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ALVES, J. B. Efeitos dos acidos organicos e do 6leo essencial de canela na
modulacdo da microbiota cecal e no desempenho de leitbes desmamados
desafiados com Escherichia coli K88. 2019. 97f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo de uma mistura de acidos
organicos associado ao O6leo essencial de canela frente a colistina, sobre o
desempenho, controle da diarreia e modulagéo da microbiota intestinal de leitbes em
fase de creche desafiados com Escherichia coli K88. Foram utilizados 114 leitbes
desmamados, metade machos castrados e metade fémeas, com idade média inicial
de 28 dias e 6,60 Kg + 0,25 Kg de peso vivo, submetidos a 3 tratamentos durante 35
dias, que corresponderam a: Controle (CON): racdo livre de antimicrobianos e
aditivos; Colistina (COL): Controle + Colistina (200 mg/kg); Acidos organicos + 6leo
essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton AO+OE (acido férmico (180 mg/Kg); acido
acético (90 mg/Kg); acido propionico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); 6leo
essencial de canela) + AO (acido férmico (180000 mg/L); acido acético (90 mg/L);
acido propiénico (45000 mg/L); acido fumarico (35000 mg/L) via dgua potavel (para
atingir um pH de 4,5). Todos os animais foram desafiados com Escherichia coli (E.
coli) K88 por via oral (5mL 1,1x10° UFC/mL ). A unidade experimental foi
representada pela baia para as variaveis de desempenho e analise bacteriologica, e
pelo animal para a analise metagendmica e ocorréncia de diarreia. Nao houve
diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos para o desempenho (351, 377 e 354 g/dia;
637, 667 e 605 g/dia; 1,826, 1,769 e 1,709 para o consumo de racdo, ganho de peso
e conversao alimentar na fase, para CON, AO+OE e COL, respectivamente) A COL
mostrou maior efetividade contra a infec¢cdo induzida com E. coli, apresentando
menor numero de animais acometidos com diarreia (P< 0,05) e menor quantidade de
E. coli nas fezes (P< 0,05), no entanto, houve tendéncia (P< 0,10) de aumento na
guantidade de bactérias da ordem Bifidobacteriales no grupo AO+OE. A dose
terapéutica da colistina foi mais efetiva sobre a prevencéo da diarreia e excrecao de
E. coli nas fezes. A associacdo AO+OE demonstrou efetividade nos parametros de
desempenho, com um efeito de tendéncia da modulagdo da microbiota benéfica do
trato gastrintestinal.

Palavras chaves: Diarreia pos-desmame. Acidificante. Fitogénicos



ALVES, J. B. Effects of organic acids and cinnamon essential oil on cecal
microbiota modulation and performance of weaned piglets challenged with
Escherichia coli K88. 2019. 97p. Dissertation (Masters in Animal science) —
University State of Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of the addition of a mixture of
organic acids associated to the essential cinnamon oil against the Colistin on
performance, control of diarrhea and intestinal microbiota modulation of nursery pigs
challenged with Escherichia coli k88. A total of 114 weaned piglets were used, half
males castrated and half females, with a mean initial age of 28 days and 6.60 Kg *
0,250 Kg of live weight, submitted to 3 treatments during 35 days, corresponding to:
Control (CON): antibiotic free ration and additives; Colistin (COL): Control + colistin
(200 mg/Kg); Organic acids + essential oil (AO+OE): Control + 1Kg/ton AO+OE
(formic acid (180000 mg/Kg); Acetic acid (90000 mg/Kg); Propionic acid (45000
mg/Kg); Fumaric acid (35000 mg/Kg); Cinnamon essential oil) + AO (formic acid
(180000 mg/L); Acetic acid (90000 mg/L); Propionic acid (45000 mg/L); Fumaric acid
(35000 mg/L) via potable water (in order to achieve a pH of 4,5). All the animals were
oral challenged with Escherichia coli (E. coli) K88 (5 mL 1,1 x 109 UFC/mL). The
experimental unit was represented by the pen for the variables of performance and
bacteriological analysis and by the animal for a metagenomics analysis and
incidence of diarrhea. No difference was observed (P> 0,05) between the treatments
for the performance (351, 377 e 354 g/day; 637, 667 e 605 g/day; 1,826, 1,769 e
1,709 for feed intake, weight gain and feed conversion in the phase for CON, AO+OE
and COL, respectively). The COL treatment showed greater efficacy against the
induced infection with E. coli, presenting a lower number of animals affected by
diarrhea (P< 0,05) and a lower amount of E. coli in feces (P< 0,05), however, there
was a tendency (P< 0,10) of increase in the bacteria amount of the order
Bifidobacteriales in the AO+OE group. The therapeutic dose of colistin was more
effective in preventing diarrhea and on excretion of E. coli in feces. The AO+OE
association showed effectiveness in the performance parameters with a tendency
effect of the modulation of the beneficial gastrointestinal tract microbiota.

Keywords: Post-weaning diarrhea. Acidifying. Phytogenic.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos antibidticos de forma banal e irracional na producéo
animal a fim de reduzir a morbidade, a mortalidade e melhorar o desempenho
zootécnico (THACKER et al., 2013) esta sendo ligado a polémicas quanto aos riscos
de selecdo de bactérias resistentes (VONDRUSKOVA et al., 2010).

A Colistina tem sido um dos antibioticos de eleicdo utilizados nas
dietas de leitdes desmamados, por possuir acdo seletiva sobre bacilos entéricos
gram-negativos, como a Escherichia coli (E. coli) (MENDES; BURDMANN, 2009),
que é a principal bactéria envolvida na sindrome da diarreia p6s desmame em
leitdes (ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010), juntamente com os diversos fatores
estressores em que os leitbes sdo submetidos neste periodo somado a um trato
gastrointestinal (TGI) (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015) e sistema imunolégico
fisiologicamente imaturo (AUMAITRE et al., 1995; JAYARAMAN; NYACHOTI, 2017).
Porém, ja foram relatadas em paises da Asia, Africa, Europa, América do Norte e
América do Sul casos de E. coli resistente a Colistina. No Brasil foi relatado o
primeiro caso em humanos em 2016 (FERNANDES et al., 2016).

Muitos sdo os aditivos testados atualmente para possibilitar a
substituicdo dos antibiéticos na suinocultura, com destaque para 0s acidos organicos
e Oleos essenciais (MORES, 2014). Estes aditivos possuem diversas acdes que
podem beneficiar o desempenho através de acdes antimicrobianas, antinflamatérias,
antioxidantes e melhora da digestibilidade, além de atuarem como estimuladores da
secrecdo de enzimas enddgenas e do desenvolvimento intestinal (PAPATSIROS,
CHRISTODOULOPOULOS; FILIPPOPOULOS, 2012; DHIFI et al., 2016;
CHOUHAN, SHARMA E GULERIA, 2017; LONG et al., 2017; OMONIJO et al., 2017;
SIMITZIS, 2017).

Os resultados com a utlizacdo dos &acidos organicos e Oleos
essenciais com relacdo ao desempenho e incidéncia de diarreia sédo promissores (LI
et al.,, 2012; LEI et al., 2016), porém por se tratar de produtos naturais de diferentes
origens, a padronizagao se torna mais complexa e os resultados ainda sédo amplos e
dependem de condi¢cdes especificas (BASNIAK, 2010; KIL; KOWN; KIM, 2011;
ZENG et al., 2015).

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar os efeitos da adicdo de uma

mistura de acidos organicos mais 0leo essencial de canela frente a Colistina, sobre o
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desempenho, controle da diarreia e microbiota intestinal de leitdes na fase de creche

desafiados com Escherichia coli k88.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUINOCULTURA BRASILEIRA

A carne suina, juntamente com os pescados, carne de frango e a
carne bovina representa uma das principais fontes de proteina animal do mundo
(GUIMARAES et al., 2017).

Investimentos e pesquisas em produgdo, sanidade e nutricao,
juntamente com o desenvolvimento do processo de gerenciamento dos produtores,
possibilitaram ao Brasil figurar entre os principais produtores de carne suina
(COLOMBO, 2017). Atualmente o pais ocupa a posicdo de quarto maior produtor e
exportador de carne suina no mundo. No ano de 2016 produziu 3.731 mil toneladas,
ficando atras da China, grupo de paises da Unido Européia (EU) e EUA, e
exportando 732 mil toneladas, atras da EU, EUA e Canada. Deste modo 80,4% da
producdo no Brasil permanece no mercado interno e 19,6% é destinada a
exportacdo, no qual a Russia aparece como o0 maior importador da carne suina
brasileira. JA& o consumo interno per capita fechou na média nacional em 14,4kg
(ABPA, 2017).

Segundo o relatorio Projecdes do Agronegocio do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) - Brasil 2017/18 a 2027/2028 (MAPA,
2018) é que a producdo de carnes no Brasil continue a aumentar nas proximas
décadas, com destaque para a carne suina e de frango, que apresentam maiores
taxas de crescimento na projecdo realizada entre 2017/18 a 2027/28, com um
crescimento anual de 2,6% e aumento de 2,2% no consumo/ano de carne suina no
pais. Quanto a exportacdo, as projecdes também sao positivas. Deve ocorrer um
aumento de 3,4% da exportacdo de carne suina, ficando acima das carnes bovina e
de frango que deve apresentar um aumento por volta de 3%.

Com o propésito de aprimoramento da suinocultura interna, a
Associacdo Brasileira dos Criadores de Suinos (ABCS) lancou em 2009 o Projeto
Nacional de Desenvolvimento da Suinocultura (PNDS), que objetiva otimizar o
desenvolvimento da suinocultura brasileira, trabalhando para fornecer estabilidade
econdmica da atividade e beneficios aos produtores, através da ampliacdo do
mercado da carne suina, com modernizacdo da comercializacdo e medidas de boas

praticas de producéo, da granja a mesa.
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Com relacdo a suinocultura mundial, segundo o relatério do United
States Department of Agriculture, (2017) a producdo no ano de 2017 foi de 111,034
milnbes de toneladas, com previsdo de aproximadamente 113,1 milhbes de
toneladas para o ano de 2018, com maior expansédo na produgao chinesa. A forte
demanda dos consumidores por carne suina também impulsionara a producdo na
Russia, nas Filipinas e no México. Quanto a importacdo, a China em 2018
continuara sendo o maior importador, porém com queda pelo segundo ano
consecutivo devido ao aumento da producdo domeéstica. A EU continuara sendo a
maior exportadora, com inalterados 2,8 milhdes de toneladas, mas o crescimento
das exportacfes seguirad sendo desafiado pela queda dos embarques para a China e

pela valorizacéo do euro.

2.2 MICROBIOTA DO TRATO GASTROINTESTINAL

O leitdo, durante toda a fase intrauterina, apresenta o trato
gastrointestinal (TGI) estéril, sendo que a colonizacdo bacteriana se inicia logo ao
nascimento, quando o leitdo entra em contato com 0s microrganismos da mucosa
vaginal da porca (BERTECHINI; HUSSAIN, 1993), sofrendo naturalmente alteragdes
subsequentes. Segundo Ducluzeau (1983), apds 10-12h do nascimento, o leitdo
apresenta 108 - 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) de microrganismo por
grama de fezes, estabilizando esses valores apés 24 a 48h de vida.

A microbiota se diferencia ao longo dos segmentos do TGI, com
qguantidade e tipos de bactérias distintas, na qual é influenciada pelo pH,
disponibilidade de substratos, secrecdo de muco, peristaltismo e tempo de transito
do conteudo digerido (HEO et al., 2012). Sendo assim, no estdbmago e intestino
delgado (ID), principalmente na por¢cdo superior (duodeno), as bactérias estdo em
menor ndmero, em virtude do maior peristaltismo e pH acido, comparado com o
intestino grosso (IG), dificultando a colonizagéo e a proliferacdo bacteriana (HAO;
LEE, 2004).

A maior prevaléncia de microrganismos esta na regido caudal do
intestino, com predominio no 1G. Esta maior proporgédo para estes segmentos esta
relacionada com o ambiente anaerdbico, temperatura, velocidade de passagem da

digesta e pH mais basico, quando comparado ao ID. Nesta porcao ja foram descritas
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cerca de 500 espécies diferentes de microorganismos. Em uma microbiota normal e
equilibrada prevalecem os géneros: Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Enterobacter,
Bacteroides e Porphyromona. Enquanto coliformes, E. coli e Clostridium spp estao
em menores propor¢cdes (VONDRUSKOVA et al., 2010).

A partir da ingestdo do leite materno ocorre a reducdo do pH
estomacal do leitdo pela acédo da lactase (producédo de acido l4actico), viabilizando o
crescimento de microrganismos benéficos como Lactobacillus e diminuindo a
guantidade e a passagem de bactérias patogénicas como E. coli para o ID
(SANCHES, 2006).

Algumas bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium
também sdo importantes para a acidificacdo do TGI e protecdo contra o crescimento
de microrganismos patogénicos. Estes representam dois dos principais géneros
pertencentes a microbiota intestinal de leitbes durante o aleitamento, e sao
caracterizadas como bactérias acido-laticas (MIKKELSEN et al., 2003; EVERAERT
et al., 2017).

Lactobacillus sdo mais comumente encontrados na parte nao
secretora do estbmago, em funcdo do baixo pH e se distribuem para o ID
(VONDRUSKOVA et al., 2010). Danielson et al. (1989) relatam que Lactobacillus,
além da protecdo do TGI contra bactérias patogénicas através da acidificacéo,
podem inibir a colonizacdo e a multiplicacdo de E. coli através de bloqueios de
receptores intestinais e secrecdo de metabdlitos toxicos.

Os leitbes na fase de amamentacdo possuem alguns mecanismos
que possibilitam solucionar a baixa secrecdo acida do estbmago. Lactobacillus,
através da fermentacdo da lactose disponivel no leite da porca, produzem o &cido
latico, que é a principal fonte de acidificacdo do TGI dos leitdes, protegendo-os
contra patégenos que nado toleram o meio mais acidificado, além de possuir uma
menor necessidade de secrecao transitéria de acidos, devido a ingestdo em baixas
guantidades, mas em altas frequéncias (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993). Porém,
altas concentracdes de acido latico no estbmago tendem a inibir a secre¢éo de &cido
cloridrico (HCIl) (LAWLOR et al., 2005), sendo um fator limitante do processo
digestivo na fase de pos desmama, como relatam Heo et al. (2012).

Kubasova et al. (2017) correlacionaram positivamente a abundancia

de Lactobacillus com a concentracdo de lactose (durante o aleitamento) e
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negativamente com a concentracdo de Clostridium, Streptococcus, Escherichia,
Shigella, Enterococcus e Staphylococcus. Porém, esses géneros de bactérias
cresciam conforme as concentragcbes de proteinas na alimentacdo aumentavam
(ap6s o desmame), apontando que a microbiota intestinal € modulada através do
aleitamento, ocorrendo reducdo da infeccdo bacteriana e ocorréncia de doencas
entéricas.

A microbiota intestinal se mantém relativamente estavel até o
momento do desmame (PLUSKE et al., 2002), porém, a secrecao acida insuficiente,
somada a todos os diversos fatores estressantes pelas quais os leitdes passam no
desmame, pode gerar na maioria dos casos desequilibrio da microbiota intestinal
(RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993; HEO et al., 2012). A dificuldade do leitdo recém
desmamado em manter o pH gastrico mais acidificado, dificulta a digestdo e
favorece a proliferacdo de patdgenos por fornecer substrato e condicbes favoraveis
de pH (TAYLOR, 1959), tendo como caracteristica 0 aumento da contagem dos
coliformes fecais e queda do numero Lactobacillus no intestino (RAVINDRAN;
KORNEGAY, 1993).

Chen et al. (2017) avaliaram a microbiota transitoria do leitdo,
coletando fezes aos 10 dias pré-desmame, ao desmame ao décimo e ao 21° dia pos
desmame. Os resultados demonstraram a predominancia de Fusobacterium,
Lactobacillus, Bacteroides, Escherichia/Shigella e Megasphaera. No pés-desmame,
a microbiota bacteriana mudou rapidamente e se estabilizou no décimo dia pés
creche. A populacdo foi substituida principalmente por bactérias do género

Clostridium, Roseburia, Paraprevotella e Blautia.

2.3 DEFESAS DO INTESTINO

Com o avancar das pesquisas e aprofundamento sobre os
conhecimentos do TGI, o intestino deixou de ser um érgdo simples, mais conhecido
por participar da digestdo e absorcdo de nutrientes, para assumir um importante
papel na imunologia, na prevencdo contra agressores externos, através de trés
componentes: barreira intestinal, sistema imune (tecido linféide associado ao
intestino - GALT, plasmdécitos, linfécitos, imunoglobulinas) e a microbiota.
(FONSECA; COSTA, 2010).
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Alguns fatores ndo imunoldgicos do TGI também sdo capazes de
auxiliar/proteger o leitdo em momentos mais delicados, dentre eles pode-se listar:
colénia de bactérias benéficas que impedem ou dificultam a colonizacdo de
possiveis patdgenos; movimentos de peristaltismos, que mantém o fluxo dos
constituintes da mucosa, diminuindo a aderéncia de patégenos nas ceélulas epiteliais;
suco gastrico e sais biliares intestinais, inibindo o crescimento de microorganismos
através da formacdo de um ambiente desfavoravel; secrecdo de muco, no qual
formam uma barreira entre o patdgeno e a superficie epitelial (GASKINS, 1998).

Cada secéo do intestino é colonizada por uma populacao estavel de
bactérias, sendo estas 90% benéficas. Portanto, muitos agentes patogénicos podem
ser ingeridos, mas s&o minoria e muitas vezes nao séo eficazes ao realizar a adeséo
e produzir toxinas (BREDA et al., 2010).

O peristaltismo intestinal ocorre como um mecanismo natural e
fisiolégico. O ritmo normal de ondas peristélticas é desejado, pois assim a populacéo
de bactérias € controlada. Quando ha perda da funcdo motora do intestino,
Bacteroides, coliformes e Bifidobacteria sdo encontradas em niveis mais elevados
(BREDA et al., 2010).

O aumento da permeabilidade e desequilibrio da microbiota
intestinal acarretara no aumento do pH e a produ¢édo de mucopolissacarideos ficara
comprometida, facilitando o aparecimento da diarreia. O estado alterado da
microbiota permite a colonizacdo do intestino por bactérias maléficas, que se
aderem as microvilosidades intestinais, que podem agravar a situacdo com a
producado de toxinas, como pela E. coli enterotoxigenica (ETEC), resultando em pior

conversao alimentar (CA) e baixo desempenho dos animais (MORAES, 2009).

2.4 DESAFIOS POs DESMAME

O periodo pés desmame esta associado as alteracbes ambientais,
populacionais e nutricionais muito estressoras para o leitdo (AUMAITRE et al.,
1995). Neste sentido encontram-se os fatores: separacao de seus irmaos e da mae;
formacao de um novo grupo e nova hierarquia; alojamento em um novo ambiente;
alteracdo da forma fisica do alimento; ingestéo irregular de racdo; desafio sanitario

ambiental. Este conjunto de desafios resulta em alto estresse para os leitdes e uma
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excelente oportunidade para a infeccdo e proliferacdo por bactérias ou outros
agentes infecciosos (MORES; MORENO, 2007), sendo a diarreia pés-desmame
(DPD) uma das causas de maior agravo econdmico da suinocultura
(VONDRUSKOVA et al., 2010).

Leitbes recém-nascidos apresentam o sistema digestorio imaturo,
com baixos niveis das enzimas como maltase, sacarase, protease e amilase,
entretanto, a enzima lactase esté altamente ativa e permanece em niveis altos até
os 14-21 dias de vida, tendo uma queda acentuada apdés este periodo. Este quadro
esta relacionado a lactose, principal carboidrato que o leitdo tem como alimento
nesta fase (BORGES et al., 2015).

A lipase e a protease, mesmo ndo estando em niveis muito altos
(maior atividade para a lipase) enquanto os leitbes séo lactentes, mostram-se ser
suficientes para agir sobre a gordura e a proteina do leite, e seguem aumentando a
atividade com o avancar da idade. As enzimas intestinais, sacarase e maltase, e as
enzimas pancredticas, tripsina e quimiotripisina, sdo baixas ao nascimento e
aumentam também com a idade (CHAMONE, et al., 2010).

Deste modo, o leitdo apresenta maior aptiddo para digerir as
proteinas lacteas, lactose e lipideos de cadeia curta. Com o avancar da idade e com
a mudanca da apresentacdo da alimentacado, de liquida para solida, normalmente
realizada com breve adaptacdo, ocorrem mudancas nos niveis enzimaticos para que
o animal torne-se gradativamente competente para digerir outras fontes de
proteinas, gorduras e carboidratos (BORGES et al., 2015).

No entanto, o leitdo no pés-desmame precoce ainda ndo apresenta
o TGl enzimaticamente ativo e preparado para a digestdo da racdo (menos
digestivel), guando comparado ao leite durante a maternidade (altamente digestivel)
como unica fonte de alimento (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).

O HCL é um dos principais fatores para a digestdo da racdo. E
secretado pela mucosa estomacal e tem a fungdo de ativar a pepsina e iniciar a
digestao protéica no estomago. Além do HCI participar do processo de digestao, ele
tem o importante papel de reduzir o pH e estimular a acdo de enzimas para a
hidrélise de proteinas e disponibilizagdo de minerais (BRAZ, 2008) e proteger o
animal contra possiveis infeccdes entéricas, atuando como bactericida, impedindo a
colonizacdo de bactérias patogénicas como E. coli e Salmonella, limitando sua
progressao para o ID (SANCHES, 2006; HEO et al., 2012).
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O leitdo recém-desmamado tem limitacdes no processo digestivo
devido as inUmeras alteracdes morfolégicas e enzimaticas pelas quais passa o TGl,
principalmente por ndo ser capaz de produzir HClI em niveis satisfatérios
(SANCHES, 2006) e, quando associado a ndo ingestdo de leite (diminuicdo da
producdo de acido lactico consequentemente), cria-se uma oportunidade para o
crescimento de bactérias enteropatogénicas (VIOLA; VIEIRA, 2003). Como resultado
h& uma elevacao do pH géstrico, reducao na ativacdo do pepsinogénio (que ocorre
rapidamente em pH 2, e tem diminuicdo da sua expressédo em pHs acima de 3,6, e
nao tem atividade em pH maior que 6) (TAYLOR, 1959), que somada ao maior
tempo de retencdo do alimento, faz com que este substrato passe a atender o
desenvolvimento bacteriano e consequentemente o favorecimento da proliferacéo de
patégenos (HEO et al., 2012).

Segundo Blanchard (2000), meios acidificados, com pH variando
entre 3,5 e 4 controlam o crescimento de bactérias patogénicas como E. coli e
Salmonella, que apresentam crescimento 6timo em faixas de pH entre 4,3 a 9,5 e 4
a 9, respectivamente. Entretanto, o pH acidificado favorece o crescimento de
bactérias benéficas como lactobacilos e bifidobactérias.

Durante todas as fases da vida de um suino, o periodo mais
estressante e desafiador para o seu desenvolvimento fisiolégico e zootécnico ocorre
no pés-desmame, que no sistema de producédo intensiva atual ocorre por volta de 3
a 4 semanas de idade (desmame precoce), idade na qual o leitdo apresenta baixos
niveis de imunidade passiva e um sistema imunologico imaturo, deixando-o
propenso a potenciais infeccdes (AUMAITRE et al.,, 1995; JAYARAMAN;
NYACHOTI, 2017). Este periodo tem como caracteristicas disfuncées na barreira
intestinal e problemas digestivos, justamente pelas debilidades fisiol6gicas do TGl e
do sistema imune (COX; COOPER, 2001; SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015;
PAPADOPOULOS et al., 2017).

Em resumo, Pluske, Hampson e Williams (1997) tratam como sendo
cinco os principais grupos de fatores que alteram a estrutura e a funcionalidade do
intestino. Dentre eles estdo: bactérias enteropatogénicas no intestino delgado; néao
adaptacdo aos fatores estressores do desmame; a retirada do leite da dieta,;
mudanca alimentar associada ao desmame e citocinas (interferon, interleucinas e

fator de necrose tumoral) como reguladores do crescimento e desenvolvimento de
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células epiteliais, incluindo inflamacéo intestinal e restituicdo epitelial apds lesdo na
mucosa.

O periodo poOs-desmame possui como caracteristica o baixo
consumo de ragdo e o consequente atraso no desenvolvimento (TONEL, 2009).
Outro fato, sdo as diversas mudancas morfoldégicas em nivel de intestino delgado,
como atrofia das vilosidades e aumento da profundidade das criptas, que é agravado
pelo baixo consumo ou até mesmo pela anorexia nos dias iniciais, além de
problemas funcionais do intestino, como disturbios enzimaticos na borda das
vilosidades, ocasionando dificuldades para a digestdo e aproveitamento da dieta,
predispondo a colonizacdo e a multiplicacdo de patdgenos entéricos (PLUSKE,
HAMPSON; WILLIAMS, 1997; KUMMER, et. al., 2009).

Segundo Cera et al. (1988), a atrofia das vilosidades ocorre em
conseqUéncia da colonizacdo bacteriana patogénica nos enterdcitos e as toxinas por
elas produzidas, devido ao desequilibrio da microbiota, facilitando a fixacdo destes
microrganismos. Outro contratempo € o longo periodo para o inicio do consumo da
dieta seca, que leva a atrofia das vilosidades, apoptose das células epiteliais,
translocacdo bacteriana, perda da barreira e alteracdo da permeabilidade intestinal
(FONSECA; COSTA, 2010), reducédo na area de absorcédo, ocasionando em queda
do desenvolvimento enzimatico, reducdo do transporte de nutrientes e ma absorgéo
intestinal (CERA, et al., 1988). Brooks et al. (2003) relatam que 50% dos leitbes no
pés desmame, comecam a se alimentar nas primeiras 24 horas e 10% demoram
mais que 48 horas.

JA4 o aumento da profundidade da cripta ocorre devido a
descamacao epitelial para dar suporte a renovacgao celular no apice dos vilos. Assim,
a medida que aumentam as vilosidades e diminui a profundidade das criptas, melhor
€ a absorcao dos nutrientes. (OETING, 2006).

Uma préatica muito importante para o periodo pés desmame é
ensinar o leitdo a beber agua e estar adaptado ao bebedouro durante o periodo de
aleitamento. Esta conduta pode ser induzida através da realizacdo do creep-feeding,
ou seja, ensinar o leitdo a comer racdo ainda no periodo de aleitamento, pois
guando este se alimenta de sélido, consequentemente ira ingerir agua (CLOSE,
2000).

O consumo neste periodo ndo € alto e ndo tem como finalidade

melhorar o desempenho na maternidade, mas sim o desenvolvimento fisiolégico na



21

fase e gerar uma melhor adaptacdo no periodo de creche (KULLER; TOBIAS; VAN
NES, 2010). O leitho que ndo ingerir agua, principalmente no pds-desmame
imediato, possivelmente ira se desidratar e, um dos sinais clinicos decorrentes da
desidratacéo é a inapeténcia, limitando o desenvolvimento adequado e favorecendo

todas as mudancas inerentes (CLOSE, 2000).

2.4.1 Diarreia P6s-Desmame

AlteracGes da microbiota intestinal, com predominéncia de bactérias
patogénicas, pH elevado, sistema imune debilitados e fatores estressantes, sdo a
base da ocorréncia da diarreia p6s-desmame (DPD) (VONDRUSKOVA et al., 2010).

Ap6s o desmame, principalmente nos primeiros dias, a microbiota
intestinal do leitdo sofre grandes alteragBes, possibilitando o crescimento de
microrganismos patogénicos e a ocorréncia de diarreia (HOPWOOD; HAMPSON,
2003). A microbiota do leitdo também participa diretamente da regulacéo do sistema
imune intestinal, e quando h& disbiose, ou seja, o desequilibrio da microbiota
intestinal com predominancia das bactérias patogénicas ocorrera maior
susceptibilidade do leitdo a uma infeccdo intestinal e as desordens imunes
(FONSECA; COSTA, 2010). No qual Escherichia coli € a bactéria mais relacionada
com a DPD (HEO et al., 2012).

Nabuurs et al. (1993) descreveram que os leitdbes com diarreia no
pos-desmame apresentavam as vilosidades dos enterdcitos mais curtas e as células
da cripta mais profundas, e os animais que vieram a 6bito por consequéncia da
grave diarreia possuiam padrdes celulares ainda piores, denotando que estas
alteracdes favoreciam a colonizacdo de patégenos na qual E. coli e Rotavirus eram
protagonistas, agravando a condicao celular do intestino.

O desempenho do leitdo apds a infeccdo sabidamente fica
prejudicado, porém outros fatores enddgenos, como a resposta imune, podem
agravar a situacao por conta de um custo nutricional que se estabelece para se
manter vigorosa (RIBEIRO; PINHEIRO; GIANFELICI, 2008).

Apbs a deteccdo de um antigeno pelo sistema imune, sendo ele uma
substancia quimica ou um agente estranho, o organismo do animal ira responder
alterando suas taxas metabolicas e comportamentais. A ativagdo do sistema imune

frente aos antigenos ocasiona a liberacdo de citocinas que ativam componentes
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celulares (macrofagos, células dendriticas, linfécitos intraepiteliais) e humorais
(anticorpos), levando ao aumento da producéo de calor e temperatura corporal que,
por fim, resulta em queda do apetite e consumo (FERREIRA; SOUSA, 2000).

A partir da ativacdo do sistema imune ha uma modificacdo na
reparticdo dos nutrientes, que resultam num custo nutricional que primordialmente
afeta a energia e a proteina mobilizada pelo aumento da taxa metabdlica basal.
Deste modo, ocorre queda da sintese protéica associada a maior taxa de
degradacgéo, que por fim influencia negativamente o desempenho e a demanda
nutricional adequada para o suino (FERREIRA; SOUSA, 2000). Como
comprovacdes deste cenario, destacam-se 0s estudos nas quais animais alojados
em ambientes mais desafiadores sanitariamente apresentaram crescimento
retardado e menor consumo, comparados aos animais criados em ambientes mais
limpos (RIBEIRO; PINHEIRO; GIANFELICI, 2008).

Segundo Wenk (2003), para diminuir os distarbios intestinais de
leitdes, algumas medidas devem ser realizadas, como: reducdo da quantidade de
minerais na racdo (Ca <6g/kg e P <5g/kg na ra¢do); utilizacdo de acidos organicos
(principalmente acido fumarico e lactico) e 6leos essenciais; fornecimento adequado
de proteinas (evitar quantidades elevadas de proteina bruta e fornecer aminoacidos
essenciais de acordo com a exigéncia); utilizar probidticos, prebidticos, fibras
alimentares e enzimas; e evitar fatores antinutricionais na dieta.

Porém a ocorréncia de distdrbios intestinais nos suinos néo é restrito
apenas a E. coli. Outros agentes entéricos bacterianos como Clostridium perfringens
Tipo A, Tipo C e Clostridium difficile, Salmonella spp, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli , Lawsonia intracellularis, Yersinia spp e Campylobacter spp
(MENIN et al., 2008), além de agentes virais (Coronavirus, Rotavirus e Circovirus
suino tipo-2) e agentes parasitarios (Isospora suis e Cryptosporidium spp) sao o0s
principais patdgenos envolvidos na diarréia dos suinos (ZLOTOWSKI; DRIEMEIER;
BARCELLOS, 2008).

2.4.2 Escherichia coli
Dentre as principais bactérias que acometem o0s leitdes

desmamados encontra-se Escherichia coli, que é uma bactéria gram-negativa

anaerobica, pertence a familia Enterobacteriacea e a maioria das estirpes ndo sdo
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virulentas (BROECK et al., 2000). A E. coli pode ser classificada por sorotipagem
segundo a determinacdo dos antigenos O (somatico), K (capsular ou microcapsular),
H (flagelar) e F (fimbrial). Onde as estirpes patogénicas sdo classificadas em
virotipos, ou seja, segundo a combinacao dos fatores de viruléncia (FAIBROTHER,;
GYLES, 2012).

E. coli enterotoxigenica (ETEC) é o patétipo mais comum
relacionado a DPD, gerando disturbios entéricos e prejuizos a saude e ao
desempenho animal (NABUURS et al., 1993; BRAZ, 2008; HEO et al., 2012). Os
principais fatores de viruléncia sdo as fimbrias (K88, K99, 987P, F41, F18) além do
gene afimbrial AIDA — Adesina Envolvida em Aderéncia Difusa, que pode estar
sozinho ou associada a fimbria F18 e as enterotoxinas termoestaveis (STa e STh) e
termolédbeis (LT). Outra toxina tem se mostrado difundida na ETEC de suinos, a
toxina termoestavel enteroagregativa 1 (ESAT-1), que normalmente esta envolvida
com patotipo de E. coli que ocasiona diarreia em humanos (FAIRBROTHER;
NADEAU; GYLES, 2005).

As fimbrias F4 (K88) e F18 sdo as duas principais fimbrias
relacionadas com as ETEC envolvidas na DPD (ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010) e
0S principais sorogrupos a elas relacionados sao: O8; 0138; 0139; 0141; 0147,
0149; 0157, com predominancia para o sorogrupo 0149 nos casos de DPD. Além
destes fatores, altas porcentagens de ETEC tém apresentado capacidade
hemolisante (FAIRBROTHER; GYLES, 2012; HEO et al., 2012).

As fimbrias F18 estdo tipicamente associadas a DPD, enquanto as
fimbrias F4 estdo associadas a diarreia em leitdes lactentes e em leitbes
desmamados. F18 possui duas variantes antigénicas F18ab e F18ac que produzem
principalmente enterotoxinas termoestaveis STa e STb produzem com maior
frequéncia enterotoxinas termoestaveis STa e STb, com ou sem toxina Shiga 2e
(Stx2e), envolvida na doenca do edema, e raramente produzem enterotoxinas
termolabeis (LT). Ja a F4 (K88) possui 3 variantes, F4ab, F4ac e F4ad, porém F4ac
€ o tipo dominante (FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005; HEO et al., 2012)..

Assim, a colibacilose é a doenca entérica de maior impacto em
animais neonatos e no pds-desmame, podendo colonizar e infectar toda a extenséo
do ID por meio da ligagdo de suas fimbrias (localizado na parede bacteriana) aos
receptores especificos localizados na superficie do enterécito (FAIRBROTHER,;
NADEAU; GYLES, 2005; ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010), seguida da liberacao
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de enterotoxinas LT e ST, que agem sobre a barreira funcional da mucosa
aumentando a permeabilidade intestinal (GUIGNOT et al., 2007).

As toxinas termoldbeis estimulam a atividade da enzima
adenilciclase, aumentando os niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) nas
vilosidades e criptas, ocasionando efluxo de ions de Na*, ClI e agua para o limen
intestinal; e toxinas termoestaveis, que estimulam a enzima guanilato ciclase que
aumenta os niveis de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), reduzindo a
absorcdo de liquido e sais no ID. Como consequencias, se estabele uma diarreia
aguosa do tipo secretoria, a desidratacdo, a queda do consumo de racdo, a
digestibilidade dos nutrientes e a perda do desempenho (HEO et al., 2012).

Os suinos também podem possuir resisténcia genética contra a
infeccdo por ETEC, através da ndo expressao de receptores especificos nos
enterocitos, tanto para as fimbrias como para as toxinas. Onde a presenca dos
receptores especificos nos enterécitos também varia com a idade do animal,
estando presente somente em determinada fase de sua vida (HEO et al., 2012)

A imunidade conferida ao animal através da infeccdo por um
patotipo de E. coli, ndo confere imunidade a outros patétipos, além da diversa
resisténcia a varios antibiéticos (HOPWOOD; HAMPSON, 2003).

E. coli é uma das espécies de bactérias que apresentam maior
relacdo com plasmideos contendo genes de resisténcia multipla aos antimicrobianos
(COSTA et al., 2009) e foi adotada como indicador de resisténcia antimicrobiana em
animais (PISSETTI et al., 2017) devido a resisténcia de uma droga estar ligada
geneticamente a outras. A gentamicina, por exemplo, possui gene de resisténcia
localizado num plasmideo, que codifica resisténcia para a tetraciclina, sulfonamidas
e penincilinas (COSTA et al., 2009).

Segundo Pissetti et al. (2017), apos avaliacdo de susceptibilidade
antimicrobiana a ampicilina, cefotaxima, ceftadzima, cloranfenicol, ciprofloxacina,
florfenicol, gentamicina, acido nalidixico, sulfonamida e tetraciclina em 183 isolados
de E. coli em 4 granjas de suinos com diferentes protocolos de utilizagdo de
antimicrobianos via racao, localizadas no Oeste do estado do Parana — BR, apenas
7,65% foram susceptiveis a todos antimicrobianos e 78,14% foram considerados
multiresistentes (MDR). Com relacédo a colistina, 18,6% das cepas de E.coli exibiram
minima concentracdo inibitéria (MIC) de 8 pg/mL. Sendo que entre as cepas

resistentes, o gene resistente a colistina (mcr-1) foi detectado em 77,5% e a maior
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preocupacdo se da por este gene estar localizado em plasmideos, podendo ser

transferidos entre as bactérias.

2.5 ANTIBIOTICOS NA SUINOCULTURA

Dentre as possiveis substancias que estdo disponiveis no mercado
para evitar/diminuir os impactos causados pelo crescimento de microrganismos
indesejaveis no TGI, principalmente no periodo inicial do desmame, estdo os
antibioticos (GILLESPIE; FLANDERS, 2009), no qual sdo amplamente empregados
em dietas de creche, como uma forma de reduzir a diarreia e melhorar o
desempenho (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993).

Os antibidticos sao classificados como pro-nutrientes e definidos
como micro-ingredientes utilizados nas racdes dos animais (BELLAVER, 2005). Eles
séo utilizados na suinocultura had mais de 60 anos como forma de tratamento direto
dos animais que apresentam alguma doenca infecciosa.

Estas substancias tém seu uso voltado para fins preventivos ou
como antibiético promotor de crescimento (APC) (BELLAVER, 2005; SILVA; ZOTTI,
2010), que apds sua descoberta tornou-se desde entdo uma pratica de estratégia
nutricional voltada para os animais de producédo (CLOSE, 2000), na qual, sob baixas
dosagens, resultam em maior eficiéncia e desempenho zootécnico, melhor
aproveitamento dos nutrientes disponiveis na dieta, reducdo e modulagao bacteriana
no TGI e reducdo da morbidade e da mortalidade, por reduzir infec¢des subclinicas,
principalmente em leitbes que possuem maior vulnerabilidade (CROMWELL, 2002;
BELLAVER, 2005; HEO et al., 2012; THACKER et al., 2013),

Dentre as agbes dos promotores de crescimento estdo: modificar o
processo metabdlico do hospedeiro; reduzir a disponibilidade de nutrientes que séo
metabolizados durante a fase de crescimento de microrganismos prejudiciais ao
metabolismo (sintese de vitaminas, microminerais, aminoacidos); aumentar a
capacidade de absorcdo de nutrientes do TGI; funcionar como quelantes
intracelulares de microminerais essenciais para o metabolismo de microrganismos
patogénicos; agir como antimicrobiano de largo espectro (BELLAVER, 2005).

Porém, sua maior importancia, que vém durante anos justificando o
Seu uso, € a acao sobre a microbiota no trato gastrintestinal, contendo a competi¢cao

entre o patdgeno e o hospedeiro por nutrientes e a acdo dos metabdlitos por estes



26

produzidos, possibilitando o desempenho mais adequado dos animais (GONZALES
et al., 2012).

A colistina (polimixina E) aparece como a principal droga utilizada
para reduzir o acometimento da diarreia pés desmame em leitdes. Esta possui acao
seletiva sobre bacilos entéricos gram-negativos, principalmente sobre a Escherichia
coli, atuando como detergentes catibnicos simples sobre a membrana externa e
citoplasmatica, desbalanceando os ions Ca?* e Mg?* e promovendo a ruptura das
membranas (MENDES; BURDMANN, 2009). Na medicina humana a colistina é
utilizada como um dos principais recursos no tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias multi-resistentes, porém, bactérias resistentes (E. coli por exemplo) ja
foram relatadas em paises da Asia, Africa, Europa, América do Norte e América do
Sul. No Brasil foi relatado o primeiro caso de E. coli resistente a colistina em
humanos em 2016 (FERNANDES et al., 2016).

No Brasil, apds decreto do MAPA, sob a INSTRUCAO NORMATIVA
N° 45, DE 22 DE NOVEMBRO DE 2016 - fica proibida em todo o territrio nacional,
a importacdo e fabricacdo da substancia antimicrobiana sulfato de colistina, com a
finalidade de aditivo zootécnico melhorador de desempenho na alimentacdo animal
(BRASIL, 20186).

Mesmo com os diversos beneficios que essas substancias trazem
para a suinocultura, elas tém sido alvo de muita polémica, em especial sobre o seu
uso continuo na dieta dos animais, no qual estaria facilitando o desenvolvimento de
bactérias resistentes (VONDRUSKOVA et al.,, 2010). De modo geral, os APCs
correspondem a forma de administracdo mais comum relacionada com a selecéo de
microrganismos resistentes e sobre a transferéncia desses genes entre bactérias,
que podem culminar em bactérias entéricas zoondticas resistentes, transmitidas dos
animais para os humanos (FELS-KLERX et al., 2011), ou através de seus residuos
na carne (VONDRUSKOVA et al., 2010).

Por esta implicacdo, pela preocupacao por parte dos consumidores
e pela demanda do mercado internacional pela producéo de proteina animal livre da
adicdo de antibidticos (HEO et al.,, 2012; THACKER et al., 2013), medidas de
banimento do seu uso como promotores de crescimento foram tomados na Unido
Européia (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003).

Porém, o repentino corte dos APC na suinocultura pode fazer com

que aumente a utilizacdo de antibidticos na forma terapéutica, devido a um aumento


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-45-de-22-de-novembro-de-2016.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/insumos-agropecuarios/insumos-pecuarios/alimentacao-animal/arquivos-alimentacao-animal/legislacao/instrucao-normativa-no-45-de-22-de-novembro-de-2016.pdf
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da susceptibilidade dos animais as infec¢des caso ainda ndo haja um plano técnico
alternativo implementado (CLOSE, 2000), como denota Mevius et al., (2007), no
qual o uso de tetraciclinas, sob a forma terapéutica, aumentou na Holanda apoés a
proibicdo do uso dos APC em 2006.

Problemas entéricos como a DPD continuam a ser um dos fatores
mais impactantes economicamente na suinocultura intensiva e a associacao deste
problema com o0s riscos e a preocupacgao por conta dos consumidores com o uso de
antibioticos na producéo animal e a poluicdo ambiental, tanto com os antibioticos
guanto com metais pesados, levaram a intensiva busca de aditivos alimentares
seguros e eficazes que possam diminuir substancialmente a dependéncia aos
antibioticos (PLUSKE, 2013).

A suinocultura e a avicultura sdo duas das principais atividades em
gue mais se utiliza os APC, e os principais aditivos que estdo sendo amplamente
pesquisados como alternativa ao uso dos antibioticos sdo os probioéticos, prebidticos,
acidificantes e extratos vegetais, com destaque aos acidos organicos e Oleos
essenciais (MORES, 2014), estando, todavia, em constantes avaliacbes para
efetivamente participarem como aditivos regulares das racdes comerciais
(UTCHARIYAKIAT et al., 2016).

O Brasil, como um dos principais produtores de carne suina, esta
reavaliando as medidas de manejo zootécnico, nutricional e a biosseguridade, como
forma de se adequar as exigéncias do segmento, com vistas a aumentar sua
participacdo no mercado internacional, com a producédo de suinos livres de APC.
Para que haja esta evolucdo no mercado interno € necessario que ocorra a
intensificacdo de pesquisas com a utilizacado dos possiveis aditivos substitutos frente
aos APC, sem a finalidade de tratamentos clinicos, e que possa diminuir as
disfuncbes do TGI no pdés desmame, mantendo a competitividade do desempenho,
sem acarretar possiveis danos a saude animal e humana (HEO et al., 2012).

No entanto, os suinocultores devem ter em mente que 0 sucesso na
producdo sem a adicdo de antibidticos ndo esta ligado a somente aos aditivos
substitutos, mas a gestdo pertinente das rotinas de manejo e biosseguridade da
granja (CLOSE, 2000).
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2.6 Acipos ORGANICOS (AO)

Os &cidos organicos sdo produtos que estdo presentes nas plantas e
nos tecidos animais (MROZ, 2005), sendo constituintes naturais destes ou formados
pelo processo de fermentacdo microbiana no IG dos suinos (produtos intermediarios
ou finais) (GAUTHIER, 2002; PAPATSIROS; CHRISTODOULOPOULOS;
FILIPPOPOULOS, 2012). Estes também podem ser denominados de &cidos
carboxilicos, por conter uma ou mais carboxilas (COOH) em sua molécula, podendo
incluir a esta classe os aminoacidos e os acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
(BRAZ, 2007).

Estes acidos sdo encontrados na forma livre (utilizados
principalmente como fonte de energia no intestino) e como sais de calcio e potassio.
A vantagem dos sais sobre os acidos livres € que geralmente sdo inodoros, pouco
volateis, estdo na forma solida e, portanto, sdo de facil manipulacdo, em especial
qguando envolvidos na producdo de alimentos e de racdes (PARTANEN; MROZ,
1999; DIBNER; BUTTIN, 2002).

Outra vantagem dos sais de acidos € que tém pouco ou nenhum
efeito corrosivo no TGI, destacando-se o di-propionato de aménia, di-formato de
potassio, formato de soédio, propionato de célcio, lactato de calcio, formato de
amonia e outros mais (PAUL et al., 2007). Entre os acidos mais utilizados temos: o
acido férmico, acético, propibnico, butirico, latico, malico, benzdico, sérbico, fumarico
e citrico, sendo os quatro ultimos encontrados na forma soélida e os demais na forma
liquida como ilustra a Tabela 1 (PARTANEN; MROZ, 1999; GAUTHIER, 2002).
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Tabela 1. Férmulas fisicas e caracteristicas quimicas de alguns dos acidos
organicos utilizados como acidificantes em dietas de leitdes.

Acido Formula MM? (g/mol) Forma pKa?
Formico CH202 46.03 Liquido 3,75
Acético C2H402 60.05 Liquido 4,76
Propidnico CsHeO2 74.08 Liquido 4,88
Butirico C4HsO2 88.12 Liquido 4,82
Latico C3HeOs3 90.08 Liquido 3,83
Fumérico C4aH404 116.07 Solido 3,02/4,38
Citrico C4Hs0Os 192,14 Solido 3,13/4,76/6,40
Malico C4HeOs 136,06 Liquido 3,4/5,10
Sorbico CeHsO2 112,12 Solido 4,76
Benzoico C7HeO2 122,12 Sélido 4,21

IMM — massa molecular expressa em gramas.
2pKa — constante de dissociagao
Adaptado de Partanen et al., (1999)

Os &cidos organicos sado considerados como acidos fracos, possuem
cadeia curta (de 1 a 7 carbonos em sua férmula) e sdo monocarboxilico simples e
produzem menor quantidade de prétons por molécula ao se dissociarem
(BELLAVER; SCHEUERMANN, 2004) e podem ser divididos em dois grupos,
conforme seus efeitos. Um grupo composto pelos &cidos latico, fumarico e citrico,
onde o efeito sobre a diminuicdo das populacdes bacterianas ocorre de forma
indireta, diminuindo o pH do estémago; e o segundo grupo formado pelos &cidos
férmico, acético, propiénico e sorbico, no qual possui efeito direto em diminuir o pH
do TGI, com acao na parede das bactérias gram-negativas, prevenindo a replicacao
do acido desoxirribonucléico (VONDRUSKOVA et al., 2010).

2.6.1 Modo de Ac¢éo dos Acidos Organicos

Os acidificantes/acidos organicos foram inicialmente inclusos nas
racdes de leitdes devido a incapacidade destes, nesta categoria, manterem o pH do
TGI sob niveis 6timos no periodo pds-desmama, porém, com novas pesquisas,
foram relatadas diversas outras facetas que estes detém, que explicam a possivel
melhora que determinam no desempenho e na eficiéncia alimentar (KIM et al.,
2005).
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Os acidos organicos estdo sendo utilizados como aditivos
alimentares na racao dos suinos, principalmente direcionados para leitdes, por terem
a capacidade de modular a microbiota intestinal atuando como agentes bactericidas
ou bacteriostaticos conforme sua inclusdo na dieta. Porém, também atuam como
conservantes de alimentos na racdo animal, fonte de energia, melhoram a utilizacéo
de minerais e nutrientes, além de estimularem a secrecdo de enzimas enddgenas e
a morfologia intestinal (DIBNER; BUTTIN, 2002; PAPATSIROS,
CHRISTODOULOPOULQOS; FILIPPOPOULQOS, 2012; SUIRYANRAYNA; RAMANA,
2015).

2.6.1.1 Atividade Antibacteriana dos Acidos Organicos

Quanto aos efeitos classicos antibacterianos dos acidos organicos
na microbiota intestinal, sdo atribuidos dois mecanismos: a reducdo do pH dos
alimentos e do sistema digestorio, criando um ambiente negativo para o crescimento
de microrganismos patogénicos; e o efeito antimicrobiano especifico devido a forma
nao dissociada dos acidos, que leva a alteracdo de diversos processos essenciais
para a vida destes agentes, ocasionando mudancas qualitativas e quantitativas dos
microrganismos no TGl (PARTANEN; MROZ, 1999; DAVIDSON; TAYLOR, 2007).

Cada acido possui diferentes espectros de atividade antibacteriana,
podendo ser utilizados de forma isolada ou em conjunto, (SUIRYANRAYNA;
RAMANA, 2015), de forma que venham a manifestar uma atividade antimicrobiana
cuja acao pode ser direta ou indireta.

Na forma direta possuem a capacidade de penetrar a membrana
celular externa das bactérias patogénicas, incluindo E. coli, Samonella spp,
Clostridium spp, Listeria spp e de alguns tipos de coliformes no estomago e ID
(SURYANARAYANA et al., 2012). Os &cidos organicos nao dissociados atuam
difundindo-se passivamente pela parede bacteriana e posteriormente dissociando-
se, caso a constante de dissociacdo (pKa) seja inferior ao pH no interior da célula
(GAUTHIER, 2005), no qual os acidos organicos liberam protons de H*, que
resultarda em acidificagdo do meio, alteracdo do metabolismo bacteriano e
esgotamento do microrganismo na tentativa de eliminar o excesso de prétons H*
(RUTZ et al. 2007), através da bomba ATPase (CHIQUIERI et al. 2009). Deste modo

ocorre a supressdo das enzimas bacterianas como descarboxilases e catalases e o
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controle das bactérias que n&do suportam as condicbes do meio acidificado
(GAUTHIER, 2005; MORES, 2014).

Agindo de forma indireta, ha a dissociacdo dos acidos organicos no
intestino pela acidificacdo do meio, desempenhando um papel de protecéo contra a
colonizacdo bacteriana. JA no estdmago, reduz o pH em conjunto com o acido
cloridrico, ocasionando liberacédo de ions H* apds a hidrélise gastrica, resultando em
aumento da atividade das enzimas proteoliticas e no tempo de retengcéo gastrica, e
por consequéncia resultando em melhora da digestdo protéica e inibicdo do
crescimento bacteriano (PARTANEN; MROZ, 1999; MROZ, 2005).

Estas acGes conduzem a modulagcdo da microbiota do trato
gastrintestinal, favorecendo as bactérias benéficas em detrimento das patogénicas
(NAMKUNG et al. 2004), provendo melhores condi¢cdes de saude, morfologia
intestinal, digestdo, aproveitamento alimentar e desempenho zootécnico PLUSKE et
al., 2002). Segundo Vondruskova et al. (2010), a alteracdo na microbiota no IG e
ceco pode ndo ser tdo acentuado, resultando em variacdes distintas em pesquisas
quanto a contagem de E. coli e coliformes no TGI, além de também evidenciar acdo
dos &cidos organicos contra bactérias benéficas como Lactobacillus spp e
Bifidobacterium spp, reduzindo a contagem destas no ID e IG (TUNG; PETTIGREW,
2006; KIL; KWON E KIM, 2011).

2.6.1.2 Acdo Sobre a Morfologia Intestinal

Os acidos organicos influenciam na morfologia da mucosa intestinal
através da estimulacao direta sobre a proliferacdo das células epiteliais, melhorando
a relacdo da altura das vilosidades e da profundidade das criptas (DIBNER; BUTTIN,
2002). Mroz (2005) cita os &cidos organicos como elementos que agem como
substrato energético ou modulador para o desenvolvimento da mucosa, sendo
precursores para a sintese de aminoacidos ndo essenciais, DNA e lipideos,
necessario para 0 crescimento de ceélulas epiteliais, possibilitando a maior
capacidade de absorcao intestinal. Vilosidades mais longas indicam maior
capacidade de absorcdo, maior producéo enzimatica e mais saude do intestino, com
resultados superiores no desempenho e no controle da diarreia (PLUSKE et al.,
1997).
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Sob uma dtica convergente com a qualidade intestinal, Grilli et al.
(2010), utilizando &acidos organicos microencapsulados (acido citrico e &cido
ascorbico) na racdo de leitdes desmamados, observaram uma maior producdo de
acidos graxos volateis (AGV) no intestino grosso. A rapida absorgéo desses acidos
graxos do célon dos suinos, junto com as altas concentracbes normalmente
presentes como resultado da digestdo microbiana do carboidrato soltvel, sugere que
os AGV podem fornecer uma importante fonte de energia para esses animais
(ARGENZIO; SOUTHWORTH, 1975).

Os AGV representam uma fonte importante de energia para 0s
enterocitos e tecidos adjacentes, além de atuarem na reducdo de processos
inflamatérios e na diminuicdo do crescimento de bactérias patogénicas (BLAUT;
CLAVEL, 2007; RICHARDS; GONG; LANGE, 2005). Neste particular, o &cido
butirico é a principal fonte de energia para as células epiteliais do intestino grosso,
guardando alta eficiéncia na promocdo do desenvolvimento epitelial (GALFI;
BOKORI, 1990).

Callegari et al. (2016) verificaram que o uso de diferentes misturas e
doses de acidos organicos microencapsulados foram efetivos no controle da diarreia
de leitbes desmamados, sendo que as dietas com &cidos (comparadas com dietas
isentas destes) promoveram a reducao do pH gastrico e 0 aumento da producao de

AGV no ceco, principalmente quando associadas aos 0leos essenciais.

2.6.1.3 Conservantes de Alimentos e Intensificadores de Sabor

Em geral os ingredientes utilizados na elaboragéo das ragbes, como
graos e alguns produtos de origem animal, tém alguma contaminagcdo microbiana
presente (bactérias, fungos e protozoarios), sendo esta oriunda da planta ainda na
lavoura e/ou decorrente de condi¢cdes desfavoraveis durante seu armazenamento.
Como séo substratos ricos nutricionalmente, estes ingredientes e a prépria racao
suportam o crescimento destes agentes, que podem gerar danos aos animais
guando sao diretamente ingeridos ou indiretamente através de suas toxinas.

Neste cenario, 0os 4&cidos organicos e seus derivados séao
frequentemente utilizados como conservantes devido as alteragdes que promovem
no alimento pela queda do pH que imprimem, gerando um meio inapropriado para o
desenvolvimento microbiano (PAPATSIROS; BILLINIS, 2012). Neste caso, a
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contaminacdo inicial de um alimento pode ser minimizada pela adicdo de acidos
antes e durante seu processamento (DIXON; HAMILTON, 1981; QUITMANN et al.,
2013).

Outro fator importante na conservagdo de alimentos se deve ao
potencial dos acidos organicos e de seus derivados em atuar como antioxidantes ou
em sinergia com este efeito. Os acidos fendlicos, como o acido gélico ou acido
ferdlico e seus derivados, atuam como antioxidantes primarios. J& o acido ascorbico
e 0 acido citrico, bem como seus derivados, sdo exemplos de substancias
sinérgicas, pois melhoram a estabilidade do antioxidante priméario e dos lipidios,
acidificando o meio. Além disso, desativam ions metalicos pro-oxidantes, como ferro
e o cobre, formando quelatos. O acido ascoérbico e seus derivados podem também
eliminar o oxigénio e regenerar antioxidantes primarios, como os tocoferdis
(QUITMANN et al., 2013).

Outra particularidade destes aditivos € a capacidade que tém em
melhorar a palatabilidade dos alimentos, intensificando o sabor sem efetivamente
imprimir um perfil acido préprio, equilibrando com a sua acidez o sabor doce de um
alimento (QUITMANN et al., 2013), aumentando o interesse dos animais, 0 consumo
e consequentemente o desempenho (LEI et al., 2017; LUISE et al.,, 2017). No
entanto, considera-se que altos niveis dietéticos de certos acidos organicos podem
reduzir substancialmente a palatabilidade da dieta e afetar o consumo de racdo dos
suinos (RUDBACK, 2013), sendo que o acido citrico e os acidos tartarico e formico
podem implicar negativamente no consumo dos leitdes por apresentarem cheiro e
sabor muito acentuado. Porém, esta inferéncia no consumo pode estar mais
relacionada a faixa etaria dos suinos, em que leitdes mais jovens sdo mais
propensos a sentirem as mudancas de palatabilidade na racédo (PARTANEN; MROZ,
1999).

2.6.1.4 Estimulantes da Secrecao de Enzimas Endbégenas

Os acidos organicos atuam diretamente na estimulacdo da secrecéo
de enzimas devido a influéncia sobre a secrecdo pancredtica e biliar, além de
servirem como substratos para o metabolismo intermediario, contribuindo para a
melhora da digestdo, da absorcdo e do aproveitamento dos nutrientes dietéticos

(THAELA et al., 1998). Os mecanismos de agao propostos incluem a redugcao ou
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estabilizacdo do pH gastrico, resultando em aumento da atividade das enzimas
proteoliticas e do tempo de retencdo gastrica, melhorando, portanto, a digestao

proteica e consequentemente de aminoacidos (PARTANEN; MROZ, 1999).

2.6.1.5 Absorcéo de Minerais

A absorcdo de minerais pode ser melhorada pela inclusao de &cidos
organicos na dieta, pois os anions destes acidos podem formar complexos com o
calcio, fésforo, magnésio e zinco, incrementando a digestdo desses minerais e
reduzindo a excrecdo de minerais suplementares e do nitrogénio (PARTANEN;
MROZ, 1999; SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). Do mesmo modo, uma
diminuicdo no pH intestinal é favoravel para a solubilidade de alguns minerais,
especialmente para o fosforo, melhorando sua absorcao (JONGBLOED et al., 2000),
mas ainda ha divergéncias sobre a reducdo do pH no TGI. Li et al. (2008) relataram
que a utilizacédo dos &cidos butirico, fumarico e benzdico a 0,5% e 1% nao promoveu
reducdo do pH da digesta no estdbmago, duodeno, jejuno e ileo de leitdes

desmamados.

2.6.2 Acido Propiénico

O acido propidnico esta sob a forma liquida/oleoso e possui odor
rancoso desagradavel, sendo produzido pela Propioniobacterium na fabricacdo de
gueijo (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015) e é um dos principais produtos finais da
fermentacdo bacteriana de fibras no cdélon do suino e como metabdlito da
degradacdo de valina (PARTANEN; MROZ, 1999). O &cido propibnico apresenta
maior efeito antifingico do que antimicrobiano, apresentando uma concentracao
minima inibitéria (CMI) de até cinco vezes maior do que o acido féormico para inibir o
crescimento de E. coli (GIANNENAS, 2017).

Alguns testes utilizando um produto comercial a base de acido
propiénico (53,5%), normalmente a 0,3 — 1% para leitdes, ndo mostraram a
possibilidade de afetar a contagem de Lactobacillus spp e E. coli, diminuir o pH e
aumentar a producdo de AGCC nos diferentes segmentos do TGI
(SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).
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Segundo a Autoridade Européia de Seguranca Alimentar (EFSA), o
limite maximo seguro de acido propiénico para suinos € de 30 g/kg de racédo e de
10g por litro de agua. Porém, sob a dosagem de 20g/kg ha relatos de perda de
palatabilidade da racéo pelo odor rangoso que imprime (RAVINDRAN; KORNEGAY,
1993; GIANNENAS, 2017). Segundo Mc Donald et al. (2002), a recomendacéo de

inclusédo do acido propibénico na racao de suinos esta entre 0,8-1%.

2.6.3 Acido Férmico

O acido férmico esta sob a forma liquida, € incolor e transparente
com odor pungente e solivel em agua (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). O
formato (sal do acido férmico) € um constituinte natural do tecido animal e do
sangue, e serve como substrato para a biossintese de bases purinas e,
consequentemente, de acidos nucléicos (PARTANEN; MROZ, 1999).

O &cido formico depois de ingerido é rapidamente absorvido nas
membranas mucosas, e apresenta certo potencial toéxico. A dose letal média (DL50)
apos a ingestdo de acido férmico é de 1 = 2 g/kg de peso corporal, ja os sais do
acido foérmico (formatos de sodio e potassio), demonstram menor toxidez
(PARTANEN & MROZ, 1999) e sdo Otimas alternativas aos problemas com a
manipulacdo do acido formico. Tanto o acido, quanto o seu sal, denotam efeitos
positivos para leitbes, e demonstram a capacidade de melhorar o desempenho.
Porém, a adicdo em niveis acima de 18g/kg de racdo causam problemas como
retardo no desempenho, correspondente a uma menor palatabilidade e queda no
consumo (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993; KIM et al., 2005).

O 4cido férmico é capaz de difundir-se rapidamente pelas
membranas celulares bacterianas, conferindo a este poder antimicrobiano duas
vezes mais forte do que o acido propibnico e trés vezes mais forte do que o acido
latico contra importantes bactérias patogénicas aos suinos, como Pseudomonas
aeroginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens. Por esta caracteristica ele se mostra eficaz mesmo em pequenas doses
(GIANNENAS, 2017). Ja bactérias acido laticas e fungos apresentam maior
resisténcia em sua presenca (KIM et al., 2005).
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Segundo Mc Donald et al. (2002), a recomendacédo de inclusédo do
acido formico na racao de suinos esta entre 0,6-0,8%, no entanto, quando incluidos
em niveis de 0,6% a 2,40% na dieta ndo resultou em alterac6es na contagem de
Lactobacillus/Bifidobacterium no duodeno, jejuno e ileo e ainda ocasionou aumento
da E. coli no duodeno com 1,8% de inclusdo. J4 no ceco, promoveu reducao tanto
de Lactobacillus/Bifidobacterium e E. coli. Contudo, sob uma incluséo 1,24% e
1,38% com uma mistura de &cido formico + &cido latico, possibilitou menor
contagem de coliformes no ID (TUNG; PETTIGREW, 2006).

2.6.4 Acido Fumarico

O acido fumarico estd sob a forma sdlida, sendo menos volatil e
inodoro do que os acidos sob a forma liquida, além de ser moderadamente sollvel
em agua, € cristalino e apresenta sabor acido. No suino o acido fumarico surge
como um metabolito da degradagcédo da fenilalanina e da tirosina e ocorre como
produto intermediério no ciclo da ureia e durante a sintese da purina (PARTANEN;
MROZ, 1999). Assim como o &cido citrico, o fumarico é destinado ao ciclo do &acido
citrico e serve como metabdlito intermediario (KIM et al., 2005) e pode servir como
fonte de energia imediata para as células epiteliais intestinais (KIL; KWON E KIM,
2011).

Este acido pode melhorar a absor¢cdo dos nutrientes no ID por ser
utilizado como fonte de energia prontamente disponivel para as células da mucosa
intestinal, favorecendo o aumento da superficie do 6rgao (VIOLA; VIEIRA, 2004). O
acido fumarico é um dos acidos preteridos para leitdes desmamados (KIM et al.,
2005), o qual ha tempos, demonstraram a possibilidade de melhorar importantes
indices zootécnicos como ganho de peso e conversdo alimentar de leitdes
desmamados, com doses variando entre 20 a 40g/kg de ragcdo (RAVINDRAN;
KORNEGAY, 1993). Giesting e Easter (1985) relataram que niveis crescentes de 0,
1, 2, 3 e 4% de acido fumario na dieta de leitdes resultaram em progressiva melhora
de todos os parametros de desempenho, porém, normalmente este acido nao
demonstra afetar a digestibilidade dos nutrientes (KIM et al., 2005).

Segundo Mc Donald et al. (2002), a recomendacéo de incluséo do
acido fumérico na ragdo de suinos esta entre 1,0-1,5%. Gomes et al. (2007),

trabalhando com leitbes desmamados aos 15 dias de idade, alcangaram melhores
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indices de ganho de peso e consumo de racdo com a adi¢do de 0,5% e 1% de &cido
fumarico na dieta basal, além de maior altura das vilosidades do duodeno somente
com o &cido fumérico ou quando combinado aos acidos butirico (1%) e férmico
(0,5%). Porém, este resultado ndo prevaleceu no jejuno e ileo. Ja sob a inclusdo de
1,5%, melhorou o0 ganho de peso e a conversao alimentar na primeira semana pos-
desmame (RADECKI; JUHL; MILLER, 1988) e nao ocasionou alteracbes na
contagem de Lactobacillus ou E. coli em todos os segmentos do TGI de leitdes
desmamados aos 21 dias de idade (RISLEY et al., 1992).

2.6.5 Acido Acético

O &cido acético é produzido através da oxidagéo do élcool pelas por
bactérias do género Acetobacter. Esta sob a forma liquida, € incolor, altamente
solivel em &gua e apresenta odor pungente (PARTANEN; MROZ, 1999). O &cido
acético, assim como o butirico e propidnico, € um dos AGCC produzidos pela
fermentacdo bacteriana de carboidratos no |G, com capacidade de estimular a
proliferacéo de células epiteliais.

Os AGCC podem influenciar os padrdes de fermentacédo no ID e de
forma indireta alterar padrbes da morfologia intestinal, como aumento das
microvilosidades e profundidade de criptas, melhorando a absor¢cédo de nutrientes
(KIM et al., 2005), porém dentre os acidos butirico, propidnico e acético, o ultimo
apresenta menor capacidade de alteracdo da morfologia intestinal (GIANNENAS,
2017). Sua inclusdo em niveis de 1% na dieta pode beneficiar ganho de peso e a
conversao alimentar de leitdes no pés-desmame, tendo sua acao suprimida com o
avancar da idade (BASNIAK, 2010).

2.6.6 Utilizacdo de Acidos Organicos na Racgéo de Leitdes Desmamados

Utilizando acidos organicos microencapsulados (acido citrico e acido
ascorbico) na racgao de leitdes desmamados, Grilli et al. (2010) obtiveram bons
resultados no desempenho zootécnico, além de aumento na produgdo de AGV no
intestino grosso. Callegari et al. (2016) mostraram que o uso de diferentes misturas
e doses de acidos organicos microencapsulados séo efetivos no controle da diarreia,

sendo que as dietas com acidos promoveram reducdo do pH gastrico e aumento da
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producdo de AGV no ceco, quando comparados a dieta basal sem adi¢cao de acidos
organicos.

J4, Lei et al. (2016) desafiaram leitbes de 28 dias de idade com E.
coli K88 e testaram o efeito de um blend de &cidos organicos na racédo (17% de
acido fumarico, 13% de acido citrico, 10% de acido malico, e 1,2% de acidos graxos
de cadeia média), com inclusdo de 0,2% e 0,4% em uma dieta basal (grupo
controle). Ambas as dietas promoveram maior consumo diério de racdo, ganho de
peso diério, melhoraram a conversao alimentar e diminuiram a incidéncia de diarreia
guando comparadas ao grupo controle.

Diversos testes sdo realizados comparando os efeitos dos acidos
organicos com APC, e indicam a possibilidade de seu uso como alternativa a estas
drogas para leitbes recém-desmamados, no qual seu efeito aparece principalmente
na modulacdo da microbiota intestinal.

Nesta linha se encontra a pesquisa de Long et al. (2017), na qual o
uso de acido férmico, acético, propidnico mais acidos graxos de cadeia média
(tratamento acidos 1), na dose de 3g/kg racdo, e &cido soOrbico mais butirato
(tratamento acidos 2), na dose de 2g/kg de racdo se mostraram efetivos substitutos
dos APC, gerando 6timos resultados de desempenho (resultados semelhantes ao
tratamento APC - 10 mg/kg de racdo de bacitracina de zinco, 5 mg/kg de racédo de
sulfato de colistina e 5 mg/kg de racdo de olaquindox), além de melhorarem a
morfologia intestinal, reduzirem a quantidade de E. coli nas fezes e promoverem
maiores respostas imunes e menor incidéncia de diarreia.

Namkung et al. (2004) através do uso de 1,1% de acido acético,
propibénico, fosférico e citrico com ou sem a inclusdo de mais 1% de acido latico,
conseguiram resultados equivalentes de desempenho quando comparado ao grupo
de leitBes que receberam 110ppm de lincomicina na dieta. Os animais pertencentes
ao grupo que receberam estes acidos apresentaram menor pH no célon e reduziram
a populacao de coliformes no intestino comparados ao grupo controle. O tratamento
com lincomicina também reduziu a quantidade de coliformes, porém, teve um
decréscimo na quantidade de Lactobacillus, que apresentam potencial benéfico ao
intestino.

Diferente dos estudos citados, em que foram utilizados misturas de
acidos, Luise et al. (2017) empregaram somente o acido férmico em duas doses

distintas, 1,4 g/kg e 6,4 g/kg, em comparagcdo com uma dieta basal. Os leitdes que
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consumiram o acido, independente da dose, apresentaram melhor ganho de peso
nas trés semanas iniciais e tenderam a melhorar o consumo e a conversao
alimentar.

Tsiloyiannis et al. (2001) trabalharam com a adicdo de apenas um
acido por tratamento. Os acidos e a inclusdo foram respectivamente: 1% acido
propidnico; 1,6% acido latico; 1,2% acido formico; 1,2% de acido malico; 1,5% acido
citrico e 1,5% &cido fumarico. Outros dois tratamentos foram utilizados para a
comparacao. O tratamento controle, que era apenas a dieta basal e o tratamento
APC - 44ppm de lincomicina e 44ppm de espectromicina. O desempenho foi
enriquecido com o uso dos acidos organicos, resultando em melhores indices de
consumo, conversao alimentar, incidéncia de diarreia do que o tratamento controle
negativo, e resultados semelhantes aos APC, principalmente a racdo que continha
acido latico, revelando-se como um excelente recurso no controle da diarreia pos
desmame.

Upadhaya, Lee e Kim (2014) pesquisaram a incluséo de 0,1% e
0,2% de um blend de acidos orgéanicos e acidos graxos de cadeia média (AGCM)
protegidos para suinos em terminacdo. As misturas continham 17% de &acido
fumérico, 13% de acido citrico, 10% de acido méalico e 1,2% de acido caprico e
caprilico. Os resultados com a inclusdo do blend de &cidos foram promissores,
principalmente com 0,2% de incluséo, repercutindo em aumento GPD, aumento da
digestibilidade da matéria seca, nitrogénio e da energia, reducdo da emissao de
gases, melhora da qualidade de carne, além de diminuir a contagem de E. coli nas
fezes (possivelmente pela acidificacdo do TGl com os &cidos protegidos) e aumentar
a contagem de Lactobacillus spp.

Em controvérsia aos resultados descritos, Boas et al. (2016),
utilizando um blend de &cidos organicos que continha 21% de &cido latico, 18% de
acido férmico e 10% de acido citrico, ndo observaram diferenca em relacéo a dieta
basal (controle) no desempenho dos leitdes. Do mesmo modo, Che et al. (2012) ndo
obtiveram resultados significantes com a utilizagdo de uma mistura com acido citrico
e acido fumarico, na qual os leitdes que consumiram esta dieta sem o uso de APC
demonstraram pior consumo diério de racdo e menor ganho de peso diario.

Ahmed et al. (2014) n&o alcangaram resultados positivos utilizando
acido citrico a 0,5% ou um blend de acidos a 0,4% (férmico, propionico, latico e

fosforico) comparado ao uso de 0,002% de apramicina para leitbes desafiados com
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E. coli e Salmonela typhimurium frente as variaveis consumo diario de racdo, ganho
diario de peso, contagem de E. coli e Salmonella fecal, igualando-se apenas para a
contagem de Lactobacillus spp.

Em comparagdo com o grupo controle (dieta ndo acidificada),
Basniak (2010), utilizando acidificantes de forma isolada, os acidos citrico, latico,
malico e propionico, ndo denotou melhorias com relagdo ao consumo de racéo e ao
ganho de peso para leitdes, ja o acido férmico causou menor consumo e o acido
benzoico melhorou todos os parametros de desempenho. Analisando misturas de
acidificantes, a mistura de acido fumarico + acido férmico piorou o consumo em
9,29%, o ganho em 13,98% e a conversao alimentar em 8,98%. No geral as
associacfes ndo trouxeram melhores resultados para as variaveis de desempenho,
somente quando o &cido latico estava presente, além de queda de consumo de
racao quando havia o acido fumarico.

Segundo Risley et al. (1992), o fornecimento de 1,5% de &cido
fumarico ou 1,5% de &cido citrico, para leitbes desmamados aos 21 dias de idade e
desafiados com E. coli K88 (10%° UFC) nos dias 3, 4 e 7 pés desmame, nao resultou
em diferenca na contagem de Lactobacillus spp no ceco, reducédo da diarreia, ndo
reduziu significativamente o pH intestinal e ndo alterou a microbiota e seu
metabolismo. As mudancas que houveram com relacdo a microbiota condizem
apenas com a transi¢cao bacteriana normal do TGI.

A utilizacdo de acidos organicos (0.416% de &cido fumarico e
0.328% de acido latico ) adicionados a 1,05% em uma dieta controle a base de
cevada, milho e farelo de soja para leitdes desmamados aos 25 dias de idade nao
trouxe melhora nas variaveis de desempenho e ndo alterou a contagem de bactérias
como lactobacilos, bifidobactérias, E. coli e enterobactérias no ID e no ceco, porém,
os diminuiram a contagem celular de enterotoxina termoestavel-STb na digesta do
cOlon, denotando o poder de reducdo da patogénicidade da E. coli para leitdes
(ZENTEK et al., 2013).

2.6.7 Resumo Sobre a Utilizacdo dos Acidos Organicos Como Aditivos Alimentares
Devido a estes diversos beneficios, os acidos organicos vém sendo

utilizados ha mais de 25 anos, sendo sustentado por resultados positivos obtidos,

em especial, em ragbes destinadas a leitdes desmamados, sobretudo pelo fato de
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que os leitdes tém uma producéo limitada de acido cloridrico e baixa capacidade em
manter o pH gastrico adequado neste periodo (BELLAVER; SCHEUERMANN, 2004;
BELLAVER; 2006).

O beneficiamento do desempenho dos suinos alimentados com
acidos organicos em sua dieta pode ser explicado através da diminuicdo da
competicdo do hospedeiro com 0s microorganismos por nutrientes, reduzindo os
riscos de infeccéo e producéo de toxinas bacterianas, que por fim diminui a resposta
imune, que pode ser outro fator de competicdo por nutrientes (SUIRYANRAYNA,;
RAMANA, 2015).

Os estudos visam, principalmente, resultados sobre o desempenho
zootécnico, morfologia intestinal, funcdo digestiva, melhora no consumo de racgéo
devido ao aumento da palatabilidade do alimento, modulagdo da microbiota intestinal
e reducao da diarreia pos desmame (NAMKUNG et al., 2004; PARTANEN; JALAVA;
VALAJA, 2007; GONG et al., 2008; CHRISTODOULOPOULOS; FILIPPOPOULOS,
2012; LONG et al., 2017).

Mesmo com todos esses atributos, ainda existem resultados
contraditorios quanto ao uso dos acidos organicos, como: qual acido utilizar e quais
as possiveis combinacdes e porcentagens de inclusdo nas dietas. Segundo Bellaver
(2006), a quantidade de acidificante adicionada a racdo dependera do pH do trato
gastrointestinal e da capacidade tamponante dos ingredientes da racéao.

As divergéncias de resultados com &cidos organicos para leitbes
ainda sao amplas (BASNIAK, 2010), porém, os resultados positivos em relacdo a
melhora do desempenho e reducdo da porcentagem de leitdes acometidos por
diarreia na fase de creche, estendendo estes resultados até a terminacao (SILVEIRA
et al., 2018), levam a crer que estes aditivos podem sim substituir potencialmente
estas drogas.

Tais variacbes podem estar implicadas devido a capacidade
tamponante da dieta (que pode exceder a capacidade de acidificacdo do acido),
combinacdo de ingredientes e aditivos (BASNIAK, 2010), tipo, pKa dos acidos,
porcentagem de inclusdo, diferencas de producédo intralumial de acidos no TGl,
quantidade de substratos de carboidratos fermentaveis disponivel na dieta, condi¢éo
corporal, sanidade e idade dos animais (MROZ, 2005). Segundo Basniak (2010), o

nivel de acidificacdo da dieta apresenta uma correlagdo positiva com as médias de
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ganho de peso e consumo de racdo, porém uma correlacdo negativa com a
conversao alimentar.

A ineficicia da adi¢cdo dos acidos organicos para suinos com relagéo
ao desempenho e modulacdo da microbiota parece estar ligada com a auséncia da
protecdo (encapsulacdo) dos acidos, concedendo rapida absorcédo e metabolismo no
TGI, limitando sua acdo propriamente dita (MEUNIER et al., 2006; PIVA et al.,
2007b).

Tung e Pettigrew (2006), Basniak (2010) e Kil, Kwon e Kim (2011),
sustentados em dados de reviséo bibliogréfica, concluiram que os acidos organicos
e seus sais possuem sim capacidade de melhorar o desempenho de leitbes
desmamados, melhorar a digestibilidade da dieta e promover mudancas na
populacdo microbiana, porém, possui efeito marcante na primeira semana apés o
desmame e vai regredindo progressivamente com o avancar da idade (com
variacfes conforme os acidos e dose inclusa). Com relacdo a acao redutora do pH,

esta mais claro na dieta do que no TGl, possivelmente devido a rapida absorcao.

2.7 FITOGENICOS - OLEOS ESsENCIAIS (OE)

Os fitogénicos, como os 6leos essenciais, S840 compostos bioativos
(liquidos oleosos, arométicos e volateis) oriundos de partes das plantas, como flores,
folhas, brotos, galhos, ervas, raizes, frutas, sementes, cascas e madeira; extraidos
através da destilacao a vapor e/ou agua (OMONIJO et al., 2017) e possuem o odor e
outras propriedades caracteristicas da planta na qual foi extraido (WENK, 2003). Em
sua maior parte os Oleos essenciais consistem em misturas de hidrocarbonetos
(terpenos, sesquiterpenos), compostos oxigenados (ex: alcool, ésteres, aldeidos e
cetonas) e uma pequena porcentagem de residuos nédo volateis (LOSA, (2001).

Sao soluveis em alcool, éter e 6leos fixos, porém sao insollveis em
agua e liguidos em temperatura ambiente. S&o encontrados no citoplasma de
células epidérmicas, células secretoras internas, tricomas e bolsas secretoras (DHIFI
et al., 2016). Estes compostos sdo 0s responsaveis pela defesa das plantas contra o
estresse fisioldgico (falta de agua ou de nutrientes), fatores ambientais (mudancgas
climaticas), predadores e patogenos (OETTING et al., 2006; NAZARRO et al., 2017).

Aproximadamente 3000 tipos de 6leos essenciais sdo conhecidos

atualmente, sendo que somente 300 sdo comercialmente importantes e utilizados,
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principalmente no mercado de sabores, fragrancias (VAN DE BRAAK; LEIJTEN,
1999) e como aditivos alimentares (WENK, 2003). Os OE que apresentam maior
aplicacdo na suinocultura sdo compostos por cinamaldeido, carvacrol, eugenol e
timol (THACKER et al., 2013). Geralmente os 0leos essenciais sdo reconhecidos
como seguros pela Food and Drug Administration (FDA), 6rgédo regulador dos
Estados Unidos da América.

Os extratos vegetais, assim como 0s Oleos essenciais e seus
componentes individuais estdo sendo amplamente utilizados para novas e
significativas aplicacbes na saude humana e animal, na agricultura e no meio
ambiente (LOSA, 2001; DHIFI et al., 2016). Na esfera da producdo animal os 6leos
essenciais se apresentam como um excelente aditivo natural, com alta competéncia
no que diz respeito as melhorias na qualidade de carne, desempenho animal,
sistema digestivo, modulacdo da microbiota do TGI com aumento das bactérias
benéficas em detrimento das patogénicas e diminuicdo da oxidacao lipidica, sem
acarretar em problemas secundarios como os aditivos sintéticos causam (SIMITZIS,
2017).

Franz, Baser e Windisch (2009) realizaram um levantamento de
algumas das principais espécies de plantas que sao utilizadas na Europa visando a
saude animal. Dentre elas estdo: Mil-folhas, Alcavaria, frutas do género Citrus,

Camomila, Menta, Anis, Gengibre, Cravo, Salvia e Pinus.

2.7.1 Modo de Acéo dos Oleos Essenciais

Os componentes bioativos dos 6leos essenciais foram identificados
e alguns progressos foram feitos a fim de elucidar seus mecanismos e fungdes nos
animais. Porém, maiores esforcos no ambito das pesquisas devem ser realizados
para 0 seu uso como substitutos aos antibiéticos dentro da nutricdo animal (Li et al.,
2012).

Dentro dos diversos compostos ativos dos 0leos essenciais, 0s que
possuem compostos fendlicos apresentam maior atividade antimicrobiana. A
atividade antimicrobiana é devido ao potencial hidrofébico dos compostos, que
desintegram a membrana celular bacteriana como E. coli e Salmonella, permitindo
uma alteracdo de microbiota, favorecendo o crescimento de bactérias acido laticas e

reducdo da carga de bactérias patogénicas (THACKER et al., 2013).
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Dentre as diversas propriedades que os compostos bioativos dos
Oleos essenciais apresentam sobre a salde e producdo animal estdo: atividade
antibacteriana (Tabela 2) (BURT, 2004), atividade antioxidante, atividade anti-
inflamatéria e agdo sobre a palatabilidade, digestibilidade e metabolismo dos
nutrientes (DHIFI et al., 2016; CHOUHAN, SHARMA; GULERIA, 2017; OMONIJO et
al., 2017; SIMITZIS, 2017).

Tabela 2. Selecdo dos principais 6leos essenciais que apresentam propriedades
antibacterianas.

Nome comum Principal componente = Composi¢éo
aproximada em %

Coentro (folhas imaturas) Linalool 26%
E-2-decanal 20%

Coentrro (sementes) Linalool 70%
E-2-decanal -

Canela Trans-cinamaldeido 65%

Orégano Carvacrol Tracos — 80%
Timol Tracos — 64%
y-Terpinene 2-52%
p-Cimeno Traccos — 52%

Alecrim a-pinene 2-25%
Acetato de bornila 0-17%
Céanfora 2-14%
1,8-cineole 3 -89%

Salvia Canfora 6 —15%
a-pinene 4 -5%
B-pinene 2-1%
1,8-cineole 6 —14%
a-tujone 20 —-42%

Cravo-da-india (borto) Eugenol 75— 85%
Acetato de eugenila 8 —15%

Tomilho Timol 10 — 64%
Carvacrol 2-11%
y-tepinene 2-31%
p-Cimeno 10 — 56%

OE que apresentaram atividade antimicrobiana in vitro ou em modelos alimentares nos
quais podem ser encontrados na literatura.
Adaptado de Burt (2003.)
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2.7.1.1 Atividade Antibacteriana

Os 6leos essenciais sdo classificados & ordem dos antimicrobianos
naturais e estdo sendo amplamente pesquisados com relacdo a sua utilizagdo nas
dietas dos animais de producdo (DORMAN; DEANS, 2000; COSTA et al., 2013) e
sua contribuicdo para uma microbiota equilibrada, protegendo os leitdes contra
bactérias patogénicas (WENK, 2003).

Os O6leos essenciais e seus componentes s&o hidrofobicos,
caracteristica que lhes permite atravessar pela membrana celular lipidica das
bactérias, acarretando no seu acumulo na camada lipidica e, consequentemente,
ocasionam a perda de integridade da membrana e transporte de ions, resultando em
disturbios da pressdo osmoética celular. Em sintese, hd uma acelerada perda de
gradientes de ions H* e K* e esgotamento rapido de ATP intracelular através da
reducdo da sintese de ATP e simultaneamente aumento da hidrélise (BARTOL;
BARICEVIC, 2014; SIMITZIS, 2017).

A reducdo do potencial elétrico transmembrana, sendo a forca motriz
da sintese de ATP, aumenta a permeabilidade da membrana, ocasionando em
extravasamento de conteudo celular (moléculas e ions de sdédio e potassio),
resultando em perda de ativacdo de uma série de enzimas citoplasmaticas,
manutencao da pressao osmotica e na regulacédo do pH intracelular, levando a morte
celular (FRANZ; WINDISCH, 2009; OMONIJO et al., 2017).

Os Oleos essenciais atuam tanto sobre bactérias Gram-positivas
(G+), como as Gram-negativas (G-). Porém, apresentam menor acdo antimicrobiana
sobre as bactérias G- devido as diferencas na parede celular bacteriana (BURT,
2004). As G+ possuem uma camada de peptidoglicano, que permite a penetracdo
dos agentes hidrofébicos no interior das células afetando o metabolismo bacteriano.
J4 as G- possuem uma membrana externa dupla de fosfolipideos sobre a camada
de pepitidoglicano, reduzindo a permeabilidade e tornando-as mais resistentes aos
Oleos essenciais (OMONIJO et al., 2017).

2.7.1.2 Atividade Antioxidante

Apesar de o0 oxigénio ser essencial para o metabolismo e

7

crescimento de organismos vivos, ele também € responsavel por reacdes
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indesejadas, como a auto-oxidagcdo. Esse tipo de oxidacdo leva a destruicdo de
moléculas essenciais presentes na dieta dos animais, além de danos celulares dos
organismos. Através da oxidacdo ha a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que podem acarretar em doencas (KAMEL, 2000).

Diversas plantas e 0leos essenciais sdo conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, devido aos compostos fendlicos que estdo presentes no
Oleo, porém, essas caracteristicas ndo sdo restritas a estas plantas. Os outros
compostos, como os flavonéides (encontrados em orégano e tomilho) e terpenoides
(timol, carvacrol e eugenol, principios ativos de tomilho, orégano e cravo,
respectivamente) protegem alimentos, tecidos e células contra o efeito deletério da
oxidacdo (FRANZ; BASER; WINDISCH, 2010; COSTA et al., 2013).

A habilidade destes compostos em eliminar os radicais livres ajuda
na prevencdo contra doencas causadas por estes (KAMATOU; VILJOEN, 2010),
além de quelar os metais de transicdo e saturar os oxigénios singlete e tripleto por
deslocacdo ou decomposicdo de peroxidos, evitando a disseminacdo da oxidacao
(SIMITZIS, 2017).

A oxidacao lipidica dos produtos carneos, em graus variados, resulta
na formacdo de compostos que imprimem sabores desagradaveis, restringindo a
aceitacdo pelos consumidores (LEE; SHIBAMOTO, 2002). Estes compostos,
portanto, podem ser adicionados a carne ou aos seus produtos e a dieta dos
animais, substituindo os aditivos sintéticos utilizados para este fim (RACANICCI et
al., 2004). Hanczakowska, Swiatkiewicz e Grela (2015) observaram que a utilizaco
de uma mistura de extratos de ervas (salvia, urtiga, balsamo de lim&o e echinacea),
adicionada na racao de suinos em fase de engorda, melhorou significativamente a
estabilidade oxidativa na carne, diminuiu o teor de colesterol e aumentou o nivel de

acidos graxos polinsaturados.

2.7.1.3 Atividade Antinflamatoria

A inflamacéo é uma resposta inata de protecdo dos animais induzida
pela lesdo tecidual, podendo ser biolégica, quimica ou fisica, e que tem como
objetivo a eliminagcdo dos microrganismos invasores e a remocdo de células
hospedeiras mortas ou danificadas (STEVENSON; HURST, 2007). No entanto, as

vezes, a inflamagéo pode persistir por mais tempo do que é necessario, causando
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mais danos do que beneficios (ASHLEY et al., 2012). Felizmente, existem inGmeras
maneiras de controlar a inflamacéo e promover a saude geral no processo.

Os fitogénicos sdo capazes de exercer atividade antinflamatoria
através de alguns de seus compostos, por exemplo: limoneno, a-terpineol, 6-3-
carene a-pinene e 1,8-cineol. Estes compostos operam a partir da inibicdo da
liberacdo de histamina e leucotrienos, reduzindo a producdo de mediadores
inflamatdrios, inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), e consequentemente, inibindo a
producdo de prostaglandina, além de interacdes com as cascatas de sinalizacoes,
envolvendo fatores regulatorios de transcricdo e expressdo de genes pro-
inflamatorios (DHIFI et al., 2016), resultando em menores niveis plasmaticos de
citocinas inerentes ao processo inflamatério (VIEIRA et al., 2014).

Um teste in vitro com macrofagos alveolares suinos revelou a
capacidade antinflamatéria do carvacrol, oleoresina de capsicum, cinamaldeido,
eugenol, anetol e oleoresina de acafrdo, através da supressdo da producdo de
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 1 beta (IL-1B) de macréfagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS).
O modo de acdo da atividade antinflamatorias dos fitogénicos ndo estdo bem
esclarecidos, porém, os resultados sugerem que os efeitos sdo parcialmente
mediados pelo bloqueio da via de ativagdo do fator nuclear kappa B (LILLEHOJ et
al., 2011), que é um fator de transcricdo envolvido no controle da expressao de
diversos genes ligados a resposta inflamatéria (ARAGAO-FILHO, 2009).

Em razéo dos efeitos antinflamatérios que detém, os fitogénicos séo
adicionados as dietas de suinos com o0 objetivo de controlar a inflamacéo intestinal,
que é inerente e constante, resultado da exposi¢cdo continua do 6rgdo a varios
agentes infecciosos, aos antigenos alimentares e aos desafios de manejo (YANG et
al., 2015). O intestino inflamado leva a um comprometimento da funcéo intestinal,
tanto no crescimento, desenvolvimento, como na absor¢cao de nutrientes, afetando
consideravelmente o desempenho animal (WATERS et al., 1999).

Fiesel et al. (2014) relataram uma menor expressao de varios genes
pro-inflamatérios na mucosa intestinal, além de um efeito benéfico na funcéo
absortiva do intestino (aumento da superficie de absorcdo) de suinos jovens
suplementados com produtos de origem vegetal ricos em polifendis. Em leitdes
desmamados a adicéo de Oleo de canela (50 mg/kg dieta) reduziu significativamente

as lesbes induzidas pelo lipopolissacarideo de Escherichia coli devido a supresséo
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da inflamacdo, assim como também a reducdo do estresse oxidativo nha mucosa
intestinal (WANG et al., 2015). Também em frangos, a adi¢cdo de doses baixas (2-5
mg/kg dieta) de trés compostos fitoquimicos derivados do orégano, canela e pimenta
(carvacrol, cinamaldeido e capsicum respectivamente) induziu a modulacdo da
resposta inflamatoria, resultando em melhor protecéo contra cocidiose (LILLEHOJ et
al., 2011).

2.7.1.4 Palatabilidade, Digestibilidade e Desempenho

Os fitogénicos, através do odor e sabor que conferem a racao,
promovem a melhora da palatabilidade e, por consequéncia, 0 aumento do consumo
de alimento, em especial quando a espécie alvo € o suino (ZENG et al., 2015).
Também cabe renovar a atividade antioxidante que estes principios tém,
minimizando os processos oxidativos da dieta, que resultariam na presenca de
odores desagradaveis e na perda de palatabilidade (SOLA-ORIOL; ROURA,;
TORRALLARDONA, 2011).

Alguns metabdlitos secundarios dos fitogénicos apresentam sabores
fortes, que podem afetar as caracteristicas sensoriais da racdo (WENK, 2003), e
dependendo do nivel de inclusdo ou das misturas entre diferentes 6leos, pode gerar
odores fortes e sabores ndo tdo agradaveis, constituindo em queda da palatabilidade
e menor ingestao da ragéo (YAN et al., 2012).

A melhoria da digestibilidade e da disponibilidade de nutrientes esta
relacionada com a capacidade que diversos compostos ativos dos Oleos essenciais
tém em aumentar a atividade enzimatica, estimular secrecdes de bile, muco,
glandulas salivares, suco gastrico e pancreético (COSTA et al., 2013). O mecanismo
de acdo ndo estd bem elucidado, porém, acredita-se que seja possivel por
intermédio da deteccdo desses compostos por receptores especificos no sistema
qguimiossensorial intestinal (OMONIJO, 2017), que traduzem informacfes sobre o
nutriente e sua concentracdo no liumen intestinal, para regular a expressao génica
(LIU et al., 2014), enzimas digestivas e secrecdo de peptideos para controlar a
ingestao, digestdo, absorcdo e o metabolismo (AHMED et al., 2013).

Varios estudos associam o uso dos fitogénicos com a melhora da
digestibilidade e do desempenho. A adicdo de 6leos essenciais microencapsulados

de cravo, tomilho e orégano, acrescido dos principios ativos eugenol e carvacrol
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induziu uma maior digestibilidade dos nutrientes dietéticos e melhorou o
desempenho de leitbes recém-desmamados (OETING, 2006). Resultados similares
foram descritos na primeira semana pds desmame em leitdes que receberam dietas
suplementadas com uma mistura de extratos de trigo mourisco, tomilho, curcuma,
pimenta preta e gengibre sob a dose de 250 mg/kg (YAN, MENG, KIM, 2012). Li et
al., (2012) ao incluirem 6leos essenciais encapsulados (timol e cinamaldeido) na
dieta de leitbes desmamados, verificaram uma melhora em todos os parametros de
desempenho da fase, quando comparado com 0 grupo que ndo recebeu estes
principios.

Os Oleos essenciais timol, carvacrol, cinamaldeido, eugenol, coentro,
anis estrelado, gengibre, alho, alecrim, acgafréo, manjericdo, liméo e salvia usados
individualmente ou em combinacdes, tém demonstrado melhorar a salde e o
desempenho de monogastricos, porém, com variacdo nos resultados, por exemplo
com a utilizacao do cinamaldeido (LILLEHOJ et al., 2018).

De modo geral, hd consenso de que os fitogénicos se mostram
como uma excelente alternativa para melhorar a digestibilidade da dieta e para
promover o ganho de peso apdés o desmame, uma fase critica onde os leitbes ainda
sdo pouco eficientes fisiologica e enzimaticamente para aproveitar dietas diferentes
do leite materno (HUANG et al. 2010).

2.7.1.5 Efeitos Sobre a Morfologia Intestinal

Os beneficios do uso de fitogénicos para suinos, em especial para
leitbes desmamados, se estendem as respostas na morfologia intestinal. Li et al.
(2012) observaram uma melhora na relacdo da altura das vilosidades com a
profundidade das criptas no jejuno de suinos alimentados com dietas contendo 6leos
essenciais em relacdo aqueles submetidos a uma dieta controle (isenta deste
aditivo).

Zou et al. (2016) verificaram que suinos tratados com Oleos
essenciais induziram uma diminuicdo do nivel de endotoxina no soro e aumento da
altura das vilosidades e na expressao de ocludina e z6nula ocludens-1 no jejuno
(proteinas estas relacionadas com o estabelecimento da barreira entre os
enterocitos, controlando o fluxo de moléculas no espaco intercelular entre as células

do epitélio). Estes resultados indicam que h& melhora da integridade da barreira
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intestinal quando os animais sdo expostos aos 6leos essenciais na dieta. Estas
mudancas na morfologia do intestino sdo acompanhadas pelo incremento da
digestdo e absorgédo de nutrientes, e menor ocorréncia e intensidade de diarreias,

promovendo assim mais ganhos.

2.7.2 Oleo Essencial de Canela

A canela € uma especiaria comum usada por diferentes culturas ao
redor do mundo por varios séculos. E obtida da casca das arvores do género
Cinnamomum, uma planta tropical perene que possui duas variedades principais;
Cinnamomum zeylanicum (CZ), conhecida como canela verdadeira e Cinnamon
cassia (CC), conhecida como canela chinesa. A partir das cascas, folhas e raizes é
possivel extrair Oleos essenciais. O principal componente bioativo do Oleos
essenciais varia conforme o local de extracdo do 6leo, no caso do 6leo essencial
extraido da casca tem o cinamaldeido como principal componente, jA o Oleo
essencial da folha tem o eugenol, e por fim, a canfora do 6leo essencial extraido da
raiz (RANASINGHE et al., 2013). No 6leo essencial da casca de CZ a porcentagem
de trans-cinamaldeido varia entre 49,9-62,8% da composicéo total (RANASINGHE
et al., 2013).

O Oleo essencial de canela possui atividade antimicrobiana,
antifngica, antioxidante, antinflamatoria, nematicida, larvicida, inseticida,
antimicético e anticancerigeno (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR,;
IGNACIMUTHU, 2006; RANASINGHE et al.,, 2013; SHAHID et al., 2018), com
minima toxicidade e efeitos colaterais (RANASINGHE et al., 2013). A pronunciada
acdo do 6leo essencial de canela contra a oxidacao lipidica (WENK, 2003) permite a
substituicdo de agentes antioxidantes sintéticos (SHAHID et al., 2018).

O dleo essencial de canela pode ser considerado um 6timo agente
antibacteriano. Em testes in vitro ele apresenta atividade inibitoria de crescimento de
diversas bactérias (gram positivas e gram negativas) mesmo em baixas
concentracbes (PRABUSEENIVASAN; JAYAKUMAR; IGNACIMUTHU, 2006).

Utchariyakiat et al. (2016) analisando o potencial antibacteriano do
Oleo essencial de canela, assim como o cinamaldeido (principal principio ativo do
Oleo essencial de canela) e sua combinacdo com a colistina contra Pseudomonas

aeruginosa multiresistente in vitro, revelaram boa ac&o antibacteriana e atuacao
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dose dependente de ambos, e quando associados com a colistina apresentaram
efeito sinérgico de 16,7% com o Oleo essencial de canela e 10% com o
cinamaldeido.

Segundo Zeng et al. (2014), a utilizacdo de um O6leo essencial a
0,25g/kg de racdo contendo 4,5% cinamaldeido e 13,5% timol, pode alterar a
densidade nutricional da dieta de leitbes através da melhoria na absorcdo de
nutrientes, ou seja, o cinamaldeido e o timol adicionados a uma dieta de baixa
densidade energética melhora o desempenho dos leitdes, equiparando-os aos
animais que receberam uma dieta de densidade energética padronizada.

Analisando os efeitos antisecretdrios gastrico e efeito protetor contra
Ulcera géastrica em ratos, Algasoumi (2012), através do fornecimento de uma
suspensao aquosa de canela extraida da casca de CZ, na dose de 250-500mg/kg,
observou que aqueles ratos que receberam a suspensdo aquosa de canela tiveram
menor secrecdo acida gastrica ligada ao piloro e, consequentemente, menos
ulceracdes, além do aumento da secrecdo de muco na parede do estbmago. Deste
modo, os efeitos gastroprotetores da canela sdo atribuidos a inibicdo da secrecéo
gastrica basal e estimulo da secrecao de muco, porém, os mecanismos de acao néo

sdo bem elucidados.

2.7.3 Utilizacdo de Oleos Essenciais na Racéo de Leitdes Desmamados

Assim como os acidos organicos, os 6leos essenciais estao sendo
largamente pesquisados em dietas para leitbes no pos-desmame devido aos
desafios ja citados, com o propdsito de minimizar os impactos nesta fase e servir
como substituto dos APC. Porém, ainda ha muita divergéncia sobre os resultados
obtidos por pesquisadores quanto a dose, sinergismo entre os 0Oleos essenciais e
utilizacao destes junto a outros aditivos.

Oeting (2006) testou o0 efeito dos O6leos essenciais
microencapsulados do cravo, tomilho e orégano, acrescido dos principios ativos
eugenol e carvacrol, em comparacdo com uma dieta basal e outra contendo APC.
Os animais alimentados com 0leos essenciais obtiveram maior digestibilidade dos

nutrientes em comparacdo as outras dietas e melhor desempenho do que o grupo
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controle. Nesta pesquisa a morfometria intestinal ndo foi influenciada pelo uso dos
Oleos essenciais.

Huang et al. (2010) analisaram o efeito de um mix de Oleos
essenciais derivados do orégano, canela, cravo da india, tomilho e alecrim a 0,1%
na dieta dos leitbes, acrescido ou ndo de éacido benzdéico ou tilosina. Como
resultado, houve melhora de ganho de peso no pds-desmame, sustentado pela
maior digestibilidade do tratamento contendo 6leos essenciais, além de conferir
melhores caracteristicas fecais (menor pH e emissdo de aménia) do que o grupo
suplementado com tilosina.

Um dos grandes motivos da utilizacdo dos 6leos essenciais € devido
sua atividade antimicrobiana, no qual apresenta efeitos satisfatérios na modulacao
bacteriana com diminuicdo da contagem de E. coli, como mostra as pesquisas de
Yan, Meng e Kim (2012), que utilizando um mix de extratos de ervas observaram
menor concentracdo de E. coli nas fezes e melhor digestibilidade e resposta
imunolégica. Do mesmo modo, Jiang et al. (2015), utilizando timol e cinamaldeido
com ou sem combinacdo de enzimas (xilanase e B-glucanase), observaram reducéo
na contagem de E. coli e coliformes, além de melhores caracteristicas morfolégicas
ao intestino delgado.

Li et al. (2012) testaram os efeitos da adicdo de Oleo essencial a
0,01% (18% de cinamaldeido e timol) e uma mistura de antibiéticos a 0,19% (150
ppm de clortetraciclina, 80 ppm de sulfato de colistina e 50 ppm de kitasamicina) em
comparacdo com a dieta controle sem adicdo de nenhum aditivo, sobre o
desempenho e salde intestinal de leitdes desmamados. Sobre o desempenho
houve melhora do ganho de peso e consisténcia fecal para os tratamentos com
Oleos essenciais e antibibticos, porém, o consumo de racdo e a conversao nao
foram afetados. O numero de E. coli foi reduzido no ceco, célon e reto para os
leitbes alimentados com 6leos essenciais e antibioticos e no colon, a proporcdo de
Lactobacillos para E. coli aumentou para o grupo que recebeu 0Oleos essenciais em
comparacao com o grupo controle.

Suzuki, Flemming e Silva (2008), além de testarem os efeitos dos
Oleos essenciais (carvacrol e timol) em comparacdo com a dieta acrescida de APC
(lincomicina, colistina, doxiciclina e amoxiciclina) sobre o desempenho, analisaram

0s custos de producdo dos diferentes tratamentos, observando que o tratamento
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com Oleos essenciais reduziu 0 custo em quase seis vezes e manteve o
desempenho dos animais igual aos do grupo APC.

Testes in vitro sGo comumente utilizados com o intuito de testar as
atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais. Dorman e Deans (2000) testaram a
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de diversas plantas, contra 25 géneros
de bactérias (9 Gram positivas e 16 Gram negativas), ho qual todos apresentaram
resposta antibacteriana em maior ou menor escala.

Michiels et al. (2007), em uma pesquisa in vitro, mimetizando a
fermentacdo gastrica e intestinal dos suinos, testaram o efeito antimicrobiano do
carvacrol, timol, eugenol e trans-cinnamaldeido contra os principais componentes da
microbiota do suino. O carvacrol e o timol apresentaram alto espectro de inibicdo do
crescimento microbiano no TGI, sem selecdo bacteriana (acomentendo lactobacilus
e coliformes), diferente do eugenol e do trans-cinnamaldeido, que mostraram menor
atividade inibitoria sobre os Lactobacilus e alta atividade inibitoria sobre os
coliformes, mesmo em doses mais baixas que o carvacrol, timol e eugenol. Dentre
as combinagdes apenas carvacrol e timol apresentaram um fraco sinergismo.

Contudo, nem sempre 0s resultados sdo satisfatorios, como mostra
a pesquisa de Spitzer et al. (2014), que utilizaram diversos aditivos na prevencéo da
diarreia causada através do desafio com E. coli F4, e observaram que o Oleos
essenciais de tomilho, adicionado a 0,15% na dieta basal, ndo apresentou efeito
preventivo nas condi¢cdes do estudo.

Muhl e Liebert (2007) utilizaram um aditivo fitogénico contendo
carvacrol e timol, e também, mesmo sob diferentes niveis na racdo (0,05%, 0,1% e
0,15%), o desempenho, a contagem microbiana nas fezes e nas amostras intestinais

Nao mostrou respostas significativas.

2.7.4 Resumo Sobre a Utilizacdo dos Oleos Essenciais Como Aditivos Alimentares

Diversas revisdes denotam a capacidade dos 0Oleos essenciais em
melhorar o ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar. Segundo a
revisdo de Zeng et al. (2015) os 6leos essenciais e ou extratos vegetais podem
melhorar o desempenho de suinos em meédia 3%, poréem com variacbes entre 0s
resultados nos experimentos in vivo. Estes também sao capazes de auxiliar na fase

de pés desmame por conseguir atuar contra bactérias patogénicas como E. coli e
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Salmonella spp e apresentar pouca acado bacteriana contra Lactobacillus spp e
bifidobacterias, regulando a microbiota intestinal do leitdo (LANGE et al., 2010).

Por se tratar de produtos naturais, fatores como diferentes origens
dos O6leos essenciais ou espécies de ervas, quantidade adicionada a racdo e as
condicbes ambientais experimentais (ZENG et al., 2015), diversidade de condi¢des
ambientais e de crescimento, tempo de colheita e estado de maturacdo, método e
duracdo de conservacdo, armazenamento, efeitos sinérgicos e antagbnicos, método
de extracdo das plantas e contaminacédo podem dificultar a padronizacéo e afetar os
resultados (WENK, 2003).

A rapida absorcdo no estomago e ID proximal ap6s o consumo,
também sugere uma das principais causas para a queda dos beneficios dos 6leos
essenciais. Tal fato sugere que, assim como os acidos organicos, os 6leos
essenciais também sejam protegidos para que possam perdurar e agir por mais
tempo no TGl (LANGE et al., 2010).

Apesar dos resultados com 6leos essenciais in vitro serem
promissores, deve haver cuidado ao interpretar os resultados, pois as propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais podem reduzir substancialmente quando estao
em contato com o alimento, pois ocorre a sua adsor¢cao nas particulas de alimentos,
dificultando sua acéo intralumial (PLUSKE, 2013).

2.8 ACIDos GRAXOS VOLATEIS (AGV)

Os é&cidos graxos AGV, também conhecidos como acidos graxos de
cadeia curta, possuem de um a sete atomos de carbono e sdo provenientes da
fermentacdo microbiana de matérias vegetais no intestino grosso, como celuloses,
fibras, amidos e acucares. Dentro do grupo dos AGV, o acido acético, propionico e o
butirico sdo os que se encontram em maiores concentragdes. Devido ao tipo de
alimentacdo, os AGV sao produzidos em maiores quantidades em herbivoros e, em
menor grau nos onivoros, no qual se enquadra 0s suinos e 0os humanos. Ja em
carnivoros, a porcentagem é ainda menor, pelo fato do alimento conter nutrientes
prontamente digeriveis e baixa quantidade de células vegetais (BERGMAN, 1990).

Nos suinos, o principal local de producdo de AGV € no intestino
grosso, através da fermentacdo da digesta (carboidratos e fibras) pela populacao

microbiana, principalmente no ceco e depois no célon. Porém, também hé& producéo
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AGV em menores concentracdes no estdbmago e intestino delgado (CLEMENS;
STEVENS; SOUTHWORTH, 1975).

Os &cidos butirico, latico, propibnico e acético sdo considerados
benéficos para a mucosa intestinal e para o equilibrio dindmico do TGI, sendo que
cada AGCC apresenta uma especificidade de acdo. Estas acdes incluem o
fornecimento de energia para as células do epitélio e tecidos adjacentes, reducao do
processo inflamatério imunomediado, acidificacdo do meio para reduzir o
crescimento de bactérias patogénicas e estimulo a proliferacdo celular (RICHARDS;
GONG; LANGE, 2005; BLAUT; CLAVEL, 2007), além de acfes especificas, como a
modulacdo das juncdes de oclusdo via proteinas-quinases pelo acido butirico
(PENG et al., 2009).

Com a reducdo do pH e a modulacdo bacteriana do TGl através do
auxilio dos acidos organicos e dos extratos vegetais no limem intestinal, promove-
se a reducdo de patdgenos como a E. coli e a Salmonella, e a diminuicdo
consequentemente de seus metabolitos téxicos, em detrimento das bactérias
benéficas, resultando em equilibrio da microbiota intestinal (KASPROWICZ-
POTOCKA et al., 2009; SANTOS, 2010). Essa alteracdo de pH e da microbiota no
ID e, principalmente, no IG, repercute sobre a fermentacdo microbiana e a producéo
de AGV (PIVA; CASADEI; BIAGI, 2002).

Por estas raz0es, a atividade fermentativa no intestino grosso e,
consequentemente, o padrao de AGV produzido, pode sofrer alteracbes com 0 uso
destes aditivos, garantido energia para 0s enterdcitos e manutencdo da mucosa
intestinal (SANTOS, 2010).

Callegari et al. (2016) demonstraram que a utilizagdo de um blend de
acidos organicos com o6leos essenciais microencapsulados (fuméarico: 10,5%, acido
malico: 8,0% e Oleo essencial de limdo) afetou positivamente a producdo de AGV
em relacdo a dieta controle, possivelmente pela modulagéo bacteriana e reducédo do
pH do TGI.

Os acidos organicos fornecidos na dieta podem também apresentar
um efeito modulador no padrdo dos AGV produzidos no intestino. Kasprowicz-
Potocka et al. (2009), demonstraram que ha alteragdo no padrdo dos AGV com o
uso de formato de sodio e acido benzoéico, em comparacdo com a dieta basal. Os
acidos organicos também podem interagir com a mucosa, acelerando a atividade

mitética e aumentando o numero de células e, consequentemente, o tamanho dos
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vilos (BLAUT; CLAVEL, 2007).

Porém em alguns casos, pode ser que ndo haja alteracdo, como
denota a pesquisa de Gabert e Sauer (1995), onde a inclusdo de acido fumarico na
dieta dos leitbes ndo afetou a concentracao de AGV.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar os efeitos da adicdo de &acidos organicos
associados com 0leo essencial via racdo e acidos organicos via agua para leitdes

em fase de creche desafiados com Escherichia coli K88.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o desempenho zootécnico;

- Avaliar a incidéncia de diarreia;

- Avaliar a contagem de E. coli K88, recuperada das fezes frescas
nos dias 1, 2, 3,5, 7, 14 e 21 apds o desafio;

- Avaliar o perfil bacteriol6gico do conteudo cecal;
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

EFEITOS DOS ACIDOS ORGANICOS E DO OLEO ESSENCIAL DE CANELA NA
MODULACAO DA MICROBIOTA CECAL E NO DESEMPENHO DE LEITOES
DESMAMADOS DESAFIADOS COM ESCHERICHIA COLI K88

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo de uma mistura de acidos
organicos associado ao Oleo essencial de canela frente a colistina, sobre o
desempenho, controle da diarreia e modulacdo da microbiota intestinal de leitdes em
fase de creche desafiados com Escherichia coli K88. Foram utilizados 114 leitbes
desmamados, metade machos castrados e metade fémeas, com idade média inicial
de 28 dias e 6,60 Kg £ 0,25 Kg de peso vivo, submetidos a 3 tratamentos durante 35
dias, que corresponderam a: Controle (CON): racdo livre de antimicrobianos e
aditivos; Colistina (COL): Controle + Colistina (200 mg/kg); Acidos organicos + 6leo
essencial (AO+OE): Controle + 1lkg/ton AO+OE (acido formico (180 mg/Kg); acido
acético (90 mg/Kg); acido propidnico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); 6leo
essencial de canela) + AO (&cido formico (180000 mg/L); acido acético (90 mg/L);
acido propidnico (45000 mg/L); &cido fumarico (35000 mg/L) via dgua potavel (para
atingir um pH de 4,5). Todos os animais foram desafiados com Escherichia coli (E.
coli) K88 por via oral (5mL 1,1x10° UFC/mL ). A unidade experimental foi
representada pela baia para as variaveis de desempenho e analise bacteriologica, e
pelo animal para a andlise metagendbmica e ocorréncia de diarreia. Nao houve
diferenca (P> 0,05) entre os tratamentos para o desempenho (351, 377 e 354 g/dia;
637, 667 e 605 g/dia; 1,826, 1,769 e 1,709 para o consumo de racdo, ganho de peso
e conversao alimentar na fase, para CON, AO+OE e COL, respectivamente) A COL
mostrou maior efetividade contra a infeccdo induzida com E. coli, apresentando
menor numero de animais acometidos com diarreia (P< 0,05) e menor quantidade de
E. coli nas fezes (P< 0,05), no entanto, houve tendéncia (P< 0,10) de aumento na
guantidade de bactérias da ordem Bifidobacteriales no grupo AO+OE. A dose
terapéutica da colistina foi mais efetiva sobre a prevencéo da diarreia e excrecao de
E. coli nas fezes. A associacdo AO+OE demonstrou efetividade nos parametros de
desempenho, com um efeito de tendéncia da modulacdo da microbiota benéfica do
trato gastrintestinal.

Palavras chaves: Diarreia pos-desmame. Acidificante. Fitogénico.
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EFFECTS OF ORGANIC ACIDS AND CINNAMON ESSENTIAL OIL ON CECAL
MICROBIOTA MODULATION AND PERFORMANCE OF WEANED PIGLETS
CHALLENGED WITH ESCHERICHIA COLI K88

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of the addition of a mixture of
organic acids associated to the essential cinnamon oil against the Colistin on
performance, control of diarrhea and intestinal microbiota modulation of nursery pigs
challenged with Escherichia coli k88. A total of 114 weaned piglets were used, half
males castrated and half females, with a mean initial age of 28 days and 6.60 Kg *
0,250 Kg of live weight, submitted to 3 treatments during 35 days, corresponding to:
Control (CON): antibiotic free ration and additives; Colistin (COL): Control + colistin
(200 mg/Kg); Organic acids + essential oil (AO+OE): Control + 1Kg/ton AO+OE
(formic acid (180000 mg/Kg); Acetic acid (90000 mg/Kg); Propionic acid (45000
mg/Kg); Fumaric acid (35000 mg/Kg); Cinnamon essential oil) + AO (formic acid
(180000 mg/L); Acetic acid (90000 mg/L); Propionic acid (45000 mg/L); Fumaric acid
(35000 mg/L) via potable water (in order to achieve a pH of 4,5). All the animals were
oral challenged with Escherichia coli (E. coli) K88 (5 mL 1,1 x 109 UFC/mL). The
experimental unit was represented by the pen for the variables of performance and
bacteriological analysis and by the animal for a metagenomics analysis and
incidence of diarrhea. No difference was observed (P> 0,05) between the treatments
for the performance (351, 377 e 354 g/day; 637, 667 e 605 g/day; 1,826, 1,769 e
1,709 for feed intake, weight gain and feed conversion in the phase for CON, AO+OE
and COL, respectively). The COL treatment showed greater efficacy against the
induced infection with E. coli, presenting a lower number of animals affected by
diarrhea (P< 0,05) and a lower amount of E. coli in feces (P< 0,05), however, there
was a tendency (P< 0,10) of increase in the bacteria amount of the order
Bifidobacteriales in the AO+OE group. The therapeutic dose of colistin was more
effective in preventing diarrhea and on excretion of E. coli in feces. The AO+OE
association showed effectiveness in the performance parameters with a tendency
effect of the modulation of the beneficial gastrointestinal tract microbiota.

Keywords: Post-weaning diarrhea. Acidifying. Phytogenic.
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4.1 INTRODUGAO

A diarreia p6és desmame (DPD) é uma afeccdo classica da
suinocultura, sendo uma das causas contemporaneas de maior agravo econémico
(VONDRUSKOVA et al., 2010). Os fatores estressores pelos quais os leitdes sao
submetidos neste periodo, somado a imaturidade fisioldgica do trato gastrintestinal
(TGI) (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015) e do sistema imunolégico que detém
(JAYARAMA; NNYACHOTI, 2017), favorece o crescimento de microrganismos
patogénicos e a ocorréncia de diarreias, compromentendo o desempenho
zootécnico e aumentando a ocorréncia de mortes (HOPWOOD; HAMPSON, 2003).

Neste sentido, os antibiéticos vém sendo regularmente adicionados
as dietas iniciais a fim de minimizar a morbidade e as consequéncias negativas que
se apresentarm (THACKER et al., 2013). Estes aditivos agem na microbiota do TGl,
diminuindo a competicdo entre o patégeno e o hospedeiro por nutrientes e, por
consequencia, 0os metabolitos por estes produzidos (GONZALES et al., 2012).
Dentre os varios principios disponiveis, a colistina (polimixina E) tem representado
um dos antibiéticos de eleicao para o controle da DPD em leitdes, apresentando
acao seletiva sobre diversos bacilos entéricos gram-negativos, com destaque a
Escherichia coli (MENDES; BURDMANN, 2009).

No entanto, o uso dos antibidticos na dieta animal tem sido
amplamente contestado pela capacidade que apresentam em selecionar bactérias
resistentes (VONDRUSKOVA et al.,, 2010). A utilizacdo dos antibiéticos como
promotores de crescimento (APC), cuja administracdo se da por meio de doses
subterapéuticas, € a forma mais comum relacionada a esta adversidade (FELS-
KLERX et al., 2011), ndo obstante também na condicao terapéutica abusiva tenha o
seu uso também questionado. Por tais motivos, os APC tornaram-se um risco para a
seguranca alimentar e a saude humana, sendo banidos pela Unido Européia desde
2006 (MEVIUS et al., 2009).

Como consequencia, ha um posicionamento global latente de uso de
aditivos alternativos aos APC que resulte na criacdo efetiva de suinos livres destes
antimicrobianos, destacando os &cidos organicos e os 6leos essenciais (MORES,
2014). Estes, além de promoverem a melhora do desempenho por meio de agdes
antimicrobianas, antinflamatérias e antioxidantes, melhoram a digestibilidade e
estimulam a secrecdo enzimatica e o desenvolvimento do TGl (PAPATSIROS,
CHRISTODOULOPOULOS; FILIPPOPOULOS, 2012; DHIFI et al., 2016;
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CHOUHAN, SHARMA; ORCID, 2017; LONG et al., 2017; OMONIJO et al., 2017;
SIMITZIS, 2017).

Os resultados do uso desses aditivos sao consistentes na melhora
do desempenho e no contole das diarreias em leitdes (LI et al., 2012; LEI et al.,
2016), porém, uma vez que sao produtos naturais oriundos de diferentes origens,
tém uma condicdo de padronizacdo de seus principios ativos (concentracao,
eficiéncia etc.) menos efetiva, gerando por vezes divergéncias nos resultados,
principalmente em relacdo as diferentes condicbes experimentais empregadas
(BASNIAK, 2010; KIL; KWON; KIM, 2011; ZENG et al., 2015).

Assim, objetivou-se com esta pesquisa avaliar os efeitos da adicéo
de uma mistura de &cidos organicos e 6leo essencial de canela frente a colistina,
sobre o desempenho, controle da diarreia e modulacdo da microbiota cecal de

leitdes em fase de creche desafiados com Escherichia coli K88.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Animais, desenho experimental e dietas

O presente experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais sob o proetocolo CEUA n° 13812,2017,109.

Foram utilizados 114 leitdes da genética PIC® (metade machos
castrados e metade fémeas), com idade média inicial de 28 dias e 6,60 kg * 0,250
Kg de peso vivo. Os animais foram alojados em 30 baias, sendo 15 baias com
fémeas e 15 baias com machos castrados. As baias eram de alvenaria com piso
parcialmente ripado e area de 1,5 m?, com comedouro linear de 6 bocas e
bebedouro tipo chupeta. O aquecimento das baias foi realizado através de lampadas
infravermelhas de 250W e manejo das cortinas. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, de acordo com o0 peso inicial, com trés tratamentos e 10
repeticbes. A unidade experimental foi representada pela baia para as variaveis de
desempenho e andlise bacteriolégica, e pelo animal como unidade experimental
para a analise metagendmica e ocorréncia de diarreia.

As dietas foram formuladas por meio das recomendacbes de
Rostagno et al. (2011), cumprindo as exigéncias nutricionais para leitdes de alto

potencial genético, conforme a idade em que se encontravam. Para o experimento
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foram definidas trés fases de alimentacdo (Tabela 3): pré-inicial Il (28 - 38 dias),
inicial I (39 - 50 dias) e inicial Il (50 - 63 dias). Ra¢des e agua foram disponibilizadas
a vontade durante todo o periodo experimental.

Os tratamentos experimentais corresponderam a: Controle (CON):
racao livre de antimicrobianos e aditivos; Colistina (COL): Controle + colistina (200
mg/kg); Acidos organicos + 6leo essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton [(4cido
formico (180 mg/KQ); acido acético (90 mg/Kg); acido propidnico (45 mg/Kg); acido
fumarico (35 mg/Kg); 6leo essencial de canela)] + [(acido formico (180000 mg/L);
acido acético (90000 mg/L); acido propiénico (45000 mg/L); acido fumarico (35000
mg/L)], via agua potavel para atingir um pH de 4,5. Todos os animais dos

tratamentos foram desafiados com Escherichia coli K88. (E. coli K88).

Tabela 3. Composicdo centesimal e nutricional das racdes experimentais.

Ingredientes (%) Pré-Inicial Inicial | Inicial Il
Milho 39,94 47,70 69,80
Farelo de soja 20,06 27,30 25,20
Nucleo?! 40,00 0,00 0,00
Nucleo? 0,00 25,00 0,00
Nucleo? 0,00 0,00 5,00
Total 100,00 100,00 100,00
Niveis Nutricionais
Proteina (%) 19,00 19,00 18,00
Gordura (%) 4,59 3,52 2,68
Calcio (%) 0,91 1,00 0,75
Faésforo disponivel (%) 0,46 0,48 0,40
Energia metabolizavel (Kcal/kg) 3403 3310 3195
Lisina Dig (%) 1,45 1,35 1,12
Met+Cist Dig. (%) 0,81 0,75 0,64
Treonina Dig. (%) 0,97 0,90 0,73
Triptofano Dig (%) 0,28 0,26 0,21
Lactose total (%) 9,85 511 0,00
Matéria mineral (%) 6,45 6,62 6,20

1 Niveis de garantia por kg do produto Nlcleo Maxi 400 utilizado na ragéo Pré Inicial I: Umidade (méx.) 100,00 g; Proteina
Bruta (min.) 154,00 g; Extrato Etéreo (min.) 73,00 g; Fibra Bruta (max.) 50,00 g; Matéria Mineral (max.) 300,00 g; Calcio (min. /
méx.) 16,00/24,00 g; Sédio (min.) 8.000,00 mg; Fésforo (min.) 10,00 g; Lisina (min.) 24,00 g; Metionina (min.) 7.800,00 mg;
Treonina (min.) 15,00 g; Tryptofano (min.) 3.300,00 mg; Cobalto (min.) 2,00 mg; Ferro (min.) 142,00 mg; lodo (min.) 2,00 mg;
Manganés (min.) 100,00 mg; Selénio (min.) 1,00 mg; Acido Félico (min.) 9,00 mg; Colina (min.) 1.225,00 mg; Niacina (min.)
95,00 mg; Pantotenato de Calcio (min.) 31,00 mg; Vitamina A (min.) 32.000,00 Ul; Vitamina B1 (min.) 6,00 mg; Vitamina B12
(min.) 96,00 mcg; Vitamina B2 (min.) 19,00 mg; Vitamina B6 (min.) 9,00 mg; Vitamina D3 (min.) 6.400,00 Ul; Vitamina E (min.)
160,00 Ul; Vitamina H (min.) 0,60 mg; Vitamina K (min.) 6,00 mg. Principais ingredientes: Farelo de Bolacha (27%), Soja
Integral Extruzada (9%), Plasma (5%), Fosfato Bicalcico (3%), Calcario Calcitico (2%), Sal Comum (1%), Aglcar (15%), Soro
Leite (33%), Leite po (4%).

2 Niveis de garantia por kg do produto Niicleo Maxi 250 utilizado na ragao Inicial I: Umidade (méx.) 100,00 g; Proteina Bruta
(min.) 84,00 g; Extrato Etéreo (min.) 63,00 g; Fibra Bruta (méax.) 50,00 g; Matéria Mineral (max.) 300,00 g; Calcio (min. / max.)
28,00/44,00 g; Fosforo (min.) 15,00 g; Sédio (min.) 11,00 g; Lisina (min.) 20,00 g; Metionina (min.) 4.900,00 mg; Treonina
(min.) 10,00 g; Cobalto (min.) 5,00 mg; Ferro (min.) 251,00 mg; lodo (min.) 5,00 mg; Manganés (min.) 200,00 mg; Selénio
(min.) 2,00 mg; Acido Félico (min.) 3,00 mg; Colina (min.) 2.672,00 mg; Niacina (min.) 129,00 mg; Pantotenato de Célcio (min.)
60,00 mg; Vitamina A (min.) 38.000,00 Ul; Vitamina B1 (min.) 8,00 mg; Vitamina B12 (min.) 129,00 mcg; Vitamina B2 (min.)
25,00 mg; Vitamina B6 (min.) 12,00 mg; Vitamina D3 (min.) 9.000,00 Ul; Vitamina E (min.) 807,00 Ul; Vitamina H (min.) 0,50
mg; Vitamina K (min.) 9,00 mg. Principais ingredientes: Farelo de Bolacha (33%), Fosfato Bicalcico (7%), Calcario Calcitico
(4%), Sal Comum (2%), Aglcar (19%), Soro Leite (29%).

3 Niveis de garantia por kg do produto Niicleo Maxi 50 utilizado na racéo Inicial Il: Umidade (méax.) 100,00 g; Matéria Mineral
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(méx.) 800,00 g; Calcio (min. / méax.) 104,00/156,00 g; Fosforo (min.) 59,00 g; Sédio (min.) 39,00 g; Lisina (min.) 33,00 g;
Cobalto (min.) 20,00 mg; Ferro (min.) 1.000,00 mg; lodo (min.) 20,00 mg; Manganés (min.) 800,00 mg; Selénio (min.) 9,00 mg;
Niacina (min.) 599,00 mg; Pantotenato de Calcio (min.) 280,00 mg; Acido Félico (min.) 17,00 mg; Colina (min.) 1.279,00 mg;
Vitamina A (min.) 180.000,00 UI; Vitamina B1 (min.) 40,00 mg; Vitamina B12 (min.) 600,00 mcg; Vitamina B2 (min.) 120,00 mg;
Vitamina B6 (min.) 59,00 mg; Vitamina D3 (min.) 45.000,00 Ul; Vitamina E (min.) 960,00 Ul; Vitamina H (min.) 2,00 mg;
Vitamina K (min.) 44,00 mg. Principais ingredientes: Fosfato Bicalcico (31%), Calcario Calcitico (13%), Sal Comum (10%),
Acucar (16%).

4.2.2 Preparacao do inéculo e inoculagéo

A estirpe de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) utilizada na
pesquisa foi gentilmente cedida pelo laboratério de medicina aviaria da Universidade
Estadual de Londrina. O experimento iniciou com a inducdo de resisténcia nos
isolados de E. coli enterotoxigénica K88 a rifampicina (Rif) e ao &cido nalidixico (Nal)
como descrito por Daudelin et al. (2011).

Sete dias apods o inicio dos tratamentos os animais receberam uma
dose Unica por via oral, contendo 5ml do in6culo de E. coli K88:LT, 1,1x10° UFC/ml
(RHOUMA et al., 2015). Apoés o inoculo, os animais receberam 10 mL de carbonato
de célcio (CaCOg3). Para todos os procedimentos houve contencdo adequada dos
animais, possibilitando uma administracdo segura das dosagens, que foram
realizadas utilizando seringas distintas. O CaCO3 foi usado para aumentar a
sobrevivéncia bacteriana no estbmago e possibilitar a chegada do inéculo ao
intestino delgado (RHOUMA et al., 2015).

4.2.3 Analise da recuperacao bacteriana

Para as contagens bacterianas foram coletadas 10g de fezes, na
forma de pool, nos dias 1, 2, 3, 5, 7, 14 e 21 apGs o desafio com E. coli. O coleta se
deu por meio de massagem retal, sendo aos amostras acondicionadas em potes de
plastico estéreis. Em seguida, as amostras foram preparadas e analisadas conforme
Coddens et al. (2017).

Foi priorizada a coleta na primeira semana pos-desafio, devido a
maior facilidade de recuperacdo bacteriana neste periodo. Antes do desafio com E.
coli resistente ao Nal e Rif, foi realizada a coleta fecal dos leitdes para identificar

uma possivel pré colonizacéo por E. coli resistente a estes antibioticos.
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4.2.4 Analise do desempenho

Foram avaliados semanalmente o consumo diario de racdo (CDR),
ganho de peso diario (GPD) e a conversao alimentar (CA). A prensenca de diarreia
foi observada individualmente e diariamente, registrando o numero dos animais
acometidos e classificando-os de acordo com as pontuacdes: 0 = normal, 1 = fezes
pastosas, 2 = fezes liquidas (SOBESTIANSKY et al., 1998). Apenas fezes com
pontuacado 2 foram consideradas diarréicas. Os animais ndo foram medicados contra
estd patologia devido a recuperacdo bacteriana de E. coli que ocorreu apés o

desafio.

4.2.5 Analise Metagenémica

Cinco dias apds o desafio foi realizada uma amostragem de seis
animais de cada grupo, que foram selecionados de forma aleatdria no inicio do
experimento. Para a realizacdo da eutanasia e respeitando as medidas de bem-estar
animal, os animais foram insensibilizados via corrente elétrica, com um equipamento
da marca Petrovina IS 2000 com dois eletrodos, utilizando-se voltagem de 350 volts
e 1,3A por trés segundos. Para a sangria, foi realizada a incisdo dos grandes vasos
do pescoco.

Apés a eutanasia, amostras do conteudo do segmento cecal foram
coletadas. O conteudo intestinal (2g) foi transferido para um tubo Eppendorf, sendo
refrigerado para a manutencdo e imediatamente congelado a -80°C. As amostras
foram enviadas congeladas para o laboratério Neoprospecta Microbiome
Technologies SA (Florian6polis, SC, Brasil) para realizacgdo da analise
metagenbmica, utilizando protocolo proprio, baseada na amplificacdo e
sequenciamento das regibes V3/V4 do gene 16S rRNA (WANG; QIAN, 2009;
CAPORASO et al.,2010).

4.2.6 Andlise Estatistica
Para a analise estatistica os dados parameétricos foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, pelo programa R

versdo 3.3.0. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
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transformados e analisados pelos mesmos procedimentos. P valores < 0,05 foram
considerados significantes e P valores < 0,10 foram admitidos como tendéncia a
significancia.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desempenho houve somente diferenca (P< 0,05) para o GPD
na quarta semana de experimento, na qual o tratamento COL apresentou—se
superior ao grupo AO+OE. Considerando todo o periodo experimental, ndo houve
diferencas significativas (P= 0,05) para nenhum dos parametros avaliados (Tabela
4).
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Tabela 4. Médias do peso inicial e peso final de leitdes, ganho de peso diario (GPD),
consumo diario de racdo (CDR) e conversdo alimentar (CA) de acordo com as
semanas de avaliacdo e tratamentos experimentais (valores expressos em kg).

Parametros Tratamentos p-valor CV (%)
CON? CoL? AO+OE3
Peso Inicial 6,703 6,530 6,570 0,66 6,75
Semana 1
Peso 8,464 8,380 8,145 0,58 8,11
GPD 0,251 0,264 0,225 0,36 24,09
CDR 0,391 0,381 0,400 0,88 21,26
CA 1,567 1,487 1,819 0,07 19,15
Semana 2
Peso 10,242 10,453 10,172 0,87 12,21
GPD 0,254 0,296 0,289 0,61 36,22
CDR 0,504 0,530 0,502 0,67 15,17
CA 2,666 1,875 1,829 0,20 52,83
Semana 3
Peso 12,654 13,447 12,999 0,59 13,33
GPD 0,344 0,397 0,399 0,39 26,18
CDR 0,636 0,700 0,620 0,27 17,39
CA 2,202 1,825 1,565 0,27 44,86
Semana 4
Peso 15,686 16,705 15,763 0,46 12,64
GPD 0,433ab 0,465a 0,399b 0,05 12,83
CDR 0,826 0,857 0,780 0,41 14,96
CA 1,911 1,851 1,978 0,58 13,88
Semana 5
Peso 19,007 19,949 19,000 0,62 12,84
GPD 0,474 0,463 0,461 0,93 18,46
CDR 0,967 0,974 0,901 0,53 16,06
CA 2,030 2,108 1,997 0,45 9,44
Periodo Total
GPD 0,351 0,377 0,354 0,57 16,11
CDR 0,637 0,667 0,605 0,38 14,46
CA 1,826 1,769 1,709 0,19 7,67

1Controle: ragdo livre de antimicrobianos e aditivos; 2Colistina: Controle + Colistina (200 mg/kg);
3Acidos organicos + 6leo essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton [(4cido férmico (180 mg/Kg); acido
acetico (90 mg/Kg); acido propiénico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); 6leo essencial de
canela)] + [(acido formico (180000 mg/L); &cido acético (90000 mg/L); acido propidnico (45000 mg/L);
acido fumarico (35000 mg/L)], via agua potavel para atingir um pH de 4,5

*Letras diferentes na linha representam diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P <0,05)
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O alto desafio sanitario pelas quais os animais foram submetidos,
representado pela inoculacdo por via oral de E. coli K88, gerou graves quadros
diarreicos (Tabela 5) em todos os grupos experimentais, o que pode explicar o
desempenho zootécnico abaixo dos padrdes previstos.

Considerando que a utilizacdo dos acidos organicos e Oleos
essenciais mostra-se efetiva para leitdes recém-desmamados (DIBNER; BUTTIN,
2002; SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; DHIFI et al., 2016; CHOUHAN, SHARMA,
GULERIA, 2017), em especial por controlar a microbiota patogénica em detrimento
da modulacdo da microbiota desejavel, além de potencializar a utilizacdo de
minerais e nutrientes, estimular a secrecdo de enzimas endogenas e do
desenvolvimento intestinal e pela acdo antioxidante e antinflamatéria
(PAPATSIROS, CHRISTODOULOPOULOS; FILIPPOPOULOS, 2012; DHIFI et al.,
2016; CHOUHAN, SHARMA; GULERIA, 2017; LONG et al., 2017; OMONIJO et al.,
2017; SIMITZIS, 2017), é possivel que o insuficiente éxito desta associacdo seja
decorrente do desafio inerente do proprio desmame, associado provavelmente a
inoculacdo de E. coli, uma vez que outros agentes estressores nao foram
computados.

Por outro lado, deve-se considerar também que ainda héa
divergéncias nos resultados zootécnicos de leitdes desmamados submetidos a
dietas com diferentes acidos organicos associados ou ndo com 6leos essenciais ou
extratos herbais, na qual tampouco comparados com dietas isentas destes geraram
beneficios no desempenho (KIL et al., 2005; MUHL; LIEBERT, 2007; GOMES et al.,
2011; SPITZER et al. 2014; CHE et al. 2012). Pode-se atribuir que, por se tratarem
de produtos naturais, fatores relacionados a sua origem, a sua concentracdo e a
atividade dos principios ativos (ZENG et al., 2015), podem justificar a inconsisténcia
dos resultados (WENK, 2003). Também as diversidades nos resultados podem ser
explicadas principalmente pela composicdo da dieta, sua capacidade de
tamponamento, nivel de producéo intraluminal de 4cidos graxos de cadeia curta nos
diferentes segmentos do TGI, quantidade de substratos fermentaveis na dieta,
colonizagéo e atividade microbiana no TGl, idade, e estado sanitario e de bem-estar
dos animais (MROZ, 2005).

Os acidos organicos séo rotineiramente utilizados para diminuir a
acao tamponante da dieta e aumentar a digestibilidade, porém, segundo Bellaver

(2006), a quantidade de acidificante adicionada a racédo dependera do pH do TGl e
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da capacidade tamponante dos ingredientes da racdo. Quando a capacidade de
tamponamento da dieta € alta, a eficiéncia dos acidos organicos em melhorar a
digestibilidade dos aminoacidos é reduzida (COSTA et al.,, 2013), e o conteudo
intestinal com um pH mais basico torna sua agcdo menos proeminente, exigindo
guantidades de inclusdo mais altas de acidos para expressar o seu potencial (BOAS
et. al., 2016).

Este comportamento pode ser explicado pela capacidade de ligacao
acida/tamponamento dos ingredientes da racdo (LAWLOR et al., 2005). Na ordem
dos alimentos que possuem maior ligacdo acida e poder tamponante sobre a acao
destes, implicando diretamente com os resultados deste experimento, estdo 0s
minerais, com destaque ao calcario e ao fosfato bicélcico, que, como observado,
guando somados, atingiram valores superiores a 2% em todas as dietas.

Segundo Lawlor et al. (2005), estes minerais sdo um dos principais
agentes tamponantes das dietas para suinos, e o aumento da suplementacdo
mineral de 0 a 4% pode triplicar o valor de tamponamento, assim como o farelo de
soja na categoria de vegetais protéicos, que como regra deve apresentar niveis
inferiores a 14% nas primeiras racfes. Assim, os acidos que limitam estes efeitos de
tamponamento, também tém as demais atividades comprometidas através do alto
poder tampao da dieta (BLANK et al., 2001).

Adicionalmente, deve-se considerar que os valores dos produtos
lacteos nas racdes (soro de leite em pd e o leite integral em po), cujas doses
conferiram, respectivamente, niveis de 9,85% e 5,11% nas racdes pré-inicial 1l e
inicial I, sdo substratos que, quando fermentados no TGI, se convertem em acido
latico, reduzindo o pH do conteudo, limitando, por sua vez, a acdo dos acidos
organicos (SILVA et al., 2008). Por esta razdo, os acidificantes tém-se mostrado
mais eficazes quando estes sao incluidos em dietas mais simples, sem adicdo de
ingredientes lacteos e de proteinas de origem animal (BOAS et. al., 2016).

Associada aos resultados divirgentes das acdes previstas destes
aditivos, estad a relacdo dos acidos com a queda de pH no TGI. Li et al. (2008)
verificaram que a utilizacdo dos acidos butirico, fumérico e benzéico a 0,5% e 1%
para leitbes desmamados nao promoveu reducdo do pH da digesta tanto no
estbmago, como no duodeno, jejuno e ileo. Como também observaram Piva et al.
(2007b), que trabalharam com um blend de &cidos orgénicos e 0leos essenciais

microencapsulados. Estes resultados estdo relacionados com a rapida absorcao dos
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acidos quando deixam o estdbmago, principalmente quando estdo na forma livre
(CALEGARI, et. al.,, 2016). No entanto, ndo foram realizadas em nosso trabalho
analises sobre a reducéo do pH no TGI e digestibilidade da dieta.

Segundo Silva et al. (2008), outro fator que pode estar associado
com os resultados obtidos é a realizacdo do manejo de creep-feeding na
maternidade. Os leitdes utilizados nesta pesquisa foram submetidos a este manejo,
que tem por meta preparar fisiologicamente e enzimaticamente o leitdo para o
desmame, fazendo que o papel dos &cidos e dos 6leos seja restringindo sobre a
melhora da digestibilidade da racao.

Neste sentido, os resultados obtidos identificam-se com o0s
observados por Manzanilla et al. (2004), Kommera et al. (2006), Santos (2010) e
Castro (2015) no qual, ao utilizarem, respectivamente, dietas com a inclusdo de
acido férmico + carvacrol, cinamaldeido e oleoresina de capsicum (5,15 e 5,3g/kg);
acido latico + dleo de anis, citrico e de orégano (4g/kg); e acido fumarico e malico +
carvacrol, eugenol e cinamaldeido (1g/kg) e &acido latico, formico e formiato de
amonio + Oleo essencial (0,59/kg); ndo verificaram vantagens nos indices
zootécnicos em relacdo ao grupo controle.

Por outro lado, os resultados contrastam com os achados de
Rodrigues (2016), que associou o acido benzéico a um blend de 6leos essenciais
encapsulados (timol, 2-metoxifenol, eugenol, piperina e curcumina) na dose de 3g/kg
para leitdes desafiados com E. coli K88, e obteve melhor consumo de ragéo, ganho
de peso e peso final comparado ao grupo controle e similar ao grupo submetido a
uma dieta com 40ppm de colistina.

Também Huang et al. (2010), ao analisarem o efeito de um mix de
Oleos essenciais derivados do orégano, canela, cravo da india, tomilho e alecrim sob
a dose de 1g/kg na dieta dos leitdes, acrescido ou ndo de 4cido benzdico ou tilosina,
observaram melhor ganho de peso no poés-desmame, além de melhores
caracteristicas fecais. Luise et al. (2017), utilizando somente o acido formico em
duas doses distintas, 1,4 g/kg e 6,4 g/kg, em comparacdo com uma dieta basal,
verificaram que os leitdes, independente da dose, apresentaram superior ganho de
peso nas trés semanas iniciais e tenderam a melhorar 0 consumo e a conversao
alimentar.

Quanto ao consumo de racado, contrariando a expectativa de que os
acidos organicos (LEI et al., 2017) e 6leos esenciais (FRANZ; BASER; WINDISCH
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2010) na dieta dos leitbes melhoram o parametro, houve uma identificacdo com os
resultados obtidos por Namkung et al. (2004), que verificaram que ambos os
aditivos, usados conjuntamente, ndo melhoraram o consumo em relacao aos grupos
controle negativo e positivo (110ppm de lincomicina na dieta). Por sua vez, 0s
resultados mostram-se distintos dos observados por Zeng et al. (2015) e Luise et al.
(2017), onde estes aditivos, através do odor e sabor que conferem a racdo, podem
aumentar a palatabilidade, o interesse e o consumo pelos animais.

Pode-se atribuir que a elevada participacao de produtos de alto valor
nutritivo e que conferem palatabilidade as racbes, como o plasma, os derivados
lacteos e o farelo de bolacha, tenham se sobreposto ao efeito dos acidos e dos
Oleos essenciais, limitando seus beneficios neste sentido.

Todavia, os resultados contrariam Rudback (2013), que trata que
certos acidos organicos, dependendo dos niveis dietéticos empregados, por
possuirem um odor mais pungente e sabor muito acentuado, podem reduzir
substancialmente a palatabilidade da dieta e afetar o consumo de ra¢do dos suinos,
destacando os acidos propibnico, fumarico, férmico e acético na forma livre, todos
utilizados neste trabalho.

Quanto a ocorréncia de diarreia, todos os tratamentos apresentaram
uma casuistica elevada de animais com o problema (Tabela 5). A efetividade do
desafio induzido pela E. coli mostrou ser positiva, resultando rapidamente em
distarbios gastrintestinais, que persistiram, pois ndo foi realizada qualquer
medicacdo com antibidticos devido a proposta do protocolo de recuperagdo da E.
coli K88 (rNal, rRif) nas fezes frescas dos animais.

Os resultados mostram-se diferentes aos encontrados por Kommera
et al. (2006), no qual o grupo de leitbes que recebeu uma combinagcédo de acidos e
Oleos essenciais (acido latico e acido fosforico 2g/kg + 6leo de anis, citrico e de
orégano na dosagem de 4g/kg) apresentou indices de diarreia semelhantes ao
grupo tratado com Carbadox (50mg/kg) e ambos melhores que o grupo controle

(isento de aditivos promotores do crescimento).
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Tabela 5. Niumero de leitdes com diarreia durante todo o periodo experimental

segundo 0s tratamentos.

Tratamentos CON? COLz2 AO+OE3 Pvalor

Animais com diarréia/animais avaliados 28/38b  8/38a 23/38b P<0,05

IControle: racdo livre de antimicrobianos e aditivos; 2Colistina: Controle + Colistina (200 mg/kg);
3Acidos organicos + 0Oleo essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton [(acido férmico (180 mg/Kg); acido
acético (90 mg/Kg); acido propibnico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); 6leo essencial de
canela)] + [(acido formico (180000 mg/L); acido acético (90000 mg/L); acido propidnico (45000 mg/L);
acido fumarico (35000 mg/L)], via &gua potavel para atingir um pH de 4,5

Para letras diferentes, valores diferentes significativamente pelo teste do Qui Quadrado.

Também, os resultados divergem dos obtidos por Tsiloyiannis et al.
(2001), que testando acidos organicos de forma isolada, acidos fuméarico (1,5%),
propiénico (1,0%) e formico (1,2%) versus um grupo tratado com antibiéticos (44ppm
de lincomicina e 44ppm de espectromicina) e um grupo controle negativo,
observaram menores taxas de diarreia para os ledes tratados com os acidos e para
0 grupo tratado com antibiéticos em relacdo ao controle, mas somente 0s animais
que receberam a dieta com &cido latico na racdo mostraram resultados equivalentes
aos antibioticos.

Através da analise microbiol6gica das amostras fecais (Tabela 6),
verificou-se que a excrecao de E. coli K88 (rNal, rRif), recuperada das fezes nos dias
1, 2, 3,5, 7, 14 e 21 apbés o desafio, garantiu a efetividade do procedimento de
inoculacdo e da cepa como potente colonizadora, especialmente para 0s grupos
CON e AO+OE.

Tabela 6. Quantidade de Escherichia coli recuperada das fezes de leitbes apos

administracéo oral de 1,1x10° UFC / mL.

Tratamentos Contagem bacteriana (log10 UFC/mL)
Dias ap0s desafio (dpd)

1 2 3 5 7 14 21
1CON 595Bd 395Bc 1,94Bb 089Aab 109Aab 0,27Aa 0,38Aa
2COoL 0,00Aa O000Aa O00Aa 000Aa 0,00 Aa 0,00Aa O0,00Aa

SAO+OE 579Bd 399Bc 1,71Bb 062Aab 088Aab 000Aa O0,00Aa

1Controle: racéo livre de antimicrobianos e aditivos; 2Colistina: Controle + Colistina (200 mg/kg);
3Acidos organicos + 6leo essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton [(4cido férmico (180 mg/Kg); acido
acético (90 mg/Kg); acido propidnico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); 6leo essencial de
canela)] + [(&cido formico (180000 mg/L); acido acético (90000 mg/L); acido propidnico (45000 mg/L);
acido fumarico (35000 mg/L)], via &gua potavel para atingir um pH de 4,5

*Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ou letra mindscula na linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05).
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A presenca de E. coli nas fezes dos animais desafiados nao foi
detectada no grupo COL durante o periodo experimental, no entanto, foi possivel
detectar a E. coli nos grupos CON e AO+OE. Como demonstrado (Tabela 6), todos
0s grupos tratados apresentaram uma diminui¢do significativa (P< 0,05) na média de
recuperacdo da ETEC apds o desafio, igualando-se ao grupo COL no 5° dia,
mostrando capacidade de diminuicdo da eliminacdo de E. coli independentemente
da adicdo de AO+OE na dieta.

Apesar da boa recuperacdo bacteriana até trés dias pds inoculagéo,
nao houve diferenca entre os grupos AO+OE e CON, sendo a maior média
observada no grupo CON no 1° dia p6s-desafio, embora a média ndo tenha diferido
significativamente do grupo AO+OE.

Os resultados mostram-se semelhantes aos obtidos por Rodrigues
(2016), que forneceu uma associacdo de acido benzdico mais um blend de Oleos
essenciais encapsulados (timol, 2-metoxifenol, eugenol, piperina e curcumina) na
dose de 2, 3 e 4g/kg para leitbes desafiados com E. coli K88, e ndo observou
diferencas na contagem desta bactéria nas fezes no 4° dia pés desafio, comparadas
com o grupo controle. Porém, contrariamente, neste trabalho, também n&o houve
diferenca em relacéo ao grupo que recebeu 40 ppm de colistina.

Long et al. (2017), utilizando um blend de &cido férmico, acético,
prépionico mais acidos graxos de cadeia média, na dose de 3g/kg, ou acido sérbico
mais butirato, na dose de 2g/kg, para leitbes desmamados, obtiveram menor
contagem de E. coli nas fezes e incidéncia de diarreia, além de resultados
zootécnicos superiores ao grupo controle e igual ao grupo que recebeu bacitracina
de zinco (10 mg/kg); sulfato de colistina (5 mg/kg); olaquindox (5 mg/kg).

Esperava-se uma diferenca significativa na reducdo da excrecao de
E. coli nas fezes do grupo tratado com AO+OE, com relacédo ao grupo CON devido a
acao antibacteriana direta destes aditivos, ou pela agdo de reducéo do pH do TGl,
que leva a um ambiente inapropriado para a bactéria se aderir e colonizar. Porém,
como tratado, alguns fatores podem estar implicados nesta limitacdo da expresséo
dos resultados esperados, com observaram Li et al. (2008) e Callegari et. al. (2016),
gue néo obtiveram reducéo significativa do pH em diferentes segmentos do TGI com
0 uso de acidos.

A canela, por apresentar efeitos gastroprotetores, como inibicdo da

secrecdo gastrica e estimulo da secre¢do de muco (ALQASOUMI, 2012), pode ter



88

influenciado negativamente a reducdo do pH gastrico pelos acidos organicos em
conjunto com o HCL, facilitando a sobrevivéncia gastrica e a disseminacao da E. coli
para o intestino delgado, identificando-se com o0s resultados encontrados em
pesquisas in vitro ou in vivo (RICKE, 2003).

Apesar dos resultados com Oleos essenciais in vitro serem
promissores, deve-se atentar para sua interpretacdo, pois as propriedades
antimicrobianas dos O0leos essenciais podem ser reduzidas substancialmente
quando estdo em contato com o alimento, pois ocorre a sua adsor¢éo nas particulas
deste, dificultando sua acao intralumial (PLUSKE, 2013).

Com relacdo ao papel modulador dos tratamentos na microbiota
cecal (Tabela 7), verifica-se que ndo houve diferenca (P >0,05) entre as bactérias
pertencentes a ordem Clostridiales, Lactobacillales, Bifidobacteriales e
Enterobacteriales, que representaram a maioria das bactérias da contagem total. No
entanto, houve tendéncia (P< 0,10) de aumento na quantidade de bactérias da
ordem Bifidobacteriales no grupo AO+OE, em relagéo ao grupo COL, sinalizando um
efeito importante para uma ordem de bactérias benéfica para o trato.

Tabela 7. Resultado da analise metagendmica - Contagem média bacteriana

(unidades) no conteudo cecal dos leitbes 12 dias ap6s o inicio dos tratamentos.

ORDEM CON!? COL? AO+OE? P-valor CV (%)
Clostridiales 7906 7084 5518 0,63 63,8
Lactobacillales 17446 29458 19475 0,22 55,1
Bifidobacteriales 1112 123 2658 0,07 52,7
Enterobacteriales” 4,445 1,671 4,221 0,31 79,1
TOTAL 29827 36699 28329 0,54 41,8

1Controle: ragdo livre de antimicrobianos e aditivos; 2Colistina: Controle + Colistina (200 mg/kg);
3Acidos organicos + 6leo essencial (AO+OE): Controle + 1kg/ton [(4cido férmico (180 mg/Kg); acido
acetico (90 mg/Kg); acido propibnico (45 mg/Kg); acido fumarico (35 mg/Kg); dleo essencial de
canela)] + [(acido formico (180000 mg/L); acido acético (90000 mg/L); acido propidénico (45000 mg/L);
acido fumarico (35000 mg/L)], via agua potavel para atingir um pH de 4,5

*Os valores das quantidades de bactérias pertencentes a ordem Bifidobacteriales e Enterobacteriales
estdo representadas em LoglO, pois tiveram que ser transformadas por n&o apresentaram
normalidade no teste de analise de variancia.

Para a contagem de bactérias da ordem Lactobacillales,
(Lactobacillus ssp) e Enterobacteriales (E. coli e Salmonela ssp), apesar de nao ter
ocorrido diferenca, houve uma menor quantidade de Enterobactérias para o grupo
COL, possivelmente devido a maior quantidade de Lactobacillus, quando

relacionada ao grupo CON e AO+OE.
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As bifidobactérias, assim como os lactobacilos sdo dois dos
principais géneros pertencentes a microbiota intestinal de leitbes, caracterizadas
como bactérias acido-laticas, exercendo, através da acidificagdo no TGI, protecdo
contra o crescimento de microrganismos patogénicos (MIKKELSEN et al., 2003;
EVERAERT et al., 2017), como a E. coli e a Salmonella spp, que nao toleram
ambientes com pHs mais baixos (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).

Com os resultados da recuperacdo bacteriana e andlise
metagenOmica, observa-se que a colistina figurava com importante impacto na
prevencao da infeccéo por E. coli, reduzindo o acometimento da diarreia em leitdes,
principalmente nas primeiras fases pés desmame (MENDES; BURDMANN, 2009).

As expectativas de uma consistente modulagédo da microbiota do
ceco pelo uso dos &cidos associados aos Oleos essenciais ndo foram efetivas,
estando em concordancia com os achados de Namkung et al. (2004) que,
submeteram leitbes desmamados a dietas com 1,1% de acido acético, propibnico,
fosférico e citrico com ou sem a inclusdo de mais 1% de acido latico e 0,75% de
extratos herbais de canela, tomilho e orégano, e ndo obtiveram vantagens nas
contagens de Coliformes e Lactobacillus no contetdo ileal.

Porém, os resultados mostraram ser distintos dos observados por
Mananzilla et al. (2004), que utilizando carvacrol, cinamaldeido e oleoresina de
capsicum (300mg/kg), observaram melhor relacdo Lactobacillus/Enterobactérias.
Assim como os obtidos por Li et al. (2012), que utilizaram OE encapsulados (quando
detém uma camada protetora), com timol e cinamaldeido como compostos ativos na
dosagem de 100g/ton em racdes para leitbes desmamados, e observaram melhor
relacdo de Lactobacillus/E. coli, demonstrando o potencial do OE em modular a
microbiota intestinal dos leitbes.

Os OE atuam tanto sobre bactérias Gram-positivas, como as Gram-
negativas, porém, apresentam menor acao antimicrobiana sobre as bactérias Gram-
negativas devido as diferencas na parede celular bacteriana (BURT, 2004). No
entanto, uma das possiveis explicacbes para os resultados obtidos pode estar
relacionada a forma como estes aditivos foram veiculados.

Quando livres, como foi o caso do presente trabalho, s&o
rapidamente absorvidos no duodeno, impossibilitando a acdo nos segmentos
posteriores. Ja, quando encapsulados, estes principios séo liberados de modo mais

lento e gradual, permitindo a disponibilidade em quantidades adequadas ao longo
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dos segmentos do TGI, possibilitando a obtencao de resultados mais pronunciados
(MEUNIER et al., 2006; PIVA et al., 2007b; LANGE et al., 2010).

4.4 CONCLUSOES

A utilizacdo de 200 mg/kg de colistina apresentou respostas mais
eficientes no controle da diarreia e na contagem bacteriana frente ao desafio com E.
coli K88. O grupo de animais que recebeu os acidos organicos associados ao 6leo
essencial de canela, via racdo, mais &cidos organicos, via agua, apresentou
resultados de desempenho semelhantes aos animais que foram tratados com a
dosagem terapéutica de colistina, além de apresentar tendéncia na modulacdo da
microbiota cecal, com aumento desejavel de bifidobacterias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de suinos sem a utlizacdo de antibiéticos como
promotores de crescimento ou de forma preventiva ndo € uma tarefa facil e simples
de ser implementada, principalmente para leitbes desmamados, que ainda nao
possuem um equilibrio das funcbes do TGI e sistema imune, somados a uma
alteracdo da microbiota neste periodo. Os acidos orgéanicos e o0s 6leos essenciais
detém potencial de agirem como promotores de crescimento em leitdes, através das
inmeras certificacbes sobre as atividades antibacterianas, além de diversas outras
atividades que subsidiam um melhor desenvolvimento dos leites, porém deve-se ter
em mente que o sucesso na producao sem a adicdo de antibidticos, ndo esta ligado
a somente encontrar aditivos substitutos, mas também adequar, reconsiderar e gerir
de forma pertinente as rotinas de manejo e biosseguridade da granja, pois ndo se
pode lancar mado do uso dos aditivos ou antimicrobianos como substitutos de
praticas basicas de manejo. Dessa forma, 0s paises que passam por um periodo de
transicdo ou que buscam a producdo de suinos sem o uso dos APC ou dos
preventivos, devem tomar como exemplo as técnicas de manejo e biosseguridade
de paises que possuem esta pratica inserida e mais avancada no método de
producdo, juntamente com aditivos que possam beneficiar a saude dos leitbes e,

consequentemente o desempenho.


https://www.sinonimos.com.br/know-how/
https://www.sinonimos.com.br/know-how/

