CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

JORDANIA LIMA FERREIRA

ANACARDATO DE CALCIO E ACIDO CITRICO COMO PROMOTORES DE
CRESCIMENTO ALTERNATIVOS PARA LEITOES DESMAMADOS

FORTALEZA
2018



JORDANIA LIMA FERREIRA

ANACARDATO DE CALCIO E ACIDO CITRICO COMO PROMOTORES DE
CRESCIMENTO ALTERNATIVOS PARA LEITOES DESMAMADOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de  PoOs-Graduacdo em
Zootecnia, da Universidade Federal do
Cear4, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Zootecnia.

Area de concentracdo: Nutricio Animal e
Forragicultura

Orientador: Prof. Dr. Pedro Henrique
Watanabe

Coorientador: Prof. Dr. Ednardo Rodrigues
Freitas

FORTALEZA
2018



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo moédulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F441a Ferreira, Jordania Lima.
Anacardato de calcio e acido citrico como promotores de crescimento alternativos para
leitoes demamados / Jordania Lima Ferreira. — 2018.
54 f. :il. color.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias,
Programa de Pés-Graduagdao em Zootecnia, Fortaleza, 2018.

Orientagao: Prof. Dr. Pedro Henrique Watanabe.

Coorientagao: Prof. Dr. Ednardo Rodrigues Freitas.

1. Pés-desmame. 2. Morfometria Intestinal. 3. Imunohistoquima. I. Titulo.

CDD 636.08




JORDANIA LIMA FERREIRA

ANACARDATO DE CALCIO E ACIDO CITRICO COMO PROMOTORES DE
CRESCIMENTO ALTERNATIVOS PARA LEITOES DESMAMADOS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagcdo em  Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Zootecnia.

Area de concentracdo: Nutricdo Animal e
Forragicultura.

Aprovada em: 16/03/2018

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Pedro Henrique Watanabe (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Germano Augusto Jerénimo do Nascimento (Examinador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Luiz Euquerio de Carvalho (Examinador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Faviano Ricelli da Costa e Moreira (Examinador)
Instituto Federal do Rio Grande do Norte (IFRN)



AGRADECIMENTOS

A Deus pela presenca forte em minha vida, por me guiar nessa caminhada,
me proteger e me dar forcas nessa caminhada e por me conceder tudo aquilo que
sou e tenho. A Nossa Senhora, minha fiel intercessora que tanto roga por mim a
Deus.

A minha méae, Maria, mulher de for¢ca e coragem que me ensina todos os dias
a ser uma pessoa melhor.

Ao meu pai Edmilson (In memorian), por todo amor e carinho e por sempre
me incentivar nos estudos e na vida.

A Graca Lima, Miguel, Leticia, Larissa, Raimundo, Joel e Helenice, pessoas
gue me acompanham em todos os momentos, fazendo minha vida mais feliz.

Ao meu namorado e amigo Rodrigo Ximenes pelo amor, companheirismo,
carinho, dedicacéo e paciéncia nesses anos de mestrado e na vida.

Ao meu orientador, professor Pedro Henrique Watanabe pela confianca,
credibilidade, parceria, paciéncia e acima de tudo por todo aprendizado.

As companheiras da area de nutricdo de n&o ruminante, Bruna, Carol, Eloisa
e Ingrid que se tornaram minhas amigas, no decorrer do mestrado, obrigada pelo
apoio estrutural e emocional, pelas alegrias, tristezas e conquistas compartilhadas.
Pessoas que quero levar comigo, por toda a vida.

Aos funcionérios do setor de suinocultura, Marcio e Olavo por todo auxilio e
participacdo fundamental no experimento.

Aos alunos de graduacdo que fizeram parte da equipe do experimento, por
toda ajuda.

Ao professor responsavel pelo laboratério de Histologia da UFPB Ricardo
Guerra, por sua paciéncia, ensinamentos e contribuicdes dedicadas a parte desse
trabalho.

Aos professores Ednardo Freitas, Germano Augusto, Luiz Euquerio e Faviano
Moreira pelas valiosas contribui¢cdes dedicadas a este trabalho.

A Universidade Federal do Ceara, por toda estrutura e suporte concedidos.

A CAPES pelo apoio financeiro.

Por fim, aos 96 leitGes utilizados neste experimento, a eles todo meu respeito.



RESUMO

Objetivou-se avaliar a associacdo do anacardato de célcio (AC) e do acido citrico
(AcC) como promotores de crescimento alternativos, em racdes para leitdes
desmamados, sobre desempenho, ocorréncia de diarreia, pH dos conteldos
gastrointestinais, parametros sanguineos, morfometria e imunohistoquimica
intestinal. O periodo experimental foi de 42 dias, divididos em periodo | (21 a 32
dias), periodo Il (21 a 42 dias) e periodo total (21 a 63 dias). Foram utilizados 96
leitdes com peso médio de 5,965+0,804 kg distribuidos em delineamento em blocos
ao acaso, com 4 tratamentos e 8 repeticdes, considerando a baia contendo 3
animais como unidade experimental. Os tratamentos consistiram em: controle
negativo (CN) — racdo sem adicdo de promotor de crescimento; controle positivo
(CP) — racdo com adicdo de antibidtico promotor de crescimento (APC), racdo
contendo 0,6% AC + 1% AcC e racao contendo 1% AC + 1% AcC. Observou-se,
durante o periodo total do experimento, que os leitdes que receberam antibiotico
promotor de crescimento e os dois niveis de AC associado a AcC apresentaram
melhor conversdao alimentar comparados aos do tratamento controle negativo.
Embora ndo tenha reduzido a ocorréncia de diarreia, a associacdo de AC e AcC
resultou em maior espessura de mucosa (EM) em relagdo aos animais alimentados
sem promotor de crescimento. Além de ter apresentado resultados similares ao
tratamento com APC com relacdo a altura de vilosidade (AV) e a area absortiva (AA)
no duodeno dos leitdes. Observou-se que animais do tratamento 1% AC + 1% AcC
apresentaram maiores resultados de hematécrito, ja para VCM, CHCM e mondcitos,
os leitdes alimentados com racdo contendo associacdo do anacardato de calcio e
acido citrico apresentaram valores semelhantes aos alimentados com racéo
contendo APC. Considerando que houve beneficios na morfometria intestinal e nos
parametros séricos, além de nao ter apresentado prejuizos no desempenho a
associacdo do anacardato de célcio e acido citrico pode ser uma alternativa aos

APC para leitdes desmamados.

Palavras-chave: P6s-desmame. Morfometria Intestinal. Imunohistoquimica.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the association of calcium anacardate (CA) and
citric acid (CAc) as alternative growth promoters in rations for weaned piglets, on
performance, occurrence of diarrhea, pH of gastrointestinal contents, blood
parameters, intestinal morphometry and immunohistochemistry. The experimental
period was 42 days, divided in period | (21 to 32 days), period Il (21 to 42 days) and
total period (21 to 63 days). A total of 96 piglets with a mean weight of 5.965 + 0.804
kg were distributed in a randomized block design, with 4 treatments and 8 replicates,
considering the bay containing 3 animals as experimental unit. The treatments
consisted of: negative control (NC) - ration without addition of growth promoter;
positive control (PC) - ration with antibiotic growth promoter (AGP), ration containing
0.6% CA + 1% CAc and ration containing 1% CA + 1% CAc. It was observed, during
the whole period of the experiment that the piglets that received antibiotic growth
promoter and the two levels of CA associated with CAc presented better feed
conversion compared to the negative control treatment. Although, it did not reduce
the occurrence of diarrhea, the association of CA and CAc resulted in a higher
mucosal thickness (MT) in relation to the animals fed without growth promoter.
Moreover, they presented results similar to AGP treatment with relation to villus
height (VH) and absorptive area (AA) in the duodenum of piglets. It was observed
that animals treatment with 1% CA + 1% CAc presented higher hematocrit results, for
MCV, MCHC and monocytes, piglets fed with ration containing calcium anacardate
and citric acid showed values similar to those fed with diet containing AGP.
Considering that there were benefits in intestinal morphometry and in serum
parameters, in addition to showing no impairment in performance, the association of

calcium anacardate and citric acid may be an AGP for weaned piglets.

Key-words: Post weaning. Intestinal Morphometry. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

Na suinocultura, o desmame representa um periodo critico para os leitdes,
devido ao estresse sofrido por estes, em consequéncia da separacdo da mae,
mudancas na alimentacé@o e de ambiente, além da reorganizag&o social. Além disso,
em funcdo da imaturidade fisiolégica, os animais nesta fase passam por
desequilibrio na microbiota intestinal, que pode causar alteracdes histologicas no
intestino delgado, tendo como consequéncia a reducdo na digestédo e absorcéo dos
nutrientes da dieta (TUCCI et al., 2011), resultando em baixo desempenho por
deficiéncia nutricional.

Nesse sentido, a manutencdo da integridade epitelial € de fundamental
importancia para o desenvolvimento da capacidade digestiva dos leitdes, ja que,
associada ao sistema imune, confere uma essencial barreira aos atagues de
microrganismos e componentes antigénicos de origem alimentar (CUNNINGHAM,
1992).

Logo o uso de antibidticos promotores de crescimento vem sendo utilizado
visando a reducgdo da incidéncia de diarreia pds-desmame, através do controle e
prevencao de bactérias patogénicas, além de melhorar o desempenho zootécnico,
proporcionando melhor saude e aumento da producéo dos leitdes (MIGUEL et al.,
2011; SUIRYANRAYNA & RAMANA, 2015). Entretanto, a preocupacdo com 0S
provaveis efeitos causados por possiveis residuos deixados na carne pelo uso de
antibiéticos promotores de crescimento (APC) na criagdo de suinos aumentou a
busca por substancias alternativas (ZANGERONIMO et al., 2011), destacando-se 0s
acidos organicos e seus sais.

De acordo com o modo de acdo, os acidos organicos podem ser classificados
entre aqueles que agem indiretamente na reducdo das populacdes de bactérias
patogénicas, por meio da diminuicdo do pH do estdbmago, como os acidos latico,
fumarico e citrico, e 0os que apresentam efeito direto, difundindo-se passivamente
através da parede celular da bactéria quando o pH interno desta € superior a
constante de dissociacdo (pKa), reduzindo o pH intracelular, causando a morte
daquelas que néo toleram um gradiente de pH em ambos os lados da membrana
(CHIQUIERI et al., 2009; VONDRUSKOVA et al. 2010). Neste ultimo grupo,
engquadram-se os acidos férmico, acético, propidnico e sorbico, bem como os acidos

organicos naturais oriundos de plantas, como o acido anacardico.
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O &cido anacardico é um composto fendlico encontrado nas diferentes partes
do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e, em maior proporcéo na castanha do caju,
apresentando diversas atividades biolégicas (HAMAD & MUBOFU, 2015),
destacando-se aquelas voltadas a atividade inibidora seletiva contra microrganismos
patogénicos (HOLLANDS et al., 2016), podendo ser utilizado sob a forma de
anacardato de célcio (AC).

O é&cido citrico (AcC), embora possua baixo efeito antimicrobiano devido a
muitos microrganismos o produzirem, tem como principal efeito a reducdo do pH
gastrico, fazendo com que as enzimas do animal possam atuar em um ambiente
adequado, além de ser metabolizado através do ciclo do acido citrico como fonte de
energia (PARTANEN; MROZ, 1999).

Como os efeitos dos acidos organicos na atividade microbiana dependem do
seu grau de dissociagao relacionado ao pH do meio luminal, e por sua vez o pKa do
acido anacardico estar entre 4 e 5. Entdo um pH abaixo desse valor proporcionaria a
dissociacao do sal e liberacdo do principio ativo dentro da bactéria patogénica (DIAS
JUNIOR, 2011). A partir desse contexto, a a¢éo conjugada do AcC ao reduzir o pH
gastrico pode potencializar a acdo do &cido anacérdico sobre os microrganismos
patogénicos entéricos, possibilitando melhor desempenho dos leitdes desmamados
na fase de creche.

Diante do exposto, com o presente trabalho, objetivou-se avaliar a acao do
anacardato de célcio associado ao 4&cido citrico nas racdes para leitbes
desmamados sobre o desempenho, ocorréncia de diarreia, pH do conteddo
estomacal, intestinal e cecal, parametros séricos, morfometria e imunohistoquimica

intestinal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O desmame de leitdes e seus efeitos na fase de creche

No Brasil, em sistemas intensivos de producdo de suinos, o desmame
precoce € uma estratégia de manejo bastante utilizada, que consiste na quebra
antecipada do vinculo maternal, realizado em média aos 21 dias, com 0 objetivo de
aumentar a producdo (GRECCO, 2014), por meio da reducdo do intervalo entre
partos/porca/ano. Dessa forma, os leitdes sdo transferidos para as instalagbes de
creche, onde sdo mantidos, em média, até os 63 dias de idade.

De fato, a fase de creche é considerada um periodo preocupante no ciclo
produtivo de suinos, pois os leitbes sdo expostos a desafios fisiologicos e
nutricionais devido a varias fontes de estresse como: a separacao da mae, mudanca
de instalagfes, transicdo da dieta liquida, de alta digestibilidade, para dieta soélida,
normalmente de origem vegetal, que por sua vez possui uma menor digestibilidade,
além do reagrupamento social e da imaturidade digestiva (PERINA, 2012). Além
disso, devido ao perfil fisiologico limitado do trato gastrointestinal e a imaturidade do
sistema imune, esses fatores estressantes geram como consequéncia a queda no
consumo de ragao e a perda da eficiéncia produtiva (LANGE et al., 2010).

Apos o desmame, os leitdes podem sofrer com modificacBes na histologia do
intestino delgado, como a atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas e alteracao
da taxa de mitose no epitélio celular (PLUSKE et al.,, 1997). Além disso, podem
apresentar mais dificuldade em acidificar o conteddo gastrico, com consequente
proliferacdo de bactérias patogénicas (LALLES et al., 2007), podendo diminuir a
capacidade digestiva e absortiva, induzindo a diarreia pos-desmame. Essas
alteracOes refletem diretamente em perdas econdmicas, determinadas por
mortalidade, decréscimo na taxa de ganho de peso e piora na conversao alimentar
(CAMPBELL et al., 2013).

Ademais, a retirada do leite com elevado teor de imunoglobulinas torna os
leitbes susceptiveis a enfermidades e disturbios entéricos, refletindo no baixo ganho
de peso das leitegadas (UTIYAMA, 2004), prejudicando o desempenho produtivo.

Por outro lado, segundo Oetting (2005), a presenca do alimento no trato
digestivo estimula as funcdes digestivas intestinais, através da secrecdo de

horménios, tendo como consequéncia modificacbes no pH estomacal, secrecao
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enzimatica, motilidade e absorcdo intestinal, adquiridos através da adaptacdo ao
novo regime alimentar (HANSEN, 1993).

Nesse sentindo, por apresentar sistema digestorio imaturo, producéo
insuficiente de diversas enzimas para digestdo de ingredientes de origem vegetal e
alta demanda de nutrientes, os leitdes recém-desmamados precisam ser
estimulados a consumir racao solida, para que as enzimas possam atuar no trato
digestorio, reduzir o aparecimento de distarbios, e assim, otimizar a ingestdo de
alimentos por esses animais. Diante disso, a producédo de enzimas endogenas esta
condicionada a idade e a exposicdo aos substratos especificos (LOVATTO, 2002;
BRANCO et al., 2006).

2.1.1 Sistema enzimatico do leitdo desmamado

O desmame precoce contribui para promover alteragdes na fisiologia digestiva
dos leitbes desmamados aos 21 dias de idade, uma vez que estes possuem
capacidade limitada do estbmago e do intestino delgado, o que pode comprometer a
digestdo e a absor¢cédo adequada de nutrientes (MOLLY, 2001), resultando em baixo
desempenho dos mesmos nas fases seguintes.

O aparelho digestério dos leitdes desde o nascimento até o desmame é
adaptado a digerir alimentos ricos em lipidios de cadeia curta, lactose e caseina, que
permitem o seu rapido desenvolvimento (FONTES, 2003). Nesse periodo, a
atividade da lactase € alta e das lipases e proteases sdo suficientes apenas para
agir sobre as gorduras e as proteinas do leite, (MAXWELL & CARTER, 2001).

Ao serem submetidos as racdes secas, o0s leitbes passam a receber amido,
Oleos e proteinas vegetais, pois nao apresentam sistema enzimatico
adequadamente desenvolvido e exigem alteracdes nos tipos de enzimas secretadas
pelo organismo do leitdo (FONTES, 2003; RUFINO, 2013).

Nesse sentido, a quantidade de enzimas intestinais, sacarase e maltase, e
enzimas pancreaticas, tripsina e quimiotripisina, € baixa ao nascimento, porém
aumentam a partir da segunda ou terceira semana de vida do leitdo. Em resposta ao
estresse do desmame, ocorre uma reducao na quantidade dessas enzimas, voltando
a niveis satisfatérios com a adaptacao a dieta (MATOS, 2015). Os niveis de pepsina

no tecido do estbmago, apdés duas semanas, aumentam rapidamente, estando
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associados com o aumento na producdo de &cido cloridrico pelas células parietais
(SWENSON & REECE, 1996).

O desenvolvimento desses sistemas enzimaticos pode ser acelerado com a
estimulacdo do consumo de racdo, ainda na maternidade, mesmo em pequenas
quantidades (SANTOS, 2002). No pés-desmame, esse desenvolvimento pode ser
acelerado se forem utilizados ingredientes altamente digestiveis e com baixo
conteudo de fatores antigénicos, com o intuito de promover o fornecimento de
nutrientes para os leitdes. Dessa forma, facilitaria a atuacdo enzimatica sobre as
particulas alimentares no estdmago e, consequentemente, no intestino delgado,

favorecendo a digestédo e a absorcao (MATOS, 2015).

2.1.2 pH estomacal

O pH do estdbmago de um suino deve ser na faixa de 2,0 a 3,5, uma vez que
essa acidez desempenha fun¢des importantes, como formar uma barreira bacteriana
para protecao do intestino delgado contra a entrada de microrganismos patogénicos,
além de proporcionar um ambiente adequado para a acdo da pepsina (MATOS,
2015; SUIRYANRAYNA e RAMANA, 2015).

A acidificacdo estomacal em leitbes é mediada pelos acidos cloridrico e latico.
A presenca do alimento no estdbmago aumenta o pH e, através de estimulos
nervosos e hormonais, induz a secrecdo de éacido cloridrico (HCI) pela mucosa
estomacal (ROSTAGNO; PUPA, 1998). O aumento da producéo de acido cloridrico
ocorre gradualmente com o avanco da idade. Entretanto, os leitdes ndo alcancam a
capacidade adulta de acidificacdo do estbmago até, em média, dois meses e meio
de idade, o que favorece a proliferacdo de bactérias patogénicas (FULLER, 1989).
Além disso, o desmame provoca queda drastica na concentracdo de acido latico no
estbmago, devido a menor presenca de lactose, sendo este o principal substrato
para os Lactobacillus (UTIYAMA, 2004).

De acordo com Utiyama (2004), o fato dos leitdes recém-desmamados nao
possuirem capacidade de acidificacdo estomacal satisfatoria, deve-se a insuficiente
producdo de acido cloridrico (HCI) pelas células parietais, aliada a queda na
concentracdo de acido latico, o que resulta em um quadro de pH elevado,
comprometendo a digestao das proteinas presentes na dieta. A proteina nao digerida

torna-se substrato para o0 desenvolvimento de bactérias patogénicas como
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Escherichia coli e Salmonella spp., que secretam enterotoxinas, causando diarreia e
outros disturbios fisiolégicos, o que favorece o aumento da mortalidade apds o
desmame (MATOS, 2015).

Nesse sentido, de acordo com Rostagno & Pupa (1998), a insuficiéncia
digestiva e as desordens intestinais em leitbes recém-desmamados podem estar
parcialmente relacionadas com a condi¢cdo de ndo manterem o pH gastrico baixo e
pelos efeitos que exercem sobre a ativacdo da pepsina, proliferacdo de coliformes e

taxa de esvaziamento estomacal.

2.1.3 Alteracfes na morfologia intestinal dos leitdes apds o desmame

O intestino delgado tem como unidade funcional as vilosidades, que séo
projecdes da mucosa, que por sua vez sdo constituidas por uma camada de tecido
epitelial, onde predominam os enterécitos. O desenvolvimento dos enterdécitos se da
durante sua migracdo da cripta para o apice das vilosidades e a sua renovacéao leva
em média 3 a 4 dias (MOON, 1971, SANCHES, 2004).

O epitélio da mucosa intestinal € a primeira barreira que previne a entrada de
agentes patogénicos e possui estruturas intercelulares organizadas que mantém sua
integridade. O epitélio se projeta para dentro do limen formando vilosidades, que
ajudam a aumentar a area de superficie de contato, e na base dessas vilosidades,
encontram-se as criptas que sao responsaveis pela sua repopulacéo celular (YANG
et al., 2016).

O desenvolvimento da mucosa intestinal ocorre a partir da renovagéo celular,
caracterizada por proliferacdo e diferenciacdo, resultante das divisdbes mitéticas
sofridas por células totipotentes localizadas na cripta e perdas por descamacéao, que
ocorre naturalmente no apice das vilosidades. Dessa forma, o acréscimo na altura e
densidade das vilosidades ocorre quando ha maior taxa de mitose com auséncia ou
reducdo da taxa de extrusdo, havendo um aumento no numero de células
enterocitos (UNI et al., 1998; FURLAN et al., 2004).

A manutencdo do numero de células e da capacidade funcional do epitélio
intestinal € assegurada pelo equilibrio entre estes dois processos (perda e
proliferagdo celular). No entanto, quando o intestino responde a algum agente
estimulador, a favor de um deles, deve ocorrer uma modificagdo na altura dos vilos
(UNI et al., 2000; FURLAN et al., 2004).



15

Apbés o desmame, com a mudanca na dieta do leitdo, ocorrem alteracbes
morfologicas que podem gerar maior agressao as vilosidades como encurtamento e
mudanca da forma das vilosidades, devido a uma maior descamacao do apice, sem
gue ocorra renovacado dos mesmos em tempo habil; hiperplasia das células da cripta
e aumento da mitose no epitélio celular; além de alteragdes funcionais no intestino, o
que pode causar a diminuicdo da capacidade digestiva e absortiva do 06rgéo
(PLUSKE et al., 1997; SCHNEEMAN et al., 1998, McCRACKEN et al., 1999). No
entanto, a reducdo na area de absorcdo resulta em menor desenvolvimento
enzimatico e, consequentemente, diminuicdo no transporte de nutrientes
(RIOPEREZ et al., 1991), contribuindo para a ocorréncia da diarreia pos-desmame.

Segundo Pluske et al. (2001), a atrofia dos vilos, normalmente observada no
periodo pds-desmame, pode ser causada tanto pelo aumento na taxa de extrusao
como pela diminuicdo na taxa de renovacéo. Se o encurtamento do vilo ocorrer via
aumento na taxa de extrusdo, entdo este estara associado a um aumento na
proliferacéo celular da cripta e, geralmente, a um aumento de sua profundidade. A
atrofia dos vilos também pode estar relacionada com a diminuicdo da divisdo celular
nas criptas. A capacidade absortiva do intestino & diretamente proporcional a
superficie disponivel para absorcdo, a qual depende do tamanho e do numero de
vilos, bem como de microvilos (MACARI, 1998).

Devido a descamacdao celular, a mucosa do intestino apresenta crescimento
continuo, evidenciando a necessidade de energia para a reposi¢cao das células, essa
energia proveniente das reservas do organismo animal e do alimento. Nesse
sentido, é importante ressaltar que parte da energia ingerida pelo animal € destinada
a manutencdo da mucosa, e quanto maior a necessidade de reparo da mesma,
menor sera a energia utilizada para o ganho de peso (SANCHES, 2004).

Devido aos efeitos do estresse pds desmame, a digestdo incompleta de
carboidratos e proteinas somados ao pH mais elevado do estdbmago, também pode
proporcionar um meio rico em substratos para bactérias nos intestinos delgado e
grosso, provocando, assim, desequilibrio. Além do mais favorece o crescimento de
patdgenos como Escherichia coli, Streptococcus e Clostridium que podem aderir-se
a mucosa intestinal e, durante o processo de fermentacdo, produzir toxinas,
agravando os danos ao epitélio intestinal (MOLLY, 2001), sendo ainda observado
correlacdo com o maior indice de mortalidade de leitbes na fase de creche
(NABUURS, 1995).
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Diante disso, na tentativa de controlar o desequilibrio da flora intestinal
decorrente do desmame, os antibiéticos promotores de crescimento foram utilizados
para a modulacdo de microrganismos no trato gastrointestinal, o que permitiu ser
observado melhoras sobre parametros produtivos, tornando-os, assim, de uso

continuo para a producao de suinos (LANCINI, 1994).

2.2 O uso de antibioticos como promotores de crescimento na alimentacéao

de leitdes desmamados

Durante muitas décadas, tem-se utilizado antibiéticos na producéo animal nao
apenas para prevencao e tratamento de doencas, mas também como promotores de
crescimento, principalmente em leitdes apdés o desmame precoce, visando reducao
na populacdo bacteriana patogénica, melhora na eficiéncia nutricional e
consequentemente um melhor desempenho dos animais (SANCHES, 2004).

Os antibioticos promotores de crescimento (APC) sdo compostos sintéticos
organicos, guimicos ou elementos inorganicos simples, administrados em pequenas
guantidades com a finalidade de melhorar a taxa de crescimento e/ou converséo
alimentar (OETTING, 2005).

Independente do seu beneficio, a utilizagdo de antibidticos nas dietas de
leitdes esta diminuindo gradativamente devido a proibicdes de seu uso em alguns
paises, devido a preocupacdo sobre as consequéncias que a utilizacdo continua e
indiscriminada destes na produ¢do animal podem causar, como rapido surgimento e
difusdo de patdgenos levando a resisténcias simples e/ou cruzadas para humanos e
animais, além da reducdo da eficiéncia desses antibiéticos (DIERICK et al, 2002;
PLUSKE et al., 2002; JAY et al., 2009; VONDRUSKOVA et al., 2010).

Alguns antimicrobianos foram proibidos a partir da década de 60 (RIZZO et
al., 2008),. Entdo no ano de 1969 foi criado o “Relatério de Swann” pelo ministério
inglés, neste foi estabelecido que os antibidticos utilizados na terapéutica humana e
veterinaria ndo deveriam ser utilizados como promotores de crescimento (NEVOA et
al., 2013). No Brasil, em 1992, a Portaria n° 159, do Ministério da Agricultura, com o
objetivo de adequar a producdo as exigéncias internacionais veta o uso de
antimicrobianos para acdo como aditivos sistémicos, promotores de crescimento ou
conservantes, como tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol e sulfonamidas. A Uniéao

Europeia proibiu o uso de alguns antibidticos na alimentagdo animal no ano de 1998,
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ja em 2006, foi oficializada a proibicédo total da utilizagdo deste tipo de aditivo, de
acordo com o regulamento CE N°. 1831/2003 (HUYGHEBAERT et. al., 2011).

Com a restricdo do uso de antibibticos, tem-se aumentado a busca pelo
desenvolvimento de novas formas de controle de infec¢cdes bacterianas e que
também garantam o méximo desempenho dos animais, sem afetar a qualidade do
produto para o consumidor. Deste modo, com alternativas aos APC, diversos
produtos como os probidticos, prebibticos, simbidticos e acidos organicos tém sido
avaliados na suinocultura, com destaque para os acidificantes (CHIQUIERI et al.,
2009).

2.3 Uso de &cidos organicos como promotores de crescimento alternativos

Acidos organicos sdo substancias que contém uma ou mais carboxilas em
sua molécula, sdo geralmente sollveis em agua e em solventes organicos e podem
ser produzidos através da atividade metabdlica dos seres vivos (MATOS, 2015).

Em geral, quando o termo &cido organico é empregado na producdo animal,
refere-se aos acidos fracos e de cadeia curta, que possuem até sete atomos de
carbono na sua estrutura (PENZ, 1993; DIBNER e BUTTIN, 2002). Estes possuem
atividade antimicrobiana (PAPATSIROS et al., 2012), especialmente contra bactérias
gram-negativas como E. coli, Clostridium spp e Salmonella (SILVA JUNIOR, 2009).
Logo, sua utilizacdo pode resultar em melhora no aproveitamento dos nutrientes da
ragéo e no desempenho dos animais (VIOLA & VIEIRA, 2003).

Com relacdo a quantidade de acidificante a ser adicionada a racdo, seus
efeitos dependem do seu pH e da capacidade tamponante da dieta. Quanto a
escolha fisica, os acidos organicos podem ser encontrados na forma livre e como
sais (GAUTHIER, 2002). Na sua forma livre, a maioria apresenta-se no estado
liguido e possui natureza corrosiva, caracteristicas que dificultam seu manuseio e
utilizacdo (EIDELSBURGUER, 2001). Por outro lado, os sais dos &cidos orgéanicos
sdo formados a partir da substituicdo do ion hidrogénio por uma base, como
potassio, sodio e calcio e, de forma geral, podem apresentar alto poder higroscopico
e também menores efeitos do que os acidos de origem (FRANCA, 2008), porém sao
mais utilizados, por serem mais faceis de manusear.

De acordo com Pupa (2008), as acdes dos acidificantes se baseiam na

reducdo do pH, ativacdo da conversao de pepsinogénio para pepsina, estimulo da
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coagulacdo das proteinas, elevacdo do tempo de permanéncia da racdo no
estdbmago, melhoram a digestibilidade dos nutrientes da ra¢ao, diminuem a producao
de microrganismos patogénicos através do controle bacteriostatico, além de
reduzirem os riscos de infec¢Bes subclinicas, melhorando sobretudo o desempenho
dos animais (SUIRYANRAYNA & RAMANA, 2015). Segundo Krabbe (2001), quando
aplicados na racédo, ainda protegem o alimento, impedindo o desenvolvimento de
microrganismos e formacao de toxinas.

Dessa forma, a partir dos diferentes modos de acgédo, os acidos organicos
podem ser classificados entre aqueles que agem indiretamente na reducdo das
populacées de bactérias patogénicas, por meio da diminuicdo do pH do estbmago, e
0s que apresentam efeito direto, difundindo-se passivamente através da parede
celular da bactéria (CHIQUIERI et al., 2009; VONDRUSKOVA et al. 2010).

Em relacédo aos acidos organicos cujo modo de a¢éo consiste na reducdo do
pH gastrico, destacam-se os acidos latico, fumarico e citrico (VONDRUSKOVA et al.
2010). A partir da hidrélise gastrica, os acidos liberam ions H+, convertendo o
pepsinogénio em pepsina, inibindo o crescimento bacteriano, melhorando a
capacidade digestiva proteica do animal (RAVINDRAN e KORNEGAY, 1993; MROZ,
2005; SURYANARAYANA et al., 2012). A dissociacdo intestinal libera ions H+ que
protegem o trato gastrointestinal contra a invasédo e colonizagdo por patégenos
(MROZ, 2005; AHMED et al., 2014).

No que se refere aos acidos organicos bacteriostaticos destacam-se férmico,
acético, propidnico e sérbico (VONDRUSKOVA et al. 2010). Devido a capacidade de
suas formas ndo dissociadas difundir-se livremente através da membrana celular
dos micro-organismos até o citoplasma, onde o pH € mantido perto de 7,0, os acidos
podem dissociar-se alterando o pH, inibindo sistemas enzimaticos e de transporte
de nutrientes, além de inibir a sintese de DNA e RNA, impedindo a multiplicacédo
celular; pois prejudicam a célula e a tornam incapaz de repor o equilibrio de energia
(PARTANEN e MROZ, 1999; KUANA, 2001; GAUTHIER, 2005; MROZ, 2005).

As bactérias gram-negativas sdo mais susceptiveis aos acidos com menos de
oito carbonos, enquanto as bactérias gram-positivas apresentam sensibilidade aos
acidos com cadeias maiores e moléculas mais lipidicas (PARTENEN e MROZ 1999;
BEST, 2000; CANIBE et al., 2001).

A eficacia do acido em eliminar bactérias patogénicas dependerd do seu

tempo de exposicao, sua concentracdo, do tipo de acido, da composicao da dieta
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basal e da idade do animal (COSTA et al., 2013), além do valor do pKa. Os acidos
organicos usados como aditivos zootécnicos apresentam o valor pKa entre 3 e 5, e
quanto menor € o valor pKa de um acido maior a sua tendéncia de ionizar, o que
relaciona com a sua capacidade de reduzir o pH do meio (NG & KOH, 2016).

Os acidos organicos mais utilizados para suinos sdo o acético, formico,
propibnico, latico, fumarico e citrico (PARTENEN, 2002). No entanto, é possivel
também a utilizacdo de acidos organicos naturais oriundos de plantas como o acido
anacardico. Visto que, segundo Matos (2015), ao estudar o anacardato de calcio (sal
oriundo do acido anacardico) na alimentacdo de leitbes na fase de creche, observou

efeitos positivos na morfologia intestinal e nos parametros séricos.

2.3.1 Acido anacéardico e suas a¢ées biologicas

O &cido anacéardico (AA) € um composto fendlico biossintetizado a partir de
acidos graxos (DIOGENES et al., 1996), com cadeia lateral de 15 carbonos, que
pode conter uma, duas ou trés ligacBes insaturadas. E um produto natural
encontrado em diferentes partes do cajueiro (Anacardium occidentale L) e em outras
plantas, como Ginkgo biloba (WANG et al., 1998) e espécies do género Knema
(GONZALES et al., 1996).

No cajueiro, o AA é encontrado em maior propor¢cdo na castanha de caju e
constitui cerca de 90% do liquido total extraido da casca da castanha de caju. Em
menor concentracdo, também é encontrado no pedunculo do caju, sendo parte deste
transferida para o suco e, outra, remanescente no bagaco apdés a extra¢do do suco e
na améndoa da castanha (TREVISAN et al., 2006; BROINIZI et al., 2008).

O AA tornou-se de grande interesse nos ultimos anos, devido as suas
propriedades antitumorais, antibidticas, gastroprotetoras e antioxidantes (HAMAD;
MUBOFU, 2015). Com isso, foi associado ao tratamento e a prevencédo de doencas
cérebro-vasculares, cardiovasculares e tumorogénicas (ITOKAWA et al.,, 1987,
WANG et al., 1998).

De acordo com Andrade et al. (2011), o 4cido anacardico se apresenta como
um dos acidos organicos mais relatados na literatura com relacdo a atividade
bioldgica, jA que desnaturam as proteinas de microrganismos como as bactérias e

fungos.
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Toyomizu et al. (2003) observaram que o0 acido anacardico possui alta
capacidade para reduzir a deposicdo de gordura corporal em ratos submetidos a
dieta que normalmente promove aumento da deposi¢cdo de gordura, sem alterar o
ganho de peso, o consumo de racao e a eficiéncia alimentar dos animais.

Morais et al. (2010) notaram que o0 &acido anacardico, associado aos
mecanismos antioxidantes, exerce efeito gastroprotetor. Segundo Kubo et al. (2006),
0 acido anacardico € absorvido no trato gastrointestinal e direcionado para os locais
onde € necessaria sua utilizacao.

Com relacdo a acdo antimicrobiana do AA, Gellerman et al. (1968) afirmaram
gue ha maior efeito inibitério sobre as bactérias Gram positivas Streptococcus
mutans e Staphylococcus aureus quando comparados com as leveduras Candida
albicans e Candida utilis. A diferenca de acéo entre os tipos de microrganismos, de
acordo com a literatura, pode ser devido a uma maior ou menor dificuldade do acido
anacéardico em penetrar a membrana das células de diferentes microrganismos, em
funcdo do pH gastrico do animal. Por esta razdo, o uso de um acidificante com o
intuito de reduzir o pH do estdmago favoreceria a liberacdo do principio ativo do
acido anacardico dentro da bactéria patogénica. Dessa forma, o acido anacardico
pode ser atuante contra bactérias e protozoarios patogénicos, inclusive atuando no
sistema digestoério dos animais (MATOS, 2015).

23.1.1 Uso do anacardato de calcio

A obtencdo do anacardato de calcio ocorre a partir da reacdo do acido
anacardico com hidroxido de célcio, resultando em um sal de calcio, apresentando-
se em forma de pd, o que possibilita uma melhor utilizagcdo nas racbes (MATOS,
2015). Conforme Metodologia apresentada por Paramashivappa et al. (2001) e
adaptada por Trevisan et al. (2006), a obtengcdo do acido anacéardico na forma de
anacardato de calcio realiza-se através da utilizacdo do liquido da castanha de caju,
agua destilada, etanol e hidréxido de calcio sob agitacdo e aquecimento.

Ao testar a adicdo de anacardato de calcio na racdo de leitdes na fase de
creche em trés niveis de inclusdo (0,4; 0,8 e 1,2%), Matos (2015) concluiu que,
acima de 0,8% de inclusdo, o anacardato de calcio pode ser um substituto aos
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antibiéticos promotores de crescimento, pois promove beneficios na morfologia
intestinal e nos pardmetros séricos dos animais.

Considerando o pK do acido anacardico entre 4 e 5 (DIAS JUNIOR, 2011), a
dissociacao do principio ativo do anacardato de calcio garantiu efeitos positivos da
sua inclusdo nas ragfes para leitbes aos 42 dias de idade (MATOS, 2015), porém
antes disso o pH estomacal dos leitbes ndo esta favoravel para dissociacdo do

anacardato de calcio.

2.3.2 Acido citrico

O &cido citrico € o segundo acido mais eficaz na reducdo do pH da dieta e,
apesar de nao ter sido possivel definir um nivel 6timo deste acido na alimentacéo de
suinos, tem apresentado respostas positivas quanto ao ganho diario de peso dos
animais, eficiéncia alimentar, além de melhorar a conversédo alimentar, sendo
metabolizado através do ciclo do acido citrico como fonte de energia. Além disso, o
acido citrico pode apresentar efeito sinérgico como antioxidantes, prevenindo a
oxidagdo de Oleos e gorduras (PARTANEN e MROZ, 1999; BELLAVER, 2000;
DIBNER e BUTTIN, 2002; BRAZ, 2007; VILAS , BOAS, 2014).

O acido citrico apresenta-se cristalino e inodoro, sendo geralmente menos
efetivo como agente antimicrobiano que outros acidos organicos, pois devido sua
importancia no metabolismo, muitos microrganismos sdo adaptados e resistentes a
este acido, além deste apresentar baixo pKa (3,13) (PARTANEN et al., 1999;
BUHLER, 2009).

Alguns estudos evidenciam o efeito da inclusdo de acido citrico na dieta sobre
a acidificacao gastrica (Falkowski e Aherne, 1984), reducdo na taxa de esvaziamento
do 6rgao e menor formacdo de sais insoluveis de célcio, permitindo que maior
guantidade de calcio seja absorvida (RADCLIFFE et al., 1998), corroborando com
Rice et al. (2002), que observaram que a adicdo de &cido citrico nas dietas de
suinos aumenta a digestibilidade da matéria seca e diminui o pH do estébmago e da
urina.

Henry et al. (1985), ao avaliarem leitbes desmamados aos 10 dias de idade,
durante 25 dias, notaram que 0 ganho de peso e consumo voluntario de racao foram
significativamente maiores em leitdes alimentados com dietas contendo 3% de acido

citrico em comparagdo aos animais alimentados com ragao contendo acido fumarico
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e controle. Por sua vez, Radcliffe et al. (1998), estudando a inclusdo de 3% de acido
citrico, observaram melhoras significativas de 9,5% na eficiéncia alimentar dos
leitbes.

Estudos sobre a adicdo de acido citrico em dietas para leitdes recém-
desmamados mostram resultados positivos. No entanto, por ndo ser um forte agente
antimicrobiano, observa-se seu uso potencial em combinacdes deste com outros
acidos organicos com o objetivo de melhorar o desempenho de leitdes pos-

desmame.

2.3.3 Uso de misturas de acidos organicos ou seus sais.

Os acidos organicos podem ser fornecidos aos animais na forma individual ou
através de misturas ou combina¢des de outros 4cidos, com o objetivo de aumentar o
potencial de agdo dos mesmos. As misturas tém algumas vantagens potenciais, pois
produzem maior diversidade de pK, o que aumenta a presenca de um espectro
carboxilado no lumen intestinal, potencializando a ac&do antimicrobiana, além de
permitir uma acdo complementar entre os diferentes &cidos no metabolismo
intermediario (MONTEIRO, 2007).

Ao avaliarem os efeitos da inclusdo crescente de misturas de &cidos
organicos (acido latico, férmico, fosférico e acético), Freitas et al. (2006) observaram
qgue a utilizacdo de 0,84% de inclusdo dessa mistura na dieta proporcionou melhor
conversdo alimentar em leitbes no periodo de 21 a 35 dias, além de melhor
consisténcia de fezes e controle de E. coli e Streptococus sp.

Cristani (2008) testou a associacdo do &cido citrico com outros acidos
organicos e inorganicos como o fumarico, fosférico e benzoico, e observou a
reducado na incidéncia de diarreia em leitdes de 21 a 35 dias de idade.

Braz et al. (2011) avaliaram diferentes combinacdes de acidificantes contendo
acido férmico, fosférico, latico e butirato de sodio, em comparacdo ao tratamento
com colistina e dieta controle para leitbes desmamados aos 24 dias de idade. Os
estudiosos observaram que misturas contendo latico mais butirato de sodio
proporcionaram melhores ganho diario de peso e conversao alimentar aos 14 dias
de experimento (38 dias de idade), além de apresentar menores valores de
profundidade de cripta do jejuno e maior relagao altura de vilosidade/profundidade

de cripta do jejuno que outros tratamentos.
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Grecco (2014), estudando a acdo de acidificantes em dietas de leitbes
desmamados, observou que os leitdes que receberam racdo com misturas de acidos
organicos contendo butirato de sodio, acido lactico e de acido férmico apresentaram
melhor peso vivo aos 14 dias, melhor ganho diario de peso e conversao alimentar,
em relacdo aos demais tratamentos.

Como a acdo dos acidos organicos ndo esta totalmente elucidada, mais
estudos precisam ser realizados a respeito da utilizacdo dos mesmos de forma
isolada, combinada e de seus sais (VILAS BOAS, 2014). Dessa forma, a
combinacdo de um &cido que reduz o pH gastrico com um acido bacteriostatico,
pode ser uma forma de garantir a dissociacdo do principio ativo do acido dentro da

bactéria, podendo obter efeitos positivos para a producéo de suinos.
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3 MATERIAL E METODOS

As atividades do experimento foram conduzidas no Setor de Suinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard, durante 42 dias, sob
protocolo experimental de n° 38/2017, aprovado pelo Comité de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal da Ceard — UFC.

3.1 Animais e Instalacdes

Para o experimento foram utilizados 96 leitdes machos castrados da linhagem
Topigs Norsvin, desmamados aos 21 dias de idade, com peso médio de 5,965+0,804
kg, provenientes de granja comercial. Os animais foram distribuidos em
delineamento em blocos ao acaso, em 4 tratamentos com 8 repeticoes,
considerando a baia contendo 3 animais como unidade experimental. O critério
adotado para a formacdo dos blocos foi o peso inicial dos animais, 5,29+0,51 e
6,57%0,43 kg, para os blocos leve e pesado, respectivamente.

Os animais foram alojados em galpao construido em alvenaria, com pé-direito
de 3,0m e equipado com cortinas nas laterais para o controle da ventilagao interna,
as baias foram equipadas com comedouro e bebedouro.

3.2 Obtencéao do anacardato de calcio (AC)

O &cido anacérdico foi adicionado nas racdes na forma de anacardato de
calcio, produto intermediario do processo de obtencdo do &cido puro, a partir do
liquido da castanha de caju (LCC). O LCC é o liquido obtido a partir do aquecimento
a 120°C da castanha de caju, por um periodo minimo de uma hora e posteriormente
armazenado.

A produgcdo do anacardato de célcio (AC) foi realizada no Laboratorio de
Extracdo do Setor de Avicultura do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), conforme metodologia apresentada por
Paramashivappa et al. (2001) e adaptada por Trevisan et al. (2006), a partir da
reacdo do acido anacardico com hidroxido de calcio, formando um sal de célcio. O
processo de sintese do AC iniciou-se através da adicdo de 550mL de LCC, 150mL

de agua destilada e etanol em um becker, sob agitacdo por 4h e aquecimento a
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50°C, sob monitoramento constante da temperatura. Ao longo do procedimento,
obedecendo a um intervalo de 10 minutos do inicio da agitacéo, foi incorporado a
mistura 250g de hidroxido de calcio. Em seguida, o acido anacardico reagiu com o
hidréxido de calcio formando um sal de calcio, o anacardato de calcio.

Ao final do processamento e decantacdo por 1 hora, o sobrenadante foi
retirado e adicionado 500 mL de etanol sob agitacdo e aquecimento por 1 hora. Apds
a decantacdo por igual periodo para a retirada do sobrenadante, todo o
procedimento foi realizado novamente para obter uma purificacdo mais eficaz do
acido anacardico. O precipitado foi filtrado com o auxilio de um tecido (TNT) de
0,5mm, para a separacdo do AC e do sobrenadante que ainda estava misturado ao
precipitado. O AC, retido no TNT, foi encaminhado para secagem em estufa de

ventilacdo forgcada a 55°C por 72 horas, e entdo moido e peneirado.

3.3 Tratamentos

Os tratamentos experimentais foram: Controle negativo (CN) - racdo sem
adicdo de promotor de crescimento; Controle positivo (CP) - ragdo com adicédo de
antibiético promotor de crescimento (0,05% de bacitracina de zinco); racdo com
adicdo de 0,6% de anacardato de calcio e 1,0% acido citrico como promotores de
crescimento alternativos (0,6% AC + 1% AcC); racdo com adicdo de 1,0% de
anacardato de célcio e 1,0% acido citrico como promotores de crescimento
alternativo (1% AC + 1% AcC). Nos tratamentos com inclusdo de &cido citrico,
utilizou-se o acido citrico monohidratado (P.A). A inclusdo de bacitracina de zinco,
anacardato de calcio e acido citrico foi realizada em substituicdo ao ingrediente
inerte.

As racdes experimentais (Tabela 1) foram formuladas para serem isonutritivas
e isoenergeticas, fornecidas aos animais na forma peletizada, considerando os
valores da composi¢do quimica dos alimentos e as exigéncias nutricionais para
leitdes da fase | (21 a 32 dias de idade), fase Il (33 a 42 dias de idade) e fase Il (43

a 63 dias de idade), de acordo com recomendacdes de Rostagno et al. (2011).
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Tabela 1 Composicdo percentual e nutricional da ragcdo controle negativo para leitdes nas
Fases | —21a 32 dias, 11 —33a42diase lll - 43 a 63 dias.

Fase | Fase Il Fase Il
Milho gréo 42,73 46,70 59,33
Farelo de soja 26,70 30,55 31,30
Nuklospray L70* 14,00 8,00 0,00
Nuklospray P34° 5,00 3,00 0.00
Oleo de soja 3,32 3,94 2,11
Aclcar 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicélcico 1,65 1,57 1,48
Calcério calcitico 0,74 0,77 0,78
Sal comum 0,57 0,51 0,43
L-Lisina HCL 0,73 0,52 0,26
DL-Metionina 0,31 0,18 0,06
Suplemento vitaminico- 0,25 0,25 0,25
Inerte” 2,00 2,00 2,00
Total 100,00 100,00 100,00

Composigao nutricional calculada

Energia metabolizavel 3,34 3,35 3,23
Proteina bruta (%) 19,50 20,00 19,24
Fosforo disponivel (%) 0,50 0,45 0,38
Calcio (%) 0,85 0,82 0,76
Lisina digestivel (%) 1,46 1,33 1,09
Metionina + cistina digestivel 0,82 0,74 0,61
Sédio (%) 0,25 0,23 0,20

"Nuklospray L70 (produto rico em lactose - com 70% de lactose). “Nuklospray P34 (Combinacédo de
proteinas lacteas e proteinas vegetais — com 34% de proteina bruta). 3Suplemento vitaminico-mineral
— quantidade por kg do produto: 1.500.000 Ul de vitamina A, 450.000 Ul de vitamina D3, 22,50 mg de
biotina, 68 mg de colina, 7.500 mg de niacina, 4.500 mg de pantotenato de calcio, 5.000 mg de
vitamina B12, 1.300 mg de vitamina B2, 7.500 mg de vitamina E, 1.500 mg de vitamina K3, 12,5g de
ferro, 5.250 mg de cobre, 8.750 mg de manganés, 26,25 g de zinco, 350 mg de iodo, 75 mg de
selénio. *Areia lavada.
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3.4 Desempenho

Durante o periodo experimental, os animais receberam racdo e agua a
vontade. As racdes foram administradas na forma peletizada, sendo disponibilizadas
trés vezes ao dia. Animais e racGes foram pesados ao inicio do experimento e ao
final de cada fase experimental, enquanto as sobras de racao foram recolhidas ao
final de cada dia e pesadas no final de cada fase.

As variaveis de desempenho zootécnico avaliadas foram o consumo diario de
racdo (CDR), ganho diario de peso (GDP) e converséo alimentar (CA). O calculo do
CDR foi realizado por meio da diferenca entre o peso da ragao fornecida e o peso
das sobras recolhidas no periodo, dividido pelo nimero de dias do periodo
experimental em cada fase. O calculo do GDP foi feito a partir da diferenca entre o
peso final e o peso inicial dos leitbes, dividido pelo nimero de dias do periodo
experimental em cada fase. A CA foi calculada em fungcdo da relacdo entre o
consumo de racao total e o ganho de peso total durante o periodo experimental em
cada fase.

Os resultados de desempenho foram analisados nos seguintes periodos: | —
21 aos 32 dias de idade; Il — 21 aos 42 dias de idade; Il — 21 aos 63 dias de idade.

3.5 Ocorrénciade diarreia

Com o objetivo de verificar a influéncia das dietas experimentais sobre a
ocorréncia de diarreia, foi realizado o levantamento dos escores fecais dos leitbes,
durante os 42 dias do periodo experimental. Duas vezes ao dia, sempre nos horarios
de 08h00 e de 16h00, foi verificada a consisténcia das fezes, mediante andlise
visual, de acordo com os seguintes escores: 0 — fezes com consisténcia sélida
(normal); 1 — fezes com consisténcia pastosa, e 2 — fezes com consisténcia liquida,
sendo o escore 2 considerado como presenca de diarreia. As observacdes foram
tabuladas e calculadas em porcentagens de ocorréncia de diarreia para cada
tratamento (HUAYNATE et al., 2006).
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3.6 pHdo conteudo estomacal, intestinal e cecal

Aos 42 dias de idade, com base no peso médio, um animal de cada repeticdo
foi eutanasiado mediante insensibilizacdo por eletronarcose e sangria, para avaliar o
pH dos conteudos do estdbmago, intestino delgado e ceco. Imediatamente apds a
eutandsia, foram retirados o0s conteddos gastrointestinais, e colocados
separadamente em recipientes plasticos para determinacdo do pH, com auxilio de

peagametro digital HI99163 (Hanna Instruments Brasil, Barueri, SP, Brasil).

3.7 Avaliacdo morfométrica intestinal do duodeno e jejuno

Para avaliacdo da estrutura do intestino delgado, ap6s cada eutanasia, foi
retirado um fragmento fechado com aproximadamente 3 cm de comprimento do
duodeno e do jejuno. O fragmento do duodeno foi coletado a 15 cm da insercao do
estdbmago e o fragmento do jejuno foi coletado a 95 cm da juncéo ileocecal.

Os segmentos intestinais (duodeno e jejuno) foram fixados em solucédo de
Metacarn (60% de metanol; 30% de cloroférmio; 10 de acido acético) por doze horas
e mantidos sobre refrigeragcdo. Em seguida, foram armazenados em solucdo de
alcool (70%). As amostras foram encaminhadas ao Laborat6rio de Histologia do
programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba (CCA/UFPB), Campus de Areia/PB, para
confeccdo das laminas histoldégicas, onde foram realizadas as analises
morfométricas do epitélio intestinal por microscopia de luz.

Para confeccdo das laminas, foram realizados cortes longitudinais nas
amostras, estas foram armazenadas em cassetes, onde permaneceram em solugao
de alcool (70%) por 24 horas. Apés este periodo, foram lavadas em agua corrente
para retirada do fixador e posteriormente desidratadas em séries crescentes de
alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Em seguida, realizou-se a
microtomia dos blocos de parafina para a confeccdo das laminas histologicas. A
coloracdo dos cortes para visualizacdo de altura de vilo (AV), profundidade de cripta
(PC), largura de vilo (LV), espessura de mucosa (EM) foi realizada com
hematoxilina-eosina, j& para visualizagdo e contagem de células caliciformes (CC), a

coloracao utilizada foi a PAS (Acido-periddico Schiff).
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Para avaliar a AV, PC, AV/PC, EM, LV e contagem de CC, foi realizada a
metodologia modificada descrita por Moreira Filho et al. (2015), sendo a EM
determinada através da soma entre AV e PC. Ja a area absortiva (AA) foi
determinada a partir do produto entre AV e LV, segundo metodologia de Silva (2016).
Para as leituras das laminas histolégicas, foram utilizados microscépio de luz modelo
Olympus BX53 e camera Zeiss Axion, acoplada com programa de captura de

imagens digitais Cellsens Dimension.

3.8 Anélise imunohistoquimica

Os fragmentos dos segmentos do duodeno e jejuno foram colhidos e
processados seguindo os mesmos procedimentos utilizados para andlise
morfométrica. As laminas foram confeccionadas no Laboratério de Histologia do
programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba (CCA/UFPB), Campus de Areia/PB. O protocolo
utilizado para a revelacdo de Proteina Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) foi
baseado na técnica de imunohistoquimica (LUNA et al., 2014).

Para a determinacdo da taxa de mitose nas criptas da mucosa da porcao
inicial do duodeno e média do jejuno, foi utilizado o anticorpo primario Anti-PCNA
(Abcam®).

Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60°C por no minimo uma hora
e posteriormente foram reidratados em xilol por 15 minutos, em série decrescente de
etanol e lavados em agua destilada. Apds a reidratacao foi feita a recuperacéo
antigénica.

Realizou-se o0 bloqueio da peroxidase enddgena com trés banhos, de dez
minutos cada, com solugcdo de perdxido de hidrogénio. A recuperacdo antigénica foi
feita com solucdo de tampéo citrato (pH 6,0) em micro-ondas durante dez minutos,
seguido de um tempo de vinte minutos para que a temperatura baixasse. Em
seguida, foi realizado o bloqueio das proteinas enddégenas, com incubacdo das
laminas em Protein Block (DAKO) durante trinta minutos. Na etapa seguinte, as
laminas foram incubadas a 4°C (Overnight), com anticorpo primario contra PCNA
(Abcam®) diluido em solugcdo de tampéao fosfato — PBS (1:100) para revelagdo da

taxa de mitose nas células.
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No dia seguinte, foi colocado nas laminas o anticorpo secundério biotina
durante quinze minutos, com posterior incubagcdo em complexo conjugado de
Streptavidina-peroxidase (DAKO-LSAB) por trinta minutos. Logo apdés, foi usada a
diaminobenzidina (DAB-DAKO) durante cinco minutos como cromégeno para
revelacao da reacgdo. A coloracao dos cortes foi realizada com hematoxilina-eosina.

Entre as etapas foram realizadas trés lavagens, de trés minutos cada, com
solucdo de PBS (pH 7,4). Ao final, as laminas foram desidratadas em séries
crescentes de alcool, diafanizadas com xilol e montadas. As leituras das |aminas
foram realizadas em microscopio e luz modelo Olympus BX53 e camera Zeiss Axion,
acoplada com programa de captura de imagens digitais Cellsens Dimension.

Ja as taxas de mitose nas células da porcéao inicial do duodeno e média do
jejuno foram analisadas nas criptas, medidas de maneira aleatoria, perfazendo
10.000 um por tratamento. Tais epitélios foram quantificados quanto ao niumero de
células anti-PCNA". Todas as leituras ocorreram em objetivas de 40x pelo mesmo

avaliador.

3.9 Parametros séricos

Para avaliacdo dos parametros sanguineos dos animais, foi realizada coleta
de sangue em um animal sorteado por baia, aos 43 dias de idade, sendo analisados
o hemograma, o leucograma e as proteinas séricas. Para os hemogramas e
leucogramas, foram coletados 2 mL de sangue por acesso na veia jugular, sendo
colocados em tubos contendo anticoagulante (acido etilenodiamino tetra-acético -
EDTA). Por meio do hemograma, foram determinadas as concentracfes de
hemacias (uL), hemoglobina (g/%), hematécrito (%), VCM (um3) e CHCM (%). Foi
realizada a contagem diferencial de leucécitos, calculando-se as percentagens de
linfocitos, neutréfilos segmentados, mondécitos e plaquetas. Para a avaliagdo das
proteinas séricas, foram coletados 4 mL de sangue, por acesso a veia jugular, sendo
as amostras centrifugadas e no soro resultante avaliadas as concentracdes de

proteinas séricas totais.
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3.10 Anélise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o procedimento GLM do programa
estatistico SAS University Edition e as médias comparadas pelo teste Student
Newman-Keuls a 5% de probabilidade para os dados de desempenho, morfometria e
imunohistoquimica intestinal, pH do conteudo gastrointestinal e parametros
sanguineos também tiveram suas médias comparadas pelo teste Student Newman-
Keuls a 5% de probabilidade. Os dados de ocorréncia de diarreia foram
transformados pela funcdo y = arcsen\(p/100) e submetidos & anélise de variancia e
a comparacdo de médias também pelo teste Student Newman-Keuls a 5% de

probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos (Tabela 2), nos trés periodos avaliados (21 a
32, 21 a 42 e 21 a 63 dias) ndo foram observados efeitos dos tratamentos sobre o
CDR e o GDP (P>0,05). Também ndo houve efeito significativo para a conversao

alimentar no periodo | para todos os tratamentos.

Tabela 2. Desempenho de leitbes alimentados com racbes contendo ou n&o
antibidtico promotor de crescimento e diferentes niveis de anacardato de célcio
associado ao acido citrico nos periodo | (21 a 32 dias de idade), periodo Il (21 a 42
dias de idade) e periodo.

Tratamentos?
Variaveist 0,6%AC+ 1%AC+ Valor de
CN CP CV3(%)
1%AcC 1%AcC P

Periodo | (21 a 32 dias de idade)
CDR(g) 115,36 120,44 117,69 115,36 19,54  0,9706
GDP (g) 46,25 55,20 54,12 50,37 16,56 0,1699
CA 2,53 2,19 2,18 2,37 18,23 0,3177

Periodo Il (21 a 42 dias de idade)
CDR (g) 252,58 231,84 223,50 209,21 17,03  0,1861
GDP (g) 9594 111,94 105,85 84,00 21,75 0,0764
CA 2,69  2,14° 2,17° 2,56" 13,13  0,0025

Periodo total (21 a 63 dias de idade)

CDR (g) 495,76 506,71 515,71 489,88 9,78 0,7344
GDP (g) 248,33 283,99 287,52 266,72 12,74 0,1155
CA 2,05"  1,79° 1,80° 1,84° 8,65  0,0085

1(CDR) Consumo diario de racdo, (GPD) Ganho diario de peso, (CA) Conversdo alimentar. 2CN
(controle negativo), CP (controle positivo), 0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de célcio + 1,0%
acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de anacardato de calcio + 1,0% &cido citrico). 3Coeficiente de
variagdo. Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Student
Newman-Keuls 5% de probabilidade.

Para a conversdo alimentar, observou-se efeito significativo (P<0,05) nos
periodos Il e total. No periodo Il, a adicdo de antibidtico promotor de crescimento
e 0,6% de AC + 1% de AcC nas ragoOes resultou em melhora na conversao alimentar
dos leitbes em comparagcéo aos demais tratamentos, que nao diferiram entre si. No

entanto, para o periodo total, a adicdo de antibidtico promotor de crescimento e as
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duas associagfes entre anacardato de calcio e acido citrico nas ra¢des nao diferiram
entre si. Todavia proporcionaram melhora na conversdo alimentar quando
comparados aos animais alimentados com racéo controle negativo.

Na literatura, as respostas ao uso de acidificantes em racdes de leitdes
desmamados se mostram variaveis, em funcdo de diferentes matérias primas na
composicdo das ragles, condicdes sanitarias, idade dos animais no desmame,
capacidade tamponante, tipo e nivel de inclusdo dos acidificantes (MIGUEL, 2008),
sendo essas as possiveis razdes para variabilidade dos resultados obtidos com as
duas associa¢cbes de anacardato de calcio e &cido citrico, nas diferentes fases de
avaliacdo do desempenho dos leitdes.

Contudo, considerando que o fornecimento da dieta contendo 1% de AC + 1%
de AcC n&o melhorou a conversao alimentar dos leitbes até os 42 dias de idade, a
quantidade de &cido citrico pode nao ter sido insuficiente para acidificar o meio
necessario para que o anacardato de calcio atingisse o pKa para liberacdo do
principio ativo dentro da bactéria. Ao contrario do que foi observado nos animais
alimentados com racao contendo 0,6 de AC + 1% de AcC, os resultados encontrados
foram semelhantes aos animais do tratamento controle positivo. Por sua vez, a
melhoria dos animais alimentados com o maior nivel de anacardato de célcio a partir
dos 42 dias de idade, possivelmente, pode ser associada ao fato dos animais nessa
idade apresentarem maior acidificacdo endbégena, o que resultaria no pKa

necessario para a acao do anacardato de célcio.
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Para a ocorréncia de diarreia nao foi observada diferenga significativa

(P>0,05) entre os animais nos diferentes tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Ocorréncia de diarreia em leitdes dos 21 aos 63 dias de idade alimentados
com racao contendo ou ndo antibiético promotor de crescimento e diferentes niveis
de anacardato de calcio associado ao acido citrico.

Consisténcia das Tratamentos?
fezes CN cp 0B%AC+ L0%AC+ CV (%) Valorde
1,0%AcC  1,0%AcC P
Solida (normal) 46 58 54 49
Pastosa 123 138 145 135
Liquida (diarreia) 487 460 457 472
Total 656 656 656 656 3,32 0.4161
%% de diarreia 74,24 70,12 69,66 71,95
MODT? 1,61 1,58 1,58 1,58

ICN (controle negativo), CP (controle positivo), 0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de calcio +
1,0% &acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de anacardato de calcio + 1,0% acido citrico). 2
Coeficiente de variagdo. 2 MODT (médias de ocorréncia de diarreia transformadas).tCN (controle
negativo), CP (controle positivo), 0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de calcio + 1,0% &cido
citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de anacardato de calcio + 1,0% acido citrico). 2 Coeficiente de
variagdo. 2 MODT (médias de ocorréncia de diarreia transformadas).

A ocorréncia intensificada de diarreia pode ter ocorrido devido a dificuldade
dos animais em manter o pH baixo necessario para a producéo eficiente da pepsina,
o0 que pode ter favorecido a proliferacdo de microrganismos patogénicos durante o
periodo experimental. Logo, a diarreia por ma absorcéo, em geral, se deve a perda
do epitélio gastrointestinal, que acontece devido a maior perda celular em relacdo a
velocidade de reposicao dessas células (CUNNINGHAM , 1992).

No periodo apds o desmame, a digestdo incompleta de carboidratos e
proteinas pode proporcionar um meio rico em substratos para a proliferacdo de
bactérias patogénicas (MOLIST et al.,, 2014), devido ao aumento do transito
intestinal, agressivo para a mucosa, que pode promover menor tempo de digestédo e
absorcédo do alimento fazendo com que este e os fluidos sejam langcados em diregcéo
a parte final do intestino (LIMA et al., 2009). No entanto, a falta de motilidade pode
promover uma rapida proliferacdo de bactérias patogénicas, e sua adesdo na

mucosa do epitélio intestinal induz mudancas na permeabilidade e na osmolaridade
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do conteudo intestinal, desencadeando os sinais clinicos da diarreia (KIM et al.,
2012; MOLIST et al., 2014).

Apesar de nao diferirem quanto a ocorréncia de diarreia, aos 42 dias de
idade, os leitdes que receberam racdo com adicéo 0,6% AC + 1,0% AcC e antibiotico
promotor de crescimento apresentaram melhor conversao alimentar em relagéo aos
demais tratamentos, possivelmente atribuido a recuperacédo mais rapida das células
epiteliais e ao menor desgaste da mucosa intestinal, refletindo, assim, no
desempenho destes animais.

Para avaliagéo do pH do estdbmago e intestino delgado, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos, porém para o pH do ceco
houve efeito significativo (P<0,05) para os animais do tratamento 1% de AC + 1% de
AcC, apresentando maior valor de pH em relacdo aos animais do tratamento
controle negativo e positivo e nao diferindo daqueles alimentados com racao
contendo 0,6% AC + 1,0% AcC (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de pH do estdmago, intestino delgado e ceco de leitdes aos 42
dias de idade, alimentados com ragdo contendo ou ndo antibidtico promotor de
crescimento e diferentes niveis de anacardato de calcio associado ao acido citrico.

Tratamentos?
Variaveis CN cp OB%WAC+ 10%AC+ OV Valor
1,0%AcC  1,0%Acc  (%)* deP
pH do estémago 4,21 3,24 4,12 3,77 20,17 0,082
Q
PH do intestino 5,65 6,25 5,03 548 1016 o193
delgado 3
pH do ceco 561°  557°  589% 5,95 4,53 0,012

ICN (controle negativo), CP (controle positivo), 0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de célzio +
1,0% acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de anacardato de calcio + 1,0% 4&acido citrico).
2Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha diferem entre si
pelo teste Student Newman-Keuls 5% de probabilidade.

O pH ideal do estbmago estd na faixa de 2 a 3,5 (SUIRYANRAYNA &
RAMANA, 2015). No entanto, mesmo estando dentro da faixa ideal com pH de 3,24,
0s animais do tratamento controle positivo ndo diferiram dos demais, o que pode
estar relacionado a diferentes nutrientes na alimentacdo animal, que aumentam a
capacidade tamponante (CT) do quimo, associado a imaturidade do leitdo
desmamado que pode promover uma elevacgao prolongada do pH gastrico acima de
3,0 e do trato digestivo proximal (LIMA, 2009).
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Apesar de todas as vantagens dos acidos organicos, de acordo com Partanen
et al. (2002), a composicdo da dieta pode influenciar a eficacia dos mesmos,
gerando variabilidade nos resultados. Logo, a intensidade com a qual os acidos
organicos funcionam depende do tipo de dieta, conteddo mineral, além dos produtos
lacteos.

De acordo com Suiryanrayna & Ramana (2015), as principais fontes de calcio
e fosforo utilizados nas dietas, como fosfato bicalcico e calcario calcitico,
apresentam efeito tamponante que dificulta a acdo dos acidos organicos no lumen
intestinal. Por sua vez, a inclusdo de produtos lacteos com elevado teor de lactose
na composicao da racdo também pode ter influenciado na agdo do anacardato de
calcio e acido citrico; visto que a lactose, presente em todas as ra¢cdes miniminiza o
desafio nutricional dos animais, por serem mais digestiveis, além da fermentacdo da
lactose originar &cido latico, o que reduz a necessidade de acidificacdo da dieta
(MIGUEL et al., 2011).

Os valores de pH do ceco foram maiores para 0s animais pertencentes ao
tratamento contendo 1,0% AC e 1,0% AcC (P<0,05) na racdo, ndo diferindo dos
animais alimentados com o tratamento 0,6% AC + 1,0% AcC. No entanto,
possivelmente o aumento no pH do ceco pode ter ocorrido devido ao maior teor de
calcio associado ao maior nivel de anacardato, podendo ter causado efeito
tamponante.

Para os dados de andlise sanguinea, ndo foi observado efeito significativo
entre os tratamentos (Tabela 5) para as variaveis de hemécias (uL), hemoglobina
(9/%), linfocitos (%), segmentados (%) e plaquetas (ML). Em contrapartida, houve
efeito significativo (P<0,05) entre os tratamentos para as variaveis de hematdcrito
(%), VCM (um3), CHCM (%), mondcitos (%) e proteinas séricas totais (g/dL).
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Tabela 5. Hemograma, leucograma e proteinas séricas de leitdes alimentados com
racdo contendo ou ndo antibidtico promotor de crescimento e diferentes niveis de

anacardato de calcio associado ao acido citrico, aos 43 dias de idade.

Tratamentos?
Variaveis! 0,6%AC Valor
N op + 1,0%AC+ Valores CV* deP
1,0%Ac  1,0%AcC de Ref® (%)
C
He (ul) 5,82 5,70 5,44 5,84 05-08 7,26 0,2271
Hb (9/%) 11,44 11,26 11,08 11,91 10-16 5,38 0,0661
Ht (%) 33,94 34,33® 33,63° 36,74" 32-50 5,89 0,0208
VCM (um?) 58,42° 60,25° 61,86*  62,94" 50-68 5,03 0,0352
A
CHCM (%) 33,72% 32,82*% 33,02" 31,78° 30-34 2,83 0,0031
Leucacitos (%) 22,11 20,62 18,97 17,36 11-22 22,36 0,1860
Segmentados( 56,57 62,25 59,37 56,48 28-47 10,16 10,1933
0,
L/(i?]fécitos (%) 3557 31,50 29,37 33,37 39-62 25,25 0,4833
Mondcitos (%) 15,00 9,75°4  10,00%* 7,358 02-10 44,39 10,0218
Plaquetas (uL) 622,43 530,13 514,13 448,64  100-900 22,70 0,0561
Proteina (g/dL)  5,40%* 54254 532" 5,95" 6,0-80 8,24 0,0388

1(He) Hemacias; (Hb) Hemoglobina; (Ht) Hematécrito; (VCM) Volume Corpuscular Médio; (CHCM)
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. 2CN (controle negativo), CP (controle positivo),
0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de calcio + 1,0% acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de
anacardato de calcio + 1,0% acido citrico). STHORN (2000). “Coeficiente de variacdo. Médias
seguidas de letras mailsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Student Newman-Keuls
5% de probabilidade.

Observou-se os melhores resultados de hematocrito (%) para os leitbes
alimentados com ragéo contendo 1,0% AC e 1,0% AcC. Para o VCM, os leitdes que
receberam 1,0% AC e 1,0% AcC também apresentaram maior valor em relacéo aos
animais alimentados com racdo sem promotor de crescimento (CN). Eles nao
diferiram daqueles alimentados com racdo contendo antibidtico promotor de
crescimento e 0,6% AC + 1,0% AcC, mostrando a eficacia desse nivel de associacao
de acidos organicos. Entretanto, para a CHCM (%), os animais do tratamento
controle apresentaram valores semelhantes aos que receberam ragdao com APC e
6% AC + 1,0% AcC, sendo estes superiores aos do tratamento 1,0% AC + 1,0% AcC.



38

Verificou-se que os valores de hematdécrito, VCM e CHCM apresentaram-se
dentro da variacdo normal para a espécie, dessa forma, néo indicando anomalias,
como anemia. Nesse sentido, as respostas adquiridas com a associacao entre
anacardato de calcio e acido citrico tornam-se importantes, uma vez que o numero
inadequado ou o funcionamento deficiente de hemécias faz com que os tecidos néo
sejam supridos suficientemente com oxigénio (SWENSON,1996).

Apenas os valores de mondcitos dos animais que néo receberam antibidtico
promotor de crescimento na ragao foi superior aos animais que receberam 1,0% AC
+ 1,0% AcC, estando o0s animais do controle negativo acima dos valores de
referéncia. Devido aos mondcitos desempenharem papel importante na defesa
imunoldgica contra microrganismos infecciosos, 0os animais alimentados com ragao
sem promotor de crescimento estavam mais susceptiveis a acdo de bactérias
patogénicas ao longo do trato intestinal, adquirindo, o que resultaria em maior
resposta inflamatdria, corroborando com a pior conversdo alimentar dos animais
observados até os 42 dias de idade.

O melhor resultado para os valores de mondcitos foi para os animais
alimentados com 1,0% AC + 1,0% AcC como promotores de crescimento alternativos
na ragéo, este por sua vez nao diferiu dos tratamentos com adicdo de antibibtico e
0,6% AC + 1,0% AcC.

Para os dados de proteina total (g/dL), notou-se que os melhores valores
(P<0,05) foram encontrados nos animais que receberam 1,0% AC + 1,0% AcC
como promotor de crescimento na racdo, ndo diferindo dos animais alimentados
com racdo contendo antibiético promotor de crescimento e sem promotor de
crescimento. No entanto, todos os valores encontrados estdo um pouco abaixo da
referéncia para a espécie. Dessa maneira, quando a concentracdo de proteinas
totais encontra-se diminuida, de acordo com Gonzalez e Silva (2008),
provavelmente € devido a transtornos intestinais, hepaticos e renais ou por ma
absorcao de nutrientes.

Na Tabela 6, encontram-se os resultados da morfometria dos segmentos do

duodeno e jejuno. Para o duodeno, houve efeito significativo (P<0,05) para altura da
vilosidade, espessura da mucosa e area absortiva. Entretanto, para o jejuno,

observou-se efeito significativo (P<0,05) apenas para células caliciformes.
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Tabela 6. Altura de vilosidade, profundidade de cripta, relacdo altura de
vilosidade/profundidade de cripta, largura de vilo, espessura de mucosa, area
absortiva e contagem de células caliciformes do duodeno e jejuno de leitbes
alimentados com racdo contendo ou ndo antibidtico promotor de crescimento e
diferentes niveis de anacardato de célcio associado ao &cido citrico.

Tratamentost
Variaveis' 0,6%AC+  10%wAC+ CV  Valorde
CN cp 1,0%AcC  1,0%AcC (%) P
Duodeno
AV (um) 192,33° 236,18%  210,22°4 210,50%** 27,29  0,0037
PC (um) 124,58 134,52 151,57 138,38 38,42  0,0951
AV/PC 1,79 1,89 1,57 1,63 39,60 0,0888
LV (um) 71,05 79,07 79,50 76,82 25,60 0,1336
EM (um)  308,58° 368,09"  35847" 348,88" 24,29 0,0037
AA (um?  14.366° 18.923%  17.615°" 16.542°" 4354 0,0213
cC 153,75 157,50 143,75 131,25 29,46  0,6257
Jejuno

AV (um) 231,29 236,21 250,42 258,07 23,17 0,0778
PC (um) 137,60 146,92 148,55 158,05 36,99 0,3397
AV/PC 1,77 1,78 1,96 1,72 37,85 0,3523
LV (um) 78,24 77,82 75,17 76,74 25,69  0,8759
EM (um) 37503 365,72 373,88 397,67 30,17  0,5575
AA (um?  19.958  17.545 17.489 19.796 51,45  0,4104
cC 171,88°* 178,13  183,13" 132,50° 22,22 0,0421
AV (altura de Vvilosidade), PC (profundidade de cripta), AV/PC (relacdo altura de

vilosidade/profundidade de cripta), LV (largura de vilo), EM (espessura de mucosa), AA (area
absortiva) e CC (contagem de células caliciformes). °CN (controle negativo), CP (controle positivo),
0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de calcio + 1,0% acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de
anacardato de calcio + 1,0% &cido citrico). >Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras
mailsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste Student Newman-Keuls 5% de
probabilidade.

Para as varidveis do duodeno, observou-se maior AV e AA em leitbes
alimentados com racdes contendo APC em relagdo aos animais alimentados com
racdo sem promotor de crescimento (CN), néo diferindo daqueles alimentados com
racado contendo adicdo de 0,6% de AC + 1% de AcC e 1% de AC + 1% de AcC. A
acao do APC bem como a associacdo entre AC e AcC sobre a capacidade absortiva
intestinal promovem uma recuperacdo mais rapida da mucosa intestinal dos leitdes
apos o desmame. Ja para a EM, os melhores resultados foram para os tratamentos
com APC, 0,6% de AC + 1% de AcC e 1% de AC + 1% de AcC, sugerindo menor

agressao da parede intestinal nos animais que receberam racdes com estes
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tratamentos. Nesse sentido, nota-se que o0s animais alimentados com racdo sem
adicdo de promotor de crescimento apresentaram menor capacidade de digestao e
absorcdao intestinal, resultando na pior converséao alimentar dos mesmos.

As vilosidades intestinais estdo diretamente relacionadas com a absorcdo de
nutrientes no intestino, apresentando um papel fundamental no desempenho dos
leitbes. No entanto, apds o desmame, ocorre reducdo na altura do vilo, que pode ser
provocada por uma maior taxa de perda celular na vilosidade, devido ao inicio do
consumo de racao solida, baixo consumo de racéo, toxinas bacterianas e adeséo de
bactérias aos enterocitos (TUCCI et al.,, 2011). Isso causa ma absorcdo dos
nutrientes, desencadeando baixo desempenho, o que possivelmente ocorreu com 0s
animais do tratamento controle; pois mesmo ndo alterando o ganho de peso,
apresentaram menor capacidade de digestdo e absorcao intestinal, resultando em
piora na converséao alimentar, quando comparado aos demais tratamentos.

O numero e o tamanho dos vilos dependem da quantidade de células que
compdem a mucosa, pois quanto mais integra for a mucosa, maior serd o nimero de
células e tamanho dos vilos. Isso possibilita maior aderéncia e captacdo de
nutrientes para absorc@o no epitélio intestinal, e por consequéncia, maior a area de
absorcdo (BOARO, 2009; DENCK et al., 2017). Provavelmente deve ter ocorrido
para proporcionar um aumento na altura dos vilos e na &area absortiva no segmento
do duodeno dos animais alimentados com APC, 0,6% de AC + 1% de AcC e 1% de
AC + 1% de AcC, resultando em menor desgaste na estrutura da mucosa intestinal.
No entanto, mesmo ocorrendo um aumento na altura do vilo e na &rea absortiva no
duodeno, nao foi suficiente para que ocorresse uma maior absor¢cdo direcionada
para o ganho de peso dos animais, visto que este nao foi alterado, possivelmente
porque o duodeno tem uma area menor de absorcdo, quando comparado com o
jejuno.

No jejuno, o maior numero de células caliciformes (CC) foi encontrado nos
animais alimentados com adi¢cao de 0,6% de AC + 1% de AcC na racéo, indicando
que este nivel de associacdo de &cidos organicos proporcionou 0 aumento na
producdo de mucina, importante para a protecdo da parede intestinal. De acordo
com Junqueira & Carneiro (2013), as glicoproteinas presentes protegem e lubrificam
o revestimento do intestino, dificultando a adeséo de micro-organismos patogénicos.
Entretanto, a adicdo do nivel superior de anacardato de célcio associado ao acido

citrico néo resultou em efeito semelhante sobre as CC, o que pode ter contribuido
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para uma piora na conversdo alimentar observada nestes animais até os 42 dias de
idade.

Para o numero de células em mitose, ndo foi observado efeito significativo
(P>0,05) para os segmentos do duodeno e jejuno nos tratamentos analisados
(Tabela 7).

Tabela 7. Numero de células em mitose no duodeno e jejuno de leitdes abatidos aos
42 dias de idade, alimentados com ou sem antibiético promotor de crescimento e
diferentes niveis de anacardato de célcio associado ao 4cido citrico.

Tratamentos?
Local 0.6%AC+ 1.0%AC+ CV (%)?> Valorde
CN CP ' ' =
1,0%AcC 1,0%AcC
Duodeno 712,50 678,33 715,00 649,17 21,18 0,7774
Jejuno 597,50 687,50 629,17 676,67 20,54 0,5064

1ICN (controle negativo), CP (controle positivo), 0,6%AC+1%AcC (0,6% de anacardato de calcio +
1,0% acido citrico), 1,0%AC+1%AcC (1,0% de anacardato de calcio + 1,0% 4&acido citrico).
2Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha diferem entre si
pelo teste Student Newman-Keuls 5% de probabilidade.

O epitélio intestinal estd em constante renovacao, devido ao envelhecimento
ou ao esgotamento funcional de suas células e a deterioracdo das mesmas pelo
atrito causado pela passagem da digesta e pela acdo de agentes quimicos
relacionados com os processos de digestdo da mesma como pH e enzimas (CHENG
e LEBLOND, 1974; UNI et al., 1996). Essa renovacao epitelial do intestino acontece
devido as células indiferenciadas situadas na base das criptas, as quais sofrem
mitoses, iniciarem o processo de diferenciacdo originando os tipos celulares do
epitélio intestinal (NASCIUTTI et al., 2016).

Nesse sentido, mesmo ndo diferindo estatisticamente entre os tratamentos, a
taxa de mitose apresentou-se aparentemente normal, levando em consideragédo o
aumento da altura da vilosidade para os animais alimentados com APC, 0,6% de AC
+ 1% de AcC e 1% de AC + 1% de AcC, pois obtiveram recuperacdo mais rapida da
mucosa intestinal. No entanto, mesmo com o desafio da diarreia, estes animais néo
apresentaram prejuizos no desempenho, contrariamente observado nos animais
alimentados com racdo sem promotores de crescimento, que apresentaram piora na

conversao alimentar.
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5 CONCLUSAO

A adicdo de anacardato de calcio associado ao acido citrico na racédo de
leitbes desmamados pode ser uma alternativa aos antibidticos promotores de
crescimento, sem prejuizos sobre o desempenho dos animais.

A associacdo do anacardato de célcio e &cido citrico apresentou resultados
satisfatorios para os parametros sanguineos e morfometria intestinal do duodeno,
porém ndo reduz a ocorréncia de diarreia e o pH dos conteudos do estébmago,

intestino delgado e ceco de leitdes desmamados.
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