB+EC frente ao CP (P<0,05). Nao houve efeito significativo
sobre a altura dos vilos e profundidade das criptas no jejuno e ileo, mas leitbes
CP+PP tiveram maior relacdo vilo:cripta no jejuno (P<0,05). No ileo, altura de vilos
foi superior em CP comparado a CNB+EC (P<0,05). Leitdes CP+PP e CNA
apresentaram maior expressdo de IL-6, TNF-alfa e haptoglobina no jejuno. No
Experimento Il, 12 leitdes machos castrados, equipados com canula T no ileo foram
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em blocos repetidos no
tempo, composto por 3 tratamentos (Tabela 13): Tl : Dieta 30% farelo de soja - FS,
T2: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX — FS+PP e T3: Dieta isenta de
proteina — DIP. Cada tratamento consistiu em 4 repeti¢cdes, 2 blocos repetidos no
tempo, considerando cada animal como unidade experimental. As médias foram
comparadas por ANOVA considerando o teste F. A adi¢cdo da protease PP em dieta
com FS aumentou a digestibilidade ileal aparente (DIA) e a digestibilidade ileal



estandardizada (DIE) de Metionina + Cisteina (Met+Cis), Cisteina e Triptofano,
enquanto reduziu a DIA e a DIE de Glicina e Prolina (P<0.05). Conclui-se que a
adicdo da protease PP em dietas com niveis nutricionais adequados promove
beneficios na conversdo alimentar e nos parametros de saude intestinal dos leitdes.
Entretanto, sua inclusdo em dietas com reducédo de 1,5% de PB e AAs nao foi capaz
de garantr o mesmo desempenho. A adicdo de protease PP melhora a
digestibilidade ileal de Met+Cis, Cisteina e Triptofano, ao passo que reduz a
digestibilidade de Prolina e Glicina.

Palavras-chave: desempenho. digestibilidade. enzima. protease. suinos.



ABSTRACT

FURLANI, Nathana Rudio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2024.
Protease in diets without or with reduced protein for piglets on performance,
intestinal health and amino acid digestibility. Adviser: Melissa Izabel Hannas.

Two experiments were conducted to evaluate the effect of protease inclusion in diets
without and with protein reduction for weaned piglets, considering performance,
intestinal health, and amino acid digestibility. In Experiment |, 270 piglets were
randomly distributed in blocks with six treatments: CP (control diet with soybean meal
at 17%, 24%, and 30% for phases from 21 to 63 days), CP+PP (CP with Protease
Protein Plux CX), CNA and CNB (diets with reductions of 1.0% and 1.5% crude
protein and amino acids, respectively), CNB+PP (CNB with Protease Protein Plux
CX), and CNB+EC (CNB with Commercial Protease). At 32 days, intestinal samples
were collected for analysis. The data were subjected to analysis of variance, and the
Tukey test was applied, with comparisons to CP using the Dunnett test (P=0.05).
Piglets in the CP+PP group showed higher weight gain, average daily feed intake,
and better feed conversion compared to CNB+PP (P<0.05). Diets CNB+PP resulted
in lower final weight, reduced feed intake, and inferior feed conversion compared to
CP (P<0.05). In the 32 to 39-day phase, there was a lower incidence of diarrhea in
CNB+PP and lower fecal scores in CNB+PP and CNB+EC compared to CP
(P<0.05). No significant effect was observed on villus height or crypt depth in the
jejunum and ileum, but piglets in CP+PP showed a higher villus-to-crypt ratio in the
jejunum (P<0.05). In the ileum, villus height was greater in CP compared to CNB+EC
(P<0.05). Piglets in CP+PP and CNA had higher expression of IL-6, TNF-alpha, and
haptoglobin in the jejunum. In Experiment Il, 12 castrated male piglets equipped with
T-cannulas in the ileum were randomly distributed in time-repeated blocks, consisting
of three treatments: TI: Diet with 30% soybean meal - FS, T2: Diet with 30% soybean
meal + Protein Plux CX — FS+PP, and T3: Protein-free diet — DIP. Each treatment
consisted of four replicates, two blocks repeated over time, with each animal
considered an experimental unit. Means were compared by ANOVA considering the
F test. The addition of PP protease in a diet with FS increased the apparent ileal
digestibility (AID) and standardized ileal digestibility (SID) of Methionine + Cysteine



(Met+Cys), Cysteine, and Tryptophan, while it reduced the AID and SID of Glycine
and Proline (P<0.05). In conclusion, the addition of PP protease in diets with
adequate nutritional levels promotes benefits in feed conversion and intestinal health
parameters in piglets. However, its inclusion in diets with a 1.5% reduction in CP and
AAs did not ensure the same performance. The addition of PP protease improves the
ileal digestibility of Met+Cys, Cysteine, and Tryptophan while reducing the digestibility
of Proline and Glycine.

Keywords: digestibility. enzyme. performance. pigs. protease.
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1. INTRODUCAO

O desmame é a fase mais desafiadora na producdo de suinos e esta
diretamente relacionado ao seu desempenho e bem-estar ao longo da vida produtiva.
Nesta fase os animais sdo submetidos a fatores estressantes, como a mudanca da
alimentacdo liquida para solida, que ocorre conjuntamente com alteracdes
psicossociais, ambientais, morfoldgicas e microbianas no trato gastrointestinal (Rist et
al.,, 2013; Xiong et al., 2019). Como consequéncia do desmame temos o
desenvolvimento insuficiente do trato gastrointestinal (TGI), com um sistema imune
imaturo e capacidade secretora enzimatica limitada (Torres-Pitarch et al., 2017).

A base proteica da dieta de suinos é o farelo de soja, por seu alto valor
nutricional, porém, este contém compostos antinutricionais que prejudicam a digestéo
e a absorcdo de nutrientes. Além disso, 0 excesso de proteinas no intestino grosso
pode desequilibrar a microbiota intestinal, causando diarréia e comprometendo o
crescimento dos animais (Rocha et al., 2022; Wang et al., 2014).

A suplementacdo com enzimas exdgenas pode auxiliar na digestdo de
ingredientes complexos ndo lacteos presentes na dieta dos leitbes pés-desmame até
que a capacidade de produgao de enzimas enddégenas, como a-amilase, proteases e
lipases, esteja plenamente desenvolvida (O’neill et al.,, 2014). As proteases sdo
enzimas exogenas que atuam na hidrélise das proteinas, e sua inclusdo nas dietas
pode aumentar a eficiéncia da utilizacdo de proteinas, a digestibilidade dos nutrientes
e 0 desempenho no crescimento (Park et al., 2020; Zuo et al., 2015).

Com o uso das proteases, torna-se possivel a disponibilizacdo de aminoacidos
digestiveis aos leitdes alimentados com dieta contendo nivel reduzido de farelo de
soja e proteina bruta, o que resulta no aumento da digestibilidade proteica e
consequentemente na resposta de desempenho (Kim et al., 2021). No entanto, vale
ressaltar que os efeitos benéficos da adi¢do de proteases exdgenas dependem do tipo
de enzima adicionada, dos substratos presentes nas dietas, da presenca de fatores
antinutricionais e do estagio de vida do animal.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de protease
considerando dietas com nivel adequado de proteina e aminoacidos e reduzido sobre
o desempenho, desenvolvimento da morfologia intestinal, expressdo de RNA de

citocinas inflamatorias e proteinas de juncédo na mucosa do jejuno em leitdes na fase
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de creche e determinar a digestibilidade dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais

em dieta com farelo de soja sem e com enzima protease para suinos.

2. MATERIAL E METODOS
EXPERIMENTO |

O experimento foi realizado na Fazenda Vitoria, localizada em Santo Antdnio
do Grama, Minas Gerais, no periodo de julho a setembro de 2023. Todos os
procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais de Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa, conforme
protocolo de numero 80/2023, e seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagéao Animal — CONCEA (Brasil, 2008).

2.1 Delineamento experimental, animais e dietas

Um total de 270 leitdes machos e fémeas (DB 90 X LQ DB) desmamados aos
21 dias de idade com peso médio de 5.30 + 0.65 kg foram distribuidos em blocos
casualizado (DBC), em 6 tratamentos dietéticos, com 9 repeticdes e 5 animais por
baia, sendo a baia a unidade experimental. Foi considerado o peso inicial dos leitdes
para a formacédo dos blocos.

Os tratamentos dietéticos foram constituidos por: (1) Dieta controle positivo com
nivel adequado de proteina bruta e aminoacidos - CP; (2) Dieta controle positivo com
nivel adequado de proteina bruta + Protease Protein Plux CX (100 g/ton) CP + PP;
(3) Dieta controle negativo com reducéo de 1,0% da PB e Aas - CNA,; (4) Dieta controle
negativo com reducédo de reducdo 1,5% de PB e AAs - CNB; (5) Dieta controle
negativo com reducao de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux CX (50
g/ton) — CNB+PP; (6) Dieta controle negativo com reducéo de reducéo 1,5% de PB e
AAs + Protease Comercial (50 g/ton) — CNB + EC. As enzimas utilizadas, PP e EC,
séo de producéao de sintese bacteriana Aspergillus spp. e Bacillus spp e produgéo de
sintese bacteriana Bacillus licheniformis, respectivamente.

Foi utilizada uma alimentacéo trifasica por tratamento (21-32 d, 32-42 d e 42-
63 d) e as dietas (Tabelas 1, 3 e 5) foram formuladas seguindo as recomendacdes
das Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (Rostagno et al., 2017). A dieta basal foi

formulada considerando o uso de milho, farelo de soja, soja integral micronizada,
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plasma desidratado por spray drier e soro de leite em p6 nas fases 1 e 2 e com milho
e farelo de soja na fase 3, devidamente suplementadas com minerais, vitaminas e
fitase. A fitase foi adicionada em todas as dietas, na concentracdo de 50 g/ton e foi
considerada sua matriz de equivalente nutricional de 0,145% de foésforo disponivel e
0,145% de célcio total em todas os tratamentos.

Amostras das dietas experimentais foram coletadas, enviadas ao Laboratério
CBO (Valinhos, Sao Paulo, Brasil) e para o laboratério da empresa Suntaq
International Limited (Huangpu Dist. Guangzhou, China), respectivamente, para
analises de concentracao de proteina bruta e de aminoacidos totais de acordo com 0s
métodos descritos por White et al. (1986), Hagen et al. (1989) e Lucas & Sotelo (1980)
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC) (Tabelas 2, 4 e
6) e analises de atividade da enzima protease e fitase conforme Tabela 7.

Durante o periodo experimental, os animais foram alojados em baias
suspensas de 1,75 x 1,00 m, com piso e laterais telados, equipadas com comedouros
semi-automaticos e bebedouros tipo chupeta localizadas em galpdo em alvenaria,
com piso de concreto, cobertura de telha ceramica e cortinas laterais. Ao longo do

periodo experimental todos 0s animais tiveram acesso livre a agua e a racao.

2.2 Desempenho

No inicio, nas idades de mudancas de fase e ao término do experimento, todos
os animais foram submetidos a pesagem (21, 32, 42 e 63 dias de idade), e durante o
periodo experimental a quantidade de racdo fornecida e as sobras de racdo foram
guantificadas. Com base nos dados coletados, foram calculados o ganho de peso
meédio diario (GPMD), o consumo de racdo médio diario (CRMD) e a conversao
alimentar (CA).

2.3 Incidéncia de diarréia

Durante os sete primeiros dias de cada fase (21-28 d, 32-39 d e 42-49 d) foi
efetuado o monitoramento dos leitbes para verificar 0 aparecimento de doencas e
caracterizacao das fezes. A consisténcia fecal de cada suino foi avaliada visualmente
usando o método descrito por Liu et al. (2010). As fezes frescas foram classificadas

de acordo com a seguinte escala: 1 = so6lido; 2 = semi-sdlido; 3 = semiliquido; e 4 =
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liqguido. A ocorréncia de diarréia foi definida como a producédo de fezes no nivel 3 ou
4 por 2 dias continuos. Incidéncia de diarréia (%) = numero de suinos com diarréia em

cada box x dias de diarréia + (5 suinos x 7 dias) x 100%.

2.4 Abate e Coleta de Tecidos

Aos 32 dias de idade, 54 leitbes foram abatidos para coleta de amostras
intestinais. Amostras de duodeno, jejuno e ileo foram coletadas e devidamente
processadas para posterior analise de morfometria intestinal e amostras do jejuno

para analise de expressao génica.

2.5 Avaliacdo Morfométrica

Nas amostras coletadas de intestino, segmentos de 2,0 x 2,0 cm do intestino
correspondentes ao duodeno (10 cm do piloro), jejuno (por¢cdo média) e ileo (5 cm
proximal a juncao ileocecal) foram amostrados de acordo com Yang et al. (2014). Os
cortes histolégicos foram lavados e fixados em solu¢céo de paraformaldeido 4,0% por
24 horas temperatura ambiente. As amostras histolégicas foram cortadas
transversalmente e lavadas em gradientes etilicos, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina liquida a 60 °C. Cortes transversais de 5 ym de espessura foram
delimitados com hematoxilina e eosina. Foram feitos trés cortes de 5 ym de espessura
cada um por lamina. Os cortes foram seriados na proporcdo de 1 em 10. Para as
leituras morfolégicas foi utilizado microscépio 6ptico (EVOS® XL) com aumento de
10x, acoplado ao analisador de imagens ImageJ 1.50i; javal.6.0 20 (Institutos
Nacionais de Saude, EUA). Foram selecionadas e medidas 20 alturas de vilosidades

e suas 20 criptas.

2.6 Expressao génica de proteinas

Para coleta de amostras de jejuno para expressdo génica de citocinas,
proteinas de juncdes de adesédo e oclusdo celular, os instrumentos que estavam em
contato com o tecido foram higienizados com alcool 70%, secos com papel toalha e
pulverizados com RNAse Exterminator (Protech Technology Enterprise CO., Ltd.,
Taipei, Nanking Dist., Taiwan) entre cada amostragem. Duas por¢cdes do jejuno
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amostradas foram lavadas com solugéo salina estéril para retirada da digesta em
contato com o tecido. Da amostra de tecido foram coletadas cerca de dez subamostras
de 0,25 cm3, lavadas individualmente em soro fisiolégico estéril, colocadas em
criotubos com capacidade de 1,8 mL, congeladas instantaneamente em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C.

A extracdo total de RNA foi realizada empregando Trizol® (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. Colunas de membrana silica insentas
de RNase (PureLink™ RNA Mini Kit -
Invitrogen TM) foram utilizadas para lavrar e isolar o RNA. A concentracao de RNA foi
estimada usando um espectrofotdmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific,
Beverly, MA, EUA), e a integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1,0%. Posteriormente, as amostras foram submetidas ao tratamento com
DNase e foram transcritas reversamente em cDNA utilizando os kits de transcrigao
reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Beverly, MA, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante.

Os genes-alvo avaliados no jejuno foram fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6), Haptoglobina, interleucina 10 (IL-10),
fator transformador de crescimento beta 1 (TGF-f1), ocludina e proteina da zona
ocludente (ZO-1). Os primers foram definidos pelo GenBank (Tabela 8).

As analises guantitativas de PCR em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas
em duplicata em um termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems ™, Foster City,
CA, EUA), utilizando a abordagem de Quantificacdo Relativa. A deteccao foi realizada
com o sistema SYBR ® Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e foi
utilizado o kit GoTag ® gPCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, EUA).
A PCR seguiu um protocolo de ciclagem especifico: uma desnaturacgao inicial a 95 °C
por 2 min, seguida por 40 ciclos de amplificacdo de desnaturacdo a 95 °C por 15 s
cada, e uma fase de recozimento e extensdo a 60 °C por 1 min. Seis diluicdes seriadas
foram preparadas a partir de amostras de cDNA com concentragdes conhecidas para
gerar a curva padrdo, permitindo a quantificagdo do mMRNA nas amostras
experimentais. Os valores de Ct obtidos dessas diluicbes foram plotados em relacao
ao logaritmo das concentracdes iniciais de cDNA. Foram utilizadas apenas curvas

padréo cujo coeficiente de determinacdo (R?) 2 0,97 (Rymut et al., 2021).
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EXPERIMENTO I

O experimento foi realizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensao em
Producdo e Nutricdo de Suinos do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, durante dezembro de 2023. Todos os procedimentos adotados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Producéo
(CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa, conforme protocolo de nimero 80/2023,
e seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢cao Animal
— CONCEA (Brasil, 2008).

2.7 Implantacdo da canula T simples

Um total de doze animais receberam uma canula T simples seguindo a técnica
adaptada de Donkoh et al. (1994), implantada no ileo distal a 20 cm da valvula
ileocecal. Para o procedimento, os animais foram submetidos a um periodo de jejum
por 12h para minimizar a contaminacao pela digesta durante a intervencdao cirurgica.
Posteriormente, os animais foram anestesiados e posicionados em decubito lateral
esquerdo, seguido de tricotomia ampla para receber assepsia no foco cirtrgico. Uma
incisao vertical de 5-6 cm foi feita na regiao do flanco, posicionando-se 3-4 cm caudal
a ultima costela. O intestino delgado foi localizado e exposto para manipulacdo. Uma
incisao de 2-2.5 cm foi feita ao longo do lado antimesentérico do intestino delgado, 10-
15 cm cranial a juncgdo ileocecal. Uma sutura foi colocada ao redor da incisédo e a
canula foi inserida e fixada no intestino. Uma incisdo na pele de 1 cm de didmetro foi
feita 3-4 cm dorsal a incisdo inicial. Posteriormente, todos os tecidos foram
devidamente suturados.

Os animais foram alojados em baias de alvenaria (2.3 m x 2.16 m x 0.95 m),
equipadas com comedouros de alvenaria e bebedouros tipo bico. O galp&o foi
previamente higienizado com agua e sabado e posteriormente desinfetado com cal
virgem, agua e solucdo desinfetante.

Durante cinco dias apds o procedimento, os animais receberam niveis
terapéuticos de antibidticos como medida profilatica. No pos-operatorio, 0s animais
receberam racao gradativamente no primeiro dia e, posteriormente, ad libitum. A dieta

foi formulada a base de milho e farelo de soja para atender todas as exigéncias
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nutricionais conforme descrito por Rostagno et al. (2017). O teste de digestibilidade
ileal com canula T simples foi realizado 15 dias apds a operagdo dos animais.

2.8 Delineamento experimental, animais e dietas

Doze suinos machos castrados, com peso médio de 34.67 = 1.48 kg, com
canula T foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em blocos
repetidos no tempo, composto por 3 tratamentos (Tabela 13): Tl : Dieta 30% farelo de
soja - FS, T2: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX — FS+PP e T3: Dieta isenta
de proteina — DIP. Cada tratamento consistiu em 4 repeticdes, 2 blocos repetidos no
tempo, considerando cada animal como unidade experimental. O critério de controle
local (blocos) foi considerando o peso vivo dos animais. O ensaio experimental foi
conduzido em dois periodos com o intuido de otimizar o uso dos animais canulados.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (8:00h e 17:00h) durante todo
periodo, com cinco dias de adaptacdo as dietas experimentais e uma sequéncia de
dois dias de coleta da digesta ileal por 10 horas interruptas. A ragéo foi fornecida de
acordo com o peso metabdlico dos animais (PC° %), misturada com agua na proporcéo
de 1:1 para evitar desperdicios e facilitar o consumo. Diéxido de titanio a 0.5% (TiO2)
foi adicionado as dietas como fator de indigestibilidade (Sakomura & Rostagno, 2016),
e a dieta isenta de proteina (DIP) foi utilizada para estimar a perda ileal endégena de
proteinas e aminoacidos em suinos.

ApoOs o periodo de coleta os animais ficaram cinco dias de repouso entre as
coletas, onde receberam uma dieta de transicdo para suprir as necessidades dos
animais como recomendado por Rostagno et al. (2017). Posteriormente, 0s animais
foram redistribuidos para o segundo periodo de coleta de modo que néo recebessem

0 mesmo tratamento anteriormente aplicado.

2.9 Coleta de digesta

A coleta da digesta ileal foi realizada por meio de sacos plasticos fixados
diretamente na canula (5 cm x 20 cm), sendo retirados ap0s o enchimento,
substituidos por novos sacos plasticos, e imediatamente armazenados no freezer para

evitar a degradacao bacteriana dos aminoacidos na digesta.
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2.10 Processamento do material coletado e anélise

Ao final do periodo experimental, as amostras de digesta ileal foram
descongeladas, misturadas, homogeneizadas, liofilizadas e moidas por unidade
experimental e periodo. Uma subamostra foi coletada para anélise, totalizando 8
repeticdes por tratamento.

As amostras das dietas e digesta ileal foram analisadas para determinar o teor
de matéria seca (MS), nitrogénio (N), didxido de titanio (TiO2) e aminoacidos (AA).
Para a determinacdo dessas variaveis (Tabela 14), foram utilizadas as seguintes
metodologias: o teor de matéria seca Método INCT-CA G-003/1; teor de N pelo
método de Kjeldahl; concentragdo de dioxido de titanio foi realizada utilizando o
meétodo INCT-CA M-007/1, conforme descrito por Detmann et al. (2012) e realizada
no Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigcosa, Minas Gerais; a composicdo de aminodacidos foi determinada por
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), no Laboratério CBO (Valinhos, Séo
Paulo, Brasil) de acordo com os métodos descritos por White et al. (1986), Hagen et
al. (1989) e Lucas & Sotelo (1980).

Para o calculo da proteina bruta, foi utilizado o fator 6,25 baseado no teor de N

determinado.

2.11 Calculo dos coeficientes de digestibilidade

Para determinar os coeficientes de digestibilidade ileal, foram utilizadas as
seguintes formulas (Sakomura & Rostagno, 2016):
FI1 = Fator de indigestibilidade da dieta de teste
FI1 = (%TiO2 dieta teste / % digesta de teste de TiO2)

Coeficiente de digestibilidade ileal aparente da proteina bruta (AID PB)
AID PB (%) = % PB na dieta — ((% PB na digesta x FI1) / % PB na dieta)) x 100

FI2 = Fator de indigestibilidade da dieta isenta de proteinas (DIP)

Coeficiente de digestibilidade ileal estandardizado da proteina bruta (PB DIE)

PB DIE (%) = [(% PB na dieta — (% PB na digesta x FI1) — (% PB digesta x FI2)) / %
PB na dieta] x 100
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Coeficiente de digestibilidade ileal aparente de aminoécidos (AA DIA)
AA DIA (%) = [(mg AA/g dieta) — ((mg AA/g E1 x FI1) / mg AA / g dieta))] x 100

E1l = Digesta da dieta teste

E2 = Digesta da dieta isenta de proteinas

Coeficiente de digestibilidade ileal estandardizado de aminoé&cidos (AA DIE)
AA DIE (%) = [(mg AA/g dieta — (mg AA/g E1 x FI1) — (mg AA/g E2 x FI2)) / mg AA/g
dieta] x 100

Para a determinacéo das perdas endogenas ileais basais de aminoéacidos foi utilizada

a seguinte férmula (Adeola et al., 2016):

Perdas enddgenas basais ileais de aminoacidos
AA ileal basal final = mg AA/g digesta DIP x (% TiO:2 dieta DIP / % TiO2 digesta DIP)

2.12 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R versao
4.3.1 (RStudio, 2023). No Experimento |, a baia foi considerada a unidade
experimental para analise de desempenho e escore de diarréia, e um leitdo de cada
baia foi considerado a unidade experimental para analise de morfometria intestinal e
expressdo de RNAm. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Em caso de diferencgas significativas (P < 0.05) os tratamentos foram comparados pelo
teste de Tukey e com as dietas do grupo controle positivo, pelo teste de Dunnett
considerando P < 0.05 e P £ 0.07. Os dados de incidéncia de diarréia foram
submetidos a comparacao de médias considerando a fase e os tratamentos dietéticos,
utilizando o teste de Duncan, de forma a minimizar o erro Tipo Il para avaliagbes com
mais de 5 tratamentos e alto coeficiente de variagéo, e efeito significativo para P <
0.05.

No Experimento Il as médias foram comparadas por ANOVA considerando o teste

F com dois tratamentos. As diferengas foram consideradas significativas para P < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 Desempenho

Os dados de desempenho foram corrigidos pela mortalidade, sendo que
houveram 2 mortalidades referente ao tratamento CP na fase de 21 a 32 dias.

A variavel CRMD ndo foi influenciada pelos tratamentos nas fases de 21 a 32
dias e 32 a 42 dias (P>0.05). Os animais que receberam as dietas CP e CP+PP
apresentaram GPMD superior (P<0.05) quando comparados aos leitdes alimentados
com CNB+PP na fase de 42 a 63 dias e no periodo total de 21 a 63 dias (Tabela 9).

Leitdes alimentados com a dieta CP apresentaram maior CRMD tanto na fase
de 42 a 63 dias quanto no periodo total de 21 a 63 dias. Enquanto, leitdes alimentados
com as dietas CNB+PP e CNB+EC apresentaram menor CRMD (P<0.05) na fase de
42 a 63 dias. A dieta CNB+EC proporcionou menor CRMD (P<0.05) no periodo total
de 21 a 63 dias.

Considerando os resultados de CA, observamos que os leitbes alimentados
com a dieta CP+PP (P<0.05) independente da fase apresentaram os melhores valores
de CA, nédo diferenciando da dieta CP na fase de 21 a 32 dias. As dietas CNB+PP e
CNB+EC resultaram em maiores CA nas fases de 21 a 32 e 32 a 42 dias,
respectivamente (P<0.05). Nas fases de 42 a 63 dias e 21 a 63 dias os leitdes
alimentados com as dietas CNB e CNB+PP apresentaram maiores valores de CA
(P<0.05) comparado as outras dietas.

Quando realizada comparacgéo entre o grupo CP e as demais dietas pelo Teste
de Dunnet, observamos que leitdes alimentados com a dieta CP+PP apresentaram
melhor CA na fase de 32 a 42 dias e no periodo total de 21 a 63 dias (P<0.07). Os
leitdes que receberam a dieta CNB+PP apresentaram menor GPMD na fase de 21 a
32 dias e menores GPMD e CRMD nas fases de 42 a 63 dias e no periodo total de 21
a 63 dias, além de menor GP final (P<0.05). A dieta CNB+EC demonstrou menor
GPMD (P<0.07) e CRMD no periodo de 42 a 63 dias e menor GP final, GDMD e CRMD

no periodo total quando comparada a dieta CP (P<0.05).

3.2 Incidéncia de Diarréia

Os efeitos da suplementacdo de protease em dietas com niveis proteicos
regulares ou niveis proteicos reduzidos nos escores fecais e na incidéncia de diarréia

avaliadas em diferentes fases estao apresentados na Tabela 10.
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Para a incidéncia de diarréia, foi observado efeito nas diferentes fases e
tratamentos. Onde na fase de 32 aos 39 dias de avaliagéo, os leitbes apresentaram
menor incidéncia no tratamento CNB+PP (P<0.05) e menor escore fecal nos
tratamentos CNB+PP e CNB+EC frente ao grupo controle positivo (CP) com niveis

regulares de proteina (P<0.05).

3.3 Avaliacdo Morfométrica

As variaveis de morfometria intestinal mensuradas no duodeno n&o foram
influenciadas pelos tratamentos dietéticos assim como altura de vilosidade (AV) no
duodeno e a relacdo vilo: cripta (V:C) ileal (P>0.05). Em relagcédo as caracteristicas
morfométrica do jejuno, observamos que os leitdes alimentados com dieta CP+PP
apresentaram menor profundidade de cripta e melhor relagdo V:C (P<0.05) quando
comparados com o0s animais alimentados com as dietas CNB e CNB+PP. Leitbes
alimentados com dieta CP apresentaram maior (P<0.05) altura de vilosidade no ileo
do que aqueles alimentos com CNB+EC (Tabela 11).

Quando comparamos as dietas com o grupo CP, observamos que os leitdes
alimentados com dieta CP+PP apresentaram uma menor profundidade de cripta e
melhor relacdo V:C no jejuno (P<0.05). Os leitdes alimentados com a dieta CNB+EC

apresentaram menor altura de vilo no ileo (P<0.05).

3.4 Expressdao génica de proteinas

N&o houve efeito (P>0.05) na expressdo génica das citocinas IL-1 e IL-10, e
TGF B1 e nas proteinas de juncao e ocluséo celular, ZO-1 e Ocludina. Houve menor
expresséo do gene IL-6 (P<0.05) em leitdes alimentados com dietas CP+PP e CNA
em relacdo a CNB+EC. O gene TNFa se expressou mais em leitdes alimentados com
dieta CNB+EC quando comparado os leitdes que receberam CP, CP+PP e CNB. Ja
0 gene Haptoglobina se expressou mais em leitdes alimentados com CNB+EC e
menos nos leitdes que receberam dieta CP, CP+PP, CNA e CNB (Tabela 12).

Quando se comparou o tratamento CP com os demais tratamentos, observou-
se maior expressdo dos genes IL-6, TNFa e Haptoglobina nos animais que

consumiram as ragdes CNB+EC (P<0.05).
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3.5 Coeficiente de digestibilidade ileal aparente

Para os valores de Coeficientes de Digestibilidade Ileal Aparente (DIA) da
Proteina Bruta, ndo houve diferenca (P>0.05) entre a digestibilidade da proteina bruta
do farelo de soja e do farelo de soja com enzima (Tabela 15).

Foi observada diferenca (P<0.05) para os amino&cidos essenciais Met+Cis e
Triptofano, sendo a DIA do FS+PP superior. N&o houve significativa para os outros
aminoacidos essenciais (P>0.05), quando comparado os tratamentos FS e FS+PP.

Os aminoéacidos ndo essenciais, Gli + Ser, Glicina e Prolina, apresentaram
diferencas (P<0.05) na DIA entre FS e FS+PP, sendo FS superior. Especialmente para
Cisteina, FS+PP apresentou uma digestibilidade mais elevada (85.38%) em
comparacao a FS (74.61%). Nao houve diferenca (P>0.05).

para 0s outros aminoacidos nao essenciais.

3.6 Coeficiente de digestibilidade ileal estandardizado

Para os valores de Coeficientes de Digestibilidade lleal Estandardizado (DIE)
dos coeficientes de Proteina Bruta, ndo houve diferenca (P>0.05) entre a
digestibilidade da proteina bruta do farelo de soja e do farelo de soja com enzima
(Tabela 16).

Em relacdo aos aminoacidos essenciais, foi observada diferenca (P<0.05) na
DIE para Met+Cis e Triptofano, com FS+PP apresentando DIE superior. Ndo houve
diferenca para os outros aminoacidos essenciais (P>0.05), quando comparado 0s
tratamentos FS e FS+PP.

A DIE dos aminoéacidos ndo essenciais mostraram diferenca (P<0.05) para
Glicina e Prolina, sendo FS superior. Especialmente para Cisteina, FS+PP apresentou
uma digestibilidade mais elevada (93.52%) em comparacdo com FS (82.74%). N&o

houve diferenca (P>0.05) para a DIE dos demais aminoacidos néo essenciais.

4. DISCUSSAO

A deficiéncia de proteina e aminoacidos na dieta de suinos promove
crescimento retardado e desnutricdo, causando perda de peso, atrofia muscular,

problemas digestivos, menor eficiéncia alimentar e aumento dos custos de producao
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(Le Floc’h et al., 2018). Estudos anteriores demonstraram que adicdo de protease
melhorou os parametros de desempenho em leitbes alimentados com dietas com
reducédo da PB (Yu et al., 2020).

Quando avaliado o desempenho do periodo total de creche de 21 a 63 dias, 0s
animais alimentados com dietas CP e CP+PP se mostraram mais eficientes, com
maior GPMD e menor CA quando comparado aos tratamentos controle negativo com
suplementacdo de protease CNB+PP e CNB+EC. Resultados similares foram
encontrados por Perez-Palecia et al. (2021) ao avaliarem a adicdo de protease
exdgena para suinos na fase inicial com reducdo de aminoacidos, onde ndo houve
melhora no desempenho durante todo o periodo do desmame até a terminacao.

Nossos resultados demostram que a reducéo da proteina de 1 e 1,5% pode ter
sido excessiva, ndo sendo compensada pelos efeitos da protease. As dietas CP e
CP+PP promoveram os melhores resultados de desempenho, provavelmente devido
ao atendimento das exigéncias nutricionais, quantidade de substrato disponivel para
acao da protease e a maior dose de suplementacédo da enzima 100mg/kg. Em estudo
conduzido por Yu et al. (2020) observaram que o uso da protease em dietas com
reducdo de PB resultou em desempenho superior as dietas com reducao sem uso da
protease, porém inferior ao desempenho dos animais recebendo a dieta controle. De
semelhante modo, Tactacan et al. (2016) observaram melhor peso corporal na dieta
controle com a suplementacao de 200mg/kg de protease durante o periodo de creche.

As proteases hidrolisam as moléculas de proteinas em aminoacidos e
peptideos livres, que podem ser facilmente degradados em aminoacidos pelas
carboxipeptidades e facilmente absorvidos no intestino delgado (Shahir et al., 2016).

Na literatura, ha evidéncias de que o uso da protease aumenta a digestibilidade
da maioria dos AAs, mostrando ser capaz de preencher, pelo menos em parte, 0
requisito de AAs essenciais em dietas com reducao de proteina bruta (Yu et al., 2020),
contudo, em ensaios como o de Perez-Palecia et al. (2021) observamos que a adi¢ao
de 150mg/kg de protease na dieta aumenta a digestibilidade dos nutrientes em dietas
normais e com baixo teor de farelo de soja, exceto para acido aspartico, treonina e
glicina.

Apesar dos beneficios sobre digestibilidade da proteina e aminoacidos
evidenciados na literatura, em nosso estudo a adicdo da protease nao supriu
completamente a deficiéncia de aminoacidos essenciais e ndo essenciais em dietas

com baixo teor de farelo de soja. Embora tenha melhorado o desempenho de



25

crescimento, 0s suinos com essa dieta ainda apresentaram resultados inferiores aos
daqueles alimentados com a dieta basal (Perez-Palecia et al., 2021). Leitdes com
menos de 20 kg responderam melhor ao uso de enzimas, enquanto leitbes mais
pesados ndo mostraram a mesma resposta (Mc Alpine et al., 2012; Zhang et al., 2014).
Isso provavelmente ocorre porque, na fase de crescimento e engorda, a funcao
digestiva dos suinos esta completamente desenvolvida, permitindo uma digestao e
utilizacdo mais eficientes dos nutrientes e da energia da dieta.

O uso de protease aumenta a digestibilidade ileal do nitrogénio da dieta, no
entanto nao tem efeito sobre o desempenho de crescimento em leitdes na fase de
crescimento e terminacao (Mc Alpine et al., 2012). Assim, a protease dietética pode
aumentar a digestibilidade da proteina bruta e dos aminoacidos ao neutralizar fatores
antinutricionais, sem necessariamente melhorar o desempenho de crescimento.

Niveis elevados de proteina ndo digerida podem acumular-se no TGl e
promover a fermentacdo microbiana e a proliferacdo de bactérias patogénicas. No
entanto, o baixo nivel de farelo de soja na dieta reduz o acumulo de proteina no
intestino posterior, diminui a geracao de aménia e nitrogénio e, consequentemente, a
diarréia (Heo et al., 2008; Htoo et al., 2007). Além disso, 0 aumento da excrecao de
nitrogénio representa um grande problema ambiental.

Portanto, levantou-se a hipotese que a alimentacdo de leitdes desmamados
com a inclusdo da enzima protease reduziria a incidéncia de diarréia. No presente
estudo, foi verificado efeitos dos tratamentos sobre essa variavel, onde os tratamentos
com suplementacgédo dietética de protease apresentaram menor incidéncia de diarréia
em dietas com niveis reduzidos de proteina, corroborando os estudos de Yu et al.
(2020) que observaram uma reducao de diarréia com a diminuicéo de farelo de soja e
inclusdo de protease. A reducdo de proteina bruta em dietas € feita como estratégia
para melhorar saude intestinal, por ter menos carboidratos indigeriveis e proteina
antigénica, considerado fatores antinutricionais (Rocha et al. 2022). Nossos resultados
do presente estudo séo contrarios aqueles observados por Tactacan et al. (2016) e
Perez-Palecia et al. (2021) que n&o observaram diferenca na incidéncia de diarréia
em dietas suplementadas com protease.

O intestino € crucial para a digestdo e absorcdo de nutrientes e seu
desenvolvimento afeta diretamente a salde dos animais. Vilosidades mais longas,
menor profundidade de cripta e maior relagéo V:C s&o indicativos de um tecido com

maior capacidade de aproveitamento dos nutrientes da dieta (Pluske et al., 2018).
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No presente estudo, os animais que consumiram a dieta CP apresentaram
maior altura de vilosidades no ileo em relacdo aos animais que consumiram dietas
com reducao de PB, evidenciando os resultados obtidos por Song et al. (2022). Efeito
positivo da adicdo da enzima on top no tratamento CP+PP foi observado sobre a
profundidade de cripta e relacdo V:C no jejuno.

Estudos anteriores Peng et al. (2022) e Zuo et al. (2015), demostraram que a
suplementacao dietética de protease aumenta a altura de vilosidades e relacédo V:C
no duodeno. No entanto, em nosso estudo, ndo observamos diferencas significativas
entre os tratamentos quando avaliamos a morfometria nesse segmento do intestino.
Como sabemos, a maturidade intestinal esta intimamente relacionada a digestibilidade
dos nutrientes e desempenho dos animais, isso justifica e condiz com o0s outros
resultados encontrados desta pesquisa.

O aumento da resposta inflamatéria e da permeabilidade intestinal esta
associado a fatores estressantes como o desmame, que se associa ao desmame,
causado por uma regulacao positiva de citocinas pro-inflamatorias e proteinas de fase
aguda, além da reducdo de proteinas de juncdes apertadas, que desempenham
fungdo na manutencdo da permeabilidade da mucosa e integridade da barreira
epitelial (De Groot et al., 2021; Hu et al., 2013).

O desmame provoca disbiose intestinal em leitdes, resultando em um aumento
de citocinas pré-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a (Lallés et al., 2004). Em nosso
estudo, quando comparamos as dietas com o grupo CP, observamos que os leitdes
alimentados com dieta CN+EC apresentaram maior expressao dos genes TNFa, IL-6
e Haptoglobina.

O TNFa é uma das citocinas pré-inflamatérias mais importantes que estimula a
inflamacé&o sistémica e a reacao de fase aguda (Parkin & Cohen, 2001). Regular a
producdo dessas citocinas pode ser benéfico para suprimir a inflamacédo da mucosa
intestinal. As atividades microbianas podem interagir com células imunes inatas,
levando a uma resposta aprimorada de anticorpos (Kim et al.,, 2016). Altas
concentracdes de Haptoglobina associadas a um baixo ganho de peso subsequente
indicam uma condicdo em que uma maior quantidade de energia metabolica foi
necessaria para manter a homeostase, € um biomarcador adequado para avaliacéo
de inflamacao e estresse no intestino de leitdes (Henning-Pauka et al., 2019).

No presente estudo, a suplementacdao com protease PP em 50g/ton aumentou

apenas a digestibilidade ileal estandardizada (DIE) dos aminoacidos essenciais
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Met+Cis (4.73%) e Triptofano (7.37%) e aminoacido néo essencial Cisteina (10.78%).
Entretanto, promoveu reducéo significativa na DIE dos aminoacidos Glicina (3.56%) e
Prolina (8.64%), e ndo afetou os demais aminoacidos.

Estes resultados podem explicar os resultados negativos observados no
experimento de desempenho sobre o ganho de peso, conversao alimentar,
parametros de saude intestinal e expressdo de citocinas inflamatérias quando os
leitdes receberam dietas com reducdo de 1,5% da proteina bruta e aminoacidos e
suplementacdo de enzima em 50g/tonelada, nesta condicdo os leitbes ja
apresentavam uma limitacdo de desempenho devido aos niveis reduzidos de proteina
bruta e amino&cidos essenciais e ndo essenciais, a qual pode ter sido exacerbada
pelo aumento da deficiéncia dos aminoacidos Glicina e Prolina acentuado assim a
deficiéncia nutricional, que € confirmada pela piora significativa do desempenho, da
conversdo alimentar e da expressao de citocinas inflamatoérias.

Relacionando os resultados obtidos na presente pesquisa, € importante
considerar que a dose de suplementacdo das enzimas deve ser estabelecida para
inclusdo adequada destas nas dietas de leitdes e quando do uso de reducao
nutricionais e suplementagéo de enzimas, estas ndo devem ser feitas em % da
proteina bruta e todos os aminoacidos essenciais e nao essenciais na mesma

proporcao, uma vez que deficiéncias de nutricionais poderédo ser exacerbadas.

5. CONCLUSOES

Os resultados do estudo sugerem que a adicdo da protease PP em
100g/tonelada em dietas de leitdes com niveis nutricionais adequados, promove
beneficios na conversdo alimentar e na saude intestinal através de uma menor
ocorréncia de diarréia e melhor saude intestinal, entretanto sua adicdo em dietas
reduzidas em 1,5% de proteina bruta e aminoacidos, ndo foi capaz de garantir a
manutencao do desempenho dos leitdes. Nas condi¢cdes do experimento, a adicdo de
protease em 50g/ton PP promoveu aumento limitado na digestibilidade ileal

estandardizada dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais do farelo de soja.
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7. TABELAS

Tabela 1. Composicao da dieta experimental. Fase de 21 a 32 dias.

Ingredientes (kQ) CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Milho 7,88% 468.15 468.15 489.40 500.07 500.07 500.07
Soja |. Micronizada 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Soja Farelo, 45% 170.00 170.00 148.00 137.00 137.00 137.00
Plasma AP 920 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
Leite, Soro P6 165.00 165.00 165.00 165.00 165.00 165.00
Oleo de Soja 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Fosfato Bicalcico 7.50 7.50 7.70 7.70 7.70 7.70
Calcério Calcitico 6.60 6.60 6.70 6.80 6.80 6.80
Sal Comum 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Suplemento Vit.! 1.70 1.70 1.70 1.70 1.70 1.70
Suplemento Min.? 1.70 1.70 1.70 1.70 1.70 1.70
L-Lisina-HCL 4.35 4.35 4.30 4.26 4.26 4.26
DL-Metionina 2.21 2.21 2.20 2.19 2.19 2.19
L-Treonina 2.23 2.23 2.18 2.15 2.15 2.15
L-Arginina 2.45 2.45 2.35 2.30 2.30 2.30
L-Isoleucina 0.20 0.20 0.15 0.13 0.13 0.13
L-Triptofano 0.44 0.44 0.43 0.43 0.43 0.43
L-Valina 0.81 0.81 0.74 0.71 0.71 0.71
Oxido de Zinco 2.40 2.40 2.40 2.40 2.40 2.40
Cloreto de Colina 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88
Banox 100 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Fitase 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Protease Plux3 - 0.10 - - 0.05 -
Enzima Comercial* - - - - - 0.05
Inerte (Caulim) 10.23 10.13 11.04 11.45 11.40 11.40
Total 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00

Teores Esperados
Energia Met. kcal’/kg 3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00
Energia Lig. kcallkg 2,577.48 2,577.48 2,588.74 2,594.37 2,594.37 2,594.37

EE, % 5.43 5.43 5.46 5.48 5.48 5.48
PB, % 21.78 21.78 20.91 20.47 20.47 20.47
Lisina Dig. % 1.45 1.45 1.39 1.36 1.36 1.36
Metionina Dig. % 0.48 0.48 0.47 0.46 0.46 0.46
Met + Cis Dig. % 0.81 0.81 0.79 0.78 0.78 0.78
Treonina Dig. % 0.97 0.97 0.94 0.92 0.92 0.92
Triptofano Dig. % 0.28 0.28 0.26 0.26 0.26 0.26
Arginina Dig. % 1.45 1.45 1.38 1.35 1.35 1.35
Valina Dig. % 1.000 1.000 0.96 0.94 0.94 0.94
Isoleucina Dig. % 0.80 0.80 0.76 0.74 0.74 0.74

Leucina Dig. % 1.66 1.66 1.61 1.59 1.59 1.59
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Histidina Dig. % 0.53 0.53 0.51 0.50 0.50 0.50
Fenilalanina Dig. % 0.93 0.93 0.90 0.88 0.88 0.88
Fen + Tir (%) 1.60 1.60 1.54 1.50 1.50 1.50
FB, % 1.90 1.90 1.83 1.79 1.79 1.79
FDN, % 11.63 11.63 11.62 11.62 11.62 11.62
FDA, % 3.37 3.37 3.27 3.21 3.21 3.21
Lactose, % 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00
Matéria Mineral, % 6.15 6.15 6.15 6.15 6.15 6.15
Ca Total, % 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
P Disp. % 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53
K, % 0.98 0.98 0.95 0.93 0.93 0.93
Na, % 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Cl, % 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Zn, mg/kg 1,792.78 1,792.78 1,792.23 1,791.95 1,791.95 1,791.95
Colina, mg/kg 500.00 500.00 500.00 500.00 500.00 500.00

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducao de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducgédo de reducéo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reducgéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com redugao de reducgéo 1,5% de PB e AAs + Protease
Comercial (50 g/ton).

'Forneceu as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: vitamina A, 7,270.00
Ul/kg; vitamina D3, 1,599.000.00 Ul/kg; vitamina E, 43,600.00 Ul/kg; vitamina K3, menadiona,
3,150.00 mg/kg; vitamina B1, tiamina, 1,066.00 mg/kg; vitamina B2, riboflavina, 3,974.00
mg/kg; vitamina B6, piridoxina, 2,133.00 mg/kg; vitamina B12, 22,000.00 mcg/kg; D-
Pantotenato de calcio, 16.00 g/kg; niacina, 31.50 g/kg; biotina, 107.00 mg/kg;.acido folico,
339.00 mg/kg; aditivo antioxidante BHT, 1,000.00 mg/kg.

2Fornecer as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: Fe, 67.90 g/kg sulfato
de ferro, Cu, 10.18 g/kg sulfato de cobre, Mn, 40.00 g/kg éxido de manganés; Zn, 92.10 g/kg
oxido de zinco; |, 838.00 mg/kg iodato de calcio; Se, 305.00 mg/kg selenito de sédio.
3Produgao de sintese bacteriana Aspergillus spp. e Bacillus spp.

“Produgéo de sintese bacteriana Bacillus licheniformis.
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Tabela 2. Composi¢cado quimica analisada das dietas experimentais. Fase de 21 a 32

dias (Matéria natural).

Nutrientes CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Matéria Seca, % 90.28 90.30 90.08 90.06 90.59 90.51
Acido Aspartico, % 2.10 2.12 206 1.98 2.08 2.00
Acido Glutamico, % 3.58 3.51 341 3.28 3.25 3.18
Alanina, % 1.04 1.05 1.03 0.97 1.02 0.99
Arginina, % 1.51 1.50 1.41 1.29 1.35 1.30
Cisteina, % 0.17 0.19 0.18 0.15 0.18 0.17
Fenilalanina, % 0.99 0.98 0.95 0.90 0.91 0.88
Glicina, % 0.81 0.81 0.77 0.75 0.74 0.72
Hidroxiprolina, % 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Histidina, % 0.56 0.61 0.58 0.55 0.56 0.56
Isoleucina, % 0.96 0.94 0.92 0.89 0.87 0.86
Leucina, % 1.90 1.90 1.86 1.82 1.81 1.76
Lisina, % 1.47 1.68 1.46 1.45 1.46 1.46
Metionina, % 0.42 0.46 0.42 0.43 0.42 0.42
Prolina, % 1.26 1.25 1.22 1.20 1.19 1.15
Serina, % 1.08 1.11 1.04 1.01 1.02 0.97
Taurina, % ND ND ND ND ND ND
Tirosina, % 0.74 0.73 0.70 0.69 0.70 0.67
Treonina, % 1.06 1.13 1.06 1.03 1.06 1.01
Triptofano, % 0.35 0.31 0.32 0.32 0.33 0.33
Valina, % 1.12 1.12 1.07 1.04 1.04 1.01
Soma de Aminoéacidos, % 21.16 21.42 20.50 19.77 20.01 19.46
PB, % 22.13 2188 21.31 20.38 20.63 20.75
N, % 3.54 3.50 3.41 3.26 3.30 3.32

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducao de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducédo de reducéo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease

Comercial (50 g/ton).
'ND = N3o detectado.



34

Tabela 3. Composicao da dieta experimental. Fase de 32 a 42 dias.

Ingredientes (kQ) CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Milho 7,88% 543.81 543.81 566.64 577.70 577.70 577.70
Soja |. Micronizada 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
Soja Farelo 45% 240.00 240.00 218.00 207.00 207.00 207.00
Plasma AP 920 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Leite Soro Po6 82.00 82.00 82.00 82.00 82.00 82.00
Oleo de Soja 22.70 22.70 22.25 21.85 21.85 21.85
Fosfato Bicalcico 9.00 9.00 9.10 9.20 9.20 9.20
Calcério Calcitico 7.00 7.00 7.10 7.20 7.20 7.20
Sal Comum 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50
Suplemento Vit.* 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Suplemento Min.? 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
L-Lisina-HCL 4.40 4.40 4.36 4.32 4.32 4.32
DL-Metionina 1.89 1.89 1.88 1.86 1.86 1.86
L-Treonina 2.18 2.18 2.13 2.10 2.10 2.10
L-Arginina 1.50 1.50 1.45 1.40 1.40 1.40
L-Triptofano 0.37 0.37 0.35 0.35 0.35 0.35
L-Valina 0.68 0.68 0.29 0.57 0.57 0.57
Oxido de Zinco 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Cloreto de Colina 60 0.82 0.82 0.82 0.82 0.82 0.82
Antioxidante 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Fitase 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Protease Plux?® - 0.10 - - 0.05 -
Enzima Comercial* - - - - - 0.05
Inerte (Caulim) 5.00 4.90 5.00 5.00 4.95 4.95

1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00

Teores Esperados

Energia Met. kcal/kg
Energia Liq. kcal/kg
EE, %

PB, %

Lisina Dig. %
Metionina Dig. %
Met + Cis Dig. %
Treonina Dig. %
Triptofano Dig. %
Arginina Dig. %
Valina Dig. %
Isoleucina Dig. %
Leucina Dig. %
Histidina Dig. %
Fenilalanina Dig. %
Fen + Tir, %

FB, %

FDN, %

3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00 3,400.00
2,606.82 2,606.82 2,617.66 2,622.84 2,622.84 2,622.84

5.96
20.76
1.35
0.45
0.75
0.90
0.26
1.35
0.93
0.76
1.58
0.50
0.90
1.54
2.24
12.19

5.96
20.76
1.35
0.45
0.75
0.90
0.26
1.35
0.93
0.76
1.58
0.50
0.90
1.54
2.24
12.19

5.96
19.88
1.29
0.44
0.73
0.86
0.24
1.28
0.86
0.72
1.53
0.48
0.86
1.48
2.17
12.20

5.94
19.47
1.26
0.43
0.72
0.85
0.24
1.24
0.86
0.70
1.50
0.47
0.84
1.44
2.14
12.21

5.94 5.94
19.47 19.47
1.26 1.26
0.43 0.43
0.72 0.72
0.85 0.85
0.24 0.24
1.24 1.24
0.86 0.86
0.70 0.70
1.50 1.50
0.47 0.47
0.84 0.84
1.44 1.44
2.14 2.14
12.21 12.21
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FDA, % 3.87 3.87 3.77 3.71 3.71 3.71
Lactose, % 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Matéria Mineral, % 5.48 5.48 541 5.37 5.37 5.37
Ca Total, % 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
P Disp. % 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
K, % 0.87 0.87 0.84 0.82 0.82 0.82
Na, % 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Cl, % 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47
Zn, mg/kg 764.41 76441 763.89 763.62 763.62 763.62
Colina, mg/kg 450.00 450.00 450.00 450.00 450.00 450.00

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducdo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease
Comercial (50 g/ton).

'Forneceu as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: vitamina A, 7,270.00
Ul/kg; vitamina D3, 1,599.000.00 Ul/kg; vitamina E, 43,600.00 Ul/kg; vitamina K3, menadiona,
3,150.00 mg/kg; vitamina B1, tiamina, 1,066.00 mg/kg; vitamina B2, riboflavina, 3,974.00
mg/kg; vitamina B6, piridoxina, 2,133.00 mg/kg; vitamina B12, 22,000.00 mcg/kg; D-
Pantotenato de calcio, 16.00 g/kg; niacina, 31.50 g/kg; biotina, 107.00 mg/kg;.acido fdlico,
339.00 mg/kg; aditivo antioxidante BHT, 1,000.00 mg/kg.

2Fornecer as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: Fe, 67.90 g/kg sulfato
de ferro, Cu, 10.18 g/kg sulfato de cobre, Mn, 40.00 g/kg 6xido de manganés; Zn, 92.10 g/kg
oxido de zinco; |, 838.00 mg/kg iodato de calcio; Se, 305.00 mg/kg selenito de sédio.
3Produgao de sintese bacteriana Aspergillus spp. e Bacillus spp.

“Producéo de sintese bacteriana Bacillus licheniformis.
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Tabela 4. Composicao quimica analisada das dietas experimentais. Fase de 32 a 42

dias (Matéria natural).

Nutrientes CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Matéria Seca, % 89.68 89.67 89.46 89.26 89.18 89.74
Acido Aspartico, % 2.07 2.05 2.04 1.90 2.25 2.02
Acido Glutamico, % 3.33 3.49 323 3.23 3.44 3.14
Alanina, % 0.99 1.00 0.97 0.94 1.03 0.95
Arginina, % 1.35 1.40 1.28 1.24 1.36 1.25
Cisteina, % 0.17 0.17 0.16 0.14 0.16 0.15
Fenilalanina, % 0.92 0.95 0.89 0.88 0.94 0.86
Glicina, % 0.76 0.79 0.73 0.73 0.78 0.72
Hidroxiprolina, % 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Histidina, % 0.57 0.56 0.56 0.54 0.57 0.54
Isoleucina, % 0.85 0.91 0.84 0.82 0.89 0.79
Leucina, % 1.78 1.80 1.75 1.75 1.83 1.70
Lisina, % 1.34 1.43 1.27 131 1.37 1.32
Metionina, % 0.41 0.44 0.40 0.38 0.39 0.38
Prolina, % 1.19 1.22 1.17  1.18 1.22 1.15
Serina, % 1.03 1.01 0.96 0.98 1.03 0.97
Taurina, % ND ND ND ND ND ND
Tirosina, % 0.67 0.70 0.64 0.63 0.67 0.63
Triptofano, % 0.29 0.33 0.26  0.27 0.27 0.27
Treonina, % 1.00 1.00 091 0.90 0.96 0.91
Valina, % 0.98 1.04 0.95 0.93 0.97 0.91
Soma de Aminoéacidos, % 19.71  20.31  19.02 18.77 20.17 18.69
PB, % 20.88 21.19 19.63 20.13 20.19 19.63
N, % 3.34 3.39 3.14 3.22 3.23 3.14

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducdo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducao de reducédo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reduc¢éo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com redugéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease

Comercial (50 g/ton).
'ND = Nao detectado.
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Tabela 5. Composicao da dieta experimental. Fase de 42 a 63 dias.

Ingredientes (kQ) CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Milho 7,88% 627.82 627.82 650.45 661.71 661.71 661.71
Farelo de Soja 45% 300.00 300.00 278.00 267.00 267.00 267.00
Oleo de Soja 28.85 28.85 28.25 28.00 28.00 28.00
Fosfato Bicalcico 10.60 10.60 10.70 10.80 10.80 10.80
Calcario Calcitico 9.60 9.60 9.70 9.70 9.70 9.70
Amoxilina 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Sal Comum 4.90 4.90 4.90 4.90 4.90 4.90
Suplemento Vit.* 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
Suplemento Min.? 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
L-Lisina-HCL 4.88 4.88 4.82 4,79 4,79 4,79
DL-Metionina 1.84 1.84 1.82 1.81 1.81 1.81
L-Treonina 2.07 2.07 2.01 1.99 1.99 1.99
L-Triptofano 0.36 0.36 0.34 0.34 0.34 0.34
L-Valina 0.77 0.77 0.69 0.66 0.66 0.66
Cloreto de Colina 60 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76
Antioxidante 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Fitase 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Protease Plux?® - 0.10 - - 0.05 -
Enzima Comercial* - - - - - 0.05
Inerte (Caulim) 4.60 4.50 4.60 4.60 4.55 4.55

1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00 1,000.00

Teores Esperados

Energia Met. kcal/kg
Energia Liq. kcal/kg
EE, %

PB, %

Lisina Dig. %
Metionina Dig. %
Met + Cis Dig. %
Treonina Dig. %
Triptofano Dig. %
Arginina Dig. %
Valina Dig. %
Isoleucina Dig. %
Leucina Dig. %
Histidina Dig. %
Fenilalanina Dig. %
Fen + Tir, %

FB, %

FDN, %

FDA, %

Matéria Mineral, %
Ca Total, %

P Disp. %

3,350.00 3,350.00 3,350.00 3,350.00 3,350.00 3,350.00
2,596.91 2,596.91 2,607.36 2,612.59 2,612.59 2,612.59

5.85
19.32
1.25
0.44
0.71
0.81
0.24
1.15
0.86
0.71
1.47
0.46
0.84
1.45
2.54
12.75
4.31
5.39
0.88
0.43

5.85
19.32
1.25
0.44
0.71
0.81
0.24
1.15
0.86
0.71
1.47
0.46
0.84
1.45
2.54
12.75
4.31
5.39
0.88
0.43

5.84
18.48
1.20
0.43
0.69
0.78
0.23
1.09
0.82
0.68
1.42
0.44
0.80
1.38
2.48
12.76
421
5.31
0.88
0.43

5.83
18.05
1.17
0.42
0.68
0.76
0.22
1.06
0.80
0.66
1.40
0.43
0.78
1.35
2.44
12.76
4.16
5.27
0.88
0.43

5.83 5.83
18.05 18.05
1.17 1.17
0.42 0.42
0.68 0.68
0.76 0.76
0.22 0.22
1.06 1.06
0.80 0.80
0.66 0.66
1.40 1.40
0.43 0.43
0.78 0.78
1.35 1.35
2.44 2.44
12.76 12.76
4.16 4.16
5.27 5.27
0.88 0.88
0.43 0.43
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K, % 0.75 0.75 0.72 0.70 0.70 0.70
Na, % 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21
Cl, % 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36
Zn mg/kg 400.00 400.00 400.00 400.00 400.00 400.00

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducdo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reducéao de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com reducédo de reducdo 1,5% de PB e AAs + Protease
Comercial (50 g/ton).

'Forneceu as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: vitamina A, 7,270.00
Ul/kg; vitamina D3, 1,599.000.00 Ul/kg; vitamina E, 43,600.00 Ul/kg; vitamina K3, menadiona,
3,150.00 mg/kg; vitamina B1, tiamina, 1,066.00 mg/kg; vitamina B2, riboflavina, 3,974.00
mg/kg; vitamina B6, piridoxina, 2,133.00 mg/kg; vitamina B12, 22,000.00 mcg/kg; D-
Pantotenato de calcio, 16.00 g/kg; niacina, 31.50 g/kg; biotina, 107.00 mg/kg;.acido fdlico,
339.00 mg/kg; aditivo antioxidante BHT, 1,000.00 mg/kg.

2Fornecer as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: Fe, 67.90 g/kg sulfato
de ferro, Cu, 10.18 g/kg sulfato de cobre, Mn, 40.00 g/kg 6xido de manganés; Zn, 92.10 g/kg
oxido de zinco; |, 838.00 mg/kg iodato de calcio; Se, 305.00 mg/kg selenito de sédio.
3Produgao de sintese bacteriana Aspergillus spp. e Bacillus spp.

“Producéo de sintese bacteriana Bacillus licheniformis.
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Tabela 6. Composicao quimica analisada das dietas experimentais. Fase de 42 a 63

dias (Matéria natural).

Ingredientes CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC
Matéria Seca, % 89.16 89.22 89.58 89.67 89.25 89.57
Acido Aspartico, % 2.07 2.17 215 1.78 2.06 1.95
Acido Glutamico, % 3.41 3.37 3.26 3.04 3.12 3.30
Alanina, % 1.00 0.99 0.95 0.88 0.94 0.96
Arginina, % 1.28 1.27 1.22 1.09 1.15 1.22
Cisteina, % 0.15 0.16 0.14 0.13 0.13 0.15
Fenilalanina, % 0.94 0.93 0.88 0.82 0.84 0.89
Glicina, % 0.79 0.78 0.75 0.70 0.72 0.75
Hidroxiprolina, % 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Histidina, % 0.52 0.55 0.51 0.47 0.53 0.52
Isoleucina, % 0.88 0.85 0.77 0.73 0.73 0.79
Leucina, % 1.78 1.73 1.69 1.60 1.65 1.72
Lisina, % 1.30 1.28 1.32 1.22 1.27 1.29
Metionina, % 0.40 0.38 0.38 0.38 0.38 0.37
Prolina, % 1.19 1.18 1.10 1.05 1.10 1.13
Serina, % 0.99 0.98 1.00 0.92 0.96 1.00
Taurina, % ND ND ND ND ND ND
Tirosina, % 0.70 0.68 0.64 0.61 0.62 0.67
Treonina, % 0.87 0.89 0.89 0.83 0.85 0.86
Triptofano, % 0.28 0.24 0.26 0.24 0.29 0.27
Valina, % 0.96 0.95 0.87 0.81 0.82 0.87
Soma de Aminoacidos, % 19.53 19.40 18.81 17.34 18.19 18.76
PB, % 20.19 19.63 19.81 18.63 18.88 19.25
N, % 3.23 3.14 3.17 2.98 3.02 3.08

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducdo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducao de reducédo 1,5% de PB e

AAs; CNB+PP: Controle com reduc¢éo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com reducédo de reducdo 1,5% de PB e AAs + Protease

Comercial (50 g/ton).
'ND = Nao detectado.
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Tabela 7. Atividade enzimatica das dietas experimentais.

Tratamentos Atividade Fitase Atividade Protease

CP+PP 0.33u/g 4.75ulg
Fase 1 CNA 0.35u/g 0
CNB 0.95u/g 0

CNB+PP 0.28u/g 5.74ulg

CNB+EC 1.43u/g 4.16u/g
CP 2.21ulg 0

CP+PP 1.13u/g 6.14u/g
Fase 2 CNA 0.95u/g 0
CNB 0.28u/g 0

CNB+PP 0.21u/g 2.18u/g

CNB+EC 0.91u/g 4.95u/g
CP 0.37u/g 0

CP+PP 0.82u/g 1.94ulg
Fase 3 CNA 0.32u/g 0
CNB 0.62u/g 0
CNB+PP 0.77ulg 0

CNB+EC 0.34u/g 0.20u/g

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle
com reducdo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e
AAs; CNB+PP: Controle com reducgéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux
CX (50 g/ton); CNB+EC: Controle com redugao de reducgéo 1,5% de PB e AAs + Protease
Comercial (50 g/ton).
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Tabela 8. Sequéncia de primers utilizados na analise de expressao génica.
Genes GenBank Sequéncia

F:5'CATCGCCGTCTCCTACCAZ'

TNF-a NM_214022.1 R:5'CCCAGATTCAGCAAAGTCCA3'
F-5TCTGCCCTGTACCCCAACTG3'

IL-1B NM_214055.1 R:5'CCCAGGAAGACGGGCTTTS'

L6 NV 001252429.1 F-5'CCTGTCCACTGGGCACATAACS

R:5'CAAGAAACACCTGGCTCTGAAACSI'
F:5'GCTAAGAATCTCCGCTTGGS
R:5'CAATCTCCACCTCCTGTTTC3'
F:5'GAAGGACCAGATGGGCGACTT3'

Haptoglobina NM_214000.2

IL-10 NM_214041.1 R:5'CACCTCCTCCACGGCCCTTG3'
P et i
L8a AV 265350.1 F: GGCTACCACATCCAAGGAAG

R: TCCAATGGATCCTCGCGGAA

TNFa — fator de necrose tumoral alfa; IL-18 - interleucina 1 beta; IL-6 - interleucina 6; IL-10 —
interleucina 10; TGF-B1 — fator transformador de crescimento beta 1; ZO-1 - Zénula oclusiva
1.
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Tabela 9. Efeitos da suplementagao de protease em dietas com niveis proteicos regulares ou niveis proteicos reduzidos para leitdes
durante a fase de creche.

Fase CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC Cv P-valor
21a32

GPMD, g 0.223 a 0.225a 0.213 a 0.197 a 0.188 a* 0.189 a 14.97 0.038
CRMD, g/d 0.306 0.310 0.276 0.304 0.289 0.292 9.31 0.088
CA 1.397 b 1.362 b 1.437 ab 1.544 ab 1.591 a 1.469 ab 10.49 0.005
32a42

GPMD, g 0.413 a 0.431 a 0.415 a 0.414 a 0.385a 0.392 a 7.85 0.043
CRMD, g/d 0.588 0.592 610 0.589 0.567 0.570 6.91 0.314
CA 1.423 abc 1.359 c** 1.391 abc 1.386 bc 1.460 ab 1.477 a 4.53 0.002
42 a 63

GPMD, g 0.586 a 0.580 a 0.578 ab 0.556 ab 0.527 b* 0.542 ab** 6.92 0.011
CRMD, g 0.929 a 0.906 ab 903 ab 0.916 ab 0.843 b* 0.843 b* 7.29 0.005
CA 1.587 ab 1.534 b 1.583 ab 1.613 a 1.612a 1.548 ab 7.13 0.003
21 a 63

GPF, kg 18.81 ab 19.11 a 18.78 abc 18.05 abc 16.97 c* 17.03 ab* 7.13 0.004
GPMD, g 0.448 a 0.455 a 0.447 ab 0.430 ab 0.404 b* 0.406 ab* 7.15 0.004
CRMD, g 0.685 a 0.670 ab 0.673 ab 0.670 ab 0.635 ab* 0.621 b* 6.73 0.026
CA 1.529 ab 1.484 b** 1.510 ab 1.548 a 1.562 a 1.521 ab 2.54 0.006

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle com reducéo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle
com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducgéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux CX (50
g/ton); CNB+EC: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Comercial (50 g/ton).

a.b.¢ indicam diferencas significativas entre si (p<0.05) pelo Teste de Tukey.

* ** indicam diferencas significativas do controle com os demais tratamentos pelo Teste de Dunnet *(p<0.05) e **(p<0.07)

Consumo de Ragao Médio Diario (CRMD); Conversao Alimentar (CA); Ganho de Peso Final (GPF); Ganho de Peso Médio Diario (GPMD).



43

Tabela 10. Efeitos da suplementacéo de protease em dietas com niveis proteicos regulares ou niveis proteicos reduzidos nos escores

fecais e na incidéncia de diarréia em leitdes na fase de creche.

Iltem CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC EPM P-valor
21 a 27 dias

Escore Fecal 1.267 1.362 1.457 1.221 1.357 1.283 0.035 0.4558
Incidéncia de diarréia (%) 2.679 1.429 6.667 2.268 6.429 3.175 0.818 0.2950
32 a 38 dias

Escore Fecal 1.746a 1.573ab 1.480ab 1.536ab 1.365b 1.405b 0.045 0.1749
Incidéncia de diarréia (%) 14.815a 9.921ab 3.968b 10.317ab 3.571b 5.952ab 1.420 0.1573
42 a 48 dias

Escore Fecal 1.627 1.333 1.587 1.377 1.337 1.317 0.049 0.2382
Incidéncia de diarréia (%) 15.873 6.614 16.005 9.392 6.085 6.085 1.460 0.1072

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle com reducéo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle
com reducdo de reducdo 1,5% de PB e AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux CX (50
g/ton); CNB+EC: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e AAs + Protease Comercial (50 g/ton).

a.b.¢ médias seguidas de letras diferem (p<0.05) pelo Teste de Duncan.
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Tabela 11. Efeitos da suplementacdo de protease em dietas com niveis proteicos regulares ou niveis proteicos reduzidos na

morfologia intestinal em leitdes com 32 dias de idade.

ltem CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC CV P-valor
Duodeno
Altura do vilo, ym 344.68 358.29 363.75 379.00 331.71 358.95 9.47 0.221
Profundidade da cripta, um 401.64 384.35 381.39 384.51 390.18 386.54 9.94 0.905
V:C 0.88 0.94 0.97 0.99 0.87 0.93 16.07 0.490
Jejuno
Altura do vilo, ym 336.50 390.74 358.59 335.79 331.71 375.01 19.13 0.371
Profundidade da cripta, um 300.37 ab  248.46 b* 289.01ab 299.80ab 305.00a 283.13ab 13.54 0.043
V:C 1.16 ab 1.61 a* 1.26 ab 1.12b 1.09b 1.36ab 25.57 0.017
fleo
Altura do vilo, pm 380.02 a 376.33ab  368.42ab 338.91ab 323.30ab 308.50b* 14.26 0.014
Profundidade da cripta, ym 241.94 221.87 243.78 242.20 223.35 234.44 15.41 0.656
V.C 1.62 1.73 1.52 1.40 1.48 1.36 19.14 0.964

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle com reducéo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle
com reducao de reducéo 1,5% de PB e AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducédo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux CX (50
g/ton); CNB+EC: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Comercial (50 g/ton).

ab.¢ médias seguidas de letras diferem (p<0.05) pelo Teste de Tukey.

* indica diferenca significativa do controle com os demais tratamentos pelo Teste de Dunnet (p<0.05).

Relacao altura do vilo sobre profundidade da cripta (V:C).
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Tabela 12. Efeitos da suplementacdo de protease em dietas com niveis proteicos regulares ou niveis proteicos reduzidos na

expressao génica relativa no jejuno de leitdes com 32 dias de idade.

ltem CP CP+PP CNA CNB CNB+PP CNB+EC EPM P-valor
IL-1 4.074 3.597 5.057 4.244 5.073 4.883 0.183 0.0986
IL-6 1.935 ab 1.735Db 1.886 b 2.076 ab 2.452ab 2.681a* 0.089 0.0061
IL-10 1.640 1.492 1.460 1.715 1.722 1.789 0.042 0.1381
TNFa 2.068 b 2.018 b 2.586 ab 2.113b 2.434ab 2843 a* 0.073 0.0021
Haptoglobina 2.455 b 2.450 b 2.082 Db 2.633b 3.040ab 3.611a* 0.103 0.0015
TGF-B1 2.164 2.082 2.408 2.157 2.361 2506 0.055 0.1554
Z0-1 2.158 2.223 2.756 2.281 2.581 2.765 0.082 0.097
Ocludina 1.750 1.755 1.968 1.858 2.049 2.239 0.062 0.1341

CP: Dieta de controle; CP+PP: CP + Protease Protein Plux CX (100 g/ton); CNA: Controle com reducéo de 1,0% da PB e AAs; CNB: Controle
com reducdo de reducdo 1,5% de PB e AAs; CNB+PP: Controle com reducéo de reducéo 1,5% de PB e AAs + Protease Protein Plux CX (50
g/ton); CNB+EC: Controle com reducédo de reducédo 1,5% de PB e AAs + Protease Comercial (50 g/ton).

a.b.¢ médias seguidas de letras diferem (p<0.05) pelo Teste de Tukey.

* indica diferenca significativa do controle com os demais tratamentos pelo Teste de Dunnet (p<0.05).

IL-18 — interleucina 1 beta; IL-6 — interleucina 6; IL-10 — interleucina 10; TNFa — fator de necrose tumoral alfa; TGF-B1 — fator
transformador de crescimento beta 1; ZO-1 — z6nula oclusiva 1.
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Tabela 13. Composigao calculada das dietas experimentais (Matéria Natural).

Ingredientes FS FS+PP DIP
Milho 0.00 0.00 0.00
Oleo de Soja 5.00 5.00 4.00
Farelo de Soja 30 30 0
Enzima - 0.05 -
Acucar 20 20 20
Amido 36.58 36.53 67.58
Fosfato Bicalcico 1.96 1.96 1.96
Calcério 0.76 0.76 0.76
Sal (%) 0.40 0.40 0.40
Suplemento Vitaminico?! 0.12 0.12 0.12
Suplemento Mineral? 0.12 0.12 0.12
Antioxidante 0.01 0.01 0.01
Carbonato de Potassio 0.40 0.40 0.40
Oxido de Magnésio 0.10 0.10 0.10
Celulose 4.00 4.00 4.00
Cloreto de colina 0.05 0.05 0.05
Di6xido de Titanio® 0.50 0.50 0.50
Total 100.00 100.00 100.00

FS: Dieta 30% farelo de soja, FS+PP: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX; DIP: Dieta
isenta de proteina

'Forneceu as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: vitamina A, 7,270.00
Ul/kg; vitamina D3, 1,599.000.00 Ul/kg; vitamina E, 43,600.00 Ul/kg; vitamina K3, menadiona,
3,150.00 mg/kg; vitamina B1, tiamina, 1,066.00 mg/kg; vitamina B2, riboflavina, 3,974.00
mg/kg; vitamina B6, piridoxina, 2,133.00 mg/kg; vitamina B12, 22,000.00 mcg/kg; D-
Pantotenato de calcio, 16.00 g/kg; niacina, 31.50 g/kg; biotina, 107.00 mg/kg;.acido félico,
339.00 mg/kg; aditivo antioxidante BHT, 1,000.00 mg/kg.

2Fornecer as seguintes quantidades por quilograma de dieta completa: Fe, 67.90 g/kg sulfato
de ferro, Cu, 10.18 g/kg sulfato de cobre, Mn, 40.00 g/kg 6xido de manganés; Zn, 92.10 g/kg
oxido de zinco; |, 838.00 mg/kg iodato de calcio; Se, 305.00 mg/kg selenito de sodio.
3Dioxido de titanio (TiO2) indicador de indigestibilidade.

Dieta isenta de proteina (DIP); dieta com farelo de soja (FS); Dieta com farelo de soja e
Protease Protein Plux CX (FS+PP).
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Tabela 14. Composig¢ao quimica das dietas analisadas (Matéria Natural).

Ingredientes FS FS+PP DIP

Matéria Seca, % 91.08 90.90 90.95
AAs essenciais

Arginina, % 0.99 0.98 ND

Fenilalanina, % 0.75 0.75 ND

Histidina, % 0.40 0.39 ND

Isoleucina, % 0.63 0.64 ND

Leucina, % 1.15 1.14 0.03
Lisina, % 0.90 0.90 ND

Metionina, % 0.17 0.16 ND

Treonina, % 0.60 0.59 ND

Triptofano, % 0.17 0.24 0.04
Valina, % 0.64 0.64 0.01
AAs néo essenciais

Acido Aspartico, % 1.60 1.56 ND

Acido Glutamico, % 2.62 259 0.04
Alanina, % 0.61 0.61 0.02
Cisteina, % 0.14 0.14 ND

Glicina, % 0.63 0.62 ND

Prolina, % 0.74 0.73 0.02
Serina, % 0.78 0.75 ND

Tirosina, % 0.44 0.44 ND

Soma de Aminoacidos, % 13.78 13.64 0.13
PB, % 14.06 13.75 ND

N, % 2.25 220 ND

FS: Dieta 30% farelo de soja, FS+PP: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX; DIP: Dieta
isenta de proteina
'ND = N&o detectado.
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Tabela 15. Coeficientes de digestibilidade ileal aparente (DIA) da PB e dos AAs das
dietas FS e FS+PP (Matéria seca).

ltem FS FS+PP EPM P-Valor
Proteina Bruta, % 75.47 73.89 0.6005 0.2000
AAs essenciais

Arginina, % 90.09 90.35 0.2668 0.6510
Fenilalanina, % 84.20 83.83 0.3559 0.6280
Histidina, % 85.49 84.44 0.3969 0.1990
Isoleucina, % 81.74 81.71 0.4427 0.9750
Leucina, % 82.66 81.91 0.4096 0.3850
Lisina, % 86.20 85.78 0.4741 0.6730
Metionina, % 88.93 87.82 0.3802 0.1500
Met + Cis, % 82.61b 87.12a 0.7303 0.0002
Treonina, % 74.96 73.39 0.7150 0.2890
Triptofano, % 62.81b 73.34a 1.6814 <0.0001
Valina, % 77.54 76.55 0.5391 0.3800
AAS nao essenciais

Acido Aspartico, % 82.94 82.07 0.3954 0.2910
Acido Glutamico, % 85.86 85.42 0.3062 0.4940
Alanina, % 72.66 72.12 0.7315 0.7280
Cisteina, % 74.61b 85.38a 1.5490 <0.0001
Fe + Tir, % 83.06 82.63 0.3787 0.5900
Gli + Ser, % 74.53a 71.65b 0.7177 0.0382
Glicina, % 68.59a 64.89b 0.8844 0.0292
Prolina, % 76.29a 67.46b 1.7156 0.0042
Serina, % 80.09 77.74 0.7128 0.1010
Tirosina, % 81.12 79.42 0.4899 0.0816

FS: Dieta 30% farelo de soja, FS+PP: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX; DIP: Dieta

isenta de proteina

a b jndicam diferencas significativas entre si pelo Teste F. O modelo testado ¢ significativo P

quando P<0.05.

As perdas enddgenas basais foram determinadas pela dieta isenta de proteina DIP (g/kg de
ingestao diaria de MS): Lisina, 0.340; Metionina, 0.122; Treonina, 0.500; Triptofano, 0.223;
Arginina, 0.364; Valina, 0.426; Isoleucina, 0.311; Leucina, 0.555; Histidina, 0.172; Fenilalanina,
0.314; Alanina,0.524; Cisteina, 0.122; Tirosina, 0.232; Glicina, 0.890; Serina, 0.531; Prolina,
1.189; Acido Glutamico, 0.740; Acido Aspartico, 0.416.
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Tabela 16. Coeficientes de digestibilidade ileal estandardizada (DIE) da PB e dos AA
das dietas FS e FS+PP (Matéria seca).

ltem FS FS+PP EPM P - Valor
Proteina Bruta, % 83.45 82.04 0.5931 0.2480
AAs essenciais

Arginina, % 93.43 93.72 0.2674 0.6120
Fenilalanina, % 88.02 87.61 0.3568 0.5850
Histidina, % 89.41 88.45 0.3928 0.2380
Isoleucina, % 86.25 86.15 0.4429 0.9210
Leucina, % 87.07 86.36 0.4085 0.4080
Lisina, % 89.63 89.21 0.4741 0.6730
Metionina, % 95.36 94.60 0.3643 0.3180
Met + Cis, % 89.79b 94.52a 0.7544 0.0001
Treonina, % 82.54 81.09 0.7106 0.3240
Triptofano, % 74.53b 81.90a 1.3195 0.0011
Valina, % 83.63 82.64 0.5391 0.3800
AAS nao essenciais

Acido Aspartico, % 85.31 84.49 0.3930 0.3210
Acido Glutamico, % 88.43 88.02 0.3054 0.5200
Alanina, % 80.48 79.94 0.7315 0.7270
Cisteina, % 82.74b 93.52a 1.5490 <0.0001
Fe + Tir, % 87.26 86.79 0.3794 0.5630
Gli + Ser, % 83.71 81.06 0.6995 0.0543
Glicina, % 81.50a 77.98b 0.8682 0.0367
Prolina, % 90.97a 82.33b 1.6975 0.0048
Serina, % 86.27 84.14 0.7002 0.1340
Tirosina, % 85.95 84.25 0.4899 0.0816

FS: Dieta 30% farelo de soja, FS+PP: Dieta 30% farelo de soja + Protein Plux CX; DIP: Dieta
isenta de proteina

a.b indicam diferencas significativas entre si de pelo Teste F. O modelo testado ¢ significativo
quando P<0.05.

As perdas enddgenas basais foram determinadas pela dieta isenta de proteina DIP (g/kg de
ingestao diaria de MS): Lisina, 0.340; Metionina, 0.122; Treonina, 0.500; Triptofano, 0.223;
Arginina, 0.364; Valina, 0.426; Isoleucina, 0.311; Leucina, 0.555; Histidina, 0.172; Fenilalanina,
0.314; Alanina,0.524; Cisteina, 0.122; Tirosina, 0.232; Glicina, 0.890; Serina, 0.531; Prolina,
1.189; Acido Glutamico, 0.740; Acido Aspartico, 0.416.



50

8. DECLARACOES

Aprovacao ética

Todos os procedimentos seguiram as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacéo Animal — CONCEA (Brasil, 2008) e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Producao Animal da (CEUAP — UFV), da Universidade Federal de Vigosa (Minas
Gerais, Brasil) protocolo n°80/2023.

Financiamento

A pesquisa recebeu apoio da empresa SUNTAQ.

Conflito de interesses

Os autores nao tém interesses financeiros ou nao financeiros relevantes a divulgar.
Declaragao de contribuigao de autoria

Nathana Rudio Furlani: Metodologia, Investigacdo, Curadoria de Dados, Redacgéo -
rascunho original, Redacao - revisdo e edigao.

Melissa lzabel Hannas: Conceituagdo, Administracdo de Projetos, Metodologia,
Curadoria de Dados, Redacao - rascunho original, Redagao - reviséo e edigao,
Visualizagéo, Supervisao.

Disponibilidade de dados

Os conjuntos de dados gerados e/ou analisados durante o estudo serao disponiveis a
pedido.

Consentimento para participar

Nao aplicavel.

Consentimento para publicagao

Nao aplicavel.



