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PROTEASE E BUTIRATO DE SODIO NAS DIETAS PRE-INICIAL E INICIAL
DE SUINOS

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho zootécnico, parametros digestiveis,
frequéncia de diarreia, parametros sanguineos, peso de o6rgaos, ph do
conteudo do trato digestivo e histomorfologia intestinal de suinos em fase de
creche alimentados com racédo contendo protease e butirato de sdédio. No
ensaio de desempenho foram utilizados 80 leitdes hibridos comerciais, machos
castrados, com 21 dias de idade e peso médio inicial de 5,11 + 0,4645 kg,
distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, cinco repeticdes e quatro animais por repeticdo. O experimento de
desempenho foi dividido em trés fases, sendo fase pré-inicial de 5,5 a 9 kg,
inicial 1 de 9,3 a 15 kg e inicial 2 de 15 a 30 kg. Os tratamentos consistiram de
racdo basal, racdo basal com 200ppm de inclusdo de protease, ragcdo basal
com 0,3% de inclusdo de butirato de sodio e ragdo basal com protease
(200ppm) e butirato de sodio (0,3%). Foi determinado o ganho de peso diario,
consumo diario de ragao, conversao alimentar; frequéncia de diarreia; perfil
hematoldgico e bioquimico; pH dos conteudos do estdbmago, duodeno, jejuno,
ileo, célon, ceco e reto; pesagem de 6rgaos e parametros histomorfométricos
nos segmentos de duodeno, jejuno e ileo. O experimento de digestibilidade
com suinos em fase de creche foi dividido em duas fases, sendo fase | com
animais de peso médio de 11,770 + 0,730 kg e fase Il em que os animais
pesavam em média 23,070 £ 1,280 kg. Em cada experimento de
digestibilidade, foram utilizados 16 leitdes hibridos comerciais, machos
castrados, o delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com
quatro tratamentos e quatro repeticbes. Os tratamentos consistiram de ragao
basal, racao basal com 200ppp de inclusdo de protease, ragcao basal com 0,3%
de inclusdo de butirato de sédio e ragao basal com protease (200ppm) e
butirato de sddio (0,3%). Foi determinado a digestibilidade da energia e os
coeficientes de digestibilidade e de metabolizabilidade da matéria seca, energia

bruta, proteina bruta e matéria mineral. Protease e butirato de sédio n&o



influenciaram os parametros de ganho de peso diario, consumo diario de ragao
e conversao alimentar. A protease diminui a incidéncia de diarreia na fase
inicial 2. Butirato de sédio e protease isolados e sua associagao melhoraram o
coeficiente de metabolizabilidade da proteina; a protease aumentou a absorgao
de minerais. Butirato de sddio diminuiu 0 numero de plaquetas no sangue. Nao
houve diferengas nos valores de pH dos conteudos intestinais do estémago,
duodeno, jejuno, ileo, cdlon, ceco, reto. Butirato de sddio apresentou menores
valores de peso relativo do intestino delgado e do pancreas, protease diminuiu
o peso do intestino delgado e do figado, a associacao de protease e butirato de
sodio diminuiu o peso do pancreas. Butirato de sddio aumentou a base da
vilosidade do duodeno e a protease diminuiu a altura da vilosidade no ileo. A
producao e atividade enzimatica da protease nao foi limitar no desempenho
pds desmame. O melhor aproveitamento de nutrientes causado pela protease e
butirato de sddio, diminiui a carga funcional dos 6rgdos do trato digestivo,
refletindo em menores pesos de intestino delgado, figado e pancreas. Butirato

de sddio contribui para o desenvolvimento da mucosa intestinal de leitdes.

Palavras-chave: 4&cido organico, desempenho, digestibilidade, enzima,

histomorfometria, leitbes
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PROTEASE AND SODIUM BUTYRATE DIETS IN PRE — INITIAL AND
INITIAL SWINES

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the zootechnical performance, digestible parameters,
diarrhea frequency, blood parameters, organs weight, ph content of the
digestive tract and intestinal histomorphology of pigs in the nursery stage fed
with feed containing protease and sodium butyrate. In the performance test 80
commercial crossbreed castrated male piglets, 21 days old and initial average
weight of 5.11 + 0.4645 kg, allotted in an experimental lineation randomized
block, with four treatments, five repetitions and four animals by repetition. The
experiment performance was divided into three phases, being the pre-initial
from 5.5 to 9 kg, initial 1 from 9.3 to 15 kg, and initial 2 from 15 to30 kg.
Treatments consisted of basal diet, containing 200ppm inclusion of protease,
basal diet with 0.3% addition of sodium butyrate and basal diet with protease
(200ppm) and sodium butyrate (0.3 %). It was determined the daily weight gain,
daily feed intake, nourish conversion, diarrhea frequency; hematological and
biochemical profile; pH of the contents of the stomach, duodenum, jejunum,
ileum, colon, cecum and rectum; weighing of organs and histomorphometry
parameters was determined in the segment of duodenum, jejunum and ileum .
The digestibility experiments with pigs from nursery stage has been divided into
two stages, with stage | to animals with an average weight of 11.770 £ 0.730 kg
and stage Il in which animals weighed on average 1.280 kg £ 23,070. In each
digestibility experiment, 16 commercial crossbred castrated male piglets were
used, the experimental lineation was randomized blocks with four treatments
and four repetitions. Treatments consisted of basal diet, basal diet with 200ppp
inclusion of protease, basal diet with 0.3% addition of sodium butyrate and
basal diet with protease (200ppm) and sodium butyrate (0.3 %). It was
determined the digestible energy and coefficient of digestibility and
metabolizabilety dry material, gross energy, crude protein and mineral material.
Protease and sodium butyrate did not influence the parameters of daily weight

gain, daily feed intake and feed conversion. The protease decreases the
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incidence of diarrhea in the initial phase 2. Sodium butyrate and protease
isolated and its association improved metabolisability coefficient of the protein,
the protease increased mineral absorption. Sodium butyrate decreased the
number of blood platelets. There were no differences in pH values of the
intestinal contents of the stomach, duodenum, jejunum, ileum, colon, cecum,
and rectum. Sodium butyrate showed lower relative weight value of the small
intestine and pancreas, protease decreased the weight of the small intestine
and the liver, the association of protease and sodium butyrate decreased by the
pancreatic weigh. Sodium butyrate increased the base of the duodenal villi
protease and villus height decreased in the ileum. The production and
enzymatic activity of the protease was not limiting in post weaning performance.
The better utilization of nutrients caused by protease and sodium butyrate
decreased the functional load of the organs of the digestive tract, reflecting
lower weight of the small intestine, liver and pancreas. Sodium butyrate

contributes to the development of intestinal mucosa of piglets.

Keywords: digestibility, enzyme, histomorphometry, organic acid, performance,

piglets



CAPITULO I. CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O processo de digestdao dos alimentos guarda em si um grande
desafio. Os nutrientes imobilizados dentro de tecidos ou estruturas celulares,
compondo macromoléculas complexas ndo podem ser absorvidos diretamente,
devendo ser misturados com os sucos digestivos que contém as enzimas
responsaveis por hidrolisar tais macromoléculas, transformando-as em
nutrientes que podem ser absorvidos e aproveitados pelo animal para as suas
necessidades de manutengao, crescimento e reproducdo (SILVA JUNIOR,
2009), isso envolve processos biolégicos e fisico-quimicos complexos que
devem ocorrer de forma coordenada e equilibrada para uma digestao eficiente
e que promova saude e bem estar animal (METZLER et al., 2008).

Somado a isso, a pressao pela maior competitividade, atingida com
0 menor custo associado ao maior desempenho zootécnico, levou as
formulacdes de dietas mais elaboradas e com elevada densidade nutricional,
de modo a prover energia e nutrientes suficientes para atender a demanda
gerada pelo rapido crescimento dos animais (NOVAK et al., 2007). Da mesma
forma que o entendimento cientifico sobre a digestdo esta se aprofundando,
vem ocorrendo uma progressiva implementagdo de novas tecnologias, como a
utilizacdo de acidos orgéanicos e enzimas em ragdes, auxiliando a producéo de
proteina animal de forma mais eficiente e que atenda os padrbes de qualidade
exigidos pelo consumidor.

Os acidos organicos sao conhecidos por melhorar o desempenho
dos animais (PARTANEN & MROZ, 1999), reduzir a concentragdo de
coliformes ao longo do trato gastrointestinal (PRESSER et al., 1997), diminuir o
pH da digesta no intestino delgado, melhorar a atividade de enzimas digestivas,
aumentar a secrecao do pancreas e a digestibilidade dos nutrientes (DIBNER &
BUTTIN, 2002). Sao importantes para a biologia intestinal normal, absorcédo de
agua e de sais no colon, fornecimento de energia e na manuteng¢ao da barreira
intestinal (KORUDA et al., 1990).



A utilizagdo de enzimas exdgenas surgiu como alternativa para
aumentar o valor nutritivo de ingredientes alimentares de baixos coeficientes de
digestibilidade e apresentam significativa fragdo de polissacarideos nao-
amilaceos estruturais, fésforo fitico (CHESSON, 1987) e fatores antinutricionais,
gue nao sao hidrolisados pelas enzimas digestivas dos suinos (FURLAN et al.,
1997); bem como potencializar a acdo das enzimas endodgenas, diminuindo a
viscosidade da dieta e a poluicdo ambiental causada por nutrientes excretados
nas fezes, na tentativa de melhorar o desempenho e a rentabilidade da criacao.

Portanto, objetivou-se avaliar a utilizacdo de protease e butirato de
sédio sobre o desempenho, a incidéncia de diarreia, a digestibilidade de
nutrientes, o perfil sanguineo, o pH dos conteudos do trato digestorio, o peso
de 6rgédos e a histomorfologia intestinal.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acidos organicos

Os acidos organicos incluem acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
contendo de um a sete atomos de carbono, com pKa (pH em que 50% do acido
esta dissociado) entre 3-5, amplamente distribuidos na natureza como
constituintes normais de plantas ou tecidos animais (LEE, 2007).

Os AGCC, em especial os acidos acético, propidnico e butirico, sdo
os principais metabdlitos de fermentagcdo microbiana anaerdbica de
carboidratos, da fibra dietética e dos polissacarideos que ocorrem no ceco € no
colon de mamiferos, de forma semelhante a que ocorre no rimen (FLEMING &
ARCE, 1986).

Protedlise microbiana seguida por desaminagdo de aminoacidos
também fornece AGCC (EI-SHAZLY, 1952). Mensuraveis concentragcbes de
AGCC ocorrem no estdbmago de animais ndo ruminantes sendo maiores na
parte cranial do estdmago, local em que o pH ndo é muito baixo, para que as
bactérias aciddéfilas possam desenvolver (BUGAUT, 1987). Glicoproteinas de
muco e células de membranas langcadas no intestino sdo degradadas por
glicosidases bacterianas e constituem fonte de AGCC (PRIZONT, 1981).

Uma vez que as taxas relativas de absorgéo de acidos graxos na
forma nao dissociada estdo relacionadas com sua solubilidade em agua na
auséncia de bile, é provavel que AGCC, mais soluveis do que os acidos graxos
de cadeia média numa fase aquosa (WESTERGAARD & DIETSCHY, 1976),
sejam facilmente absorvidos pela parede do estdbmago de mamiferos
(BUGAUT, 1987).

AGCC sao absorvidas no intestino grosso, por difusdo passiva e
mecanismos de transporte ativo (WESTEGAABD & DIETSCHY, 1976).
Aproximadamente 95-99% dos AGCC produzidos no intestino grosso sao
absorvidos (VON ENGELHARDT et al., 1989). A quantidade de AGCC
absorvidos por kg de peso corporal varia consideravelmente entre espécies; no
suino € de 95 mmol por dia, dependendo da eficiéncia da superficie epitelial
(STEVENS et al., 1980).



A absorcao passiva de AGCC no trato gastrointestinal tem lugar
principalmente por difusdo nao iénica na forma soluvel em lipideos (BUGAUT,
1987), portanto as taxas de absor¢do devem aumentar com o comprimento da
cadeia, bem como com a diminuicdo do pH da digesta (RONNAU et al., 1989).
STEVENS & HUME (1998) observaram que o grau de solubilidade lipidica
aumentou por um fator de 2,8 a cada grupo de CH, adicional.

A taxa de absorcdo depende do pKa e do pH luminal; quando o pH
luminal é abaixo do pKa, AGCC sao absorvidos rapidamente. O valores de pKa
do acetato, propionato e butirato sdo 4,75; 4,87 e 4,81, respectivamente. Uma
vez que o pH luminal no ileo, célon e ceco do suino é geralmente maior do que
6,5 a maioria dos AGCC permanecem na sua forma dissociada e sao mal
absorvidos (PARTANEN & MROZ, 1999). Contudo, existe a presenga de um
microclima constante de pH na superficie luminal de animais monogastricos;
sendo suas concentracdes de H* independentes das concentracdes de H* no
fluido luminal na gama do pH fisioldgico, assim, as concentragdes de AGCC
nao dissociados no microclima podem ser constantes e independentes do pH
no fluido luminal (VON ENGELHARDT,1989).

Este microclima é necessario para a protonagao dos AGCC, para
difundirem passivamente através da membrana celular na forma nao ionizada
(BUGAUT, 1987). No pH neutro, 99% dos AGCC estao presentes como anions
na digesta (RONNAU et al., 1989). A fonte da maioria dos ions H+ necessarios
para a absorcido de AGCC na forma nao dissociada pode ser fornecida a partir
do ganho de Na +- H+ e HCO- (RASCHKA & DANIEL, 2005), na membrana
apical do célon distal a partir da bomba de K +- H+ (RECHKEMMER et al.,
1996) e uma pequena fragdo da solugédo luminal (RONNAU et al., 1989). A
troca ionica Na £ H pelas células epiteliais pode diminuir o pH local na
superficie de absor¢ao, conduzindo a mudanca do estado ibnico para o acido
livre, e a absorgao do produto por causa do gradiente de concentragao entre as
células epiteliais luminais e o fluido luminal (CHANG & RAO, 1994).

Na mucosa gastrointestinal, os AGCC podem servir para sintese de
lipideos mais complexos, ou ser parcialmente metabolizados ou catabolizados
a CO, (BUGAUT, 1987). AGCC sao metabolizados dentro do colondcito pela
via de B-oxidacdo, com a necessidade da presenga de coenzima A para
produzir energia, entrando no ciclo de Krebs (D'ARGENIO et al., 1994). Acetato



e butirato absorvidos, incluindo os que sao formados no metabolismo
intermediario, entram no ciclo do acido citrico, apés serem convertidos em
acetil-CoA (PARTANEN & MROZ, 1999). A principal via metabdlica da
propionato €& succinil-CoA com metilmalonil-CoA como intermediario
(KOZLOSKI, 2009).

AGCC difundem livremente através do citosol das mucosas e entram
no sangue venoso, permanecendo na forma de acidos graxos livres (BUGAUT,
1987). Minimo transporte de AGCC ocorre no sistema linfatico (KIDDLE et al.,
1951). A parte da mucosa do célon, o figado é o principal sitio de metabolismo
AGCC (SCHEPPACH, 1994).

O acetato é utilizado como uma fonte de combustivel no musculo
cardiaco esquelético (SCHEPPACH et al.,, 1991) e na mucosa do intestino
(GARDINER et al., 1995). Os AGCC, em especial o butirato, sdo a fonte de
combustivel preferida para colonocitos (CAMPBELL et al, 1997). O
metabolismo dos acidos graxos de cadeia curta fornece a maior parte da
energia requerida pelo epitélio do intestino grosso (SAKATA & YAJIMA, 1984).
Absor¢cédo de AGCC no intestino grosso pode representar de 10 a 31% da
energia de manutencgao exigido pelos suinos (STEVENS & HUME, 1998).

Acidos organicos podem reduzir a carga de coliformes ao longo do
trato gastrointestinal (LEE & GAMMELL, 1972) e, assim, reduzir a mortalidade
de leitoes. Nem todos estes acidos tem efeitos na flora intestinal, os acidos
organicos associados a atividade antimicrobiana especifica sdo acidos de
cadeia curta, (C1-C7), acidos fracos e parcialmente dissociados (DIBNER &
BUTTIN, 2002). A eficacia da inibicdo microbiana de um acido é dependente do
seu valor de pKa, os acidos orgénicos com valores de pKa mais elevados séo
conservantes mais eficientes e sua eficacia antimicrobiana é geralmente
melhorada com o comprimento da cadeia e aumento do grau de insaturagao
(FOEGEDING & BUSTA, 1991).

Cada acido tem o seu préprio espectro de atividade antimicrobiana.
Alguns acidos, tais como acido férmico, acido propionico, e acido butirico tem
amplas atividades antimicrobianas e podem ser eficazes contra bactérias e
fungos, incluindo leveduras (PARTANEN & MROZ, 1999). Misturas de acidos
na dieta podem ser mais vantajosas do que acidos individuais isoladamente,

como resultado de uma maior amplitude de atividades (WALSH et al., 2007).



Testando a sobrevivéncia de Salmonella enterica sorovar typhimurium durante
a exposicao de 100nM de acidos graxos de cadeia curta, KWON & RICKE
(1998) observaram que o butirato e o valerato tém maior eficacia
antimicrobiana do que o propionato e o acetato.

A acao antimicrobiana ocorre por meio da depressdo do pH da dieta;
no entanto, a capacidade dos acidos organicos em alterar as formas nao
dissociado e dissociado, dependendo do pH do meio ambiente, tornam-os
eficazes agentes antimicrobianos. Quando o &cido esta na forma néo
dissociada, pode difundir-se livremente através da membrana semipermeavel
de microrganismos para o citoplasma da célula. Uma vez no interior da célula
bacteriana, local em que o pH é mantido proximo de sete, o acido ira se
dissociar causando acidez no citoplasma, suprimindo as reag¢des enzimaticas e
os sistemas de transporte de nutrientes e inibindo a atividade de
decarboxilases e catalases, necessarias para crescimento e multiplicagcao
celular (PARTANEN & MROZ, 1999). Além disso, o processo de transporte do
préton livre da célula requer energia, que ira contribuir para reduzir a
disponibilidade de energia para a proliferagdo, resultando em bacteriostase
(DIBNER & BUTTIN, 2002).

Alguns agentes patogénicos gastrointestinais desenvolveram
sistemas complexos para responder a exposicdo de condigdes extremas de
acido no estbmago e de acidos organicos dentro do intestino delgado
(MERRELL & CAMILLI, 2002). Um mecanismo importante de adaptagdo de
Salmonella typhimurium é a resposta de tolerancia a acido (ATR), em que a
resisténcia ao acido é aumentada apds a exposi¢cao aos AGCC, reforgada pelo
pH acido e pela anaerobiose (KWON & RICKE, 1998). A ATR foi melhor
caracterizada em Escherichia coli e Salmonella typhimurium, demonstrando
que a exposicdo ao pH que causa injuria subletal induz a expressao de
numerosos proteinas de choque acido, que promovem a sobrevivéncia de
bactérias a extremos acidos (FOSTER, 2000).

Os organismos que permitem redugdo do pH intracelular sdo mais
resistentes a acidos graxos volateis do que organismos que tentam manter um
pH intracelular neutro, a acumulacao de anions ¢é responsavel pelo efeito da
toxicidade de acidos da fermentacdo em pH baixo (RUSSELL, 1992).

Acumulacado de anions pode explicar a inibicdo de CI. acetobutylicum por



butirato, quando o crescimento cessou, a concentracdo de butirato externo foi
de apenas 28,3 mmol/L, mas a concentragao anionica interna de butirato foi de
161 mmol/L (TERRACCIANO & KASHKET, 1986).

Resisténcia a acidos fracos conservantes pode assumir varias
formas. Prétons e anions conservantes podem ser ejetados de S. cerevisiae
por H +- ATPase e bomba Pdr12p (PIPER et al., 1998). Os acidos podem ser
removidos por metabolismo (MOLLAPOUR & PIPER, 2001). Descarboxilagao
de acido sorbico em 1,3-pentadieno foi relatado em leveduras (CASAS et al.,
2004), facilitada pela descarboxilase do acido fenilacrilico codificada pelo gene
padA1 em Aspergillus niger (STRATFORD et al., 2009).

A explicagao para a levedura C. krusei resistir a um ambiente hostil e
manter a condicao de quase homeostase do pH pode ser explicado pelo fato
da sua membrana plasmatica ser menos permeavel a acido lactico, por ter
maior capacidade de tamponamento do citosol ou ainda por apresentar
resposta mais imediata da atividade H +- ATPase e maior quantidade
endogena de reservas de energia (HALM et al., 2004).

A relacdo entre o efeito positivo dos &cidos organicos no
crescimento dos leitdes e 0 aumento da ingestdo de alimentos € conhecida
(PARTANEN & MROZ, 1999). A melhora no crescimento de suinos
alimentados com dietas acidificadas tem sido atribuida a melhora na
palatabilidade (BOLDUAN et al., 1988). Ao mesmo tempo, alimentagcdo com
doses elevadas de acidos organicos pode reduzir o consumo de ragdo e o
crescimento, pela redugdo da aceitaggo do alimento (ROTH &
KIRCHGESSNER, 1998).

Para RADECKI et al. (1988) o melhor desempenho dos leitdes
alimentados com ragdes contendo acidos organicos € decorrente da
acidificagdo do conteudo gastrico, compensando o baixo nivel de secregéo de
acido cloridrico em leitbes desmamados, auxiliando-os nos processos
digestivos e minimizando o comprometimento no crescimento, marcante nesta
fase. De acordo com DIBNER & BUTTIN (2002), o beneficio do acido organico
no desempenho ocorre pela estimulagdo direta da proliferacao celular
gastrointestinal.

Os acidos organicos aumentam a digestibilidade de proteinas, por

reduzirem o pH do estbmago e permitir maior ativacdo da pepsina, junto a



menor secre¢ao de suco gastrico e menor diluigdo do bolo alimentar (SILVA
JUNIOR, 2009). A adicao de acido foérmico, de acido fumarico, ou de acido n-
butirico na quantidade de 300 mEq de acido/kg para suinos em crescimeto
melhorou significativamente a absorcdo de aminoacidos essenciais (exceto
para a arginina, a metionina, e cisteina) por unidades de até 5,4%, e a
digestibilidade ileal da proteina bruta tendeu a aumentar (MROZ et al., 2000 ).

PARTANEN & MROZ (1999) relataram melhora na digestibilidade
dos nutrientes com uso de acidos organicos, para suinos em crescimento (20 a
40 kg), em particular em proteina e de energia, atribuida a diminuicdo do pH,
resultando em maior dissociacado de compostos minerais; reducao da taxa de
esvaziamento gastrico; formacao de complexos de quelatos minerais, que séo
facilmente absorvidos e melhoram a saude do intestino dos animais, por sua
atividade antimicrobiana. Para MAYER (1994), o aumento da acidez da digesta
reduz a taxa de esvaziamento gastrico, aumentando o tempo para a hidrélise
de proteinas no estdbmago.

ECKEL et al. (1992) descrevem reducgao significativa de amdnia no
estdmago, no intestino delgado e no ceco de leitdes desmamados alimentados
com 1,25% de acido férmico, decorrente da reducdo da desaminacao
microbiana de aminoacidos, tornando-os disponiveis para absorgéo, resultando
em aumento da digestibilidade e reducéo da excrecéo de nitrogénio amoniacal.
MROZ et al. (1997) relataram melhorias significativas de até 5% na
digestibilidade ileal aparente da proteina bruta e aminoacidos essenciais da
dieta, por acidos férmico, fumarico e n-butirico; as digestibilidades de matéria
seca, matéria organica, calcio (até 8,9%), e fosforo (até 7%) também foram
melhoradas; os melhores resultados foram observados com acido n-butirico,
resultando em uma maior retengao de calcio e fosforo do que a dieta basal;
estas melhorias na digestibilidade foram associadas com melhorias
significativas na média de ganho de peso diario.

Os acidos organicos podem melhorar a absor¢gdo dos minerais
(JONGBLOED et al.,, 2000), embora resultado contrario também tém sido
relatado (RADECKI et al., 1988). A influéncia no transporte intestinal de calcio
foi verificada in vitro por MINEO et al. (2001) que, utilizando acido acético,
propidnico e butirico juntos ou de forma isolada em preparagdes de tecido da

mucosa do ceco e colon de ratos, comprovaram o efeito positivo dos acidos



graxos de cadeia curta no mecanismo de transporte paracelular de calcio no
intestino.

A presenga de acidos graxos de cadeia curta no intestino grosso,
diminui o pH intraluminal (RASCHKA & DANIEL, 2005) e aumenta a
solubilidade do calcio (YOUNES et al.,, 2001), gerando um gradiente de
concentracdo de calcio entre a mucosa e a serosa intestinal, promovendo a
entrada passiva de calcio através do transporte transepitelial (RASCHKA &
DANIEL, 2005). A infusdo de AGCC no cdlon ou reto estimula a absor¢ao de
Ca em humanos in vivo (TRINIDAD et al., 1999). Perfusdo luminal de AGCC
também aumenta absor¢ao Ca no colon em ratos, AGCC podem estimular o
fluxo de calcio através da ativagado de um transportador de Ca2+/+2H (LUTZ &
SCHARRER, 1991).

Acidos organicos complementares podem ligar-se a varios cations
do intestino e atuar como agentes quelantes (PARTANEN & MROZ, 1999),
resultando no aumento da absorgéo intestinal de minerais (JONGBLOED,
2000). AGCC sao prontamente absorvidos e aumentam o fluido do cdlon e a
absorgao de sédio (BOND & LEVITT, 1976). AGCCs podem diminuir as perdas
de fluidos das fezes que ocorrem como consequéncia de alteracbes da
absorcgéao intestinal de carboidratos, sendo importantes na regulagao de fluido e
na absorcao de eletrolitos no intestino grosso (BINDER & MEHTA, 1989).

Dois modelos foram propostos para explicar a absorcédo de AGCC e
sua estimulacdo na absorcdo de Na e Cl, a absorcdo da forma protonada de
AGCC por difusdo nao iénica e o processo de troca AGCC-HCO (BINDER &
MEHTA, 1989). A formacdo da forma protonada de AGCC foi atribuida a
hidratagcdo do CO,, por anidrase carbdnica, embora se tenha sugerido que o
processo de troca de Na-H na membrana apical também pode ser responsavel
(BUGAUT, 1987). A medida que o pH no interior da célula epitelial intestinal é
mais elevado do que no microclima, o AGCCs ionizados desassociam para
reformar protons e AGCC ionizados em parte, por turnover da membrana
apical, por trocas de Na-H e CI-AGCC, respectivamente, o resultado é o
aumento da absorcao de Na e de Cl (BINDER & MEHTA, 1989).

AGCC afetam a proliferacao das células da mucosa, a secrecao de
mucina, a motilidade ileal e cecal, o fluxo de sangue na mucosa do célon e a
diferenciacdo celular dos colondécitos (SCHEPPACH, 1994). AGCC
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estimularam a proliferagdo das células do jejuno, célon e ceco de ratos, em
estudos in situ, os feitos do AGCC foram dependentes da dose, e variaram
entre acidos (butirato > acetato > propionato), exigindo um mecanismo
sistémico mediador; independente do pH luminal baixo (SAKATA, 1987). Ao
contrario, nos estudos in vivo, AGCC geralmente inibiram a proliferagao,
dependente da dose, de células em cultura (SAKATA & YAJIMA, 1984) e do
tecido cecal isolado em ratos (SAKATA, 1987). AGCC, especialmente butirato,
estimulam a expressao de genes e a diferenciagdo pds-mitéticas em diversos
tipos de células (SAKATA & YAJIMA, 1984).

Secrecbes pancreaticas também sido conhecidas por estimular a
proliferacdo da mucosa do intestino delgado (AI-MUKHTAR, 1983). Acidos
organicos complementares em conjunto com os acidos orgéanicos produzidos
intraluminalmente  podem  modular  secregbes  enddcrinas/exocrinas
pancreaticas e intestinais (HARADA et al., 1986), na ordem de acido férmico >
acido lactico > piruvico > acido acético > acido butirico > acido propionico. A
acidificagdo do conteudo duodenal em suinos com acidos monocarboxilicos
afeta secrecgdo biliar e pancreatica através de liberagcao de secretina (HARADA
et al., 1986) e de insulina (GALFI & BOKORI, 1990). Doses suprafisiolégicas de
acetato, propionato ou n-butirato podem estimular respostas plasmaticas de
glucagon em leitdes em crescimento (SANO et al., 1995).

LUPTON et al. (1985) sugeriram que o efeito estimulador do pH
baixo no lumen epitelial na proliferagdo do intestino grosso depende da relagao
entre o pH do lumen e a proporgao de células na fase S do ciclo celular. Ja
para YAJIMA (1985), o mecanismo receptor de AGCC no célon de ratos €&
especifico para AGCC e nao é sensivel aos protons. LEEK & HARDING (1975)
mostraram que um reflexo vago-vagal transmite sinais a partir de um
mecanismo receptor em ruminantes. SAKATA & VON ENGELHARDT, (1983)
sujeriram que o sistema nervoso autbnomo medeia alguns dos efeitos do
AGCCs sobre a proliferagdo da mucosa em um estudo de toxicidade aguda na
proliferacao epitelial em ratos.

A superproducao e/ou acumulagcao de AGCC no intestino, devido a
digestdo bacteriana, no entanto, pode ser téxico para as células da mucosa
intestinal e causar lesdo da mucosa (SANGILD et al., 2006). Superproducao

e/ou acumulo de AGCC no intestino e a incapacidade para limpar os AGCC
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intraluminais, por causa da motilidade gastrointestinal deficiente em criangas
prematuras, contribuem para patogénese neonatal da enterocolite necrosante
(NAFDAY et al., 2005).

AGCC estimulam a liberacdo de muco pela mucosa em ratos
(SAKATA & SETOYAMA, 1995), por efeitos locais nos receptores
quimiossensiveis ligados aos nervos colinérgicos, que sado responsaveis pela
liberagdo de muco epitelial da cripta (SHIMOTOYODOME et al., 2000).

Os AGGCC afetam a motilidade coldnica. Propionato, n-butirato e n-
valerato aumentaram a resposta contratil de segmentos meédio e distal, mas
nao proximais, do colon in vivo de ratos, pelo um reflexo entérico envolvendo
nervos locais sensoriais e colinérgicos, com o limiar de concentragdo de 0,04
mM e a saturagdo concentracdo de 1,0 mM; acidos acético e lactico sao
dificilmente eficazes (YAJIMA, 1985).

Dietas suplementadas com acidos orgénicos reforgam as células
mononucleares do sangue periférico e linfécitos mesentéricos, a proliferagao de
Concanavalina A e a estimulagdo de mitose dos linfocitos, proporcionando
identificar a seletiva imuno-regulagdo das propriedades da dieta suplementada
com acidos organicos, com efeito sobre a imunidade celular (LEE et al., 2007).

Um fator de influéncia na resposta de acidos organicos é a
capacidade de tamponamento da dieta. A capacidade tamponante da racao foi
definida como a capacidade desta racdo em resistir a mudanga do pH apods a
adicao de qualquer acido ou uma solugao basica (JASAITIS et al., 1987). Para
MAKKINK, (2001), a capacidade de tamponamento € a medida da quantidade
de acido (0,1 M HCI) necessaria para alcangar um pH determinado
(normalmente 3 a 5) de uma amostra de 10g do ingrediente.

A capacidade de tamponamento do acido € menor em cereais,
intermediaria ou elevada em alimentos protéicos e alta em fontes de minerais,
exceto em calcio e fosfato monossodico (JASAITIS et al.,, 1987). Nos
resultados relatados por JUNG & BOLDUAN (1986) o alto conteudo mineral na
dieta aumentou o pH gastrico e a atividade microbiana. Elevada capacidade
tampéo da dieta, como resultado da suplementacéo de calcio inorganico e (ou)
de fontes de fésforo levam a menor digestibilidade ileal da matéria orgéanica e
proteina bruta (BLANK et al., 1999).
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Acidos organicos reduzem a capacidade de tamponamento da dieta,
permitindo a acidificacdo mais eficaz da digesta no intestino delgado, o que é
fundamental para a atividade efetiva das enzimas digestivas e controle da
proliferacdo microbiana (DIBNER & BUTTIN, 2002).

A resposta de suinos a acidos organicos diminui com o aumento da
idade do animal, e o desenvolvimento da secrecao gastrica (KIRCHGESSNER
& ROTH, 1982). Desafios impostos pelas condicbes ambientais e de
alojamento existentes, podem favorecer e potencializar a agdo dos acidos
organicos no desempenho de leitdes desmamados (RADCLIFFE et al., 1998).

Outro fator que afeta a magnitude da resposta para os acidos
organicos é a natureza dos ingredientes (DIBNER & BUTTIN, 2002). A adigéo
de acidos organicos € mais efetiva em melhorar o desempenho dos leitdes
desmamados quando realizada em dietas simples, a base de cereais e farelo
de soja, do que em ragdes de maior complexidade, com proteinas de origem
animal e produtos lacteos (SILVA et al.,, 2008). Os ingredientes dietéticos
podem diminuir o efeito do acido organico por fermentacao intestinal da lactose
contida no soro de leite, produzindo acido latico e ocultando o efeito adicional
do acido organico, particularmente em leitbes desmamados (DIBNER &
BUTTIN, 2002).

A ativacdo ou a inibicdo de diferentes vias metabdlicas com
diferentes acidos organicos estdo envolvidas nas alteracbes observadas com
acidificante e nao apenas no efeito simples causado pelo pH mais baixo
(CASTILLO et al., 2006), o que poderia explicar a complexidade diversa e, por
vezes, efeitos contraditérios de acidificantes diferentes nas populacdes

microbianas descritas na literatura (CANIBE et al., 2001).

2.1.1 Butirato de sédio

Muitos &cidos organicos estdo disponiveis na forma de sais de
sédio, potassio ou calcio, tendo a vantagem de serem geralmente inodoros e
mais faceis de manusear no processo de alimentacdo, devido a sua forma
sélida e menos volatil (CANIBE et al., 2001), sdo menos corrosivos e podem
ser mais soluveis em agua do que os acidos livres (PARTANEN & MROZ,

1999). Em ensaios experimentais, o butirato de sodio é frequentemente usado
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em vez de acido butirico, uma vez que é sdlido, estavel e de odor menos
intenso (KOTUNIA et al., 2004).

Alguns sacarideos sado materiais ndo digeriveis que atingem o
intestino grosso, no entanto, em apenas alguns poucos casos 0s sacarideos
estimulam a producédo de butirato no intestino grosso; indicam-se o acido
glucénico, tributirina, lactitol, glicose e sorbitol como estimuladores da producéo
de butirato (MORTENSEN et al., 1988). Leitbes desmamados (PIVA et al.,
2002b), alimentados com tributirina e lactitol como precursores de acido
butirico, tiveram melhora no crescimento e diminuicdo da profundidade das
criptas cecais, a concentracao de acido butirico cecal nao foi afetada.

Acido butirico, um &cido alifatico de carbono 4-carboxilico, tem
formula molecular C4HgO, (Figura 1), ocorre a partir da acetil-CoA dependente
catabolico da oxidacao de acidos graxos saturados de cadeia longa (WIDMER
et al., 1996). Bactérias produtoras de butirato estdo limitadas a géneros
fermentadores de acucar, como Clostridium spp., Eubacterium spp.,
Fusobacterium spp. e Butyrivibrio spp. e que utilizam o acido, como M. elsdenii
(TSUKAHARA et al., 2002).

H H H O
R o H_'_'_(';_ — N8
H-G-C-¢-C 1)
HHH O-H H "
Acido butirico Butirato de sodio

FIGURA 1- Férmula molecular do acido butirico e do butirato de sédio

Clostridia e Escherichia coli sintetizam acido butirico por uma enzima
acil-CoA transferase (SRAMEK & FRERMAN, 1975). Em glandulas mamarias
de cabras em lactacdo, o acido butirico é sintetizado via sintetase de acidos
graxos de malonil-CoA e acetil-CoA (NANDEDKAR et al., 1969). Em glandulas
mamarias de coelhos em lactagao, crotonil-CoA é formado a partir de acetil-
CoA através de uma inversao de b-oxidagcao, e em seguida, o acido butirico é
sintetizado a partir de crotonil-CoA por sintetase de acido graxo (LIN &
KUMAR, 1971).
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Se outros tecidos sintetizam &acido butirico por vias analogas como
as glandulas mamarias em lactagdo, pode-se especular que o acido butirico
seja formado em tecidos que sao capazes de ativar a b-oxidagdo de acidos
graxos e que também contém sintetase de acido graxo (por exemplo, o figado),
evidencia- se, portanto, que o acido butirico € produzido no leitdo por tecidos
nao drenados no sistema porta hepatico (KIEN et al., 2000).

Butirato pode ser absorvido rapidamente pelo tecido do estdmago
(BUGAUT, 1987), ndo podendo chegar intacto no trato digestorio inferior e
afetar o intestino (WEBER & KERR, 2008). Em suinos alimentados com 0,3%
de butirato de sdédio, verificou-se que o aumento dos niveis de butirato estava
presente no estbmago, mas n&o no jejuno (MANZANILLA et al., 2006). No
entanto, AGCC podem ser revestidos em microencapsulados, e libertados
lentamente durante o transporte no trato gastrointestinal, podendo alcangar o
intestino delgado e cecos (VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Fibra fermentavel para suinos, na forma de trigo e centeio aumentou
as concentragbes plasmaticas periféricas de butirato (BACH KNUDSEN et al.,
2005); portanto o butirato pode ser absorvido a partir do trato digestério e estar
presente na circulacdo periférica (WEBER & KERR, 2008). Butirato é
preferencialmente absorvido pelo epitélio do codlon, local em que ¢é
metabolizado ativamente para produzir energia (POIRIER et al.,, 1996).
Butirato se encontra em alta concentracdo na circulagao portal hepatica
(SMYTH et al., 1954) e é excretado no leite materno (MAIGA et al., 1995), suor
e fezes (MCINTOSH et al., 1996). Acido butirico ndo é transportado do
intestino através da linfa de ratos (KIEN et al., 2000), no entanto, grande parte
do acido butirico produzido no rumen ou lumen do célon € metabolizado pelo
tecido do intestino ou do figado (REILLY & ROMBEAU, 1993).

O butirato de sddio, sal de sddio do acido butirico, se destaca por
apresentar propriedades funcionais. A alimentagcao de butirato de sédio a 800
ppm para leitdes nas primeiras oito semanas apdés o desmame apresentou
efeitos apreciaveis no primeiro periodo de estudo (0 a 14 dias) com maior
ganho de peso diario e maior consumo diario de racédo; também aconteceu
maior consumo de ragao na segunda fase (15 - 35 dias), embora néo tenha
sido associado a um maior ganho de peso diario; esta perda de eficiencia

alimentar esta ligada a eficaz resposta da arquitetura intestinal para butirato de
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sédio apenas durante a primeira fase; o aumento do desempenho pode ser
associado com o efeito benéfico do acido butirico sobre a proliferacdo do
epitélio intestinal (PIVA, 2002a). Isto tem maior valor biolégico no desmame,
quando o aumento do peso do intestino delgado e grosso € trés vezes mais
rapido do que o crescimento da massa do corpo inteiro (SAKATA &
SETOYAMA, 1997).

GALFI & BOKORI (1990) observaram que butirato de sédio em 1700
ppm melhorou o ganho de peso diario, 0 consumo diario de ragao e a eficiéncia
alimentar de suinos em crescimento. A melhora no desempenho produtivo
observado com acido butirico pode estar relacionada com as alteragbes na
microflora e sua provavel interagcdo com as exigéncias nutricionais dos animais
(MANZANILLA et al., 2006).

A inclusdo de 0,3% de butirato de sédio para leitdes aumentou a
eficiéncia alimentar (MANZANILLA et al., 2006) e o ganho de peso foi em
média 1,5 vezes maior do que o tratamento controle (KOTUNIA et al., 2004).
BIAGI et al. (2007) ndo encontraram efeito no desempenho de suinos recém
desmamados alimentados com butirato de sodio.

O acido butirico € um aditivo vulgarmente conhecido como fonte de
metionina, mas € na verdade um acido orgénico convertido em metionina no
interior do corpo (DIBNER & BUTTIN, 2002). MACHINSKY et al. (2010)
encontraram efeito da utilizacdo de 0,3% de butitrato de sodio 85%
(equivalente a 0,2% de acido butitico) sobre o aumento da digestibilidade
aparente da proteina bruta em suinos, o que pode ser explicada pela
capacidade dos acidos organicos reduzirem o pH gastrico; em meio acido as
enzimas proteoliticas estdo mais ativas e ha uma diminuicdo na taxa de
esvaziamento, existindo mais tempo para a digestédo protéica no estémago.

MROZ et al. (2000) observaram que a adicdo de acidos férmico,
fumarico e butirico para suinos exerceram efeito positivo na retencdao de
calcio. A estimulacao da absor¢cao de Na+ por absorcido de AGCC no intestino
foi relatada em suinos (ARGENZIO & WHIPP, 1979). O acoplamento AGCC e
sédio fornece um mecanismo poderoso para a movimentacdo de agua para
fora do lumen do intestino grosso, assim, a producéo e a absor¢édo de AGCC
podem ser consideradas antidiarreicos (BRONNE & PANSU, 1998).
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BINDER & MEHTA (1989) revelaram que a presencga de butirato na
mucosa estimula a eletroneutro absorcdo ativa de Na-Cl, levando a
especulacdo de que este aumento seja resultado da absorgédo da forma né&o
idnica de butirato e sua posterior reciclagem através da membrana apical por
trocas paralelas de Na-H e Cl-butirato. Entre os AGCC, o butirato é
considerado o mais eficaz na absorgao de sédio e absor¢ao de agua (HOLTUG
et al.,1992).

GALFI & BOKORI (1990) observaram aumento do comprimento das
microvilosidades do ileo e das profundidades das criptas no ceco de suinos em
crescimento alimentados com 0,17% de Na-butirato. PIVA et al., (2002b)
tiveram efeito positivo do acido butirico nas estruturas dos vilos ileais e criptas
cecais. Suinos em crescimento alimentados com butirato revestido por lipideos
tiveram aumento da area das vilosidades do intestino delgado (CLAUS et al.,
2006). SALMINEN et al. (1998) relataram que butirato de sodio aumentou
significativamente a proliferagcao de células estaminais nas criptas intestinais.

Em MANZANILLA et al., (2006) o acido butirico diminuiu a relagéo
altura do vilo/profundidade da cripta através de um aumento na profundidade
da cripta; nos animais tratados com acido butirico, a relacdo mais baixa
apareceu em coincidéncia com a diminuicao do numero linfécitos intra epiteliais
e de nucleos de linfécitos na lamina. JIANG et al. (2000) relacionam maior
numero de nucleos em lamina a maior ativacdo do sistema imunitario.
Linfécitos apresentam importantes fungbes na regulagdo da renovagédo do
epitélio, crescimento e diferenciagdo (MATSUMOTO et al., 1999).

Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) desempenham papel
fundamental como fonte de energia, sendo o acido butirico mais facilmente
oxidado a CO, entre todos os AGCC no intestino (FLEMING & GILL, 1997). O
acido butirico é a fonte de energia principal para as células epiteliais do colon
de ratos, sendo mais pronunciado no célon distal do que no colon proximal em
colondcitos, (ROEDIGER, 1980) mesmo na presenga de glucose e glutamina
(DARCY-VRILLON et al., 1993). Ha também evidéncias de que em humanos, o
acido butirico, em vez de glucose e glutamina, seja o substrato de combustivel
preferido da mucosa do ileo terminal (CHAPMAN et al.,, 1995). A utilizagao
preferencial de butirato na mucosa do intestino grosso do suino in vivo tem sido
relatada (RERAT et al., 1985).
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Para KOTUNIA et al. (2004), o butirato de sodio apresentou efeito
trofico no musculo liso no duodeno, jejuno e ileo proximal de suinos, sugerindo
que a hipertrofia pode envolver ndao s6 a tunica mucosa do intestino; em
consequéncia, a motilidade do intestino delgado pode ser aumentada,
alterando a taxa de passagem, a digestdo e absorcdo. A concentracio
plasmatica de colecistoquinina foi cerca de quatro vezes mais elevada em
leitdes suplementados com butirato de sédio em relagcado ao controle (KOTUNIA
et al., 2004). A colecistoquinina endégena desempenha papel significativo na
regulacdo da estrutura, desenvolvimento e funcdo do pequeno intestino de
bezerros e suinos (BIERNAT et al.,1999). FRANKEL et al. (1994) sugerem a
participacdo de nervos autdbnomos mediando os efeitos troficos dos AGCC no
jejuno; em seu estudo, os niveis de gastrina jejunal foram significativamente
aumentados, sugerindo que a gastrina pode ser outra mediadora na indugao
dos AGCC no trofismo jejunal.

O butirato contribui para a manutengao da integridade intestinal por
suprimir a secrecao de urocinase das células da cripta do célon (GIBSON et al.,
1994). Além disso, o acetoacetato de 3-hidroxibutirato estimula a sintese de
proteinas em enterdcitos isolados (HIGASHIGUCHI et al., 1993).

Usando um modelo de monocamada de células Caco-2 de barreira
intestinal, o efeito de butirato na barreira intestinal € paradoxal. Butirato em
baixas concentragdes (2 mM) promove a fungado da barreira intestinal, medido
por um significativo aumento da resisténcia elétrica transepitelial e significativa
diminuicdo na permeabilidade de inulina. Butirato em concentracdes elevadas
(8 mM) reduz a resisténcia elétrica transepitelial e aumenta a permeabilidade
de inulina. O comprometimento da funcdo da barreira intestinal induzida por
elevadas concentracbes de butirato estd relacionado com a citotoxicidade
induzida pelo butirato, levando a apoptose e a redug¢ao do numero de células
Caco-2 viaveis (PENG et al., 2007).

Butitaro de sddio ndo afetou as contagens bacterianas de clostridios,
enterobactérias e bactérias produtoras de acido latico no jejuno, ileo e ceco de
leitdes abatidos com 10 semanas de idade (BIAGI et al., 2007). GALFI &
BOKORI (1990), usando 0,17% de n-butirato sédio na dieta de leitdes

desmamados, observaram aumento da concentracdo de butirato ileal e
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alteragbes na microbiota ileal, com diminuigdo de coliformes e aumento de

lactobacilos.

2.2. Enzimas na alimentacédo de suinos

Os leitdes consomem pouco alimento sélido antes do desmame,
necessitando de tempo pés-desmame, para aumentar a capacidade secretora
e o tamanho do trato gastrointestinal para lidar com alimentos sélidos, periodo
caracterizado por baixo crescimento dos animais, atribuido a reducido da
atividade das enzimas dietéticas, prejudicando a digestibilidade (OFFICER,
1995).

Somado a isso, temos a busca por menor custo de producédo e alto
desempenho zootécnico; a necessidade de alcangar altos niveis de ingestao de
racado, sem predispor o leitdo a problemas digestivos e fornecer nutrientes
suficientes para atender a exigéncia do rapido crescimento dos animais; o que
implica na busca de uma ragéo altamente digestiva, na inclusdo de alimentos
de elevada densidade nutricional, principalmente em energia e proteina (SILVA
JUNIOR, 20009).

Esta elevada densidade nutricional pode sobrecarregar o sistema
digestivo, causando perdas no aproveitamento e ma absorcdo de nutrientes
(SILVA JUNIOR, 2009), propiciando um meio rico em substratos para bactérias
patogénicas, que aumentam a incidéncia de diarreia e outras enfermidades
intestinais (OETTING et al., 2006).

A nutricdo animal emprega a suplementagdo da dieta com
proteases, lipases e amilases, visando um auxilio adicional para as enzimas
equivalentes enddgenas dos animais, por vezes sobrecarregadas devido as
formulagées modernas, muito ricas em energia, proteinas ou outros nutrientes,
especialmente em animais jovens como os leitdes, que podem ter niveis
menores de producéo de enzimas digestivas (SILVA JUNIOR, 2009).

As enzimas na alimentacdo animal sdo hidrolases, utilizadas como
aditivos alimentares com o objetivo de complementar a atividade endogena do

aparelho digestivo, incluindo proteases e amilases; remover fatores
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antinutricionais, como -glucanos e o acido fitico de alimentos problematicos; e
tornar certos nutrientes mais disponiveis para a absorcao (WALSH, 1993).

Foi assumido que enzimas exdgenas teriam capacidade de melhorar
a digestibilidade das ragbdes para suinos, pela degradacido de compostos
presentes em ingredientes de origem vegetal que interferem negativamente na
digestdo dos alimentos. A suplementagdao enzimatica faria com que suinos
alimentados com ragdes com niveis nutricionais reduzidos e suplementada com
enzimas exdgenas, considerando o incremento nutricional por elas
proporcionado, tivessem os mesmos ganho de peso e conversdo alimentar e
menor excregdo de poluentes nas fezes do que animais alimentados com
ragdes contendo maiores niveis nutricionais (RUIZ, 2008).

Para conseguir o efeito positivo, as enzimas alimentares devem
funcionar cataliticamente dentro do trato digestério. A maioria das enzimas
alimentares de origem bacteriana tem exposi¢cao 6tima em pH neutro. Enzimas
de fungos apresentam atividade maxima em condi¢des acidas (pH 4,0-6,0).
Enzimas microbianas funcionam de forma mais eficiente no interior do intestino
delgado, onde os valores de pH estdo préoximos do neutro, embora as
condi¢bes de pH mais baixos possam ser encontradas nas zonas superiores do
intestino delgado perto do estdmago. Portanto, as misturas de enzimas de
fontes de fungos e bactérias sao frequentemente incluidas na alimentagao para
assegurar a atividade ao longo de um amplo rspectro de pH (WALSH, 1993).

Enzimas para alimentagdo animal devem sobreviver ao pH baixo, as
enzimas proteoliticas no trato digestério, bem como o calor
e umidade encontradas no processamento de alimentos para animais. O bolo
alimentar pode proporcionar protegdo adicional de enzimas durante a sua
passagem através do estdbmago. Quantidades consideraveis de atividade
proteolitica endogena também estdo associadas com o estdbmago. No entanto,
pela sua prépria natureza, a maioria das enzimas microbianas sao resistentes
ao ataque proteolitico (WALSH, 1993).

Diferengcas de consisténcia nas respostas a suplementacao
enzimatica em suinos estao relacionadas a idade dos animais (GDALA et al.,
1997). Suinos mais jovens tendem mostrar mais resposta a suplementagao
enzimatica (DIEBOLD et al., 2004), devido ao trato digestério e sistemas

enzimaticos mais desenvolvidos em suinos mais velhos (JACELA, 2010).
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A resposta a utilizagado de enzimas € maior sobre as matérias primas
de baixa qualidade (BEDFORD et al., 1998). Recomenda-se que na realizacao
de experiéncias para avaliar enzimas, as dietas sejam formuladas de modo que
sejam deficientes em um nutriente particular (por exemplo, energia)
potencialmente aumentada com a adicdo da enzima, sustentada pela idéia de
que uma dieta que satisfaz completamente as necessidades nutricionais do
animal ndo deixa espago para a enzima exercer efeito comparavel e
mensuravel (BEDFORD, 2002c).

Outro fator que pode influenciar o efeito potencial da enzima é o
tamanho das particulas da dieta. Um modo proposto de acdo das enzimas
suplementares em dietas de suino é a sua capacidade para ajudar a quebrar
alimentos em fragdes menores, permitindo que as enzimas enddgenas atinjam o
substrato e exergam seu efeito. No entanto, o efeito das enzimas exdégenas pode
ser limitado pela exposicdo aumentada de nutrientes causada pela quebra de
componentes da parede celular durante a moagem (JACELA et al., 2010).

A atividade de complexos multienzimaticos € mais eficaz do que a
atividade de uma enzima isolada (CAMPBELL & BEDFORD, 1992). A
atividade das enzimas pode sofrer variagbes dependentes do substrato de
crescimento, da estirpe selecionada, e das condi¢cdes de cultura utilizadas em
sua preparacao (LEE et al., 1998).

E importante lembrar que os niveis de inclusdo das enzimas devem
refletir os niveis de substrato na alimentagdo. A compreensao mais abrangente
da estrutura molecular de componentes da dieta deve facilitar o entendimento
da selecdo das atividades enzimaticas especificas, isto €, enzimas orientadas
para os seus substratos. Nos casos em que coquetéis de varias enzimas sao
incorporados ao alimento, o coquetel deve complementar a composicido da
alimentagéo (WALSH, 1993).

As enzimas reduzem a viscosidade do bolo alimentar, aumentam a
digestibilidade dos nutrientes e minimizam a capacidade tamponante da dieta.
Quando descontrolados, estes fatores contribuem para desequilibrio e perdas.
A alta viscosidade da dieta promove ma absorgcédo, fermentacdo bacteriana
prejudicial e perda de sais biliares. Alta capacidade tamponante aumenta a
diluicdo das enzimas digestivas e reduz a digestibilidade da proteina bruta,
aumentando o risco de problemas entéricos (SILVA JUNIOR, 2009).



21

As enzimas, assim como os promotores de crescimento, reduzem a
carga de contaminacdo com bactérias prejudiciais ou perigosas no intestino dos
animais, e aumentam a flora benéfica (SILVA JUNIOR, 2009); mediados pela
digestdo acelerada e melhorias na extragdo de nutrientes no intestino delgado,
limitando o subtrato no ileo para crescimento bacteriano (BEDFORD, 2000b).

As enzimas também reduzem a contaminac&o ambiental relacionada
com a producgao animal pela reducao dos teores de contaminantes ambientais
como a ambnia ou fosfato hidrossoluvel, que sao liberados através das
excretas dos animais (SILVA JUNIOR, 1999) pela melhoria da digestdo dos
alimentos.

Para SILVA JUNIOR (1999) o efeito das enzimas € equivalente ao
efeito dos AGCC em termos de ganho de peso e conversao alimentar; animais
que recebem o uso de enzimas apresentam menores taxas de mortalidade,
como resultado do efeito positivo no desempenho imune e saude intestinal. A
combinacao de enzimas e AGCC apresenta resultados técnicos superiores ao
uso isolado de um deles, porém o efeito combinado € menor do que a soma
dos efeitos isolados dos dois método (BEDFORD, 2000a).

2.2.1 Protease

O mau aproveitamento das proteinas causa uma maior excrecado de
nitrogénio, que é um elemento poluidor e o desperdicio da proteina, que é um
nutriente caro (FIREMAN, 1987). As proteinas pouco digestiveis, ou com
fatores anti-nutricionais, ou proteinas alergénicas podem ter seu uso
potencializado através da utilizagao de proteases (CLASSEN, 1996).

DIERICK et al. (2004) adicionaram 0,05 e 0,01% de proteases a
dieta (milho e soja) de leitdes e verificaram melhoras na taxa de crescimento e
conversao alimentar, além disso, o niumero de linfocitos intra-epiteliais e a
profundidade da cripta foram reduzidos, resultando em maior altura de
vilosidade e relagao vilosidade: cripta, indicando o funcionamento saudavel da
mucosa quando a protease foi usada. MARSMAN et al. (1997) avaliaram o

tratamento enzimatico da soja com protease para frangos de corte, nao
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obtendo melhora no desempenho dos animais, no entanto o tratamento
enzimatico aumentou a digestibilidade ileal da proteina bruta.

GHAZI et al. (2002) trabalharam com farelo de soja pré-tratado com
protease alcalina (isolado a partir de espécies de Bacillus) e protease acida
(isolado de Aspergillus). Em seguida, eles incorporaram o farelo de soja tratado
(250g/kg da dieta) em ragdes para frangos de corte. Protease acida melhorou o
desempenho do pintainho de 7-28 dias de idade e aumentou a digestibilidade
ileal aparente de nitrogénio e retengao de nitrogénio aparente ao longo do trato
digestivo. Eles também conduziram dois experimentos in vitro usando farelo de
soja pré-tratadas, em que o tratamento acido protease melhorou a digestibilidade
aparente do nitrogénio e a energia metabolizavel verdadeira. Nenhuma resposta
foi obtida utilizando preparagdes de protease isolada de Bacillus e ativos em
neutro pH.

O'DOHERTY & FORDE, (1999) investigaram os efeitos da adicao de
ervilhas (400kg/kg de ragao) tratadas com protease ativa em pH neutro para
suinos em crescimento e terminacdo. A adigdo de protease nao teve efeito
sobre a digestibilidade dos nutrientes ou o conteudo de energia digestivel das
dietas, mas melhorou o ganho de peso e conversao alimentar dos suinos. Soja
tratada com protease ativa em pH neutro (Bacillus subtilis) ndo afetou a
digestibilidade ileal aparente (CAINE et al. 1997a) e verdadeira (CAINE et al.

1997b) de proteina bruta e aminoacidos em leitdes recém desmamados.
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CAPITULO Il. PROTEASE E BUTIRATO DE SODIO NAS DIETAS PRE-
INICIAL, INICIAL | E INICIAL Il PARA SUINOS: DESEMPENHO E
INCIDENCIA DE DIARREIA

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho zootécnico e a frequéncia de diarreia de
suinos em fase de creche alimentados com ragdo contendo protease e
butirato de so6dio. Foram utilizados 80 leitdes hibridos comerciais, machos
castrados, com 21 dias de idade e peso médio inicial de 5,11 + 0,4645 kg,
distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, cinco repeticdes e quatro animais por repeticdo. O experimento de
desempenho foi dividido em trés fases, sendo fase pré-inicial de 5,5 a 9 kg,
inicial 1 de 9,3 a 15 kg e inicial 2 de 15 a 30 kg. Os tratamentos consistiram de
racdo basal, racdo basal com 200ppm de inclusdo de protease, racéo basal
com 0,3% de inclusdo de butirato de sédio e racdo basal com protease
(200ppm) e butirato de sodio (0,3%). Foi determinado o ganho de peso diario,
consumo diario de ragao, conversao alimentar e frequéncia de diarreia nos
animais. Protease e butirato de sddio, isolados ou associados, ndo melhoram o
desempenho de suinos em fase de creche. A protease diminui a incidéncia de
diarreia de leitdes de 15 a 30 Kg de peso vivo. A producdo e atividade

enzimatica da protease nao foi limitar no desempenho pés desmame.

Palavras-chave: acido organico, creche, enzimas, fezes, leitdes
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CHAPTER II. PROTEASE AND SODIUM BUTYRATE DIETS IN PRE - INITIAL,
INITIAL, INITIAL I AND INITIAL 1 FOR SWINE: PERFORMANCE AND
OCURRENCE OF DIARRHEA

ABSTRACT

It was aimed to evaluate the performance and the frequency of diarrhea of pigs in
the nursery phase fed diets containing protease and sodium butyrate. 80
commercial hybrids castrated males piglets, 21 days of age and initial weight of
5.11 + 0.4645 kg, allotted in a completely randomized block design, with four
treatments five replicates and four animals by repetition. The experiment was
divided into three stages, being the pre-starter from 5.5 to 9 kg initial | 9.3 to 15 1
kg, initial Il of 15 initial 30 kg. Treatments consisted of basal diet, basal diet
containing 200ppm inclusion of protease, basal diet with 0.3% addition of sodium
butyrate and basal diet with protease (200ppm) and sodium butyrate (0.3%). It was
determined the daily weight gain, daily feed intake, feed conversion and frequency
of diarrhea in animals. Protease and sodium butyrate, alone or combined, do not
improve the performance of pigs in the nursery stage. The protease reduces the
incidence of diarrhea in piglets of 15-30 kg live weight. The production and

enzymatic activity of the protease was not limiting in post weaning performance.

Keywords: enzymes, feces, nursery, organic acid, piglets
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1 INTRODUCAO

O desmame em suinos é frequentemente associado ao baixo
consumo de racdo, ganho de peso reduzido ou nulo, e, em alguns casos, a
diarréia e a morte (CANIBE et al., 2001). Mudangas ambientais, a producao
insuficiente de enzimas e as dietas que conduzem ao pH gastrico elevado e a
alteragbes morfolégicas do epitélio intestinal sdo fatores envolvidos neste
processo.

O leitdo desmamado tem pouca capacidade de produzir acido
cloridrico no estdmago, dificultando a redugdo do pH gastrico para 3,5; valor
considerado ideal; agravado pelo baixo nivel de acidez do intestino e por
variagées no pH intestinal, causados por padrées de alimentagao irregulares e
mistura inadequada do conteudo intestinal (BLANCHARD, 2000). Essa
pequena quantidade de acido cloridrico produzida é insuficiente para ativar
todo o pepsinogénio produzido pela mucosa gastrica, com isso, a clivagem
inicial de ligacbes peptidicas pode ndo ocorrer no estbmago do suino jovem e
alimentos intactos podem entrar no intestino delgado (GIESTING & EASTER,
1985). Os nutrientes ndo absorvidos sao substratos para bactérias, o que pode
resultar em diarreia, em encurtamento das vilosidades, em aumento da
profundidade das criptas e incremento no turnover dos enterdcitos (FREITAS et
al., 2006).

Antibiéticos promotores de crescimento foram utilizados para reduzir
a incidéncia de diarreia pos-desmame e melhorar o desempenho animal.
Contudo, o risco da selegdo de genes resistentes aos antibidticos em
patdgenos intestinais e a possibilidade de disseminagdo transversal dessa
resisténcia a patégenos humanos (PHILLIPS et al., 2004), somado a demanda
do consumidor por alimentos livres de drogas, resultaram na proibi¢do do uso de
antibioticos utilizados como promotores de crescimento animal (PIVA et al.,
2002a). A Uniao Europeia ja proibe completamente a utilizacdo de antibidticos
como promotores de crescimento desde janeiro de 2006. Nesse sentido,
pesquisas com novos aditivos alimentares, como os acidos organicos e enzimas,
que tenham os efeitos dos antibidticos promotores de crescimento sem suas

desvantagens potenciais estdo sendo realizadas.
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Enzimas e acidos orgéanicos encontram-se no intestino dos animais e
atuam em sinergia para equilibrio, saude intestinal e uma absorgao eficiente de
nutrientes (SILVA JUNIOR, 2009). Em particular, a protease € conhecida por
melhorar o valor nutritivo dos alimentos, aumentar a digestibilidade de nitrogénio,
de proteinas e de aminoacidos, que sao nutrientes de alto custo e poluidores,
essenciais para o aumento do desempenho, da taxa de deposi¢cao de proteina e
tecido muscular; ainda diminui os fatores antinutricionais, reforca as enzimas
enddgenas e diminui a contaminagao bacteriana.

O butirato de sddio melhora o desempenho (PIVA et al., 2002a), o
ganho de peso (KOTUNIA et al., 2004) e a conversdo alimentar de leitdes
desmamados (MANZANILLA et al., 2006); estimula o crescimento dos vilos e
criptas no ceco de suinos (PIVA et al., 2002b), tem efeito anti-inflamatério nas
células da mucosa gastrica e intestinal (ANDOH et al., 1999), é principal fonte de
energia para as células epiteliais do ileo terminal (CHAPMAN et al., 1995), reduz o
crescimento de bactérias intestinais (GALFI & BOKORI, 1990), aumenta a
digestibilidde da proteina bruta (MACHINSKY et al.,, 2010), a retencdo de
nitrogénio (ROMER & ABEL, 1999) e absor¢ao de minerais (MROZ et al., 2000).

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de protease e
butirato de sédio nas dietas, sobre o desempenho e incidéncia de diarreia de

leitdes nas fases pré-inicial, inicial | e inicial Il.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Setor de Suinocultura do
Departamento de Produgdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (DPA/EVZ/UFG). Os procedimentos com o0s
animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Programa de Pés
Graduacao da Universidade Federal de Goias - CEP/PRPPG/UFG, inscrito sob o
protocolo 323/11.

Os tratamentos experimentais consistiram em uma ragao basal,
racao basal com 200ppm de inclusao de protease, racao basal com 0,3% de
inclusdo de butirato de sodio e ragcdo basal com protease (200ppm) e

butirato de soédio (0,3%). As ragdes foram formuladas de acordo com as
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recomendacées de ROSTAGNO et al. (2011) em fungdo do peso dos

animais, sendo a fase pré-inicial (5,5 a 9,0 kg); inicial 1 (9,3 a 15,0 kg) e

inicial Il (15 a 30kg) (TABELA 1).

TABELA 1 — Composigdo centesimal das dietas experimentais basais nas

fases pré-inicial (5,5 a 9,0 kg), inicial 1 (9,3 a 15,0 kg) e inicial 2

(15 a 30kg)

Ingredientes™ (%) Pré Inicial Inicial 1 Inicial 2
Milho gréao 64,137 63,000 75,334
Soja farelo 45% 15,102 18,606 11,314
Gluten de milho 60% 2,000 2,000 2,000
Plasma sanguineo 5,000 2,500 1,000
Hemacias - 2,500 4,000
Farinha de visceras de frango 3,000 3,000 3,000
Oleo de soja 3,124 2,683 -
Acucar 3,000 1,781 -
Sal comum 0,242 0,274 0,417
Fosfato bicalcico 1,775 1,501 1,108
Calcario 0,582 0,683 0,743
L-lisina 0,722 0,396 0,195
DIl-metionina 0,149 0,088 0,023
L-treonina 0,267 0,136 0,032
L-triptofano 0,080 0,032 0,014
Suplemento mineral’ 0,250 0,250 0,250
Suplemento vitaminico? 0,250 0,250 0,250
Caulim 0,320 0,320 0,320
TOTAL 100 100 100
Composicéao nutricional Pré Inicial Inicial 1 Inicial 2
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3,400 3,375 3,257
Proteina bruta (%) 20,00 21,000 18,130
Lisina digestivel (%) 1,450 1,330 1,037
Metionina digestivel 0,406 0,372 0,290
Treonina digestivel (%) 0,914 0,838 0,653
Triptofano digestivel (%) 0,261 0,239 0,187
Calcio (%) 0,850 0,825 0,735
Foésforo disponivel (%) 0,500 0,450 0,365
Sadio 0,280 0,230 0,250

*Sem promotor de crescimento. 'Suplemento mineral: 5mg de cobre; 80mg de zinco;
80mg de ferro; 20 mg de manganés; 0,25 mg de selénio e 0,14 mg de |
2 Suplemento vitaminico: 6.000UI vit. A; 1.320Ul vit D3; 12mg vit. E; 1,47 mg vit. K3;
0,9 mg vit. B1; 3mg vit. B2; 1,8mg vit. B6; 12 mcg vit. B12; 0,3 mg ac. félico; 9,3 mg
ac. pantoténico; 18 mg niacina; 0,09 mg biotina; 240mg de colina.
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A protease (Tabela 2) e o butirato de sédio (Tabela 3) foram pré-
misturados junto aos micro ingredientes e posteriormente acrescidos e
misturados aos demais ingredientes das ragdes experimentais. Nas ragdes
com protease e butirato de sodio isolados ou associados, os aditivos

substituiram o inerte. O butirato de sédio nao era microencapsulado.

Tabela 2 — Composigao nutricional da protease

Composicéao nutricional* Pré Inicial Inicial
Proteina Bruta (%) 3455 3105
Lisina digestivel (%) 63 41
Metionina digestivel (%) 39 22
Metionina + Cistina Digestivel (%) 127 99
Treonina Digestivel (%) 381 295

*Rodozyme ProAct

Tabela 3 — Composig¢ao do butirato de sédio

Composigéo nutricional* Niveis de garantia
Acido butirico total (min.) 250 g/Kg
Acido butirico total (méax.) 180 g/Kg
Sodio (max.) 40 g/Kg

*C4 powder — monobutyrin 25

Foram utilizados 80 leitdes hibridos comerciais, machos castrados,
com 21 dias de idade e peso médio inicial de 5,11 + 0,4645 kg. Os animais
foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com
quatro tratamentos, cinco repeticdes, perfazendo o total de 20 unidades
experimentais. O critério utilizado para formagao dos blocos foi o peso dos
animais. Cada unidade experimental foi composta por quatro animais, alojados
em gaiolas suspensas com 2 m?, um comedouro de PVC com duas bocas e um
bebedouro automatico, tipo chupeta.

As variaveis de desempenho (consumo diario de ragédo, ganho de
peso diario e conversao alimentar) foram analisadas para a fase pré-inicial de
5,5 a 9 kg, inicial 1 de 9,3 a 15 kg e inicial 2 de 15 a 30 kg e periodo total do
experimento, tendo sido calculadas por meio de pesagens dos animais e

quantificacdes das ragbes. O consumo de ragdo e agua foi a vontade. A



42

duracao do periodo experimental foi de 56 dias, de 12 de maio a 10 de julho
de 2012, até que os animais atingissem o peso médio de 30,00 Kg.

A incidéncia de diarreia foi avaliada diariamente por um unico
observador em todo o periodo experimental, as 17h. Atribuido os seguintes
critérios de escores fecais: 1-fezes com consisténcia normal; 2-fezes pastosas;
3-fezes liquidas ou diarreicas. O escore de fezes de 0 e 1 foram considerados
nao diarréicos e 2 e 3 indicavam a ocorréncia de diarreia (VASSALO et
al.,1997).

A temperatura e a umidade maximas e minimas do galpao
experimental foram monitoradas com hidrotermémetro digital.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa SAS versdo 8.0 (SAS, 2000), sendo as médias
comparadas pelo teste de Duncan (a = 0,05), a excegdo do escore de

diarreia, para estes dados foi utilizado o teste de qui-quadrado (a = 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias de temperatura do galpao foram de 29,4°C (maxima); 19,52°C
(minima) e as médias de umidade de 80,64% (maxima) e 52,5% (minima). Os
valores encontrados estao fora dos padrées recomendados. A temperatura ideal
para suinos na fase de creche situa-se entre 24 e 20°C, devendo a temperatura
do ar ser proxima dos 24°C nas primeiras semanas de alojamento, e em torno
de 20°C nas ultimas (CAMPOS et al., 2009). A umidade relativa do ar assume
importante papel como facilitador ou como complicador dos mecanismos de
dissipacao de calor por via evaporativa. Para suinos, a umidade ambiente ideal
nao deve ultrapassar 70%, segundo SAMPAIO et al. (2004). Os animais podem
ter gastado mais energia com a manutencdo da homeotermia (BAETA &
SOUZA, 1997), e a amplitude térmica da temperatura afetou negativamente o
desempenho dos leitdes, conforme constatado por CAMPOS et al., (2009).

Nao houve diferenga significativa para os parametros de ganho de
peso diario, consumo diario de racao e conversao alimentar de suinos na fase
de creche alimentados com dietas contendo protease e butirato de sédio

(Tabela 4). Considerou-se que a complexidade das dietas tenha inibido a acao
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do acido, o que estaria de acordo com SILVA et al. (2008), que afirmam que a
adicao de acidos organicos € mais efetiva em melhorar o desempenho dos
leitdes desmamados quando realizada em dietas simples, a base de cereais e
farelo de soja, do que em ragdes de maior complexidade, com proteinas de

origem animal e produtos lacteos.

TABELA 4 — Desempenho de suinos em fase de creche alimentados com dietas

contendo protease e butirato de sddio

o Tratamentos* 1
Variaveis BASAL PRO BUT PRO+BUT CV F-value

Fase Pré-inicial (5,5 a 9,0 Kg)

Peso inicial (kg) 509 509 5,16 509 1,46 0,994
Peso final (kg) 923 927 930 912 854 0,985
Ganho de peso diario (kg) 023 023 024 0,23 21,15 0,995
Consumo diario de ragéo (kg) 0,34 0,33 0,32 0,31 13,38 0,799

Conversio alimentar 1,47 1,52 1,33 1,39 20,02 0,756
Fase Inicial 1 (9,3 a 15,0 Kg)
Peso inicial (kg) 9,22 9,27 93 9,12 8,54 0,985
Peso final (kg) 16,47 16,55 16,67 16,67 11,70 0,998
Ganho de peso diario (kg) 042 042 0,43 044 21,83 0,991
Consumo diario de ragéo (kg) 0,60 0,58 0,61 0,63 19,38 0,947
Conversio alimentar 1,43 1,38 1,43 1,44 9,17 0,868
Fase Inicial 2 (15 a 30,0 Kg)
Peso inicial (kg) 16,47 16,55 16,67 16,67 11,70 0,998
Peso final (kg) 31,16 30,95 31,20 31,23 6,36 0,996
Ganho de peso diario (kg) 069 068 0,68 0,69 542 0,964
Consumo diario de racéo (kg) 1,24 1,29 1,24 1,27 8,46 0,833
Conversao alimentar 1,80 1,90 1,81 1,86 6,47 0,517
Periodo total (5,5a 30,0 Kg)
Peso inicial (kg) 5,093 5,093 5,16 5,09 9,48 0,994
Peso final (kg) 31,16 30,95 31,20 31,23 6,36 0,996

Ganho de peso diario (kg) 0,44 0,44 0,44 0,45 10,33 0,997
Consumo diario de racao (kg) 0,72 0,73 0,72 0,74 9,52 0,979
Conversio alimentar 1,63 1,66 1,62 1,66 4,47 0,740

*BASAL - dieta basal, PROT- 200ppm protease, BUT - 0,3% butirato de soédio,
PRO+BUT - 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio;'coeficiente de variagao;
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Observou-se diferenga (P = 0,029) para frequéncia de diarreia na
fase inicial 2 (15 a 30 Kg de peso vivo) em que 0s animais que receberam
tratamento com protease apresentaram menor frequéncia de diarreia, seguido
do tratamento com associacdo de protease e butirato de sédio, quando

comparados a ragao controle (Tabela 5).

TABELA 5 — Frequéncia de diarreia de suinos em fase de creche alimentados

com dietas contendo protease e butirato de sédio*

Frequéncia Tratamentos™*
BASAL PRO BUT PROT + BUT P-value

Fase Pré-inicial (5,5 a 9,0 Kg)
Presenca 38 47 50 46
% Presenca 10,11 12,50 13,30 12,23 P=0,577
Auséncia 338 329 326 330
% Auséncia 88,89 87,50 86,70 87,77

Fase Inicial 1 (9,3 a 15,0 Kg)
Presenca 42 50 34 37
% Presenca 14,38 17,12 11,64 12,67 P=0,242
Auséncia 250 242 258 255
% Auséncia 85,62 82,88 88,36 87,33

Fase Inicial 2 (15 a 30 Kg)

Presenca 14 2 10 8
% Presenca 3,30 0,47 2,36 1,89 P=0,029
Auséncia 410 442 414 416
% Auséncia 96,70 99,53 97,64 98,18

Periodo total (5,5 a 30,0 Kg)
Presenca 98 99 96 107
% Presenca 8,17 8,25 8,00 8,92 P=0,860
Auséncia 1102 1101 1104 1093
% Auséncia 91,83 91,75 92,00 91,08

*Analise de Qui-quadrado; ** BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm protease, BUT -
0,3% butirato de sodio, PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio;
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Um fator que deve ser considerado para explicar a auséncia de
diferengas nos resultados de frequéncia de diarreia nos animais alimentados
com butirato de sédio é o reduzido desafio sanitario nas instalacbes do teste.
Somado a isso, RICKE (2003) sugere a possibilidade que se desenvolva algum
tipo de tolerancia aos acidos organicos por parte de microrganismos patoégenos
existentes na flora intestinal quando se utilizam subdoses de acidos organicos,
proporcionando aos microrganismos a oportunidade de induzir resisténcia ao
estresse gerado pela agdo dos acidos. Os estudos de UTIYAMA et al. (2006),
SANTOS et al. (2010) e BRAZ et al. (2011) nao identificaram efeito de
acidificantes sobre a frequéncia de diarreia, corroborando com os resultados
deste trabalho.

A alta digestibilidade da ragdo fornecida aos leitdes deve ter
contribuido para a auséncia de resposta na porcentagem de animais com
diarreia, pois pode ter reduzido a quantidade de substrato ndo digerivel e
disponivel aos patégenos no lumen intestinal e consequentemente reduzido o
efeito dos aditivos na microbiota patogénica. Residuos alimentares néao
digeridos e ndo absorvidos servem como substratos para fermentacao pela
microbiota intestinal, elevando a producado de acido latico e de acidos graxos
volateis. Estes substratos, juntamente com ions (sédio, potassio e cloreto),
aumentam a osmolaridade do conteudo intestinal, provocando um fluxo de
agua para a luz intestinal, pela dificuldade na reabsor¢ao de agua,
desencadeando o processo diarreico (NABUURS et al., 1993).

A presencga de plasma sanguineo na composi¢cao das racdes pode
ter contribuido para auséncia de respostas, uma vez que apenas na fase inicial
2, em que a porcentagem de uso deste ingrediente foi menor (1%) quando
comparada as demais fases (5% para a fase pré-inicial e 2,5% para a fase
inicial 1) pode-se observar diferengas na frequéncia de diarreias. Segundo
BOSI et al. (2004), o plasma desidratado suino pode manter a integridade da
mucosa intestinal (ajudando o leitdo a resistir a agressbes bacterianas e a
melhorar a sua eficiéncia alimentar) bem como reduzir a resposta pro
inflamatéria local dos intestinos. Segundo PEREZ-BOSQUE et al. (2004), o
grau de ativagcdo das células imunitarias pode limitar a disponibilidade de

energia alimentar para o crescimento.
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4. CONCLUSAO

A utilizacdo de protease e butirato de sédio, isolados ou associados,
nao melhora o desempenho de suinos em fase de creche. A utilizagado de

protease diminui a incidéncia de diarreia de leitdes de 15 a 30kg de peso vivo.
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CAPITULO Ill. PROTEASE E BUTIRATO DE SODIO NAS DIETAS PRE-
INICIAL, INICIAL | E INICIAL II PARA SUINOS: DIGESTIBILIDADE,
PARAMETROS SANGUINEOS, PESO DE ORGAOS, PH E
HISTOMORFOLOGIA INTESTINAL

RESUMO

Objetivou-se avaliar a digestibilidade, os parametros sanguineos, o peso de
orgaos, o pH do conteudo do trato digestivo e a histomorfologia intestinal de
suinos em fase de creche alimentados com protease e butirato de sddio. O
experimento de digestibilidade foi dividido em duas fases, sendo fase | com
animais de peso médio de 11,770 + 0,730 kg e fase Il em que os animais
pesavam em média 23,070 + 1,280 kg. Em cada experimento de
digestibilidade, foram utilizados 16 leitdes hibridos comerciais, machos
castrados. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com
quatro tratamentos e quatro repeticdes. O critério utilizado para formacao dos
blocos foi o peso dos animais. Os tratamentos consistiram de ragao basal,
ragdo basal com 200ppm de inclusao de protease, ragéo basal com 0,3% de
inclusdo de butirato de sédio e ragao basal com protease (200ppm) e butirato
de sdédio (0,3%). Foram determinados os coeficientes de digestibilidade e
metabolizabilidade da matéria seca, energia bruta, proteina bruta e matéria
mineral. Para os parametros sanguineos, peso de 6rgaos e histomorfologia
foram utilizados 80 leitdes hibridos comerciais, machos castrados, com 21 dias
de idade e peso meédio inicial de 5,11 + 0,4645 kg, distribuidos em
delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro tratamentos, cinco
repeticoes e quatro animais por repeticao. Foi utilizado os mesmos tratamentos
do experimento anterior. Avaliado o perfil hematoldgico e bioquimico; pH dos
conteudos do estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, célon, ceco e reto; pesagem de
orgéos e parametros histomorfométricos nos segmentos de duodeno, jejuno e
ileo. Butirato de sédio melhorou o coeficiente de metabolizabilidade da proteina
na fase inicial I, na fase inicial 2 a protease isolada e a associacio de protease

e butirato de sodio incrementaram a metabolizabilidade da proteina e a
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protease ainda aumentou a absorcao de minerais. Butirato de sédio diminuiu o
numero de plaquetas no sangue. Nao houve diferengas nos valores de pH dos
conteudos intestinais do estbmago, duodeno, jejuno, ileo, célon, ceco, reto. O
tratamento com butirato de sédio apresentou menores valores de peso relativo
do intestino delgado e do péncreas. Protease diminuiu o peso do intestino
delgado e do figado. A associagado de protease e butirato de sédio diminuiu o
peso do pancreas. Butirato de soédio aumentou a base da vilosidade do
duodeno e a protease diminuiu a altura da vilosidade no ileo. O melhor
aproveitamento de nutrientes causado pela protease e butirato de sddio,
diminiui a carga funcional dos érgaos do trato digestivo, refletindo em menores
pesos de intestino delgado, figado e pancreas. Butirato de sédio contribui para

o desenvolvimento da mucosa intestinal de leitoes.

Palavras-chave: acidos organicos, enzimas, leitdes, metabolismo, morfologia

intestinal, sangue



51

CHAPTER Ill. PROTEASE AND SODIUM BUTYRATE IN DIETS PRE -
INITIAL, INITIAL INITIALII AND INITIAL I FOR SWINE: DIGESTIBILITY,
BLOOD PARAMETERS, WEIGHT OF ORGANS, PH AND BOWEL
HISTOMORPHOLOGY

ABSTRACT

Aimed to evaluate the digestibility, blood parameters, organs weight, pH of
the contents of the digestive tract and bowel histomorphology of pigs in the
nursery stage fed with protease and sodium butyrate. The digestibility
experiment was divided into two stages, being stage | to animals with an
average weight of 11.770 £ 0.730 kg and stage Il in which animals weighed
on average 1.280 kg * 23,070. In each digestibility experiment, 16
commercial hybrid castrated males piglets were used. The experimental
design was randomized blocks with four treatments and four replications.
The criterion used for completing the blocks was the weight of the animals.
Treatments consisted of basal diet, basal diet containing 200ppm inclusion of
protease, basal diet with 0.3% addition of sodium butyrate and basal diet
with protease (200ppm) and sodium butyrate (0.3 %). It was determined
coefficient of digestibility and metabolizability of dry material, gross energy,
crude protein and mineral material. For blood parameters, organs weight and
histomorphology 80 commercial hybrids castrated males piglets were used,
21 days of age and initial weight of 5.11 + 0.4645 kg, allotted in a completely
randomized block design, with four treatments, five replicates of four animals
each. The same treatments in the previous experiment were used.
Hematological and biochemical assessed profile; pH of the contents of the
stomach, duodenum, jejunum, ileum, colon, cecum and rectum; weighing of
organs and histomorphometric parameters in the segments of duodenum,
jejunum and ileum. Sodium butyrate improved metabolization coefficient of
the protein in the initial phase [, the initial phase Il isolated protease and the
association of protease and sodium butyrate increased the metabolizable
protein and protease even increased mineral absorption. Sodium butyrate

decreased the number of blood platelets. There was no difference in pH of
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the intestinal contents of the stomach, duodenum, jejunum, ileum, colon,
cecum, and rectum. Treatment with sodium butyrate had lower relative
weight of the small intestine and the pancreas. Protease decreased the
weight of the small intestine and the liver. The combination of protease and
sodium butyrate decreased pancreatic weight. Sodium butyrate increased
the base of the duodenal villi protease and villus height decreased in the
ileum. The better utilization of nutrients caused by protease and sodium
butyrate, decrease the functional load of the organs of the digestive tract,
reflecting lower weights of the small intestine, liver and pancreas. Sodium

butyrate contributes to the development of intestinal mucosa of piglets.

Keywords: blood, enzymes, intestinal morphology, metabolismo, organic

acids, piglets
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1 INTRODUCAO

Com a otimizacdo dos sistemas de producdo, os leitdes séao
desmamados precocemente e a saida da maternidade para a creche
representa um choque para estes animais, pois deixam a companhia da mae e,
em substituicdo ao leite materno, passam a se alimentar exclusivamente de
racao solida.

Os principais ingredientes das dietas, como milho, cujo amido é
pouco aproveitado pelos leitdes em fungdo do sistema enzimatico nao estar
totalmente desenvolvido, e o farelo de soja, que pode desencadear fatores
alergénicos responsaveis pela queda nos indices de desempenho dos leitdes,
por desenvolver resposta imune no intestino, resulta em encurtamento das
vilosidades e hiperplasia das criptas (LI et al., 1991), reduzindo a digestdo de
alimentos e absorcao de nutrientes.

A insuficiéncia digestiva e as desordens intestinais de leitbes
desmamados estdo relacionadas a condi¢do de ndo manterem o pH gastrico
baixo pela baixa secre¢ao de HCI, e seus efeitos sobre a ativacado da
pepsina, proliferacdo de coliformes (LOVATTO, 1996) e taxa de
esvaziamento gastrico (MACHINSKY et al., 2010). A condicdo enzimatica
do sistema digestivo revela que os leitdes tém capacidade limitada para
digerir amido, sacarose, proteina e gordura, o que altera a osmolaridade do
conteudo intestinal (CORASSA et al.,, 2006), consequentemente, os
nutrientes ndo absorvidos servem de substratos para o desenvolvimento de
bactérias que podem causar disturbios digestivos e aparecimento de
diarréia.

Nos sistemas intensivos de producao de suinos, com frequéncia séao
utilizados antibiéticos, em niveis subterapéuticos nas racdes, para prevenir
possiveis enfermidades e atuarem como promotores de crescimento, ao
reduzirem microrganismos indesejaveis que se encontrem no tubo digestério. O
possivel desenvolvimento de resisténcia bacteriana a alguns antibiodticos, que
sdo utilizados na linha humana e o temor de que essa resisténcia provoque o
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes aos antibidticos
administrados aos suinos no decorrer da cadeia produtiva (PHILLIPS et al.,

2004), tem pressionado a remogao de antimicrobianos das ragdes e
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aumentado a busca por produtos alternativos que garantam maximo
crescimento dos animais, dentre elas tem-se sugerindo o uso de enzimas e
acidos organicos.

A utilizacdo de enzimas exdgenas surgiu como alternativa para
aumentar o valor nutritivo de ingredientes alimentares que possuem baixos
coeficientes de digestibiidade e apresentam significativa fracao de
polissacarideos nao-amilaceos estruturais, fosforo fitico (CHESSON, 1987) e
fatores antinutricionais, que ndo sao hidrolisados pelas enzimas digestivas dos
suinos (FURLAN et al.,, 1997). Além de potencializar a acdo das enzimas
endogenas, diminuindo, assim, a viscosidade da dieta, a poluicdo ambiental
causada por nutrientes excretados nas fezes, na tentativa de melhorar o
desempenho e a rentabilidade da criagao.

Quanto aos acidos organicos, alguns modos de agdo sao
conhecidos; como a depressao do pH da dieta, o que lhe confere agéao
antimicrobiana (PARTANEN & MROZ, 1999); capacidade de estimular a
conversao de pepsinogénio em pepsina através do estimulo pela redugdo do
pH do meio gastrico, melhorando a capacidade digestiva protéica do animal
(SILVA JUNIOR, 2009); aumenta a retengcdo de nitrogénio (ROMER &
ABEL, 1999) e absorcdo de minerais (MROZ et al.,, 2000); estimula o
crescimento dos vilos e criptas no ceco de suinos (PIVA et al., 2002), tem
efeito anfi-inflamatoério sobre as células da mucosa gastrica e intestinal
(ANDOH et al., 1999), sao fonte de energia para as células epiteliais do ileo
terminal (CHAPMAN et al.,, 1995), afetam a proliferacdo das células da
mucosa, secre¢do de mucina, motilidade ileal e cecal, fluxo de sangue na
mucosa do célon, e diferenciagéo celular dos colondcitos (SCHEPPACH,
1994).

Portanto, objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de protease e
butirato de soédio nas dietas de leitdbes na fase de creche, sobre a
digestibilidade de nutrientes, os parametros sanguineos, o peso de 6rgaos,
o pH do conteudo do trato digestério e as varidveis histomorfométricas

intestinais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condi¢cdes experimentais

Os experimentos foram desenvolvidos no Setor de Suinocultura do
Departamento de Producdo Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (DPA/EVZ/UFG). Os procedimentos com 0s
animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Programa de
Pdés Graduacdo da Universidade Federal de Goias - CEP/PRPPG/UFG,
inscrito sob o protocolo 323/11.

A temperatura e a umidade maximas e minimas do galpao

experimental foram monitoradas com hidrotermémetro digital.

2.2. Ragdes experimentais

Os tratamentos experimentais para os ensaios de digestibilidade e
avaliacdo dos parametros sanguineos, peso de orgédos, ph dos
compartimentos do trato disgestivo e histomorfologia intestinal consistiram em
racdo basal, racdo basal com 200ppm de inclusdo de protease, racao basal
com 0,3% de inclusdo de butirato de sodio e racdo basal com protease
(200ppm) e butirato de sodio (0,3%). As ragdes foram formuladas de acordo
com as recomendagdes de ROSTAGNO et al. (2011) para cada fase e em
funcédo do peso dos animais, fase pré-inicial (5,5 a 9,0 kg); inicial I (9,3 a 15,0
kg) e inicial 1l (15 a 30kg) (TABELA 1).

A protease (Tabela 2) e o butirato de sédio (Tabela 3) foram pré-
misturados junto aos micro ingredientes e posteriormente acrescidos e
misturados aos demais ingredientes das ragdes experimentais. Nas ragdes
com protease e butirato de sodio isolados ou associados, os aditivos

substituiram o inerte. O butirato de sédio nao era microencapsulado.
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TABELA 1 — Composigao centesimal das dietas experimentais basais nas

fases pré-inicial (5,5 a 9,0 kg), inicial 1 (9,3 a 15,0 kg) e inicial 2

(15 a 30kg) de leitdes alimentados butirato de sodio e protease

Ingredientes™ (%) Pré Inicial Inicial 1 Inicial 2
Milho grao 64,137 63,000 75,334
Soja farelo 45% 15,102 18,606 11,314
Gluten de milho 60% 2,000 2,000 2,000
Plasma sanguineo 5,000 2,500 1,000
Hemacias - 2,500 4,000
Farinha de visceras de frango 3,000 3,000 3,000
Oleo de soja 3,124 2,683 -
Acucar 3,000 1,781 -
Sal comum 0,242 0,274 0,417
Fosfato bicélcico 1,775 1,501 1,108
Calcario 0,582 0,683 0,743
L-lisina 0,722 0,396 0,195
DI-metionina 0,149 0,088 0,023
L-treonina 0,267 0,136 0,032
L-triptofano 0,080 0,032 0,014
Suplemento mineral’ 0,250 0,250 0,250
Suplemento vitaminico? 0,250 0,250 0,250
Caulim 0,320 0,320 0,320
TOTAL 100 100 100
Composigéo nutricional Pré Inicial Inicial 1 Inicial 2
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3,400 3,375 3,257
Proteina bruta (%) 20,00 21,000 18,130
Lisina digestivel (%) 1,450 1,330 1,037
Metionina digestivel 0,406 0,372 0,290
Treonina digestivel (%) 0,914 0,838 0,653
Triptofano digestivel (%) 0,261 0,239 0,187
Calcio (%) 0,850 0,825 0,735
Fésforo disponivel (%) 0,500 0,450 0,365
Sédio 0,280 0,230 0,250

*Sem promotor de crescimento' 'Suplemento mineral: 5mg de cobre; 80mg de zinco;
80mg de ferro; 20 mg de manganés; 0,25 mg de selénio e 0,14 mg de |; 2 Suplemento
vitaminico: 6.000Ul vit. A; 1.320Ul vit D3; 12mg vit. E; 1,47 mg vit. K3; 0,9 mg vit. B1;
3mg vit. B2; 1,8mg vit. B6; 12 mcg vit. B12; 0,3 mg &c. fdlico; 9,3 mg ac. pantoténico;
18 mg niacina; 0,09 mg biotina; 240mg de colina.
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Tabela 2 — Composi¢ao nutricional da protease

Composigéo nutricional* Pré Inicial Inicial
Proteina Bruta (%) 3455 3105
Lisina digestivel (%) 63 41
Metionina digestivel (%) 39 22
Metionina + Cistina Digestivel (%) 127 99
Treonina Digestivel (%) 381 295

*Rodozyme ProAct

Tabela 3 — Composigao do butirato de sédio

Composicéo nutricional* Niveis de garantia
Acido butirico total (min.) 250 g/Kg
Acido butirico total (méax.) 180 g/Kg
Sdédio (max.) 40 g/Kg

*C4 powder — monobutyrin 25

2.3. Ensaio | — Experimento de digestibilidade

Foram realizados dois experimentos de digestibilidade com suinos em
fase de creche, sendo a fase 1 com animais de peso médio de 11,770 = 0,730 kg
e fase 2 em que os animais pesavam em média 23,070 + 1,280 kg. Em cada
experimento de digestibilidade, foram utilizados 16 leitdes hibridos comerciais,
machos castrados, alojados em gaiolas para estudo de metabolismo,
semelhante as descritas por PEKAS (1968). O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos ao acaso, com quatro tratamentos e quatro repeticoes.
O critério utilizado para formagao dos blocos foi o peso dos animais.

O periodo experimental teve duragao de 15 dias: 10 dias de adaptacao
dos animais as gaiolas e as dietas experimentais e cinco dias de coleta das fezes
e urina. Durante a fase de adaptagao, foi quantificado diariamente o consumo
voluntario de cada animal. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as
7h e as 16h. A quantidade diaria de racdo foi fornecida por unidade de peso
metabolico (PV*"®) dos animais (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2007). Apds cada
refeicdo, forneceu-se agua a vontade aos animais.

Foi adicionado 2% de Fe,O3; nas ragbes para determinar o inicio e
o final do periodo de coleta fezes (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2007). As
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fezes foram pesadas e homogenizadas diariamente, tomadas aliquotas de
20% do conteudo total e acondicionadas em saco plastico armazenadas sob
refrigeracdo para congelamento. Apos o término do periodo de coleta, as
fezes foram descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas,
depois foram secas em estufa de ventilagdo forgcada a 55°C por 72 horas.
ApOs esse processo, as amostras foram moidas em moinho de martelo e em
seguida determinadas a matéria seca, energia bruta, proteina bruta e cinzas.

A urina excretada foi colhida uma vez por dia em recipientes
contendo 20 mL de HCI (1:1), com a finalidade de evitar perda de nitrogénio e
proliferacdo bacteriana. Para reter as impurezas principalmente de pélos e
fezes, foi colocado filtro no funil coletor. Apés a pesagem a urina foi
homogeneizada e colhida a aliquota de 20% ou 150 mL do conteudo total
diario, que foi armazenada em embalagens plasticas e guardadas para o
congelamento. Ao final do periodo de coleta, as amostras foram
homogeneizadas e retirada uma nova amostra para secagem a 55°C por 72
horas em estufa de ventilacdo forcada para a determinagcéo de matéria seca,
energia bruta, proteina bruta e cinzas.

As analises laboratoriais da composi¢ao quimica das ragdes, fezes
e urina foram realizadas no Laboratério de Nutricao Animal no Departamento
de Producdao Animal, de acordo com a metodologia descrita por SILVA &
QUEIROZ (2002). A energia bruta da racéo, fezes e urina foi determinada por
bomba calorimétrica adiabatica Modelo PARR, realizada no Laboratério de
Nutricdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Uberlandia. Foi empregado o método de SAKOMURA & ROSTAGNO
(2007) para calculo dos valores dos coeficientes de digestibilidade e
metabolizabilidade da matéria seca, energia digestivel, proteina bruta,

matéria mineral.

2.4. Ensaio Il - Parametros sanguineos, peso de orgdos, pH e

histomorfologia intestinal

Foram utilizados 80 leitdes hibridos comerciais, machos castrados,

com 21 dias de idade e peso médio inicial de 5,11 + 0,4645 kg. Os animais
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foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com
quatro tratamentos, cinco repeticdes, perfazendo o total de 20 unidades
experimentais. O critério utilizado para formagao dos blocos foi 0 peso dos
animais. Cada unidade experimental foi composta por quatro animais, alojados
em gaiolas suspensas com 2 m?, um comedouro de PVC com duas bocas e um
bebedouro automatico, tipo chupeta. O consumo de ragao e agua foi a vontade.
A duracéao do periodo experimental foi de 56 dias, de 12 de maio a 10 de julho
de 2012, até que os animais atingissem o peso médio de 30,00 Kg.

Foram analisados os parametros hematoloégicos e bioquimicos;
peso de orgaos; pH do estdmago, duodedo, jejuno, ileo, cdlon, ceco e reto; e
histomorfologia intestinal de suinos em fase de creche alimentados com

racdes contendo protease e butirato de sédio.

2.4.1. Parametros sanguineos

Antes do abate, foram colhidas amostras de sangue por
venopung¢ao jugular em tubos de vacuo com heparina, EDTA (acido
etilediaminotetracético e sal dissédico) a 10% e sem anticoagulantes (tubos
vacutainer®). O sangue foi processado no mesmo dia, no Laboratério
Multiusuario da Pdés-Graduagcdo em Ciéncia Animal, para analise do perfil
hematolégico e bioquimico. Foram wusados reagentes comerciais
(LABTEST®). A realizagcdo das analises sanguineas foi segundo o
procedimento determinado pelo fabricante para cada kit de reagente.

A andlise do perfil hematoldgico foi realizada com o suporte
tecnologico do BC-2800 vet, analisador de hematologia compacto,
automatico. A partir das amostras coletadas foram confeccionadas laminas
para avaliagdo morfolégica das plaquetas e dos leucécitos. Os esfregacos
foram secos ao ar e corados pela técnica de Leishman. Para determinacao do
fibrinogénio plasmatico foi utilizada a técnica do microhematdcrito.

Para realizacao das provas de fungao hepatica e proteinograma e
lipidograma sérico, as amostras foram centrifugadas depois da retragdo do
coagulo. O soro foi separado em aliquotas e congelado a -20°C até o

momento da realizagdo dos exames de glicose, proteina sérica, albumina,
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globulina e colesterol. As proteinas séricas foram determinadas pelo método
colorimétrico, por reagdao com o biureto. A leitura foi feita em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 545 nm. A concentracao
sérica de colesterol foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico, por
reacdo catalisada pela enzima colesterol oxidase e a dos triglicerideos pelo
método enzimatico colorimétrico, mediante a reacdo catalisada pela
lipoproteina lipase, ambos com leitura em analisador automatico de quimica

clinica.

2.4.2. Peso de 6rgéos, pH e histomofologia intestinal

Ao final do periodo experimental, apés a pesagem, foi abatido um
animal por unidade experimental, os quais antes de serem abatidos tiveram
acesso as ragdes experimentais para que houvesse conteudo intestinal nos
segmentos do TGI. Os animais foram insensibilizados, por meio de choque
elétrico de alta voltagem e baixa amperagem nas fossas temporais. Em
seguida, foram desangrados e imediatamente feita a abertura abdominal do
esterno até o pubis e efetuada a ligadura da porcao cranial do es6fago e da
por¢éo caudal do reto.

Todo o trato gastrointestinal foi retirado e pesado (peso total do trato
gastrointestinal, estbmago cheio, estbmago vazio, intestino delgado, intestino
grosso, ceco), também foram pesados figado, rins, pancreas e baco. As
pesagens foram usadas para mensurar o peso absoluto e relagao érgao/corpo.
No conteudo do estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, cdlon, ceco e reto foi
efetuada a leitura do pH por meio da inser¢do de eletrodo unipolar
(pH100/pHTek®) (CANIBE et al., 2007).

Foram colhidas duas amostras de aproximadamente 1,0 cm de
comprimento por segmento intestinal (duodeno, jejuno e ileo) de cada animal.
As amostras foram lavadas em solucao de formaldeido e fixadas por imersao
em formol tamponado (10%). Apdés 24 horas na solugdo de fixagdo, as
amostras foram lavadas em alcool 70% e posteriormente foram desidratadas

conforme (LUNA, 1968). Apds a desidratacdo procedeu-se o recorte e
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imersdo das amostras em parafina para obtengao dos cortes longitudinais,
para confecgao das laminas histologicas.

As laminas continham duas sec¢bes cortadas a 4 pym. As laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina. As medi¢des foram feitas mediante
sistema de analise de imagem com ampliagcdo de 10x (Microscopio Leica,
Camera Leica e software ImagedJ). Foram medidas em cada secédo de cada
lamina dez alturas das vilosidades (VH), dez larguras das vilosidades (VW) e
dez profundidades das criptas (CD). A média das medidas VH, VW e CD foram
tratadas como a unidade experimental (NOFRARiAS et al., 2006; CANIBE et
al., 2007).

A relacdo vilosidade/cripta foi calculada dividindo a altura das
vilosidades pela profundidade das criptas. A area de superficie de absor¢ao foi
determinada mediante a formula S(1y.(2) = T(*/R) + T(R+r) x Vh?+(R-r* , em que:
R: medida da base/2; r: medida do apice/2; h: altura da vilosidade (NOFRARIAS

et al., 2006). A analise histomorfométrica foi realizada pela mesma pessoa.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa SAS versdo 8.0 (SAS, 2000), sendo as médias
comparadas por intermédio do teste de Duncan (a = 0,05), a excegao do peso

relativo dos 6rgaos, para esses dados foram utilizados a = 0,10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Temperatura e umidade

A média de temperatura foi de 29,4°C (maxima); 19,52°C (minima) e
a média de umidade de 80,64% (maxima) e 52,5% (minima). A temperatura
ideal para suinos na fase de creche situa-se entre 24 e 20°C, devendo a

temperatura do ar ser proxima dos 24°C nas primeiras semanas de alojamento,



62

e em torno de 20°C nas ultimas (CAMPOS et al., 1999), a umidade ambiente
deve ultrapassar 70% (SAMPAIO et al.,2004). Os valores encontrados estéo
fora dos padrdes recomendados, contudo, para amenizar essas diferengas
foram realizados o manejo de cortinas, o uso de |lampadas para aquecimento
dos leitdes nos dias frios, nos dias mais quentes e nos horarios mais quentes
do dia, os animais eram molhados com agua fria.

Segundo MENDONCA (2010), temperaturas acima da zona de
termoneutralidade reduzem a eficiéncia de utilizagdo da energia ingerida, além
de provocar a aceleragcdo nas reacdes quimicas devido a alta temperatura
corporal, que responde com o aumento no metabolismo. Para NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, (1981) ambientes quentes diminuem a atividade da
tireoide, diminuindo a taxa de passagem da digesta e resultando em alteragao
na digestibilidade dos nutrientes da ragao; lembram ainda da modificagédo no
tamanho dos o6rgdos e consequentemente, da exigéncia nutricional dos
animais, como alteragdes fisioldgicas provocadas pela adaptacédo a diferentes
temperaturas.

Assim, considera-se que as condi¢dbes ambientais do galpdo
experimental tenham influenciado no metabolismo, eficiéncia energética,
motilidade intestinal associada a taxa de passagem e alteragdo da

digestibilidade dos nutrientes da racdo, bem como no peso dos 6rgaos.

3.2. Digestibilidade

Butirato de sodio melhorou o coeficiente de metabolizabilidade da
proteina das racdes na fase inicial 1, comparado com a ragao basal e com a racao
basal com 200ppm de protease (Tabela 4). O melhor aproveitamento da proteina
causado pelo butirato de sédio pode ser explicado pela capacidade dos acidos
organicos reduzirem o pH gastrico, em meio acido as enzimas proteoliticas estao
mais ativas e ha uma diminuicdo na taxa de esvaziamento, existindo mais tempo
para a digestao proteica no estémago (MACHINSKY et al., 2010). No entanto, a
auséncia de alteragdes no pH gastrico e intestinal podem estar relacionados ao
método empregado, que pode ndo ter sido capaz de detectar diferencas no pH
(PARTANEN & MROZ, 1999). MACHINSKY et al. (2010) também encontraram
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efeito da utilizagcdo de 0,3% de butitrato de sodio 85% (equivalente a 0,2% de

acido butirico) sobre o aumento da digestibilidade aparente da proteina bruta em
suinos. Para DIBNER & BUTTIN (2002), o &cido butirico € convertido em

metionina no interior do corpo, sendo considerado como suplemento deste

aminoacido, contribuindo de forma a atender a exigencia nutricional dos animais

em aminoacidos essenciais e no aproveitamento da proteina.

Tabela 4 - Coeficiente de digestibilidade da matéria seca (CDMS), da energia
bruta (CDEB), da proteina bruta (CDPB) da matéria mineral
(CDMM) e coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS), da energia bruta (CMEB), da proteina bruta (CMPB) e

da matéria mineral (CMMM), de ra¢cdes com protease e butirato

de sédio para suinos em fase de creche

Variaveis Tratamentos* 1
BASAL PRO BUT PRO+BUT CV P-value
Fase Inicial 1 (9,3 a 15,0 KQ)
CDMS (%) 88,86 88,42 89,73 89,64 1,46 0,783
CMMS (%) 82,56 81,67 83,50 84,57 4,41 0,716
CDEB (%) 85,24 89,65 90,15 90,25 4,91 0,347
CMEB (%) 82,08 85,69 87,05 87,73 6,30 0,483
CDPB (%) 87,76 88,85 89,17 88,81 1,64 0,605
CMPB (%) 39,44  34,29°  46,30°  41,12°® 8,81 0,004
CDMM (%) 99,55 99,78 99,62 99,87 0,18 0,104
CMMM (%) 88,28 85,96 84,15 90,78 11,69 0,813
Fase Inicial 2 (15 a 30,0 Kg)

CDMS (%) 88,77 89,03 87,98 88,68 2,85 0,943
CMMS (%) 81,83 82,93 80,22 81,98 7,67 0,941
CDEB (%) 89,11 89,95 88,32 87,46 3,70 0,730
CMEB (%) 85,74 86,88 84,66 84,00 5,66 0,843
CDPB (%) 88,22 88,53 87,51 89,06 3,04 0,873
CMPB (%) 47,37°  69,06° 39,09° 65,93* 10,98 0,001
CDMM (%) 58,79 60,37 57,53 56,35 16,72 0,943
CMMM (%) 44,25° 57,05° 49,83%° 48,79%® 10,74 0,037

* BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm protease, BUT - 0,3% butirato de sodio,
PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio; ° Letras distintas na

mesma

linha

apresentou

<0,05)."Coeficiente de variagao

diferenga

significativa no

teste

Duncan (a
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Na fase inicial 2 a protease isolada e a associagcao de protease e
butirato de sédio incrementaram a metabolizabilidade da proteina, comparados
com a ragao basal e com o butirato de sodio. Ainda nesta fase, a protease
aumentou a absor¢do de minerais em relagdo a racdo basal. Proteinas pouco
digestiveis, ou com fatores anti-nutricionais, ou proteinas alergénicas podem
ter seu uso potencializado através da utilizacdo de proteases (CLASSEN,
1996). As enzimas reduzem a viscosidade do bolo alimentar, aumentam a
digestibilidade dos nutrientes e minimizam a capacidade tamponante da dieta,
0 que pode ter contribuido para o melhor aproveitamento dos minerais da
dieta. Quando descontrolados, estes fatores contribuem para desequilibrio e
perdas. A alta viscosidade da dieta promove ma absorcido, fermentacao
bacteriana prejudicial e perda de sais biliares. Alta capacidade tamponante
aumenta a diluicdo das enzimas digestivas e reduz a digestibilidade da proteina

bruta, aumentando o risco de problemas entéricos (SILVA JUNIOR, 2009).

3.3. Parametros sanguineos

Os valores de hematologia e bioquimica (Tabela 5) apresentaram-
se normais quando comparados as tabelas de referencia (FRASER, 1991).
Butirato de sodio diminuiu o niumero de plaquetas no sangue (P=0,047) em
relagcdo com a ragao basal. Os valores normais de plaquetas citados para
suinos sao entre 100.000 a 900.000/uL (JAIN, 1993) e 200.000 a 500.000/uL
(MEYER et al., 1995). As plaquetas tém importante papel na prevengdo do
processo de sangramento dos vasos, participando da hemostasia primaria, um
processo bioldgico que para o sangramento decorrente de injuria vascular por
meio da formacdo de um tampao plaquetario. O desenvolvimento de doencgas
trombdticas envolve injuria e/ou disfungdo do vaso sanguineo e ativagdo de
plaguetas (VANNI et al., 2007).

A trombose é a Unica caracteristica clinica partilhada por deficiéncia
hereditaria de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e hemoglobinuria paroxistica
noturna (HPN), neste ultimo caso, a falta de CD59, um inibidor do complexo de
ataque a membrana do complemento, leva as plaquetas a hipercoagulabilidade

e contribuir para um aumento do risco de trombose (HUGEL et al. 1999). Na
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deficiéncia herdada GPI, de 30 a 50 % das plaquetas CD59 sao deficientes
(ALMEIDA et. al., 2006), no entanto, fenilbutirato de sédio néo teve efeito sobre
o nivel de expressdo de CD59 em plaquetas, apesar do aumento da expressao
de granulécitos CD59 (ALMEIDA et al., 2007).

TABELA 5 — Perfil hematolégico e bioquimico de suinos em fase de creche

alimentados com dietas contendo protease e butirato de sédio

L. Tratamento® 1
Variaveis BASAL PRO  BUT PROsBuUT Cv FPrvalue

Hematologia

Leucdcitos (/uL) 11880 13815 11910 12405 14,02 0,290
Hemécias (/uL) 737 735 773 723 752 0,550
Hemoglobina (g/dL) 13,32 17,70 14,08 12,90 820 0,399
VG2 (%) 41,04 42,04 42,96 39,20 7,84 0,329
VCM? (fL) 55,86 57,14 42,96 39,20 519 0,528
HCM* (Pg) 18,08 18,54 18,18 17,86 560 0,763
CHCM® (g/dL) 32,40 32,56 3272 3300 294 0,786

Plaquetas (x10%/uL) 398,00 328,00%° 231,20° 344,80* 26,31 0,047
Proteinas plasmaticas 6,60 6,44 6,98 6,68 6,36 0,273
Fibrinogénio (g/dL) 270,00 350,00 330,00 310,00 34,41 0,690

Bioquimica
AST® (UI/L) 47,14 40,86 50,28 38,76 40,04 0,715
ALT’ (UI/L) 4295 33,97 35,52 34,57 37,69 0,717
GGT?® (mg/dL) 28,05 39,84 3366 32,14 34,41 0,845
Glicose (mg/dL) 93,45 97,96 99,51 100,31 19,60 0,942
Colesterol (mg/dL) 65,69 66,84 64,47 57,09 23,37 0,728

Triglicerideos (mg/dL) 69,95 43,46 49,32 38,16 43,79 0,154
Proteinas totais (g/dL) 6,48 6,52 6,60 6,57 8,68 0,986
Albumina (g/dL) 3,37 3,35 3,34 3,38 10,30 0,998
Globulinas (mg/dL) 3,11 3,16 3,26 3,19 20,90 0,986

*BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm de protease, BUT - 0,3% butirato de saodio,
PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio; 'Coeficiente de
variagdo,?volume globular, *volume globular médio, *hemoglobina corpuscular média,
°concentragdo de hemoglobina corpuscular média, °aspartato amino transferase,
"alanina amino transferase, ®gamaglutamiltranspeptidase; ®° Letras distintas na
mesma linha apresentou diferenga significativa no teste Duncan (a <0,05);

Contudo, a mutagao responsavel pela deficiéncia hereditaria de GPI é

interrompida pela resposta do gene SP-1 ao butirato e esta associada com a
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hipoacetilagdo no promotor do gene PIGM. A modificagdo da acetilagdo com
butirato de sdédio aumenta a transcricdo de PIGM e a expressao de GPI in vivo e
in vitro e é de grande valor terapéutico (ALMEIDA et al., 2007). Butirato de sodio
pode ser uma opgao terapéutica para doencas que envolvem disfungdes
plaquetarias, tendo a inclusdo de 0,3% de butirato de sddio efeito na diminuigéo

do numero de plaguetas no sangue em suinos na fase de creche.

3.4. Peso de 6rgaos

O peso dos orgaos é geralmente avaliado na observagdo da
resposta do organismo animal a certos tratamentos, ja que esses 6rgaos
podem apresentar uma hipo ou hipertrofia dependendo das condicdes
nutricionais as quais sdo submetidos (OLIVEIRA et al., 2006).

Com a=0,10, comparados com a rag¢ao controle, o tratamento com
butirato de sddio apresentou menores valores de peso relativo do intestino
delgado e do pancreas. Protease diminuiu o peso do intestino delgado e do
figado. A associacdo de protease e butirato de sodio diminuiu o peso do
pancreas (Tabela 6).

Como observado no experimento de digestibilidade, a protease e o
butirato de sodio, isolados e associados, melhoraram o coeficiente de
metabolizabilidade da proteina e a protease melhorou a absor¢cao de minerais.
O melhor aproveitamento desses nutrientes, pode ter diminuindo a viscosidade
do bolo alimentar e a carga funcional dos érgaos do trato digestivo, provocando
a diminui¢ao do pesos relativos do intestino delgado, figado e pancreas.

TONEL (2009) relatou existir a tendéncia para decréscimo do peso
dos intestinos consecutivo a ingestdo de uma dieta com butirato de sddio em
leitdes entre as trés e oito semanas de idade, porém, em nenhum dos casos se
atingiu o limiar de significAncia estatistica.

A diminuicdo do peso do figado pode ser relacionado com as
menores quantidades de compostos nitrogenados transformados por este
orgao (CHEN et al., 1999). O peso de figado aumenta com o incremento do
consumo de proteina bruta (BIKKER et al.,, 1994), pois este € um dos

principais locais de degradacdo de aminoacidos e de metabolismo de
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nitrogénio (CHEN et al., 1999). O pancreas decresce em suinos alimentados
com racdes de baixa proteina bruta, em comparagdo com aqueles alimentos
com ragbes convencionais, refletindo a menor quantidade de enzimas
pancreaticas que foram necessarias para digerir a menor quantidade de
proteina consumida pelos porcos alimentados com as dietas de baixa
proteina (CHEN et al. 1999).

TABELA 6 — Peso relativo de érgaos de suinos em fase de creche alimentados

com dietas contendo protease e butirato de sédio

Orgdo Tratamentos’ )
BASAL PRO BUT PRO+BUT CV? P-value
Peso relativo
Peso vivo (kg) 30,07 30,11 31,05 30,32 3,76 0,510
Trato gastrointestinal (%) 14,67 12,80 13,65 13,93 11,36 0,334
Estémago cheio (%) 2,34 222 244 2,23 39,07 0,978
Estémago vazio (%) 0,75 081 0,83 0,77 13,17 0,670
Intestino delgado (%) 6,62° 553" 567° 6,12*° 11,27 0,084
Intestino grosso (%) 3,88 3,14 3,48 3,87 14,08 0,102
Ceco (%) 124 091 1,18 1,01 35,59 0,513
Rim (%) 0,60 060 0,70 0,67 13,59 0,192
Baco (%) 0,16 0,18 0,20 0,20 18,28 0,274
Figado (%) 2,99° 250° 295° 280 0,87 0,054
Pancreas (%) 0,23 0,22%* 0,20° 0,19® 12,32 0,073

"P=0010; 'BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm protease, BUT - 0,3% butirato de sédio,
PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio; 2Coeficiente de
variagao.

3.5 pH do trato digestorio

Os valores de pH dos conteudos intestinais do estémago, duodeno,
jejuno, ileo, colon, ceco e reto nao foram influenciados (p>0,05) pelos
tratamentos (Tabela 7).

Segundo BUGAUT (1987), os resultados da presente pesquisa pode
ser explicado pela conversao do butirato em outras substancias ou a absor¢ao
do butirato na parte esofagica do estdmago, opinidao também partilhada por
ICHIKAWA et al. (2002) ao defenderem que, sendo o butirato de s6dio um
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acido fraco e ingerido em pequenas doses, € parcialmente absorvido no
estdmago nao influenciando o pH no restante trato gastrointestinal. De fato, o
acido butirico tem pKa=4,82, e segundo PARTANEN & MROZ (1999), a sua
absorgcao € muito rapida em pH inferior ao seu pKa (pH do estébmago < 2,9 em
todos os regimes que continham &acido), mas permanece na sua forma
dissociada e é fracamente absorvido a pH 5-6 (pH dos intestinos > 5 em todos

0s regimes).

TABELA 7 — Valores de pH dos conteudos do estémago, duodeno, jejuno, ileo,
colon, ceco e reto de suinos em fase de creche alimentados com

dietas contendo protease e butirato de sédio

Orgdo Tratamentos’ ,
BASAL PRO BUT PRO+BUT CV° P-value
pH

Estdbmago 2,6 3,3 2,6 2,8 24,61 0,303
Duodeno 5,5 6,2 59 5,7 7,06 0,123
Jejuno 6,4 6,2 6,4 6,2 7,38 0,852
ileo 6,3 6,5 6,4 6,5 6,16 0,847
Coélon 5,8 5,6 59 5,6 519 0,297
Ceco 57 5,6 5,8 55 573 0,433
Reto 6,4 6,3 6,3 6,2 8,16 0,943

'BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm protease, BUT - 0,3% butirato de sodio,
PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sodio; 2Coeficiente de
variagao.

Outra possivel explicagdo esta relacionada ao momento de coleta da
digesta para analise de pH (PARTANEN & MROZ, 1999), uma vez que 0s
animais receberam ragédo a vontade, porém nao é possivel assegurar o estagio
de digestdo em que os animais estavam no momento do abate. Nos estudos de
RADCLIFFE et al. (1998), os acidos organicos reduziram o pH gastrico;
enquanto que em BURNELL et al. (1988), RISLEY et al. (1992) e GABERT &
SAUER, (1995) néao foi observado qualquer efeito. Variagdes nas medi¢cdes de
pH gastricos indicam dificuldade na obtengdo da amostra representantiva, bem
como nas proporcdes de alimento e de secregbes enddgenas, que sao variaveis
de amostra para amostra (PARTANEN & MROZ, 1999).
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O tempo de amostragem deve ser padronizado em relagdo ao tempo
de alimentagcao, e, as medicbes devem ser feitas nas seg¢des especificas do
estbmago. Sem técnicas de puncéao e eletrodos de pH permanentemente fixos
para simultaneas medi¢cdes em diferentes partes do estdbmago e do intestino,
pode ser dificil avaliar objetivamente os efeitos dos acidos organicos na dieta
sobre o pH gastrointestinal (PARTANEN & MROZ, 1999).

Reducdes no pH do conteudo digestério de animais que recebem
acidos organicos em suas ragdes sao de dificil detecgdo, devido a diversos
fatores como: grande variagdo nas metodologias utilizadas, possiveis
contaminagdes entre o conteudo gastrico e o intestinal, dificuldade na
mensuragao do pH nos 6rgaos digestorios, os ingredientes utilizados nas dietas,
os tipos e os niveis de inclusdo de aditivos (PARTANEN & MROZ, 1999).

3.6 Histomorfologia intestinal

A dieta com butirato de sédio aumentou a base da vilosidade do
duodeno em ragdo a ragao basal e a protease. A protease diminuiu a altura da
vilosidade no ileo comparada com a dieta basal (Tabela 8) (Figura 1). Os
valores morfométricos deste estudo estdo em escala comparavel com dados de
animais saudaveis desmamados precocemente, conforme CERA et al. (1988) e
MANZANILLA et al. (2009).

TABELA 8 - Histomorfometria intestinal de leitbes de 30 kg de peso

alimentados com protease e butirato de sédio

2
Variaveis' Tratamentos CV® P-value
BASAL PRO BUT PRO+BUT
Duodeno
Altura de vilosidade (um) 1460,5 1554,0 1647,6 1508,5 9,3 0,308
Base da vilosidade (um) 537,4° 570,0° 706,33 6089 12,1 0,002

Superficie de contato (um?) 823166 746383 116541 980381 30,1 0,158
Profundidade de cripta (um)  565,7 5296  575,2 138,1 19,7 0,934
Vilosidade:cripta 2,8 2,9 2,9 2,8 22,5 0,999
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2
Variaveis' Tratamentos CV°  P-value
BASAL PRO BUT PRO+BUT
Jejuno
Altura de vilosidade (um) 1590,2 16353 14156 15140 16,9 0,728
Base da vilosidade (um) 839,1 790,3 709,5 7929 151 0,547

Superficie de contato (um?) 163566 164007 143099 167195 31,4 0,940
Profundidade de cripta (um) 534,8  508,9 460,8 4943 195 0,795

Vilosidade:cripta 3,0 32 3.1 32 230 0,995
lleo

Altura de vilosidade (um) 1646,12 1330,5° 15544 1440,9® 116 0,039

Base da vilosidade (um) 719,3 8385 9146 8426 17,2 0,337

Superficie de contato (um?) 104606 136615 157359 138184 29,5 0,362
Profundidade de cripta (um) 5031 471,5 5358 4544 21,3 0,546
Vilosidade:cripta 3,4 2,9 3,0 3,1 20,3 0,744

'Valores de n=5; “BASAL - dieta basal, PRO — 200ppm protease, BUT - 0,3% butirato
de soédio, PRO+BUT — 200ppm de protease + 0,3% de butirato de sédio; °>CV:
coeficiente de variacao.

SALMINEN et al. (1998) relataram que butirato de sédio aumentam
significativamente a proliferacdo de células estaminais nas criptas intestinais.
Ao aumentar o comprimento das vilosidades intestinais, butirato de sédio
amplia a superficie de absor¢ao do intestino, em especial no proximal e distal
jejuno e ileo, assim, influenciar favoravelmente a absor¢do de nutrientes a
partir de o lumen intestinal (KOTUNIA et al., 2004). Em cultura de érgaos de
mucosa do célon humano in vitro, butirato estimulou a proliferagdo de células
epiteliais (SCHEPPACH et al., 1992).

Os resultados obtidos no experimento de digestibilidade (Tabela 4)
foram coerentes com resultados verificados da histomorfometria intestinal de
leitdes (Tabela 8). Butirato de sodio aumentou a base da vilosidade do
duodeno, aumentando superficie de absorgédo, contribuindo para o melhor

aproveitamento da proteina.



FIGURA 1 — Histomorfometria de leitdes alimentados com protease e butirato

de sdédio

4. CONCLUSAO

A protease isolada ou associada ao butirato de sédio melhorara
o coeficiente de metabolizabilidade da proteina e a absor¢do de minerais.
O melhor aproveitamento desses nutrientes diminui a carga funcional dos
orgaos do trato digestivo, refletindo em menores pesos de intestino
delgado, figado e péancreas. Butirato de so6dio aumenta a base da
vilosidade do duodeno, consequentemente, aumenta o aproveitamento da

proteina.
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CAPITULO IV. CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagcado de protease e butirato de sédio ndo melhorou o ganho
de peso, consumo de ragao e conversao alimentar dos animais. A falta de
resposta a suplementacdo enzimatica de protease sugere que a atividade da
enzima nao limitou o desempenho de leitdes apds o desmame, contrariando a
evidéncia de que a queda da digestibilidade dos nutrientes no pés-desmame ¢é
resultado de atividade enzimatica reduzida de protease.

A protease diminuiu a incidéncia de diarreia de leitdes dos 15 aos 30
kg de peso, provavelmente pelo melhor aproveitamento observado na proteina
e minerais, evitando que alimentos n&o digeridos cheguem ao intestino e
sirvam de substrato para bactérias causadoras de disturbios digestivos.
Contudo, recomenda-se que ndo seja utilizado o plasma sanguineo como
ingrediente quando se pretende analisar a incidéncia de diarreia, ja que seus
componentes tem efeito sobre a saude da mucosa intestinal, podendo
mascarar os resultados.

Protease e o butirato de sodio, isolados e associados, melhoraram o
coeficiente de metabolizabilidade da proteina e a protease melhorou a
absorgcao de minerais. O melhor aproveitamento desses nutrientes, diminuindo
a viscosidade do bolo alimentar e a carga funcional dos érgaos do trato
digestivo, refletiu na diminuicdo do peso relativo do intestino delgado, do figado
e do pancreas.

O butirato melhorou a histomorfometria intestinal, aumentando a
base da vilosidade do duodeno, confirmando a capacidade deste acido na
melhoria da saude intestinal.

Sugere-se a utilizagdo de marcadores para definigdo exata dos
6gaos do trato digestivo atingidos pelo butirato de sédio. Bem como a utilizagao
de butirato de sdédio microemcapsulado em ensaios experimentais, para que
este chegue até os intestinos, agindo localmente e produzindo melhores
resultados.

Na utilizacdo conjunta de protease e butirato de sdédio, com o

proposito de potencializar o uso desta enzima pela diminuicdo do ph causada
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pelo acido organico, é importante que a protease utilizada seja ativa em pH
acido.

Propde-se pesquisas que relacionem o uso de protease e butirato de
sédio sobre o impacto ambiental da produgdo de suinos, ja que esses aditivos
se mostraram eficientes na melhoria do aproveitamento de proteina e minerais,
podendo portanto, diminuir a excre¢cédo desses nutrientes e o potencial poluente

das fezes desses animais.



