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RESUMO

MONTEIRO, Pedro Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2026.
Efeito da suplementacdo com N-carbamilglutamato na dieta de leitbes
desmamados dos 21 aos 50 dias de idade. Orientador: Alysson Saraiva.

Durante o periodo pos-desmame, os leitdes enfrentam desafios nutricionais e
fisiologicos, associados a nova dieta e a imaturidade do trato gastrointestinal. Nesse
contexto, a capacidade de sintese enddgena de arginina pode ser infusiciente para
atender as exigéncias nutricionais dessa fase, tornando a suplementacdo de N-
Carbamilglutamato (NCG) uma estratégia para estimular sua sintese endogena. Um
total de 120 leitbes, machos castrados e fémeas, desmamados aos 21 dias, foram
distribuidos em delineamento em blocos (peso inicial) casualizados, em quatro
dietas, com dez repeticbes e trés animais por unidade experimental. As dietas
consistiram em uma dieta controle (CON), e mais trés dietas obtidas com a
suplementacao de 0,05, 0,10 e 0,15% de NCG. A suplementacdo com NCG durante
0 periodo de 21 a 35 dias aumentou de forma linear o consumo de ragdo medio
diario (P < 0,01), o ganho de peso médio diario (P < 0,01) e o peso médio final (P <
0,01), além de reduzir de forma linear a converséo alimentar (P = 0,04). Dos 21 aos
50 dias de idade, o peso médio final (P = 0,02), o consumo de racéao diario (P < 0,01)
e 0 ganho de peso diario (P = 0,02) aumentaram de forma quadratica, até o nivel de
0,1% de NCG. No duodeno, foi observada tendéncia de aumento linear da altura de
vilosidades (P = 0,08), reducdo quadratica da profundidade de criptas (P = 0,01),
além do aumento quadratico na relacdo vilo: cripta (P = 0,02). No jejuno, observou-
se tendéncia de aumento quadratico da altura de vilosidades (P = 0,08), além de
aumento linear da relacdo vilo:cripta (P = 0,03) e na reducédo da profundidade de
criptas (P = 0,05). Foi observado o aumento linear da expressdo de mRNA de OCL
(P = 0,02) e tendéncia de reducéo linear da expressdo de TNF- (P = 0,10). A
expressdo de mRNA de IL-1 aumentou de forma quadratica (P = 0,04), até o nivel
estimado de 0,1% de NCG. A suplementacdo com 0,1% de NCG melhora o
desempenho, a morfologia e integridade intestinal e atenua a resposta inflamatéria
de leitdes desmamados.

Palavras-chave: leitdes ; n-carbamilglutamato; nutricao



ABSTRACT

MONTEIRO, Pedro Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2026. Effect
of N-carbamylglutamate supplementation in the diet of weaned piglets from 21
to 50 days of age. Adviser: Alysson Saraiva.

During the post-weaning period, piglets face nutritional and physiological challenges
associated with the new diet and the immaturity of the gastrointestinal tract. In this
context, the endogenous capacity for arginine synthesis may be insufficient to meet
the nutritional requirements of this phase, making N-carbamoylglutamate (NCG)
supplementation a strategy to stimulate its endogenous synthesis. A total of 120
piglets, castrated males and females, weaned at 21 days of age, were distributed in a
randomized block design (initial body weight), into four diets, with ten replicates and
three animals per experimental unit. The diets consisted of a control diet (CON), and
three additional diets obtained by supplementing 0.05, 0.10, and 0.15% NCG. NCG
supplementation from 21 to 35 days of age linearly increased average daily feed
intake (P < 0.01), average daily gain (P < 0.01), and average final body weight (P <
0.01), in addition to linearly reducing feed conversion ratio (P = 0.04). From 21 to 50
days of age, average final body weight (P = 0.02), daily feed intake (P < 0.01), and
daily weight gain (P = 0.02) increased quadratically, up to the level of 0.1% NCG. In
the duodenum, a tendency for a linear increase in villus height (P = 0.08), a quadratic
reduction in crypt depth (P = 0.01), and a quadratic increase in the villus-to-crypt ratio
(P = 0.02) were observed. In the jejunum, a tendency for a quadratic increase in villus
height (P = 0.08) was observed, in addition to a linear increase in the villus-to-crypt
ratio (P = 0.03) and a reduction in crypt depth (P = 0.05). A linear increase in OCL
MRNA expression (P = 0.02) and a tendency for a linear reduction in TNF-
expression (P = 0.10) were observed. IL-1 mRNA expression increased quadratically
(P = 0.04), up to the estimated level of 0.1% NCG. Supplementation with 0.1% NCG
improves performance, intestinal morphology and integrity, and attenuates the
inflammatory response in weaned piglets.

Keywords: n-carbamylglutamate; nutrition; piglets
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1. INTRODUCAO

O periodo p6s desmame pode ser considerado um dos mais desafiadores na produgéo
de suinos. As mudangas ambientais, nutricionais, sociais e de manejo que os leitbes sdo
submetidos, impdem uma condicdo de elevado estresse, resultando em impactos na saude
intestinal, no metabolismo e no desempenho dos animais (Zhang et al., 2013).

Nesse periodo, o trato gastrointestinal apresenta uma menor capacidade de digestéo e
absorcédo dos nutrientes da racéo, em razéo da atrofia de vilosidades e da diminuicdo da relagéo
vilo:cripta, favorecendo a fermentacéao de fragdes proteicas em segmentos distais do intestino e
disbiose (Pluske, 2016). Além disso, 0 aumento da permeabilidade intestinal e o
comprometimento da funcéo de barreira facilitam a passagem de bactérias do lumen intestinal
para a circulacdo sanguinea, aumentando a suscetibilidade a infec¢Bes, principalmente
entéricas, resultando em diarreia (Hu et al., 2023). O periodo pds desmame também esta
relacionado ao aumento do estresse oxidativo, em virtude do desequilibrio entre a producéo e a
remocao de espécies reativas de oxigénio, prejudicando a renovacdo epitelial e a funcdo de
barreira intestinal, bem como sua atividade proteora e imunolégica (Wu et al., 2010, Zhang et
al., 2018).

Diante desse cenario, a adocdo de estratégias nutricionais capazes de minimizar os
efeitos negativos do desmame tem despertado crescente interesse, principalmente estratégias
relacionadas a modulagdo da resposta inflamatéria, da funcdo e salde intestinal e da melhora
do desempenho (Mou et al., 2019). Dentre essas estratégias, a suplementacdo com o N-

carbamilgutamato (NCG) vém se destacando.

O NCG é um andlogo funcional do N-acetilglutamato (NAG), configurando-se como
uma estratégia nutricional promissora para aumentar a sintese de arginina durante o periodo
pos-desmame. O NCG é capaz de atuar como um ativador da enzima CPS-1, resultando em
maior sintese e disponibilidade deste aminoacido para os processos celulares (Hu et al., 2023).
Estudos anteriores, demonstraram que a suplementacdo com NCG pode melhorar o
desempenho, a morfologia e integridade intestinal, aléem de modular as respostas antioxidantes

e anti-inflamatdrias em leitdes (Hu et al., 2023; Zhang et al., 2013).

Embora os suinos sejam capazes de sintetizar arginina, este aminoacido é considerado
condicionalmente essencial no periodo pos desmame e nas fases iniciais de crescimento, uma
vez que a sintese enddgena nao é suficiente para atender as necessidades nutricionais (Marini

et al., 2017). A suplementacdo de arginina para suinos de diferentes idades é estudada, no
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entanto, apesar de seus resultados promissores, a utilizagdo na nutricdo de leitdes apresenta
algumas limitagdes, incluindo o alto custo de suplementagéo, a competi¢éo por transportadores
de aminoécidos e a alta taxa de degradacdo microbiana no trato gastrointestinal (Li et al., 2023,
Palencia et al., 2018). Diante das limitacGes associadas a suplementacdo de arginina e da
reduzida capacidade de sintese por leitGes jovens, a suplementacdo de precursores de sua sintese
endogena, como o NCG, pode se tornar relevante. Entretanto, a comparacdo dos efeitos entre

diferentes niveis de suplementacéo para leitGes ainda ndo esta bem estabelecida na literatura.

Desse modo, hipotetiza-se que a suplementacdo com NCG pode melhorar a morfologia
e a integridade intestinal, reduzir a incidéncia de diarreia, modular a resposta inflamatoria e
antioxidante e consequentemente melhorar o desempenho de leites desmamados aos 21 dias
de idade, e tem como objetivos avaliar os efeitos da suplementacdo com diferentes niveis de
NCG, durante o periodo de 21 aos 50 dias de idade, sobre o desempenho, a incidéncia de
diarreia, a morfologia e integridade intestinal, a fun¢éo antioxidante e a expresséo de citocinas

inflamatérias.
2. MATERIAIS E METODOS

Todos os métodos envolvendo o manejo de suinos seguiram 0s principios éticos da
pesquisa animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais de
Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vigosa (Protocolo n® 036/2025) (Anexo 1).

2.1 Animais, delineamento experimental e dietas

Um total de 120 leitBes, hibridos comerciais, machos castrados e fémeas, desmamados
aos 21 dias de idade, com peso médio de 6,72 kg + 0,76 kg, foram distribuidos em delineamento
experimental em blocos casualizados, em quatro dietas, com dez repeticGes e trés animais por
unidade experimental, representada pela baia. O peso inicial foi levado em consideracdo na
formagé&o dos blocos. As dietas consistiram em: controle (CON, dieta basal), CON + 0,05% de
NCG (NCGL1), CON + 0,1% de NCG (NCG2), CON + 0,15% de NCG (NCG3). A dieta CON
(Tabelas 1 e 2), foi formulada para atender as exigéncias nutricionais dos leitdes durante as
duas fases do experimento (21 aos 35 e 36 aos 50 dias de idade), conforme as recomendagdes
de Rostagno et al. (2024).

Os leitbes foram alojados em gaiolas metalicas, com piso ripado de plastico, equipadas
com comedouros semiautomaticos e bebedouros tipo nipple, localizadas em salas de creche,

nas quais a temperatura foi mantida dentro da zona termoneutra para leitbes desmamados
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durante o periodo experimental, por meio de aquecedores elétricos (Agroceres PIC, 2021). A
temperatura ambiente média foi de 26,5 + 1,45 °C e as temperaturas minima e maxima foram
de 24,30 + 1,13 e de 28,70 + 1,34 °C, respectivamente.

Os leitdes tiveram livre acesso a racao e 4gua durante todo o periodo experimental (21 a
50 dias de idade). Durante o experimento, a racdo foi pesada antes do fornecimento e o
desperdicio de racdo, e as sobras foram coletadas e pesadas diariamente para determinar o
consumo de ragdo médio diario (CRD). Os leitdes foram pesados individualmente nos dias 0,
14 e 29 do periodo experimental, para determinar o peso corporal final (PMF), o ganho de peso
médio diario (GPD) e a converséao alimentar (CA).

2.2 Escore fecal e incidéncia de diarreia

O escore fecal de cada leitdo foi visualmente avaliado em cada manh& por um dnico
observador, durante a primeira fase do periodo experimental, dos 21 aos 35 dias de idade, por
meio da metodologia descrita por Liu et al. (2010). As fezes frescas foram pontuadas de acordo
com a caracteristica fisica, utilizando uma escala de 1 a 4, sendo: 1 = sélida; 2 = semissdlida; 3
= semiliquida; 4 = liquida. A ocorréncia de diarreia foi definida pela producdo de fezes com
escore 3 ou 4 por 2 dias consecutivos. A incidéncia de diarreia foi calculada por meio da
férmula: Incidéncia de diarreia (%) = (nUmero de leitdes com diarreia em cada baixa x dias com
diarreia) / (3 leitdes x 14 dias) x 100.

2.3 Coleta de sangue e de tecido intestinal

Aos 35 dias de idade, um leitdo de cada baia, com peso corporal mais préximo da média
de sua respectiva baia, foi selecionado para coleta de sangue por puncdo do seio orbital em
tubos contendo ativador de coagulo para obtencdo de soro. Uma hora apds a coleta, as amostras
de sangue foram centrifugadas a 3.500 x g por 10 minutos para a separa¢do do soro. O soro foi

transferido para microtubos de 1,5 ml e armazenado a — 20°C até posterior analise.

Posteriormente, o mesmo leitdo foi insensibilizado e abatido por sangramento, para a
coleta de amostras histologicas. Segmentos de 2 x 2 cm de intestino foram coletadas,
correspondente aos segmentos de duodeno (10 cm do piloro), jejuno (por¢cdo medial) e ileo (5
cm da juncao ileocecal), de acordo com a metodologia descrita por Yang et al. (2014). Os
segmentos foram lavados com solugdo fisiologica e fixados em solucdo de paraformaldeido a

4,0% durante 24 horas em temperatura ambiente.
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2.4 Marcadores de estresse oxidativo

A atividade das enzimas antioxidantes foi avaliada a partir de uma aliquota do soro.
foram avaliadas as atividades das enzimas: superdxido dismutase (SOD), e catalase (CAT), bem
como a capacidade antioxidante total, por meio da técnica de mensuracdo FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power). Além disso, os niveis de 6xido nitrico (NO) foram mensurados.
A peroxidacéo lipidica foi avaliada analisando os niveis de malondialdeido (MDA). A oxidag&o
de aminoacidos e degradacdo proteica foi determinada pela proteina carbonilada (PC). A
atividade de CAT foi determinada pela taxa de decomposic¢do do H202 medida no tempo 0,3 e
60 segundos, tendo sua atividade expressa por CAT U/miligramas de proteina. A atividade da
enzima SOD foi avaliada pelo método do pirogalol, avaliando a capacidade dessa enzima de
catalisar a reagcdo do anion superéxido com o peréxido de hidrogénio. O FRAP foi determinado
com base na reducdo de Fe3+ a Fe2+ no soro por antioxidantes ndo enzimaticos, sendo expresso
em mmol Fe2+/mL. As concentragdes de o0xido nitrico foram determinadas indiretamente pela
quantificacdo dos niveis de nitrito e nitrato, usando o método Greiss (Tsikas, 2007). O MDA
foi determinado utilizando a solu¢cdo TBARS, segundo Jentzsch et al. (1996), a leitura da placa
foi realizada a 535 nm, sendo os resultados expressos em pmol/mL. A proteina carbonilada foi
determinada de acordo com a metodologia de Levine et al. (1990), com a leitura da placa
realizada a 370 nm e resultados expressos em nmol/mL. Os dados foram normalizados por meio

da concentragdo de proteinas total.

2.5 Morfologia intestinal

Os segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram cortados transversalmente e secos
em gradientes etilicos crescentes, diafinizadas em HistoChoice® e embebidas em Paraplast® a
65°C. Quatro cortes transversais de 5 pum de espessura foram colocados por lamina e em seguida
corados com hematoxilina e eosina. Para a leitura e fotografia das laminas foi usado um
microscopio 6tico EVOS M5000 Imaging System (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) com
aumento de 10x. Posteriormente, as imagens foram analisadas via software Image J. 50i,
javal.6.0_20 (National Institutes of Health). Foram feitas as mensuracfes da altura de 20
vilosidades e suas respectivas cripta. A relacdo vilo: cripta (V:C) foi obtida pela razdo entre as

mensuragoes.

2.6 Amostras para analise de expressao génica
Para coletar amostras de jejuno para expressao génica, 0s instrumentos que entraram em

contato com o tecido foram higienizados com &lcool 70°C, secos com papel-toalha e
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pulverizados com solucdo de RNAse entre cada coleta. A porcéo do jejuno coletada foi lavada
com solucdo salina estéril para remocéao do digesta em contato com o tecido e armazenada em
criotubos de 1,8 mL. As amostras foram entao imediatamente congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80°C para posterior analise. O RNA total foi extraido usando TRIzol®
(Invitrogen™) segundo as instru¢des do fabricante. A concentracdo de RNA foi estimada pelo
NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific) e a integridade do RNA foi avaliada por meio da
eletroforese em gel de agarose a 1%. A sintese do DNA completar foi realizada de acordo com
o protocolo do GoScript™ Reverse Transcription System protocol (Promega Corporation). A

sequéncia dos primers e 0 nimero de acesso no GenBank estdo listados na Tabela 3.

Os primers foram usados para a técnica de PCR quantitativa de transcri¢do reversa com
GoTaq qPCR Master Mix (Promega) no QuantStudio® 3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific). As médias geométricas dos valores de Ct de ACTB foram utilizadas para
normalizar a expresséo dos genes-alvo nas amostras de jejuno. A expressao relativa do gene de

interesse foi calculada pelo método 2-AACt (Livak e Schmittgen, 2001).

2.7 Andlise estatistica

A baia foi considerada a unidade experimental para as varidveis de desempenho, escore
fecal e incidéncia de diarreia. Um leitdo abatido aos 14 dias foi considerado a unidade
experimental para as analises de expressao génica, morfologia intestinal e de marcadores de
estresse oxidativo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote ExpDes.pt do
Software R Core Team (2020), versao 4.1.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia
conforme o delineamento experimental adotado. Contrastes polinomiais lineares e quadraticos
foram usados para a determinacado do nivel ideal da suplementacdo de NCG sobre cada uma das
varidveis analisadas, considerando os niveis de inclusdo como variavel quantitativa. O
coeficiente de determinacgéo (R?) foi utilizado para avaliar o ajuste dos modelos de regresséo.
Diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05 e tendéncias quando 0,05 <P <
0,10.

3. RESULTADOS

3.1 Desempenho, escore fecal e incidéncia de diarreia
Durante o periodo de 21 aos 35 dias de idade, foram observados aumentos lineares do
CRD (P < 0,01), do GPD (P < 0,01) e do PMF (P < 0,01) com o aumento dos niveis de NCG
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das dietas. De forma contraria, a conversao alimentar (CA) reduziu de forma linear (P = 0,04),
com o0 aumento dos niveis de suplementacdo (Tabela 4).

Durante o periodo de 21 aos 50 dias de idade, o PMF aumentou de forma quadratica (P =
0,02) até o nivel estimado de 0,097% de NCG, de acordo com a equagdo Yewe = 15,95 +
2,73*NCG — 14,02*NCG2 (R?= 0,99, Figura 1). De forma semelhante, o CRD e 0 GPD dos
leitbes também aumentaram de forma quadratica (P < 0,01e P = 0,02, respectivamente) até os
niveis estimados de 0,096 e 0,10%, respectivamente, de acordo com as equacdes Ycrp = 0,462
+0,11*NCG - 0,57*NCG? (R?= 0,95, Figura 2) e Yepp = 0,33 + 0,10*NCG — 0,49*NCG? (R?
= 0,99, Figura 3). A conversao alimentar ndo foi influenciada (P > 0,05) pela suplementacao
dietética de NCG (Tabela 5).

N&do houve efeito (P > 0,05) da suplementacdo com NCG sobre o escore fecal e a

incidéncia de diarreia entre 0s 21 e 35 dias de idade (Tabela 6).

3.2 Morfologia intestinal

No duodeno, foi observado tendéncia de aumento linear (P = 0,08) da altura de
vilosidades, com o aumento da inclusdo de NCG nas dietas. A profundidade de criptas reduziu
de forma quadréatica (P = 0,01) até o nivel estimado de 0,064% de NCG, de acordo com a
equacdo Ypcp = 193,07 + 73,42*NCG — 571,90*NCG? (Rz = 0,86). De forma semelhante, foi
observado o aumento quadratico (P = 0,02) na relacdo vilo:cripta no duodeno até o nivel
estimado de 0,050% de NCG, de acordo com a equacdo Yvcp = 0,10 — 0,34*NCG — 3,40*NCG?
(R?=0,98).

De forma similar, no jejuno, foi observada tendéncia de aumento quadratico na altura de
vilosidades (P = 0,08) até o nivel estimado de 0,094% de NCG, de acordo com a equacdo Y avy
= 148,866 + 64,13*NCG — 339,20*NCG2 (R? = 0,86). A relacdo V:C aumentou de forma linear
(P = 0,03) com o aumento dos niveis de NCG. De forma contréria, a profundidade de criptas

reduziu de forma linear (P = 0,05) com o aumento do nivel de NCG nas dietas.

No segmento do ileo, ndo foram observadas diferengas morfoldgicas (P > 0,05) entre as
dietas (Tabela 7).

3.3 Marcadores de estresse oxidativo
A suplementacdo com NCG ndo alterou (P > 0,05) as concentragBes de proteina

carbonilada (PC), malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (NO) e nem a capacidade antioxidante
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total (FRAP). Da mesma forma, ndo foram observadas alteracdes (P > 0,05) na atividade das
enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Tabela 8).

3.4 Expressao génica

A suplementacdo com NCG promoveu aumento linear da expressdo de mRNA de OCL
(P =0,02). De forma diferente, a expressao de IL-1p aumentou de forma quadréatica (P = 0,04),
até o nivel estimado de 0,1% de NCG, de acordo com a equac¢do Yi.-1g = 0,93 + 1,73*NCG —
8,76*NCG2 (R? = 0,82). Além disso, foi observada tendéncia de reducéo linear da expresséo de
TNF-o (P = 0,10), com o aumento dos niveis de NCG. Os genes CLA, ZO-1 e IL-10, ndo
apresentaram diferencas (P > 0,05) na expressao de mRNA em resposta a suplementacéo com
NCG (Tabela 9).

4. DISCUSSAO

A fase pds-desmame € marcada por um periodo de estresse, decorrente de mudancas
abruptas na dieta, no ambiente e no manejo dos leitdes. Essas mudancas resultam em alteracdes
no funcionamento do sistema imune e também na morfologia e funcdo intestinal,
comprometendo o crescimento e o desempenho produtivo (Arnaud et al., 2023; Upadhaya et
al., 2021). Adicionalmente, nessa fase, a sintese de arginina é insuficiente para atender a
demanda nutricional, tornando esse aminoacido limitante (Marini et al., 2017). Nesse contexto,
a suplementacdo com NCG representa uma estratégia nutricional promissora, por estimular a
sintese enddgena de arginina por meio da ativacdo da CPS-1 e aumentar sua disponibilidade
para processos relacionados ao crescimento tecidual, resposta imune e manutencdo da
integridade intestinal (Wang et al., 2022).

No presente estudo, a suplementacdo com 0,15% de NCG durante as 2 primeiras semanas
apos o desmame resultou em maior PMF, GPD e CRD, bem como melhor conversao alimentar.
Durante o periodo total (21 aos 50 dias), o PMF, GMD e o CRD aumentaram de forma
quadratica, com a suplementacdo de NCG. Os efeitos positivos observados sobre o desempenho
podem ser atribuidos ao maior estimulo para a sintese proteica. A maior disponibilidade de
arginina favorece a ativagédo da via mTOR, especialmente do complexo mTORC1, relacionado
a regulacdo da sintese proteica, da hipertrofia do tecido muscular e do crescimento dos tecidos
(Long et al., 2025; Yao et al., 2011). A ativacdo dessa via estimula a fosforilagdo de proteinas

envolvidas na iniciacdo da traducdo, aumentando a sintese de proteinas e a deposicao de tecido
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muscular (Long et al., 2025; Yao et al., 2011), resultando em maior GPD e maior PMF dos
animais suplementados com NCG. Yang et al. (2013), observaram que a suplementacdo de
0,1% de NCG na dieta de leitdes desmamados reduziu as concentracdes plasmaticas de amonia
e nitrogénio ureico sérico, marcadores do metabolismo do nitrogénio. De forma relacionada,
Long et al. (2025) demonstraram que a suplementacdo com arginina € eficiente para aumentar
a secrecdo e os niveis plasmaticos de hormonios anabolicos, como insulina, GH e IGF-1,
relacionados ao aumento da sintese proteica e ao crescimento do tecido muscular esquelético,
e promovem o aumento do peso médio final e do ganho de peso médio diario de leitdes. Esses
resultados indicam maior eficiéncia na utilizacdo dos aminoacidos, e um metabolismo com
menor degradacdo proteica e maior retencdo de nitrogénio para a sintese de proteinas,
mecanismos que podem explicar a melhora da conversdo alimentar observada no presente
estudo. Além disso, a reducdo dos niveis de amonia diminui gastos energéticos associados a
sua detoxificacdo pelo ciclo da ureia, dessa forma, h& maior disponibilidade de energia para
processos relacionados ao crescimento corporal, contribuindo para a melhora do desempenho
(Long et al., 2025).
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Figura 3 — Ganho de peso diario de leitdes dos 21 aos 50 dias de idade alimentados com dietas

suplementadas com NCG.

As alteragdes observadas na morfologia intestinal, incluindo o aumento da altura das

vilosidades, a reducdo da profundidade das criptas e a melhoria da relagdo vilo:cripta no

duodeno e jejuno, indicam melhora da morfologia intestinal a partir da suplementagdo com

NCG. Adicionalmente, sugerem uma a¢do do NCG na manutencdo da integridade da barreira

intestinal, uma vez que, vilosidades mais desenvolvidas estéo correlacionadas com uma barreira

intestinal mais funcional. Resultados similares foram observados por Hu et al. (2023), que
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suplementaram leitdes desmamados com 0,05% de NCG e verificaram o0 aumento da altura das
vilosidades, da relacdo vilo:cripta no jejuno e da expressdo génica de proteinas de jungéo

estreita, envolvidas na manutencéo e preservacao da barreira intestinal.

Estes efeitos podem ser resultado de maiores niveis de NO, capaz de melhorar a perfuséo
sanguinea, aumentando o aporte de oxigénio e nutrientes para os enterdcitos e favorecendo o
desenvolvimento e manutencdo da mucosa intestinal. Além disso, ao favorecer a captacao de
glicose e a lipolise nos tecidos, pode aumentar a disponibilidade de energia para o crescimento
tecidual e estimular a renovacao celular intestinal (Zhang et al., 2021; Li et al., 2024). De forma
complementar, as poliaminas produzidas pelo metabolismo da arginina estimulam a
proliferacdo celular e reduzem a atrofia de vilosidades induzida pelo estresse pds-desmame,
colaborando para a manutencdo da morfologia, funcdo e permeabilidade intestinal (Luise et al.,
2023). A melhor fungdo e desenvolvimento intestinal estdo associadas com a maior capacidade
de digestdo e absor¢do de nutrientes em decorréncia da maior area de contato dos nutrientes
com mucosa e da maior secrecdo enzimatica (Tang et al., 2022), colaborando para os resultados
encontrados de maior GPD, PMF e melhor CA entre os 21 aos 35 dias e maior GPD e PMF dos
21 aos 50 dias.

Além disso, outro efeito relacionado a melhora da morfologia intestinal corresponde ao
efeito poupador de nutrientes obtido com a reducdo da profundidade de criptas. O turnover
epitelial intestinal constitui um processo de elevado custo energético e proteico, que limita a
disponibilidade de nutrientes para o crescimento tecidual, uma vez que uma parcela elevada
desses recursos € direcionada a renovacdo epitelial (Luise et al., 2023). Nesse contexto, a
reducdo da profundidade de criptas pode indicar um menor grau de morte e renovacao precoce
dos enterdcitos e por consequéncia, menor gasto de nutrientes para a manutencao epitelial, que
podem ser usados para o crescimento de tecidos (Tang et al., 2022). Efeitos similares foram
relatados por Yao et al. (2011), ao suplementarem leitdes desmamados aos 21 dias com
arginina, observaram reducéo da profundidade de criptas e o aumento da altura de vilosidades,
além do maior peso do intestino delgado, acompanhados pela melhora da conversao alimentar

e do ganho de peso diario.

Outro mecanismo que pode explicar a melhora do desempenho e da morfologia
intestinal observados ¢ relacionado ao aumento da sintese de creatina. A arginina participa da
formagdo do NCG nos rins, um precursor de creatina, aumentando sua producdo e

disponibilidade (Dinesh et al., 2021). A creatina apresenta importante papel energético por ser
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uma fonte de regeneracdo de ATP, sendo relevante principalmente para tecidos que apresentam
elevado potencial de crescimento, intensa renovacgdo celular e alta demanda energética, como
os tecidos muscular e o epitelial intestinal (Long et al., 2025). A maior producdo de creatina
favorece a hipertrofia muscular, por meio da maior ativacdo da via da mTOR, além disso,
favorece a manutencdo da barreira intestinal, uma vez que ela aumenta a disponibilidade de
energia e estimula a sintese proteica, colaborando para a renovagdo celular, aumentando o
ganho de peso e melhorando a morfologia intestinal (Choi et al., 2025; Hu et al., 2023),
conforme observado no presente estudo. Além disso, a creatina pode diminuir o catabolismo
proteico, resultando em menor mobilizacdo e oxidacdo de fracBes proteicas do musculo em
momentos de elevada demanda energética e maior eficiéncia de uso dos nutrientes da dieta,
favorecendo assim o crescimento corporal e 0 ganho de peso (Long et al., 2025; Wu et al.,
2018).

Embora a morfologia intestinal tenha sido melhorada, ndo foram observadas diferengas
no escore fecal e na incidéncia de diarreia. Estes resultados diferem de estudos como os de Wu
et al. (2010) e Zhang et al. (2013), que relataram, respectivamente, reducdes de 18% e 20,5%
na incidéncia de diarreia, com a suplementacdo de 0,08% e 0,05% de NCG na dieta de leitdes.
Segundo estes autores, a reducdo da incidéncia de diarreia foi associada a melhora da
integridade intestinal e da imunidade de mucosa promovidos pela maior disponibilidade de
arginina. Entretanto, estes estudos foram realizados sob condic6es de elevado estresse, a partir
do desafio por infecgdo experimental com E. coli. ou utilizando dietas menos complexas e com
baixo teor de lacteos. No presente estudo, a auséncia de diferencas entre estes parametros pode
estar relacionada ao baixo desafio sanitario no ambiente experimental, diminuindo a pressédo de
infeccdo e a exposicdo a patdgenos, uma vez que os efeitos do NCG sobre a reducdo da diarreia
tendem a ser mais pronunciados em modelos experimentais com maior desafio sanitario ou

inflamatorio, no qual a um grau maior de comprometimento da barreira intestinal.

Além de promover a melhora sobre o desempenho e a morfologia intestinal, a arginina
atua como substrato para a sintese de NO. No entanto, para que ele seja produzido € necessario
a interacdo de diversos fatores, incluindo a atividade das arginases, sinalizagdes celulares, o
estado fisiologico do animal, e a disponibilidade desse aminoacido (Morris et al., 2017; Wu et
al., 2018). Durante o periodo pds-desmame a arginina participa de diversas vias metabdlicas
relacionadas ao crescimento, entretanto, esse aminoacido pode ter sido preferencialmente
direcionado a processos de sintese proteica, crescimento muscular, manutencdo da morfologia

intestinal e sintese de creatina, ndo sendo direcionado para o0 metabolismo do NO, fazendo com
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que os niveis plasméticos ndo fossem alterados. Além disso, 0 aumento da sintese de NO pode
ser acompanhado por niveis inalterados de nitrito e nitrato, intermediarios usados para estimar
o0s niveis plasmaticos dessa molécula, o que muitas vezes pode nao refletir a real taxa de sintese

e subestimar sua concentracdo (Tsikas, 2007; Kim-Shapiro; Gladwin, 2015).

No presente estudo, a suplementagdo com NCG ndo provocou alteragdes na atividade
ou concentracdo de enzimas antioxidantes durante o periodo de 21 a 35 dias de idade. As
enzimas SOD e CAT fazem parte do sistema de defesa do organismo na neutralizacdo de
radicais livres, prevenindo danos aos tecidos. Hu et al. (2023) observaram que a suplementacéao
de leitdes sob estresse de desmame com NCG aumenta a atividade da SOD na mucosa jejunal
e no sangue. Embora os animais estivessem enfrentando um estresse do desmame, € possivel
inferir que o mesmo, de forma isolada, ndo foi capaz de induzir um estresse oxidativo intenso.
Tal afirmacdo pode ser corroborada pela auséncia de diferengas nos marcadores de danos
oxidativos plasmaéticos, incluindo malondialdeido e proteinas carbolinadas, sugerindo que o
sistema antioxidante basal dos leitdes foi capaz de atender as demandas de neutralizacdo de
espeécies reativas de oxigénio. Essa condicdo sugere que a homeostase redox possa ter sido
preservada e a producdo de espécies reativas de oxigénio permaneceu em equilibrio com os
mecanismos de neutralizacdo enziméticos e ndo enzimaticos, protegendo os tecidos contra
danos oxidativos. Consequentemente, eventuais efeitos antioxidantes do NCG podem néo ter
sido evidenciados, resultando em concentracfes semelhantes dos niveis de SOD e CAT e

também da capacidade antioxidante total (FRAP).

Outro fator que pode explicar a auséncia de diferencas observadas sobre o sistema
antioxidante no presente estudo é que essa resposta pode variar em duracdo e intensidade de
acordo com o tecido analisado. Hu et al. (2023) demonstraram que a suplementacdo com NCG
aumentou a atividade da GSH-Px plasmética e da SOD no jejuno, sem alterar a atividade da
GSH-Px no jejuno e da SOD no soro. Esses resultados ilustram que os efeitos do NCG sobre o
sistema antioxidante podem se apresentar de maneiras distintas, em razdo da intensidade do
desafio oxidativo em cada tecido. O epitelio intestinal € um dos principais locais de a¢do do
NCG durante o periodo pos-desmame, uma vez que esta exposto ao estresse nutricional,
disbiose da microbiota e ao aumento da producgéo de espécies reativas de oxigénio (Han et al.,
2024). Desse modo, 0s mecanismos de acgdo antioxidantes promovidos pela maior
disponibilidade da arginina, incluindo aumento da atividade da CAT e SOD tendem a agir de

forma mais predominantemente no tecido intestinal do que na circulacdo sistémica, onde o
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desafio oxidativo € menos intenso (Hu et al., 2023; Zhang et al., 2021), sendo as diferencas
plasmaticas mais dificeis de serem detectadas.

Apesar da auséncia de alteracGes nos marcadores de estresse oxidativo, a avaliacdo da
expressdo génica de citocinas inflamatorias demonstrou que a suplementacéo de NCG apresenta
capacidade de modular o funcionamento desse sistema. O aumento quadratico das
concentracdes da IL-I B ndao foi acompanhado por alteragdes nos niveis de NO nem nas
atividades de SOD e CAT. Esta citocina, além dos efeitos pro-inflamatorios relatados na
literatura, possui a capacidade de promover a modulagéo e ativacao inicial da resposta imune
inata, do recrutamento de células de defesa e da renovacdo da mucosa intestinal, contribuindo
também para a manutencdo da permeabilidade e da funcéo de barreira (McEntee et al., 2019).
Assim, é provavel que a maior expressao de IL-IB represente uma resposta de modulacdo
inflamatoria localizada no trato gastrointestinal e tenha sido provocada pelo estresse agudo do
desmame ou pelo aumento de espécies reativas de oxigénio locais. De forma contrastante, Hu
et al. (2023), observaram a reducéo da expressdo de mRNA de IL-1B na mucosa jejunal de
leitbes suplementados com NCG, resultando na atenuacdo da inflamagdo induzida pelo
desmame. Por sua vez, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria responsavel pela limitacao de
respostas inflamatorias exacerbadas, atuando enquanto mecanismo compensatério para a
prevencdo de danos aos tecidos (He et al., 2018). A auséncia de alteragdes em sua expressao,
associado a reducdo da expressdao de TNF-o e a melhora da integridade intestinal observadas
neste estudo sugerem que a suplementagdo com NCG promoveu uma modulagdo da resposta
imune sem que ocorresse uma inflamagéo exacerbada que exigisse maior ativacao de vias anti-

inflamatdrias e que provocasse danos ao tecido epitelial intestinal.

A expressdo de mMRNA do TNF-a apresentou uma tendéncia de redugdo linear com a
suplementacdo de NCG. Esta reducdo é um achado que vai de encontro a melhora da sautde
intestinal, uma vez que o aumento desta citocina € frequentemente associado ao aumento da
permeabilidade intestinal e inducdo da expressdo de outras citocinas pro-inflamatorias,
comprometendo a funcdo de barreira, a morfologia intestinal e aumentando a resposta
inflamatdria exacerbada decorrente do estresse do desmame (Tang et al., 2022; Han et al.,
2024). Zheng et al. (2013), suplementaram leitdes desmamados submetidos a desafio oxidativo
com arginina e observaram a diminuicdo da expressdo de mRNA de TNF-a e IL-6 no figado,
auxiliando na regulacao da inflamacgéo e na manutencéo da barreira intestinal em condicdes de

estresse.
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Niveis elevados de TNF- a estao relacionados ao aumento da permeabilidade intestinal,
uma vez que o aumento da inflamac&o intestinal compromete a expressao e organizacdo das
proteinas de juncdo estreita, como a OCL, a ZO-1 e a Claudina-1, cuja funcao €é a regulacao da
permeabilidade da mucosa e o ancoramento do epitélio (Han et al., 2024). Nesse contexto, a
reducéo da expressédo de mMRNA de TNF- a pode estar relacionada com o aumento de expressao
de OCL observada no maior nivel de suplementagdo com NCG, uma vez que a menor
concentracdo dessa citocina atenua o potencial lesivo da inflamacdo no intestino e favorece a
maior expressdo de proteinas de juncdo. O aumento da expressdo de OCL fortalece a barreia
mecanica intestinal, protegendo a mucosa contra a entrada de patogenos, reduzindo assim a
inflamagdo e mitigando processos inflamatorios que resultam na atrofia das vilosidades ou
alteracdes morfoldgicas (Tang et al, 2022). Consequentemente, a preservacao da morfologia
intestinal pode favorecer os processos digestivos e diminuir os gastos com energia e
aminoacidos para a ativagdo do sistema imune e reparacao de danos ao epitélio, resultando em
maior ganho de peso e aproveitamento dos nutrientes da dieta.

5. CONCLUSAO

A suplementacao com 0,10% de NCG durante os 21 aos 50 dias resulta em melhor desempenho,
além de melhorar a morfologia e a integridade intestinal e atenuar respostas inflamatérias de
leitdes desmamados aos 21 dias de idade.
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7. TABELAS

Tabela 1. Composicgéo das dietas experimentais dos 21 a 35 dias de idade.
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Ingrediente, % CON NCG1 NCG2 NCG3
Milho 48,590 48,590 48,590 48,590
Farelo de soja 17,500 17,500 17,500 17,500
Soro de leite 13,330 13,330 13,330 13,330
Soja micronizada 13,000 13,000 13,000 13,000
Oleo de soja 2,410 2,410 2,410 2,410
Fosfato bicalcico 1,653 1,653 1,653 1,653
Calcério 0,910 0,910 0,910 0,910
L-lisina 0,610 0,610 0,610 0,610
L-treonina 0,363 0,363 0,363 0,363
DL-metionina 0,350 0,350 0,350 0,350
Mistura Vitaminica 0,300 0,300 0,300 0,300
Sal 0,280 0,280 0,280 0,280
L-valina 0,203 0,203 0,203 0,203
Mistura mineral 0,200 0,200 0,200 0,200
Caulim 0,150 0,100 0,050 0,000
L-triptofano 0,111 0,111 0,111 0,111
L-isoleucina 0,040 0,040 0,040 0,040
Nee o e 0,050 0,100 0,150
Composicao nutricional calculada

Energia Metabolizével, kcal/kg 3.450 3.450 3.450 3.450
Proteina bruta, % 20,26 20,26 20,26 20,26
Célcio, % 0,900 0,900 0,900 0,900
P disponivel, % 0,491 0,491 0,491 0,491
Sadio, % 0,226 0,226 0,226 0,226
Lactose, % 10,00 10,00 10,00 10,00
Lisina digestivel % 1,446 1,446 1,446 1,446
Met +cis digestivel % 0,868 0,868 0,868 0,868
Treonina digestivel % 0,984 0,984 0,984 0,984
Triptofano digestivel % 0,304 0,304 0,304 0,304
Valina digestivel % 1,012 1,012 1,012 1,012
Isoleucina digestivel % 0,796 0,796 0,796 0,796
Leucina digestivel % 1,487 1,487 1,487 1,487




Tabela 2- Composicéo das dietas experimentais dos 36 aos 50 dias de idade.
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Ingrediente, % CON NCG1 NCG2 NCG3
Milho 53,720 53,720 53,720 53,720
Farelo de soja 28,000 28,000 28,000 28,000
Soja micronizada 5,000 5,000 5,000 5,000
Soro de leite 4,670 4,670 4,670 4,670
Oleo de soja 3,600 3,600 3,600 3,600
Fosfato bicalcico 1,660 1,660 1,660 1,660
Calcério 1,150 1,150 1,150 1,150
Sal 0,440 0,440 0,440 0,440
L-lisina 0,420 0,420 0,420 0,420
Mistura vitaminica 0,300 0,300 0,300 0,300
DL-metionina 0,260 0,260 0,260 0,260
L-treonina 0,260 0,260 0,260 0,260
Mistura mineral 0,200 0,200 0,200 0,200
Caulim 0,150 0,100 0,050 0,000
L-valina 0,090 0,090 0,090 0,090
L-triptofano 0,080 0,080 0,080 0,080
NCG 0,050 0,100 0,150
Composigéo nutricional calculada

Energia Metabolizavel, kcal/kg 3.400 3.400 3.400 3.400
Proteina bruta, % 20,68 20,68 20,68 20,68
Célcio, % 0,938 0,938 0,938 0,938
P disponivel, % 0,443 0,443 0,443 0,443
Saédio, % 0,217 0,217 0,217 0,217
Lactose, % 3,500 3,500 3,500 3,500
Lisina digestivel % 1,336 1,336 1,336 1,336
Met +cis digestivel % 0,802 0,802 0,802 0,802
Treonina digestivel % 0,909 0,909 0,909 0,909
Triptofano digestivel % 0,281 0,281 0,281 0,281
Valina digestivel % 0,936 0,936 0,936 0,936
Isoleucina digestivel % 0,782 0,782 0,782 0,782




Tabela 3- Primers utilizados na expresséo génica
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Gene Sequéncia NUmero de acesso
ACTB F: CTTCTAGGCGACTGTTAGTG XM_0031242803
R: AGCCATGCCAATCTCATCTC
Claudin-1 F.CTCTCCCCACATTCGAGATGATT NM_001244539.1
R:AGCCATTGACGTGATCCAGG
Occludin F- TCAGGTGCACCCTCCAGATT NM_001163647.2
R:TATGTCGTTGCTGGGTGCAT
Z0-1 F.:CCAACCATGTCTTGAAGCAGC XM_021098896.1
R:TGCAGGAGTGTGGTCTTCAC
TNF-a F:GCCCTTCCACCAACGTTTTC NM 214022.1
R:CAAGGGCTCTTGATGGCAGA
IL-15 F:ACACACCTCTGACTCAAGCC NM_001302388.2
R:GGGGCCATCAGCCTCAAATA
IL-10 F.CACTGCTCTATTGCCTGATCTTCC NM_214041.1

R:AAACTCTTCACTGGGCCGAAG

ACTB: B-actina; Claudin-1: Claudina 1; Occludin: ocludina; ZO-1: Z6nula Ocludens 1; TNF- a: Fator de necrose

tumoral o; 11-15: interleucina 15; IL-6 Interleucina 6; IL-10: Interleucina 10;
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Tabela 4 - Desempenho dos 21 aos 35 dias de idade

Dietas P-valor
Variavel SEM i i
CON NcCG1 NCG2 NCG3 Linear Quadratico

PMI (kg) 6,717 6,728 6,734 6,725 0,502

PMF (kg)? 8,70 9,05 9,18 9,25 0,748 0,01 0,34
CRD (kg)® 0,248 0,265 0,264 0,277 0,027 0,02 0,81
GPD (kg)* 0,141 0,166 0,175 0,181 0,032 0,01 0,39
CAY 1,79 1,64 1,57 1,56 0,275 0,04 0,45

PMI: peso médio inicial, PMF: peso médio final, CRD: consumo de racdo diario, GPD: ganho de peso diério,

CA: conversdo alimentar.

3Linear: Ypmr = 8,756 + 0,370*NGC (P < 0,01; R?>=0,89).
®Linear: Ycrp = 0,250 + 0,018*NGC (P = 0,02; R? = 0,88).
‘Linear: Yepp = 0,145 + 0,026*NGC (P < 0,01; R? = 0,91).

dLinear: Yca =1,769 - 0,162*NGC (P = 0,04; R? = 0,88).

Tabela 5 - Desempenho dos 21 aos 50 dias de idade

Dietas P-valor
Variavel SEM i i
CON NCG1 NCG2 NCG3 Linear  Quadratico
PMF (kg)* 15,96 16,94 17,3 16,89 1,357 0,01 0,02
CRD (kg)® 0,459 0,508 0,508 0,501 0,044 0,02 0,01
GPD (kg)* 0,330 0,365 0,378 0,363 0,037 0,02 0,02
CA 1,40 1,40 1,34 1,38 0,063 0,26 0,38

PMF: peso médio final, CRD: consumo de rac&o diario, GPD: ganho de peso diario, CA: conversao alimentar.

Tabela 6 — Escore fecal e incidéncia de diarreia dos 21 aos 35 dias de idade

Dietas P-valor
Variavel SEM __ i
CON NCG1 NCG2 NCG3 Linear Quadratico
Escore fecal 161 1,69 1,66 1,61 0,240 0,73 0,27

Incidéncia diarreia, % 12,1 13,5 11,6 10,8 5,492 0,30 0,38




Tabela 7 — Morfologia Intestinal
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Dietas P-valor

Variavel SEM

CON NCG1 NCG2 NCG3 Linear Quadratico
Duodeno
Altura de vilosidade (um)®  178,7 193,8 202,8 218,3 39,013 0,08 0,67
Profundidade de cripta (um)* 190,3 223,8 201,1 177,3 33,135 0,20 0,01
Relac&o vilo:cripta® 1,007 0,895 1,020 1,248 0,221 0,01 0,02
Jejuno
Altura de vilosidade (um)®  147,0 178,0 1736 170,6 31,903 0,12 0,08
Profundidade de cripta (um)© 161,3 156,4 143,0 1455 21,232 0,05 0,58
Relacéo vilo:cripta® 0,938 1,151 1,212 1,177 0,247 0,03 0,10
fleo
Altura de vilosidade (um) 170,4 180,3 182,7 1853 44,123 0,43 0,69
Profundidade de cripta (nm) 172,8 182,2 171,8 1795 41,782 0,87 0,95
Relacéo vilo:cripta 1,025 1,008 1,152 1,057 0,309 0,55 0,66

ALinear: Yavp = 186,268 + 19,54*NCG (P = 0,08; R? = 0,94);

CLinear: Ypcs = 160,66 — 12,15*NCG (P = 0,05; R? = 0,80);

°Linear: Yvc; = 1,005 + 0,156*NCG (P = 0,03; R? = 0,66).



32

Tabela 8 — Marcadores de estresse oxidativo

Variavel Dietas SEM P-valor
CON NCG1 NCG2 NCG3 Linear Quadratico

PC (nmol/mL) 0,398 0,384 0,283 0,431 0,159 0,98 0,73
Proteina total (mg/mL) 0,575 0,590 0,519 0,509 0,148 0,43 0,56
MDA (nmol/mL) 295 231 329 357 1216 0,39 0,37
FRAP (umol/mL) 1,05 1,15 1,02 1,11 1,58 0,56 0,72
NO (nmol/mL) 59,1 519 54,6 52,2 20,196 0,31 0,45
SOD (U/mL) 1,885 1,387 1,417 0,938 0,899 0,33 0,50
CAT (U/mL) 730 544 539 568 22,082 0,28 0,18

PC: Proteina Carbonilada, MDA: malondialdeido, FRAP: capacidade antioxidante total, NO: 6xido nitrico, SOD:

superoxido dismutase, CAT: catalase.

Tabela 9 — Expressao génica

Dietas P-valor
Variavel SEM
CON NCG1 NCG2 NCG3 Linear Quadratico
OoCL*® 1,000 1,373 1,012 1,753 0,551 0,02 0,30
CLA 1,000 1,067 1,022 0,964 0,658 0,87 0,76
Z0-1 1,000 0,997 1,989 1,177 0,995 0,28 0,20
IL10 1,000 1,015 1,198 1,337 0,728 0,25 0,79
IL1-BP 1,000 1,381 1,990 1,495 0,684 0,03 0,04
TNF- o 1,000 0,841 1,014 0,590 0,450 0,10 0,35

OCL: Ocludina, CLA: Claudina, ZO-1: Z6nula-Ocludens 1, IL10: Interleucina 10, IL1- B: Interleucina 1- f3,
TNF- a: Fator de Necrose Tumoral Alfa.

Linear: YocL = 1,000 + 0,379*NCG (P = 0,02; R = 0,47).

ALinear: Ynr« = 1,020 — 0,212*NCG (P = 0,02; R2 = 0,48).



8. ANEXOS
Anexo 1. Protocolo CEUAP.
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CERTIFICADO
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