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RESUMO

Dois experimentos foram realizados para avaliaefeitos da utilizacdo do
acido benzoico para leitdes. No primeiro experimaftjetivou-se determinar a
expressdo para os genes do transportador de gladmstpo 2 (GLUT2),
transportador de glicose dependente dé ddatipol (SGLT1), Fator nuclear
kappa B (p65/RelA) e fator de crescimento semetharinsulina 1 (IGF-1) em
um modeloex-vivo durante a exposi¢cdo do jejuno de leitdes a L-glirta,
cultura de levedura, acido benzoico e 6leo esdedeiarégano, utilizando a
técnica de PCR em tempo real. A exposi¢do do jegubalutamina, células de
levedura e dleo essencial de orégano aumentaraxprassedo do GLUT2
(P<0,001). A utilizacdo de células de levedura @o &ssencial de orégano
aumentaram a expressao de SGLT1 e o acido benmaoaiu a expresséo de
SGLT1 (P=0,0008). A exposicado do jejuno a L-glutzene células de levedura
tiveram efeito no aumento da expressao da p65/fet@,001). A exposicao do
jejuno a células de levedura teve um efeito no atonda expressao de IGF-1
(P<0,001). Dessa forma, o acido benzoico néo inflioel na expressdo génica
no jejuno de leitdes para GLUT2, IGF-1 e p65/Rebhtretanto favoreceu a
reducdo na expressdo do SGLT1. No segundo expedrf@am utilizados 224
leitdes machos castrados (6,37+0,34Kg) desmamadss 24 dias, em
delineamento experimental em blocos casualizadws, esquema fatorial 4x2,
sendo quatro niveis de acido benzoico (0,00; @Z& e 0,75%), para os leitdes
inoculados ou nao inoculados cé&mcoli, com sete repeticdes e quatro animais
por baia. As variaveis avaliadas foram desempepHeitbes em fase de creche
até a terminacdo, incidéncia de diarreia, pH dogmsetos intestinais,
caracteristicas morfolégicas do intestino, produdgidcidos graxos volateis no
ceco e contagem diactobacilli spp. ebifidobacteriumno ceco. O &acido bezoico
influenciou de forma cibica o pH na por¢édo termohalileo (P<0,05). Houve
aumento linear (P<0,05) sobre a altura de vilogddal ileo e reducéo linear na
profundidade de cripta do ileo e colon de leitdds. ceco foi observado
aumento namerico para a producéo de acido bu(fie0,0708). Houve reducao
linear (P<0,05) para a incidéncia de diarreia esposta a suplementagédo do
acido benzoico. Entretanto, nao foi observado @fgit-0,05) sobre a contagem
de Lactobacilli spp. eBifidobacteriumno ceco. Com isso, a utilizacdo do acido
benzoico demonstrou efeito linear significativo reob peso vivo dos animais,
ganho de peso médio diario, consumo de racdo mdidiio e conversao
alimentar aos 63 dias de vida (P<0,05) e para o p®se e ganho de peso aos
147 dias (p<0,05). A dose de 0,75% apresenta mefedp sobre o, reducdo do
indice de diarreia, melhoria das caracteristicasfaidgicas do intestino e
consequentemente o desempenho de leitdes na fasectie até a terminacgéo.

Palavras-chave: Suino. Acido organico. Expressdo génica. Desenpenh
Morfologia. Acidos graxos. Diarreia.



ABSTRACT

Two experiments were conducted to evaluate thectsffef using benzoic acid
for piglets. In the first experiment aimed to detgre the expression for the
genes of the glucose transporter type 2 (GLUT2)cage transporter-dependent
Na’ type 1 (SGLT1), Nuclear factor kappa B (p65/Reddd-like growth factor
to insulin 1 (IGF-1) in amex-vivomodel jejunum during exposure of piglets to L-
glutamine, yeast culture, benzoic acid and oregassential oil, using the
technique of real time PCR. The exposure of thenjgin L-glutamine, yeast
culture and oregano essential oil increased thesegjpn of GLUT2 (P<0.001).
The use of yeast cells and oregano essential cib@sed the expression of
SGLT1 and benzoic acid reduced the expression dfT3G@P=0.0008). The
exposure of the jejunum to L-glutamine and yeadlscead no effect on
increasing expression of p65/RelA (P<0.001). Theosure of the jejunum to
the yeast cells had an effect on increasing ofetkgression IGF-1 (P<0.001).
Thus, benzoic acid had no effect on gene expressithe jejunum of piglets for
GLUT2, IGF-1 and p65/RelA. However, it favored thmeduction in the
expression of SGLT1. In the second experiment 22dokvs (6.37+0,34KQ)
weaned at 21 days, in a randomized block desigh #ik 2 factorial design,
with four levels of benzoic acid (0.00; 0.25; 0.86d 0.75%) for piglets
challenged or not challenged wikh coli were used, with seven replicates and
four pigs per pen. The variables evaluated werepthe in the nursery phase
until termination, incidence of diarrhea, pH of thetestinal segments,
morphological features of the intestine, productidrvolatile fatty acids in the
cecum and counting d¢&ctobacilli spp. andifidobacteriumin the cecum. The
benzoic acid influenced cubically the pH in thentgral portion of the ileum
(P<0.05). There was a linearly increased (P<0.05he ileal villus height and
linear decrease in crypt depth of the ileum andraf piglets. In the cecum
numerical increase for the butyric acid product{®+0.0708) was observed.
There was a linear decrease (P<0.05) for the diarihcidence in response to
benzoic acid supplementation. However, no effee0(85) was observed on the
count ofLactobacilli spp. andBifidobacteriumin the cecum. Thus, the benzoic
acid use showed a significant linear effect on lixaght, average daily weight
gain, daily feed intake and feed conversion at &gsf life (P<0.05) and for
live weight and weight gain at 147 days (p<0.09)e Hosage of 0.75% has a
better effect on, reducing the diarrhea index, smpment in the morphological
characteristics of the intestine and consequethtéy piglets performance at
nursery phase until termination.

Keywords: Swine. Organic acid. Gene expression. Performakozphology.
Fatty acids. Diarrhea.
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1 INTRODUCAO

A fase pés-desmame é considerada uma das macagrita producao
de suinos, sendo caracterizada por um periodotes®s em que a mudancga de
instalacdo, manejo, temperatura e dieta aumentsuseptibilidade dos leitbes
a agentes infecciosos presente tanto no ambieat@auo trato gastrintestinal.
Essa situagdo geralmente proporciona queda no desbm e aumento da
diarreia e mortalidade de animais.

Com o intuito de minimizar esses impactos, os #itos foram
utilizados por muitos anos, ndo somente como faerepéutica, mas também
como melhoradores de desempenho. Porém, nos ultanos, cresceu a
preocupacdo publica sobre o uso de antibidticomgimres de crescimento,
referente ao desenvolvimento de cepas resistedeegatdogenos e de seus
residuos nos produtos de origem animal, que levowidicdo dos antibidticos
melhoradores de desempenho pela Unido Europeia Gff6. Dessa forma,
diversos estudos a procura de aditivos alternatieasso de antibidticos foram
iniciados, com objetivo de minimizar as perdas ptivds.

Os acidos organicos, devido a sua atividade antini@na e os seus
efeitos benéficos sobre o desempenho dos anin@is, ganhado destaque,
podendo ser uma alternativa eficiente para a $uigdtd dos antibidticos
melhoradores de desempenho. Entre estes, o acitkoibe tem ganhado
bastante atencéo devido & sua capacidade de methdesempenho, controlar
bactérias patogénicas e melhorar a saude intedénitdes. Entretanto, dentre
os trabalhos presentes na literatura, ndo é possialiar as diferencas entre os
efeitos de niveis do acido benzoico em animaisfidess e ndo desafiados.
Além de ndo existir informacgdes sobre seu possffieio na resposta tréfica do

epitélio intestinal dos suinos. Com isso, objetigewneste capitulo realizar uma



17

revisdo sobre os principais mecanismos de acdoddo®s organicos com

enfoque nos efeitos da utilizacdo do &cido benzuéea leitbes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas dos acidos or@nicos

Inicialmente, os acidos organicos foram utilizadosno inibidores do
crescimento de bactérias ou fungos indesejaveisragies, preservando 0s
alimentos armazenados (FRANK, 1994). Seu principatanismo de acéo €&
pela sua capacidade de reduzir o pH dos alimem®d&KRTANEN; MROZ,
1999).

O uso de acidos organicos na producao suinicolessigmestudado ha
mais de 60 anos como preservantes de alimentagt&mb, apenas no final dos
anos 90 com diversas especulacbes sobre a proidicdso de antibidticos
melhoradores de desempenho, os acidos organiaus fitados como possiveis
alternativos. Entre os aditivos avaliados para migar os problemas durante o
desmame observa-se que 0s acidos orgéanicos rejamesema das solucdes
mais satisfatérias encontradas para limitar os lpnaéis da diarreia pés-
desmame (LALLES, 2008).

Os &cidos organicos séo aqueles que possuemgutages acidas e em
sua composicao atomos de carbono. Os acidos ooganitilizados como
melhoradores de desempenho na suinocultura sécterd@ados como acidos
fracos e de cadeia curta (contendo até sete capoi®io amplamente
distribuidos na natureza como constituintes nawaiplantas ou tecido animal,
sendo alguns deles formados por meio da fermentdedcarboidratos no
intestino grosso de suinos e outros no metabolisttermediario (ROTH;
KIRCHGESSNER, 1998). Por isso, sédo consideradodupns naturais e de
baixa toxicidade, podendo ser encontrados na rueen forma de sais,

dissociados ou na forma dieends(mistura de acidos orgénicos e sais).
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Existem varios acidos organicos utilizados na alitagfio animal com
diferentes origens e caracteristicas (RICKE, 208Rjuns dos acidos organicos
mais utilizados como aditivos alternativos aos badticos melhoradores de
crescimento na suinocultura sao: férmico, acétwopibnico, latico, butirico,
araquidonico, sorbico, benzoico, fumarico, maliciirico e seus respectivos
sais, disponiveis como sais de sbédio, célcio e spmta(PARTANEN;
SILJANDER-RASI, 2002).

As formas como os acidos organicos se apresentaarfeirem
diretamente na sua manipulacdo. Acidos organicosuaaforma livre podem
apresentar efeitos prejudiciais a equipamentogp wigle na forma liquida
(férmico, acético, propidnico, butirico e lactigfo corrosivos, além apresentar
maior risco aos funciondrios durante a manipulagdofabricacdo de racdo
devido & sua alta volatizacdo. No consumo de raedms animais as formas
livres dos acidos organicos podem influenciar direinte a palatabilidade de
dietas, devido alguns acidos possuirem odor repigr{RARTANEN; MROZ,
1999). Ja na forma de sais os acidos organicosnsiie faceis de serem
manipulados, pois sdo menos volateis, normalmeotoios, menos corrosivos
e podem ser mais solUveis em agua do que os dsitesse nao influenciam no
consumo de racao (CANIBE; STEIEN, 2001). Com issdstem diferencas na
eficiéncia dos sais quando comparado ao seu reéspécido (GRABER et al.,
2012), principalmente por ndo influenciar o consuine animais. Na tabela 1
podem ser observadas as propriedades fisicoquirdmasrincipais acidos e

Seus sais.



20

Tabela 1 Propriedades fisicoquimicas de algun®aadyanicos e seus sais

Forma Peso Energia  Constante
Nomée . bruta De CR® Odor*
Fisicd molecular . -
(Kcal/Kg) dissociacéo

Formico L 46,03 1,361 3,75 ++(+) C
Acético L 60,05 3,487 4,76 +++ C
Propibnico AL 74,08 4,920 4.88 ++ C
Butirico AL 88,12 5,923 4,82 + R
Latico L 90,08 3,306 3,86 (+) LA
Sérbico S 112,1 6,652 4,76 + A
Benzoico S 12212 6,317 421 ?Jr;" B
Fumérico s 116,1 2,747  3,02/4,38 ?:;‘ N
Malico L/S 134,1 2388 346510 (+) M
Citrico S 1921 243 314864 02 N
Formiato-Ca S 130,1 2,627 0 N
Lactato-Ca S 308,3 7,165 0 N
Eg’p'onato' S 184.1 9,554 0 N
E'form'ato' S 130,0 2.723 0 N
Butirato-Ca S 214,0 11,464 0 R
Citrato-Mg S 214,4 2,388 0 N
Lactato-Na S 112,1 3,583 0 N

! Monocarboxilico (1-7); dicarboxilico (8-9); tricamkilico (10); sais organicos
(11-17);

°L: Liquido; AL: Apenas liquido; S: Soélido;

%CR = Taxa de corrosdo: alta (+++), média (++), &), Insignificante (0);
4C: Caustico; R: Ranc¢oso;LA: Leite azedo; A: A@eBenzaldeido; N: Neutro;
M: Maga.

Fonte: Adaptado de Mroz (2005)

Atualmente, seus efeitos ndo séo vistos somentereservacdo de
alimentos, mas dietas que contém 4acidos organicastram melhor
desempenho dos animais. Dentre as funcgbes atribuddamelhoria do

desempenho destes compostos pode-se destacariragrabtanas, o efeito
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benéfico na digestibilidade e na absorcdo de miése (FREITAS; LOPES,
2006).

Os efeitos dos acidificantes na digestibilidad@®sliretamente ligados
as suas propriedades quimicas, das quais uma idafpais € a constante de
dissociacédo (pKa), que depende do pKa do acidomHddo meio,nterferindo
diretamente na sua capacidade antimicrobiana e ca#fiGacdo (VIOLA;
VIEIRA, 2003). Quanto mais baixo o pKa do acido amigo maior a sua
capacidade de diminuir o pH do meio (maior diss@my Acidos organicos
usados como aditivos tem valor de pKa entre 3cedfle resulta em dissociacé@o
intermediaria ou baixa (FREITAG et al., 1999).

Além da acidificacdo do alimento ou do estdbmago,forana ndo
dissociada os acidos organicos podem atuar na cd@mbiseletiva de
microrganismos patogénicos intestinais, pela cdpdei de penetrar a parede da
bactéria e dissociar-se internamente prejudicamb rsetabolismo vital. Os
acidos orgéanicos também podem ser absorvidos am Idp trato digestorio,
proporcionando uma fonte de energia adicional pasaanimais (ROTH,;
KIRCHGESSNER; EIDELSBURGER, 1993).

Geralmente a resposta a suplementacdo com acidmioogé mais
pronunciada em leitdes do que em animais de teglinalevido a fisiologia
digestiva imatura dos animais mais jovens, emb®@arespostas variem
consideravelmente entre os diferentes &cidos. Aahiidade dos resultados
pode estar relacionada as diferencas no tipo el wiweinclusdo do acido
utilizado, da composicdo e da capacidade de tampema da dieta, idade e a
genética dos animais (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993).
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2.2 Mecanismos de acao dos 4cidos organicos

O modo de acdo dos acidos individuais ou seusnsaisietabolismo
animal é de natureza especifica (PARTANEN, 200b} tdpicos a seguir serdo
abordados os principais mecanismos de acdo dossaagiganicos, tendo esses

mecanismos efeitos diretos no desempenho dos anitmaima forma geral.

2.2.1 Ac¢édo sobre pH estomacal

A maioria dos acidos organicos e 0s seus sais raepkares atuam
principalmente na parte proximal do trato gastsmt@l. Em suinos, uma
atividade importante dos acidificantes é a redultiipH do estdmago (DESAI;
RANADE, 2007), podendo resultar em maior atividadeenzimas digestivas,
como a pepsina e lipase.

Nos monogastricos, a digestédo das proteinas coneegstbmago com a
acdo da pepsina, onde seu precursor, o pepsinog&eicretado pela mucosa do
estbmago e é ativado pelo acido cloridrico (HClxohversao de pepsinogénio
em pepsina ocorre rapidamente a um pH 2,0 e maisnfente a um pH entre
5,0 e 6,0. Por sua vez, a pepsina apresenta ntaimade em um ambiente
acido: pH 2,0 a 3,5 e sua atividade diminui rapidiaf® acima desse pH
(SURYANARAYANA et al., 2012). Com isso, a acidifigg@o do meio gastrico é
necessaria para a conversao de pepsinogénio ermgepsa sua atividade.
Entretanto, nas primeiras semanas pds-desmame,do ghnteldo estomacal é
elevado, em funcdo da capacidade insuficiente de@ de acido cloridrico
pelos leitdes. A suplementagdo com acidos orgamemhsz mais rapidamente o

pH do conteldo estomacal, com valores 6timos ehtee4, compensando a
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secrecdo enddgena inadequada de HCI no desmamsuitms, facilitando a
ativacéo do pepsinogénio.

Entretanto, cuidados sédo necessarios, pois a septagiio da dieta com
uma fonte de acido organico (formiato de Ca) afetauorfologia da mucosa
oxintica no estdmago, diminuindo o nimero de célparietais secretoras de
HCI e aumentando as células produtoras de somi@eastA somatostatina tem
acdo supressora na secrecdo de HCI, e reduz ss&preo gene ¥tK*-ATPase
(BOSI et al., 2006). Assim, os acidos organicosepodkxercer unieed-back
negativo sobre a secrecdo de acido cloridrico. flestentacdo na dieta com
formiato de célcio revestido com gordura nado raduzinimero de células
parietais gastricas de leitdes (ROSELLI et al.,.5300

Em funcdo da reduzida capacidade de secrecdo peids leitbes, um
fator determinante no pH do conteddo gastrico @aeptamponante da dieta
(VIOLA; VIEIRA, 2003). Tampdes sao caracterizados ferem capacidade de
resistir a alteracdes de pH quando séo adicionzattas quantidades de acidos
ou base na dieta. Os ingredientes utilizados namulacdes possuem
capacidade diferente de tamponamento, em que @®i€epossuem menor
capacidade tamponante, as proteinas possuem umrpédm® a alto e as fontes
minerais apresentam maior capacidade tamponanteetcexos fosfatos
monossoédico e bicalcico (JASAITIS; WOHLT; EVANS,8IR. Dietas com alto
poder tamponante resistem a acidificacdo estomaeaisando reducdo da
digestibilidade ileal aparente da proteina brutdos aminoéacidos dietéticos
(BLANK et al., 1999). Assim, a medida que os acidoganicos reduzem o pH
gastrico e da dieta, podem melhorar a digestildkddas proteinas e também de
outros nutrientes, especialmente nos leitdes remsmamados.

Como feito da melhora da digestibilidade, o tempaoatencdo gastrica
pode ser aumentado e, devido a menor taxa de aswaio gastrico, as

proteinas sofrem melhor hidrélise, aumentam a thgedas proteinas, absorcao
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e retencdo dos aminodcidos (GABERT; SAUER, 199%mAdisso, a reducéo
no pH do conteddo do intestino delgado proporcianaelos &cidos orgéanicos
pode melhorar a absorcdo de minerais, tais conmmocdbsforo, magnésio e
zinco (KIRCHGESSNER; ROTH, 1988%eus efeitos na utilizacdo de fésforo
do fitato pode resultar de uma alteracdo no pHaiegido trato gastrintestinal
para um pH mais favoravel para acdo da fitase (LIPESTI;, EDWARDS
JUNIOR, 2008), além de uma maior solubilizacdo @idro presente na dieta.
Com isso, 0s &cidos organicos podem promover melhsorcdo dos minerais,

reduzindo a excre¢do de nutrientes nos dejetqeokigdo ambiental.

2.2.2 Acéo antimicrobiana

Os efeitos dos acidificantes sobre a microbiotasiimal dependem do
tipo e nivel de inclusdo do acido utilizado, daacigade de tamponamento da
dieta, do pKa do acido e da idade dos animais (MEERZet al., 2007). O efeito
sobre a microflora é geralmente semelhante no egidr no intestino delgado
(CANIBE; STEIEN, 2001).

Com a mudanca de dieta dos leitdes ao desmamaldigara solida) o
pH estomacal se mantém elevado devido a insufeipnbducdo de acido
cloridrico no estdmago nas primeiras semanas psieatee, facilitando a
entrada e aumento na proliferacdo de microrganispat®génicos como
Salmonella sppe E. coli Um pH elevado favorece o crescimento de bactérias
patogénicas, por outro lado, meios com pH reduzidagorecem o
desenvolvimento de microrganismos benéficos, cdmagtobacilli ssp. e
Bifidobacterium (BLANCHARD, 2000; WALSH et al., 2003) e reducdo da
populacédo de€lostridium perfringensk. coli e Salmonellassp. Dessa forma, a

melhor acidificacdo do meio, proporcionada por afgécidos organicos, auxilia
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no controle da populagdo microbiana no intestinantendo o equilibrio e o
controle de microrganismos patogénicos.

Além do controle proporcionado pela alteracdo do pld acidos
organicos na forma ndo dissociada sao lipofilicospaglem difundir-se
livremente através da membrana semipermeavel dérizesgram-negativas.
Uma vez dentro da célula, em que o pH é mantidovplta de 7,0, o acido se
dissocia em cétions e anions. Na tentativa deaeelsicer a homeostase celular
0 microrganismo inicia um processo de retiradapiémons (H) acumulados em
seu interior pela acdo da bombad, que, por ser um processo ativo,
promove 0 esgotamento e morte da bactéria. Alémodia reducdo do pH
citoplasmatico causa a morte da bactéria pela tleagdo da proteina e do
DNA, além de comprometerem outros processos vitais)jo o transporte de
substrato e o desacoplamento da fosforilacdo dwédatom o sistema de
transporte de elétrons (SILVA, 2002; VIOLA; VIEIR2003).

O efeito pode ser mais forte em algumas bacténas em outras
(PATANEN, 2001). A parede celular de bactégram-positiva é espessa, 10 a
50 um, chegando até a 8@m, composta quase que completamente por
peptidioglicano. As bactériggramnegativas possuem parede menos espessa,
7,5 a 10um, com uma camada Unica de peptidioglicano e tnéso®
componentes que a envolvem externamente; lipopeteiembrana externa e
lipopolissacarideo (SLOTS; TAUBMAN, 1992). Devido &ato de os acidos
organicos na forma ndo dissociada difundirem-seernente através da
membrana semipermeavel de bactég@amnegativas pela sua capacidade
lipofilica, acidos com menor poder dissociativoaatucontra bactériagram
negativas de forma mais eficiente. Entretanto, @do& orgéanicos também
podem ter efeitos fortes na inibicAo de bactérigsampositivas
(SURYANARAYANA et al., 2012).
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Com isso, os acidos organicos atuam tanto no dentte bactérias
gram-positivas e negativas, proporcionando melhor hatase da microbiota
no intestino dos animais. Concentracdes minimabitdnias dos acidos
organicos sdo especificas para cada acido (STRAH&SLER, 2001), sendo
gue as bactériagramnegativas sdo mais sensiveis aos acidos com nuenos
oito acidos de carbono e as bactégaampositivas sdo mais sensiveis aos
acidos organicos de cadeia longa (PARTANEN, 2001).

Knarreborg et al. (2001) investigaram os efeitos doidos férmico,
propidnico, butirico, lactico, benzoico e acidomérico, bem como diformiato
de potassio sobre as alteracbes de populacdo iflerroeks e de bactérias do
acido lactico na digesia vitro. Os autores estabelaceram a seguinte ordem na
capacidade bactericida contra coliformes e bastégaicido latico: propidnico
< férmico < butirico < lactico < fumarico < benzojdndependentemente da do
pH da digesta (acido ou neutro). Em outro estudmnygiton e Jensen (2001)
demonstraram que a poténcia desses acidos atreonella typhiumuriuma
digesta a pH 4 foi: acético < formico < propibnisolactico < sorbico <
benzoico.

O melhor controle do crescimento da populacdo déébas presentes
no trato gastrintestinal reduz as necessidadesbiig@s dos microrganismos,
aumentando a disponibilidade e a absor¢cdo de ntdsie principalmente
aminoacidos (JVERLAND et al., 2000).

2.2.3 Aumento da atividade enzimatica e estimulacdo daecrecdes

Pouca informag&o esta disponivel relacionada aeisogfdos acidos
organicos na atividade enzimatica e estimulagdosdesecdes pancreaticas. O
acido cloridrico no estémago mantém o pH em toredl@ e o acido latico

produzido pela digestdo do leite da porca no egdontuo leitdo é capaz de
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manter o pH proximo a 3,8 (HARADA et al., 1988).itha desses valore de pH,
0s niveis séricos de secretina sdo reduzidos e isem a reducdo do pH
estomacal pelos acidos organicos favorecem o agnmensecretina sérica. As
secrecfes pancredticas e biliares sdo estimulaglasliperacdo de secretina
(HARADA et al., 1988). Com isso, 0 aumento da dtwde enzimatica no
estbmago e das secrec¢Bes pancredticas € favorpeldoreducdo do pH
gastrintestinal.

Além dos efeitos proporcionados pela secretingrodutos resultantes
da digestéo proteica pela pepsina, ao chegarematedo, também favorecem
a estimulacdo da secrecdo de bicarbonato, de engiarareaticas e também
secrecao biliar, resultando no aumento da digbdtide aparente total das
dietas (PARTANEN, 2001).

2.2.4 Ac¢do sobre epitélio intestinal

No periodo de desmame ocorrem mudancas morfolégicastestino
gue sdo decorrentes do estresse pos-desmame,otacs encurtamento das
vilosidades, o que indica destruicdo dos enter®@t@ausa perda de enzimas
digestivas reduzindo a area absortiva do tratostiige dos leitdes. Estudos
demonstram que os acidos organicos podem influemcametabolismo das
células da mucosa intestinal (DIAO et al.,, 2014;LG6A BOKORI 1990;
SAKATA et al., 1995).

Acidos graxos de cadeia curta, como acético, prgde butirico
produzidos pela fermentagdo microbiana da fibralidea no intestino grosso,
aumentam a proliferacdo de células epiteliais (SAKAet al., 1995). Galfi e
Bokori (1990) demonstraram aumento no comprimemtanétrovilosidade no
ileo e da profundidade de criptas do ceco em sw@nosrescimento recebendo

dietas suplementadas com acido butirico, sendddarasia a principal fonte de
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energia para as células epiteliais do intestineggree eficaz para promover o
crescimento epitelial.

Além de servir como fonte de energia para o epitatestinal, os acidos
organicos podem alterar o perfil de fermentacdoirdestino grosso pela
modulacéo da microbiota, aumentando a sinteseidieségraxos de cadeia curta
por fermentacéo.

Assim, os acidos organicos podem atuar sobre assiddldes,
influenciam a morfologia da mucosa mantendo suagiidade e altura, além de
aumentar o namero de células epiteliais, por smvicomo substrato no

metabolismo intermediario.
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2.3 Utilizag&o de acido benzoico em racdes para leie

O maior grupo dos acidos organicos € o dos caibogjl que sdo
caracterizados pela presenca do grupo funcionbbgéa (COOH) (SNYDER,
1995). O acido benzoicoGgHsC(O)OH) é o mais simples acido carboxilico
aromatico, e forma cristais que variam de branicealor. Esse acido foi obtido
pela primeira vez no comeco do Século XVI, por nagcsublimacdo da goma
de benjoim do Benjoeirdstyrax benzoin

O &cido benzoico foi um dos primeiros conservardesalimentos
permitidos pelo Food and Drugs Administration”’Por causa de sua atividade
antibacteriana e antifingica, tem sido utilizad@reservacao de vérios tipos de
alimentos, bem como subprodutos de frigorificobzatios para a alimentacao
de animais (POLONEN; TOIVONEN; MAKELA, 1998). O dd benzoico e
seus sais (Na e K) séo os conservantes de alimematigsutilizados, entretanto,
seu uso como aditivo na alimentacdo de leitdescénte (KLUGE; BROZ;
EDER, 2006).

Na nutricdo de leitdes o acido benzoico tem demadstuma vasta
gama de resultados na melhoria do desempenho,olntia microbiota
intestinal, melhoria da morfologia intestinal e afitibilidade de nutrientes
(ALVARADO et al. 2013; DIAO et al., 2013, 2014; GRER et al., 2012;
PAPATSIROS et al.,, 2011). Um dos primeiros estuma@diando o uso de acido
benzoico para leitdes demonstrou melhor ganho de para os animais nas
dosagens de 5 e 10 Kg/ton, maior retencéo de Aitioge reducdo do numero
de bactérias aerbbias, anaerébias e bactérias tpraslude acido lactico no
estbmago de uma maneira dose-dependente. No dyogdenocoutro lado,
principalmente, o acido benzoico reduziu o nUmerbaktériagramnegativas,

e no ileo reduziu a quantidade total de bactérsbias (KLUGE; BROZ;
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EDER, 2006). Esses efeitos estdo associados deetarao mecanismo de acao
do &cido benzoico no controle de bactérias.

O acido benzoico é um acido fraco com uma const@mtdissociacao
relativamente alta (pKa=4,21) e baixa solubilidade agua. Com isso, o acido
benzoico se encontra em grande parte no estdmafgoma ndo dissociada. Os
acidos organicos na forma nao dissociada podenivaasmnte difundir através
da parede celular bacteriana, apos internalizaactéba o acido se dissocia.
Essa dissociac@o ocorre pois o pH da bactériaerisumo pKa do &cido. Com
sua dissociacdo o pH interno diminui, o que é ingatimel com certos tipos de
bactérias que nao toleram um gradiente acentuagdirtcansmembrana. Nesse
caso, um mecanismo de resisténcia que reage dipsgie estresse celular ird
ser ativado e os protons serdo bombeados para darabactéria pela
bomba N&K*. Os &nions irdo acumular-se na célula, modificapressdo
osmotica interna e tornar-se toxico para a bact{ésasacédo da glicélise e de
sintese de acidos nucleicos, reacfes enzimaticagidddas, perturbacdo no
transporte de membranas, etc.) (JENSEN, 2001), alénprovocar morte
bacteriana por exaust&o pelo excesso da ativachordaa N&K™ na tentativa
de controlar o pH interno.

Posteriormente, Guggenbuhl et al. (2007) observagae 0 nivel de
5Kg/ton de acido benzoico melhorou o desempenhtéeoimo, aumentou a
digestibilidade ileal total de energia e nitrogémitambém reduziu a quantidade
de bactérias produtoras de acido latico & @»li no ceco dos leitdes.

Outros estudos demonstram que o grau de biodiegisida microbiota
gastrintestinal foi superior no ileo dos leitdeglementados com acido benzoico
(5 Kg/ton) (TORRALLARDONA et al., 2007). Esse resulo, associado com o
melhor desempenho observado no estudo poderiarseindicacdo de que um
grau mais elevado de biodiversidade estd assodéauicrobiota saudavel no

intestino dos animais.
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Gheler et al. (2009analisaram os efeitos da inclusdo de diferentes
niveis de acido benzoico na dieta sobre o desemperhmorfologia intestinal
do duodeno de leitbes. Esses autores concluiranogudveis de 5,0 até 7,5
Kg/ton melhoraram as variaveis de desempenho pide$ na fase de creche e
reduziram a incidéncia de diarreia. Os resultadndaademonstraram maior
altura de vilosidade e menor profundidade de @ipta intestino dos leitbes
independente do nivel de é&cido utilizado. Porémelacdo entre altura de
vilosidade e profundidade de criptas nédo foi inflziada.

Leitbes desmamados aos 21 dias e desafiados €oooli
enterotoxigénica nado foi possivel observar redugéimcidéncia de diarreia e na
excrecdo dé.coli e consequentemente nenhuma melhoria sobre 0 desempenh
dos animais (HALAS et al., 2009). Os leitdes apnésram reducdo do peso
Vivo na primeira semana deste estudo, 0 que pod#ltenciado nos resultados
do trabalho.

Posteriormente Halas et al. (2010), observaram grialh do
desempenho, da morfologia intestinal e da divedsidée bactérias no ceco de
leitbes suplementados com acido benzoico (5 Kg/samh a realizacdo do
desafio experimental.

Papatsiros et al. (2011) avaliaram a eficacia deprohiodtico contendo
Bacillus cereusrar. toyoi e acido benzoico no desempenho produtivo e déarrei
em leitdes na fase inicial. Os autores observaramsgplementando 5Kg/Ton
de &cido benzoicdBacillus cereus 1xPfKg ou a associacdo desses produtos
ocorre melhora no desempenho e reducédo na seveddadiarreia em leitdes na
fase de creche. Apesar de seus efeitos antimicradliao acido benzoico néo
apresenta antagonismo aos probioticos quandoadtiiem associacao.

Ao comparar os efeitos do acido benzoico (3,5 e/taliy) e seu sal
benzoato de sédio (4 Kg/ton), foi possivel obseuas diferentemente do seu

sal, apenas o acido benzoico foi efetivo na reddgdpH urinario de leitdes na
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fase de creche. Para o desempenho, a suplementacdxido benzoico

demonstrou melhores resultados durante todo odmeemperimental e para a
retencdo de nitrogénio, apenas o nivel de 5 Kgleoacido benzoico foi efetivo
(GRABER et al., 2012).

Recentemente, efeitos sinérgicos na retencdo d®eg@itio pela
suplementacdo do acido benzoico com probiético se ke Bacillus foram
demonstradadNeste mesmo estudo foram observados melhoria dongenho
e reducdo na contagem de coliformes para os angupismentados com &cido
benzoico (5 Kg/tonfALVARADO et al., 2013). Novamente a associacasdss
aditivos nao interferiu no desenvolvimento do pétibb no intestino dos
animais, entretanto nao foi demonstrado como ocbmsodulacdo seletiva de
microrganismos no trato gastrintestinal. Sendoajeé&eito do acido benzoico e
prebidtico é aditivo sobre o desempenho dos animais

A suplementacdo dietética de &cido benzoico 5Kg/Mwihorou a
conversao alimentar e aumentou a digestibilidadauiieentes, conjuntamente
com o aumento das atividades de tripsina, amilasdtase, lipase, lactase e
sacarase no jejuno em leitdes desmamados (DIAQ, 2043). Isso significa
gue o acido benzoico pode aprimorar o desempenhieitdes por meio de
melhoria na digestéo e absor¢éo de nutrientes.

Além disso, os suinos alimentados com a dieta sgitada com 5
Kg/ton de acido benzoico se mostraram propenseduzir a diarreia (DIAO et
al., 2013). Portanto, propfe-se que o acido beozwielhora a saude do trato
gastrintestinal e consequentemente o desempenlaoyemmque a diminuicdo da
diarreia pode ser provocada pela inibicdo das bastéatogénicas, como
Escherichia col{KLUGE; BROZ; EDER, 2006; LI et al., 2012).

Em estudo posterior, para avaliar os efeitos dirstubre a populacéo
microbiana e alteracdes do trato gastrintestinap @t al. (2014) observaram

gue a suplementacao dietética de 5 Kg/ton de d&mdaoico melhorou a saude
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intestinal dos leitdes através da diminui¢cdo ddésrega de pH da digesta no ceco
e cblon, mantendo o equilibrio da microbiota intedte o desenvolvimento da
morfologia intestinal em leitdes desmamados.

Além de seus efeitos antimicrobianos, o acido bienztambém pode
reduzir o pH urinario dos suinos (KLUGE; BROZ; EDERO06; PLITZNER et
al., 2006). Depois da absor¢do a partir do integfielgado, o acido benzoico é
transportado para o figado, onde se conjuga comimoacido glicina formando
0 acido hipurico. Nessa forma, entre 90 a 100% idoabenzoico é entdo
excretado através da urina em aproximadamente s HBRIDGES et al.,
1970). A diminuicdo do pH urinério pode reduzimgiigativamente as emissdes
de amoniaco (HANSEN; SORENSEN; LYNGBYE, 2007; MRé&xtzal., 2000).
Esses resultados possuem grande importancia na&mde poluentes pela
suinocultura, principalmente em animais em cresgime terminacao.

Um resumo dos principais resultados do uso de doaloico para

leitdes pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 Resumo com resultados dos trabalhos adabz utilizando &cido

benzoico para leitdes

Autores .D.OSG Principais resultados
utilizada

- Aumento deBifidobacteriumno ileo e
Bacillusno ceco. Reducéo decolino ileo e

5 Kg/ton ceco. Aumento relacao vilosidades/criptas no
intestino delgado. Aumento de acidos graxos
volateis no ceco. Diminui¢gdo pH no célon.

Diao et al.
(2014)

- Melhora do desempenho dos leitdes, aumento
Diao et al. da digestibilidade de nutrientes e da atividade
5 Kg/ton ; o ) ;
(2013) das enzimas tripsina, lipase, amilase, maltase,
sucrase e lactase no jejuno.

Alvarado et al. 5 Kajton - Melhora do desempenho dos leitdes, reducéo
(2013) 9 do pH e contagem de coliformes nos dejetos.

Graberetal. 3,5e5,0 - Dois niveis melhoraram o desempenho dos
(2012) Kg/lton leitbes. Apenas 5 Kg/ton aumentou reten¢do de
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nitrogénio. Sem diferenca na absorcéo e
excrecao de Cae P.

Papatsiros et - Melhoria no desempenho e redug¢éo na

al. (2011) 5 Kgfton incidéncia de diarreia em leitdes.
Halas et al. 9 Me!hp_ria no desempe_nho,AaL_Jmento da
(2010) 5 Kg/ton d!gest!bllldade tota_l de nitrogénio e aumento da
diversidade bacteriana no ceco.
Halas et al. - Nao foi eficiente na reducao de diarreia_t,
(2009) 5 Kg/ton controle da populacdo de ETEC e melhoria no

desempenho de animais desafiados com ETEC.

- Melhoria no desempenho e reducéo da

Gheleretal. 2,5;50e .~ .~ = R -
(2009) 7 5 Kajton incidéncia de diarreia em leitdes para doses de 5
~ 1Y e 7,5 Kg/ton.

Torrallardona - Melhorou o desempenho e aumentou a

et al. (2007) 5K/ ton diversidade da microbiota no ileo de leitdes.
Guggenbuhl 5 Kajton - Melhoria no desempenho e reducadedaoli
et al. (2007) 9 e bactérias do acido latico no ceco de leitfes.

- Melhoria do desempenho, maior retencéo de
Kluge, Broz e 5e 10 nitrogénio, reducao de bactérias no intestino e
Eder (2006) Kgflton  estdmago, com melhores resultados com 10
Kg/ton.

Dessa forma, o acido benzoico é um eficiente matmr de
crescimento de leitBes, sendo seus principais rmoaa de acdo relacionados
ao controle de bactérias patogénicas, melhoria dasacteristicas
morfofisiolégicas do epitélio intestinal, melhonea retencdo de nitrogénio e
modulacéo da microbiota no ileo e ceco.

No entanto, dentre os trabalhos presentes natlitarando € possivel
avaliar as diferencas entre os efeitos do acidadiem em animais desafiados e
nado desafiados de uma forma dose dependente. Aéralexistir informacbes
sobre seu possivel efeito na resposta sobre a ssf@ioregénica do epitélio
intestinal dos suinos.
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2.4 Importancia da expresséo génica intestinal de suds

O desenvolvimento intestinal é profundamente imfbi@do por fatores
ambientais como microrganismos, alimentos e aditivas racdes. Diversas
alteracbes na expressao génica podem ocorrer duradésmame dos leitbes,
tendo em vista que é a fase que possui maior géterso ambiente dos animais.
Com isso, diversos genes intestinais vém sendotexoente utilizados para
caracterizar o estado de saude e desenvolvimentardmais.

O periodo pos-parto compreende importantes moddes no trato
digestério dos leitdes (WANG; QIAU; LI, 2009). A ipwrira ingestdo de
colostro causa aceleragdo no crescimento do imbesiielgado, que dobra de
tamanho e aumenta seu comprimento em 30% em @ésagbs o hascimento
(XU et al., 1992). Além dos fatores nutritivos dolastro, outras substancias
como as imunoglobulinas e fatores de crescimemumoon IGF-1, estimulam a
proliferacdo celular (ZHANG et al., 1998).

Os fatores de crescimento semelhantes a insul@&-1l e IGF-2)
constituem um sistema enddcrino/autdcrino/paraajun® media o crescimento,
diferenciacdo e a apoptose das células (SIMMEN.,e1298). Uma vez que o
tecido intestinal pode expressar proteinas de IGEus receptores, é possivel
gue esses hormOnios possam contribuir para o dgsemento pés-natal e a
maturacdo gastrintestinal dos leitbes durante ta@davida produtiva (SHEN;
XU, 2000).

O desmame provoca um aumento na expressdo de nagoci
inflamatérias e respostas inflamatérias de fasalaqo intestino dos leitdes
(PIE et al., 2004). Além das citocinas sabe-se guexpressio génica da
lactoferrina no duodeno de leitdes diminui com mento da idade (WANG,;
HAN; XU, 2006).
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A absorcdo de glicose no intestino delgado depeeddois tipos de
mecanismos de transporte. Uma € transportadoriaesgldo tipo 2 (GLUT2) e
a outra € o transportador de glicose dependentéatielo tipo 1 (SGLT1). A
expressao génica destes transportadores é cracilapabsorcdo e transporte
adequados de glicose no intestino delgado (RODRIGHIEaI., 2004). Esses
podem ser importantes indicadores da respostatiiidkesdos leitdes ao
ambiente.

Dessa forma, identificar as variagbes da respostaif@rentes genes
intestinais aos aditivos da dieta pode ser um nuu@metro para avaliar a
respostas da utilizacdo dos melhoradores de desbmpmra os leitdes, com
intuito de verificar novos mecanismos de acdo napasta tréfica e

desenvolvimento intestinal dos suinos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Dietas com acidos orgéanicos e seus sais possueanidage de reduzir
0 pH gastrico, com estimulo na secrecdo de enziligestivas pelo pancreas.
Além disso, reduzem a capacidade tamponante da dietxercem funcdes
antimicrobianas, inibindo a proliferacdo e/ou cadegdo de microrganismos
indesejaveis tanto nas matérias-primas e racoestauno trato gastrintestinal
dos animais. Estas a¢bes tém influéncia direta odofisiologia da mucosa
intestinal, que resulta em melhora no desempenina saide dos animais,
especialmente nos leitdes desmamados.

O acido benzoico é um eficiente melhorador de oresto de leitdes.
Entretanto, dentre os trabalhos presentes natliterando é possivel avaliar as
diferencas entre os efeitos do acido benzoico eimaas desafiados e néo
desafiados. Além de ndo existir informacbes solme gossivel efeito na

expressao génica do epitélio intestinal dos suinos.
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CAPITULO 2: Pigs show differences in gene expressian the jejunum for
the GLUT2, SGLT1, IGF-1 and p65/RelA in response t@xposure to
benzoic acid, L-glutamine, yeast culture and organ®il using an

ex-vivomodel
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Abstract
The objective of this study was to evaluate intedtgene expression in
response to exposure to feed additives usingexwivo model. We
hypothesized that the piglets intestine could sh@wvariable gene
expression of glucose transporter 2 (GLUTRR| /dependent glucose
transporter 1 (SGLT1)Insulin Growth Factor 1 (IGF-1) and Nuclear
Factor Kappa B (p65/RelA) genes in response to utaghine, yeast
culture, benzoic acid and oregano essential oieviauate intestinal gene
expression, six piglets at 20 kg bodyweight weughtered and the
intestinal tissue was collected 30 cm from the stdm(jejunum) of each
pig. Five 2 cm intestinal samples were collecteainfreach pig. Then,
tissues were immersed in a buffer solution withbaotic for 15 minutes,
then rinsed, followed by sample immersion for 6Ghués in cellular
culture media (Dulbecco’s Modified Eagle Medium igth glucose
HEPES modification). The media included additiaesording to the
following treatments: control (without additive)%lof L-Glutamine; 1%
yeast culture; 0.5% benzoic acid and 0.015% oregamsential oil. The
samples were rinsed with PBS and stored at -80PGubsequent RNA
extraction, cDNA synthesis and gene expression bUT2, SGLT1,

p65/RelA and IGF-1 using real qPCR. Supplementatibnoregano
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essential oil, yeast culture and L-glutamine insesh GLUT2 gene
expression in comparison to the control (P<0.0&130, 0.5% benzoic
acid had no impact on GLUTZ2 gene expression cordpargeast culture,
L-glutamine and control. Exposure to oregano essentl and yeast
culture increased intestinal SGLT1 gene expressiopiglets’ jejunum
compared to the control (P=0.0008). Benzoic acitliced the expression
of SGLT1 compared to other additives. The addibbyeast culture and
L-glutamine increased p65/RelA gene expressionomgarison to the
control (P<0.001). Exposure to yeast culture iaseel IGF-1 gene
expression compared to the control (P<0.001). htksion, the piglets’
jejunum can express the different profile of GLUBGLTL, p65/RelA

and IGF-1, in response to additive exposure.

Keywords: Swine, intestine, gut markers, glucose transporaclear

factor, real time PCR.
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INTRODUCTION
The gastrointestinal tract has a large number afctfans,

including the absorption of nutrients and selectpretection against
harmful antigens and pathogens. Feed additivea argéical determinant
in the functional development and growth of theegtine (Domeneghini
et al., 2006). After the European Union prohibithd antibiotics use as
growth promoters many alternative feed additivegehaeen evaluated to
control the piglet post-weaning diarrhea. Howe\udtle attention has
been directed towards understanding the mechangstisn of these
additives on intestinal function and development.

Acidifiers were identified early as one of the m@somising
alternative additives due their positive effectaiagt pathogenic bacteria
(Partanen and Mroz, 1999; Kluge et al., 2006; Komamet al., 2006).
Also, some organic acids as butyric acid have detnated other effects
as a nutrient and trophic factor of the intestigpithelium (Knudsen et
al., 2003). Yeast culture is another class of tadeti that can be used
against pathogenic bacteria (Van Der Peet-Schwetiady, 2007; Shen et
al., 2009) Beta-glucans work by activation of macrophagesaasing the
phagocytosis and cytokine synthesis (Williams gti896; Majtan et al.,

2005). Essential oils have demonstrated a wideegrafgffects including
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antimicrobial efficacy (Kroismayr et al., 2007; Miels et al., 2009),

antiviral (Garcia et al., 2003), antioxidant (Baj et al., 2004), and are
able to stimulate enzyme activity (Lee et al.,, 2008ng et al., 2007),
glucose absorption (Kreydiyyeh et al., 2003), imeéumnction (Jamroz et
al., 2006), analgesic and anti-inflammatory acti\ifdajhashemi et al.,

2004). Also, the use of some amino acids has dstraiad beneficial

effects on the gastrointestinal health (Carver,91%hoads et al., 2004;
Jiang et al., 2009). L-glutamine can decrease rtbalence of bacteria
translocation by reducing the adherence of bacterenterocyte (Souba
et al., 1990).

Not only is bacterial control important to the sejnthe host
response has a great importance to manipulate #strogtestinal
development. Understanding the major effects ofzbenacid, yeast
culture, oregano essential oil and L-glutamine antestinal gene
expression are important to optimize their usehi@ animal feed. It is
possible but unknown if benzoic acid has a direaphic effect in the
intestinal epithelium. Yeast culture may also ad monspecific
stimulators of the intestinal membrane via theitaBglucan, amino acid

and nucleotide content. Due the many effects ofutagnine and oregano
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essential oil, understanding of their specific natbms in the gene
expression are important to improve their resutis possible association
with other feed additives. Therefore, knowledgengichanisms involved
in the structural and functional intestinal resgori® nutrients and
additives in the diet need to be better understddek intestinal gene
expression associated to additives used could @pproach to achieve
better additive effects and piglet performance.

Theex-vivotechnique has been recently used to evaluatefint e
of some additives on immune response in the sviégsei¢ challenged by
LPS (Smith et al., 2011; Bahar et al., 2012; Ledretral., 2012). The use
of ex-vivomodel in response to exposure to feed additiveh®mtestine
tissue function has not been evaluated. The mahaahis study was to
evaluate intestinal gene expression in responsexfmsure to feed
additives using aex-vivomodel of porcine intestine tissue. Through the
gene expression in the jejunum in response to heloid, yeast culture,
oregano essential oil and L-glutamine, using thealR&me PCR

technique.
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MATERIAL AND METHODS
Ex-vivomodel

All animal care and use procedures were approvedPinyglue
Animal Care and Use Committee. Intestinal samplesix piglets of
approximately 20 kg BW harvested at the Purdue émsity meats
laboratory were collected. Intestinal tissues waléected 30 cm from the
stomach (jejunum). Five intestinal samples weréect#d of each pig for
assignment to the treatments. The samples wereedasith Phosphate
Buffer Solution (PBS) usingissetuntil there were no more contents
immediately post-harvest. Then, the samples werseirsed individually
in 50ml polypropylene tubes containing a bufferusoh (50 mM / L
mannitiol, 2 mM / L tris-HCL, ph 7.4) with antibics per 15 minutes,
kept in an insulated box with ice and transportedJSDA laboratory
located in Purdue University. The buffer solutioasamade using a ultra-
pure water containing an antibiotic mixture of m#hn, neomycin and
streptomycin, 1% (0.1 ml / ml of solution, SigmadAth, St. Louis, MO,
EUA) to eliminate a microbiotal presence in the pks.

Then the tissues were rinsed with PBS and immefeed0
minutes in cellular culture media (Dulbecco’s Maelif Eagle Medium-

high glucose HEPES modification, with 4500 mg / luagse, 25 mM
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HEPES, and sodium bicarbonate, without L-glutamered sodium
pyruvate, liquid, sterile-filtered, suitable forliceulture - DMEM). Feed
additives were added according to the followingatmeents: control
(without additives); 1% of L-Glutamine>(99%; Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA); 1% of yeast culture (Varied Indiss Corporation,
Mason, 10, EUA); 0.5% of benzoic acig 09.5%; Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) and 0.015% of oregano essential (@00%; NOW
Foods, Bloomingdale, IL, EUA). The tissues weraulmated at 37°C in a
closed Falcon tube, without air or gas supplememtat Some additives
are not soluble in the medium, thus the plates wéaeed on a rocking
platform to keep the tissue in contact with adéitiv

After the incubation, the tissues were rinsed VABS and stored
at -80C in a cryovial tube with 0.5 ml of TRIZdIreagent (Invitrogen,
China) for subsequent RNA extraction, cDNA synthesind gene

expression analyses.
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Total RNA was isolated from approximately 50 mgijgjm tissue
samples using TRIzBI reagent (Invitrogen, China) according to the
manufacturer’s instruction. Precipitated RNA waspgnded in 20 pL of
Rnasefree water and treated with DNAse (Invitrogémna), then stored
at -80C. RNA quantity was assessed by UV spectrophotamdie
synthetize the cDNA, the same RNA quantity per damm@as used which
was produced by diluting the higher RNA concentrativith RNAse free
water. First-strand cDNA was synthetized from 5qfltotal RNA using
oligodT primers and Superscript Il reverse traqdage according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen, China).n8etized cDNA was
diluted five times with sterile water and stored2°C before use.

The gene expression analyses were performed toltbesing gut
markers: glucose transporter 2 (GLUT2Na'-dependent glucose
transporter 1 (SGLT1)Nuclear Factor Kappa B (p65 / RelA) and Insulin
Growth Factor 1 (IGF-1)using real time PCR (qPCRhwrimers shown
in Table 1.

Real-time PCR amplification was performed in 25 gfLreaction
mixture containing 5 pL of diluted cDNA, 12.5 puL 8k SYBR Green

PCR Master Mix (Roche, Switzerland), 2.5 pL of epdimer, and 3 pL
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of PCR-grade water. The PCR procedure for GLUTXsbed by heating
the reaction mixture to 9@ for 5 min followed by 40 cycles of 8@ for

30s and 5% for 30s and 72°C for 40s. The SGLT1 proceduresisted

of heating the reaction mixture to“@for 5 min followed by 40 cycles of
94°C for 30s and 5% for 30s and 72°C for 40s. The p65/RelA procedure
consisted of heating the reaction mixture t6®@%or 5 min followed by

40 cycles of 92C for 30s, 54C for 30s and 72°C for 40s and IGF-1
consisted of heating the reaction mixture t8®%or 5 min followed by

40 cycles of 92C for 30s, 56C for 30s and 72°C for 40s.

A dissociation curve was run for each plate to ionfthe
production of single product. PCR data obtainedhftbe ABI 7500 Real-
time PCR System were automatically analyzed by isppBio systems
Software. The relative standard-curve method wasl us quantify the
MRNA concentrations of each gene in relation to tbierence gene
(GAPDH). The mRNA relative abundance was calculatedording to
the method of Pfaffl (Pfaffl, 2001). All samples nweanalyzed in

quadruplicate.
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Statistical analyses

One pig from each repetition was used as the expatal unit (n
= 6) for statistical analysis of gene expressidme Bhapiro-Wilk test was
used to analyze the normality of the data. If thgable was not normally
distributed, a transformation of the variable was@using PROCRANK
(SAS Inst. Inc., Cary, NC, 2009). Effects were gmatl as a randomized
complete block design analysis of all data usirgRROC MIXED (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, 2009). The animal was theckiog factor, and the
jejunum segment was the experimental unit. Thecefhé treatments on
gene expression levels in piglets was assessedy uBukey test.

Differences among means were considered signifaaRt0.05.

RESULTS

The gene expression results are presented in thde TA
Supplementation of 0.015% oregano essential &l, yfeast culture and
1% L-glutamine increased intestinal GLUT2 gene egpion compared
to the control treatment (P<0.001, Fig. 1). Als®20 benzoic acid had no
effect on the GLUT2 gene expression compared testyealture, L-

glutamine and control.
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The addition of 0.015% oregano essential oil andy#¥st culture
increased intestinal SGLT1 gene expression comptoethe control
(P=0.0008, Fig. 2). Benzoic acid (0.5%) reduced #xpression of
SGLT1 compared to the oregano essential oil, yaasire, L-glutamine
and control treatments. The exposure of the jejutani% of yeast
culture increased intestinal IGF-1 gene expresstompared to the
control (P<0.001, Fig. 3).

The addition of 1% yeast culture and 1% L-glutamimereased
intestinal p65/RelA gene expression compared tocthwrol (P<0.001,
Fig. 4). The increased gene expression in resptinslee yeast culture
may be due to the greater concentration of betagkigvhich result in an

activation of NF-KB and subsequent stimuli of cyteksecretion.

DISCUSSION

Some feed additives may have direct effects onitiestinal
function. Understanding at the molecular level henme additives can
modulate the intestinal development and healthccbela new approach
to achieve better additive responses in commepiadluction. Theex-
vivo technique has been recently used to evaluate fteet ef some

additives on immune response in the swine tisswdlertged by LPS
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(Smith et al., 2011; Bahar et al., 2012; Leonaralet2012). For this,
biotechnological tools are available to study tslatton between nutrition
and tissue gene expression. In this study we usezk-&ivomodel and
gPCR techniques to evaluate the gene expressigut oharkers related to
digestive, immune and intestinal development furctin piglets. It is
important to validate the methodology for otheregenot related with the
immune system.

Glucose absorption in the small intestine depemdswvo types of
transport mechanisms, the glucose transporter @) and the N&
dependent glucose transporter 1 (SGLT1). The egjnesof glucose
transport genes such as GLUT2 and SGLT1 is cracighe absorption
and transport competence of glucose in the smisiime (Rodriguez et
al., 2004).

The glucose transporter 2 serves as a facilitaiecbge diffusion
system through lipid bilayers, in the basolateranmbrane, transports
both glucose and fructose, providing a common paihway into the
blood (Cheeseman, 1993; Breves et al.,, 2007). T®wonsl system,
SGLT1 mediates Nd glucose co-transport function both in kidney and

intestine as a secondary active transporter (Bretak, 2007). The high
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affinity, low capacity SGLT1 has a saturation resgm The saturation
does not affect the transporter expression in titestinal mucosa. The
otherwise, low-affinity, high-capacity GLUT2, howay does not become
saturated and gradually accounted for the majdrqdabsorption as high
glucose concentrations (Kellett and Brot-Laroctif)3).

Plasma glucose is maintained at approximately 5mM Any
glucose is rapidly captured by SGLT1, and thisdpamters are the only
ones able to transports glucasgainst concentration gradient (Kellett and
Brot-Laroche, 2005). Otherwise, apical GLUT2 caovte a major route
of sugar absorption by which absorptive capacitsagdly and precisely
up regulated to match the dietary intake of sudarsg assimilation of a
meal. Apical GLUTZ is not only regulated by longdashort-term supply
of dietary sugars, but also by local and endocthinemones, cellular
energy status, stress, and diabetes; regulatiamr®terough a network of
intracellular signaling pathways (Kellett and Btatroche, 2005). Stress
releases glucocorticoids which rapidly inhibit aiGLUT2 insertion as
part of the body's emergency response that enabpespheral

mobilization of energy stores (Shepherd et al. 4200
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Maternal piglets’ separation results in elevatedisol levels in
piglets at weaning (Klemcke and Pond, 1991). Weananorexia
contributes to small intestine inflammation due amcrease in
inflammatory T-cell numbers and local expression tbe matrix
metalloproteinase stromelysin while jejunal villusight, crypt depth and
major histocompatibility complex (MHC) class | RNA&xpression
decreased (McCracken et al., 1998).

In this study, the feed additives have an effectirtorease
intestinal GLUT2 (oregano essential oil, yeast ungltand L-glutamine)
and intestinal SGLT1 (oregano essential oil andstyeailture) gene
expression. The increase in the glucose recepttimarpiglets’ jejunum
could optimize glucose uptake. These results hageeat importance to
the weaning piglets that have a higher stress é weaning process
associated a glucocorticoid release and a decreéaseahe feed
consumption who contributes to a reduction in GLUWEhe expression,
reduction in the intestinal villus height and cryfgpth and increase the
intestinal inflammatory response.

Song et al. (2010) demonstrated up-regulation ot BGand

GLUT2 mRNA expression in the small intestine of pgubmitted to a
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heat stress in response to receiving feed contaifoiar herbs, including
Cortex Phellodendron Rhizome AtractylodesAgastacherugosaand
Gypsum FibrosumTherefore, we expected that feed additives may be
able to regulate GLUT2 and SGLT1 gene expressite. dorrect use of
these compounds can optimize the glucose absorgspecially in stress
condtions as the weaning.

Wang et al. (2008) reported coordinated alteratiofisgene
expression in response to dietary glutamine supghation to improve
nutrition status in piglets. This amino acid isuigd for the synthesis of
purine and pyrimidine nucleotides that are esskfdrathe proliferation
of cells, including intestinal mucosal cells anttaepithelial lymphocytes
(Wu, 1998). Consequently use of 1% of glutamineveaning piglets
enhanced intestinal oxidative-defense capacitygimed jejunal atrophy,
promoted small intestine growth and body weighhgaiweaned piglets.
In this study, the GLUT2 gene expression in thdgis) jejunum was
increased by exposure to 1% L-glutamine.

The reduction in the gene expression for GLUT2 &@GILT1
following exposure to benzoic acid exposure cowdlbe a reduction in

the pH. These reductions in pH were observed bygés in the medium
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color with the addition of benzoic acid. Howevedd#ional studies are
necessary to understand these results.

In vivo, IGF-I has a wide range of biological actions, imithg
stimulation of proliferation and differentiation many tissues (Jones and
Clemmons, 1995) angblays a vital role in the modulation of piglet
intestinal post-natal growth. Enteral supplemeatabf IGF-1 increased
the intestinal growth of newborn piglets (Burrina&t 1996).

In vitro, IGF-I can stimulate a number of cellular trangpor
processes, including facilitated glucose uptakeog&er et al., 1987).
Alexander and Carey (1999) verified an increaseSBLT1 gene
expression and increased in proliferation of erges in IGF-I-treated
piglets. In this study we observed the increasé@R-1, SGLT1 and
GLUT2 gene expression to the yeast culture, thesalts could has a
correlation between these variables. Which a MhigligF-1 gene
expression could has an effect to increase the 3GIid GLUT2 gene
expression as suggested by Prosser et al. (1987).

Kroismayr et al. (2008), did not find a responsetbe piglets
IGF-1 gene expression to an essential oil blend ¢batained oregano

essential oil. The antioxidant and antimicrobiafeefs of oregano
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(Origanum acutidensare commonly attributed to carvacrol (Goze et al.
2010). In these study, only oregano essential a8 wsed. The tendency
for increased IGF-1 gene expression may have beental a greater
concentration of carvacrol.

The molecule of NF4B is comprised of one or two proteins. Five
subunits of proteins are used to form the NB- The predominant form
is composed of p50 and p65/RelA subunits (Ghoshalet 1998).
Response to a wide range of stress signals (epppdlysaccharide
(LPS), tumor necrosis factor (TNF), interleukin 1), and virus
infection), leads to the activation of NFB, which then allows NF4B to
enter the nucleus and activate transcription oewahge of target genes
related to cytokine production (May and Ghosh, 3998 modulation of
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines rnbse considered as
important property of feed additives (Gao et all12). The increase in
the p65/RelA could be related to cytokine secretiod these responses
are important to prevent pathogenic bacteria aciionthe piglet's
intestine. The presence of NFB can enhances the transcription of a

variety of genes despite cytokines, including gfovdctors, adhesion
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molecules, immunoreceptors, and acute-phase pso{@imothy et al.,
1997).

The increase in the p65/RelA may be related to ghsnin
cytokines or growth factors production producedthy feed additives.
Broussard et al. (2001) reported that pro-inflananatytokines induce
resistance of hepatic GH receptors, leading togaifstant reduction in
plasma IGF-I. It has been observed increase effett$GF1l gene
expression in thesdindings. Therefore, the greater p65/RelA gene
expression could be related to intestinal growtidiss stimuli. However
more studies are necessary to understand thedtsresu

Even with a significant difference for all gut mark, we suggest
when using thex-vivomodel, an increased number of repetitions in order
to have a better separation of results due torhguat of variation in the
variables measured.

In conclusion, the piglets show different ratesegempression in
the jejunum of GLUT2, SGLT1, p65/RelA and IGF-1 aating to the
additives used followingx-vivomodel. Theax-vivomodel can be used to
evaluate the effects of additives in the responsgda range of intestinal

markers involved in the digestible, hormonal or ioma function in
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piglets. In addition, the gene expression profégedmination in the gut
markers involved in an intestinal development aigtep health may have
great impact to understand how some additives taffechost response.
These findings can contribute to a better use doitiges and nutrients in
the diets to optimize the performance responsehefanimals and to
provide a better intestinal function and health dhallenge in the

production system as weaning or high pressure thibgans.
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Figure 1 mRNA relative abundance of GLUT2 in piglgejunum received
benzoic acid, yeast culture, L-glutamine or oregassential oil in an
ex-vivo model. Values are means with their standardrs represented
by vertical bars, n = 6. P<0.0001.
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Figure 2 mRNA relative abundance of SGLT1 in piglgejunum received
benzoic acid, yeast culture, L-glutamine or oregessential oil in an
ex-vivo model. Values are means with their standardrs represented
by vertical bars, n = 6. P=0.0008.
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Figure 3 mRNA relative abundance of IGF-1 in pigleejunum received
benzoic acid, yeast culture, L-glutamine or oregessential oil in an
ex-vivo model. Values are means with their standardrs represented
by vertical bars, n = 6. P<0.0001.
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Figure 4 mRNA relative abundance of p65/RelA inlgtigj jejunum received
benzoic acid, yeast culture, L-glutamine or oregessential oil in an
ex-vivo model. Values are means with their standardrs represented
by vertical bars, n = 6. P<0.0001.
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Tables

Table 1 Gut markers and sequence of primers tdirealPCR.

Gut marker  Primer Sequence (5'-3") Reference

Forward CAGCAATGCCTCCTGTACCA Smith et al. (2011)

GAPDH  peverse  ACGATGCCGAAGTTGTCATG
Forward CAGGGGTGCTATTGGTGC
GLUT2  Reverse TTCCTTGCTTTGGCTTCC Song etal. (2010)
Forward  CATCATCGTCCTGGTCGTC
SGLTL  peverse  TGCCTCCTCTTCCTTGGT Song etal. (2010)
065 / RelA Forward GGAACACGATGGCCACTTG Santos et al. (2007)
Reverse AAGAGGACATCGAGGTGTATTTCAC
Gr1  Fowaid  CTGTAACCATGAGGCTGAGA .o oo

Reverse CTCCATACTTCCTGTACTCC

Table 2 mRNA relative abundance of GLUT2, SGLT15/B&IA and IGF-1 to
piglets received different additives and nutrtent

C BA YC G 00 SEM P
GLUT2 1.00C 1.09BC 347AB 2.82AB 5.62 A 0.57 <0.0001
SGLT1 1.00C 0.44D 3.58A 1.58 BC 3.16 AB 0.29 =0.0008
p65/RelA 1.00C 1.51BC 6.36 A 2.05AB 178 ABC 0.95 <0.0001
IGF-1 1.00B 1.71B 4.58 A 2.25 AB 2.28 AB 0.57 <0.0001
1C: Control; BA: Benzoic acid; YC: Yeast culture; IGglutamine; OO: Oregano oil;

* Line letters differ by Tukey test P<0.05.
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CAPITULO 3: Efeitos do acido benzoico sobre o desgrenho, incidéncia de
diarreia, morfologia intestinal e producéo de &cids graxos volateis

no ceco de leitdes inoculados com co//K88+
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RESUMO

Os leitdes durante o0 desmame sdo expostos a esdEssutricionais,
imunolégicos e psicoldgicos, e esses eventos aameat susceptibilidade do
trato gastrintestinal aos patégenos. Nesse sentibjetivou-se neste estudo
avaliar os efeitos de niveis crescentes de acidozdieo para leitdes
desmamados inoculados via oral cd@scherichia coli (K88"), sobre o
desempenho, incidéncia de diarreia, pH intestimabrfologia intestinal,
populacdo dd.actobacilluse Bifidobactéria no ceco e a producdo de acidos
graxos volateis no ceco (AGV) na fase de creche,desempenho posterior
durante o crescimento e terminacdo. O experimewio cbnduzido na
Universidade Federal de Lavras, em Minas Gerais. tot@ de 224 leitbes
machos castrados desmamados aos 21 dias foi abtmotir de um rebanho
suino comercial (Fémeas DanBred - DB90 x Machos-ARBPIC337). Os
animais foram alojados nas instalagbes de crechebaias suspensas. A
temperatura foi controlada e adequada para a fasgedhe. Foi utilizado um
delineamento experimental em blocos casualizadossguema fatorial 4 x 2,
quatro niveis de acido benzoico 0,00; 0,25; 0,50,%% para os leitdes
inoculados ou néo inoculados cémcoli, com sete repeticdes e quatro animais
por baia. As dietas foram formuladas sem antitmétie/ou promotores de
crescimento para atender as exigéncias do NatReseéarch Council - NRC
(2012), sendo fornecidaad libitum durante todo o periodo experimental. As
variaveis avaliadas foram desempenho de leitdesfeesm de creche até a
terminacdo, incidéncia de diarreia, pH dos segnseintestinais, caracteristicas
morfolégicas do intestino, producdo de acidos gsaxolateis no ceco e
contagem ddactobacilli spp. e bifidobacteriumno ceco. O &cido bezoico
influenciou de forma cubica o pH na por¢édo termohalileo (P<0,05). Houve
aumento linear (P<0,05) sobre a altura de vilogiddal ileo e reducéo linear na
profundidade de cripta do ileo e colon de leitdds. ceco foi observado
aumento numeérico para a producao de acido bu(fie0,0708). Houve reducéo
linear (P<0,05) para a incidéncia de diarreia esposta a suplementagédo do
acido benzoico. Entretanto, nao foi observado @f{git-0,05) sobre a contagem
de Lactobacilli spp. eBifidobacteriumno ceco. Com isso, a utilizacdo do acido
benzoico demonstrou efeito linear significativo reob peso vivo dos animais,
ganho de peso médio diario, consumo de racdo mdidiio e conversao
alimentar aos 63 dias de vida (P<0,05) e para o p®se e ganho de peso aos
147 dias (p<0,05). A dose de 0,75% apresenta mefedo sobre a reducéo do
indice de diarreia, melhoria das caracteristicasfaidgicas do intestino e
consequentemente o desempenho de leitdes na fasectie até a terminacgéo.

Palavras-chave: Suinos. Acidos graxos. Morfologfiestinal. Diarreia.
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ABSTRACT

Piglets during weaning are exposed to nutritionmhmunological and
psychological stressors and these events increaseemibility of the
gastrointestinal tract to pathogens. In this setts®,aim of this study was to
evaluate the effects of increasing levels of benzatid to weaning pigs
inoculated orally with Escherichia coli (K88"), on performance, diarrhea
incidence, intestinal pH, intestinal morphologypplation ofLactobacillusand
Bifidobacteria in the cecum and the volatile fattids production in the cecum
(AGV) in the nursery phase, and subsequent perfocsaluring the growing
and termination. The experiment was conducted atRbderal University of
Lavras, Minas Gerais. A total of 224 barrows weaaie?ll days obtained from a
commercial swine herd (Females DanBred - DB90 xeMAC-AGPIC337). The
animals were housed in nursery in suspended balys. t&mperature was
controlled and suitable for the nursery phase. Apeemental design of
randomized blocks, in 4 x 2 factorial design, ftewels of benzoic acid 0.00;
0.25; 0.50 and 0.75% for the inoculated or not utated piglets withE. coli,
with seven replicates and four animals per pentsDiere formulated without
antibiotics and/or growth promoters to meet the NRQ12), and providedd
libitum throughout the experimental period. The variabtesluated were
performance of piglets in the nursery phase uatihtnation, diarrhea incidence,
pH of the intestinal segments, morphological charistics of the intestine,
production of volatile fatty acids in the cecum adintinglactobacilli spp. and
bifidobacteriumin the cecum. The benzoic acid influenced cubjctile pH in
the terminal portion of the ileum (P<0.05). Theraswa linearly increased
(P<0.05) on the ileal villus height and linear d==e in crypt depth of the ileum
and colon of piglets. In the cecum numerical inseefor the production of
butyric acid (P=0.0708) was observed. There waseal decrease (P<0.05) for
the diarrhea incidence in response to supplementafibenzoic acid. However,
no effect (P>0.05) was observed on the counting.adtobacilli spp. and
Bifidobacteriumin the cecum. Thus, the benzoic acid use showsigréficant
linear effect on live weight, average daily weighin, daily feed intake and feed
conversion at 63 days of life (P<0.05) and for kweight and weight gain at 147
days (p<0.05). The dosage of 0.75% has a betteetadh, reducing the diarrhea
index, improvement in the morphological charactesgsof the intestine and
consequently the piglets performance at nursergehatil termination.

Keywords: Swine. Fatty acids. Intestinal morphology. Digah
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1 INTRODUCAO

Leitbes durante o desmame sao expostos a variaessEmes
nutricionais, imunolégicos e psicolégicos. Essesentds aumentam a
susceptibilidade do trato gastrintestinal paragends, provocando doencas que
sdo, na maioria das vezes, associadas a diarr&tgclierichia colié¢ uma das
causas mais importantes de diarreia pés-desmanseiieiws (FAIRBROTHER;
NADEAU; GYLES, 2005).

Dentre as alternativas para controle dessa diawsi@cidos organicos
foram identificados como uma das mais promissqrascausa dos seus efeitos
positivos contra bactérias patogénicas (PARTANENROQZ, 1999; ROTH;
KIRCHGESSNER, 1998). O &cido benzoico apresentactanistica de néo
alterar o pH do estémago, duodeno e jejuno deeleifRLUGE; BROZ; EDER,
2006; NATIONAL COMMITTEE FOR SWINE PRODUCTION, 2000
Entretanto, tem demonstrado efeitos positivos reem@enho de leitdes em
situacfes de baixo desafio (ALVARADO et al., 20D8A0 et al., 2013, 2014;
GHELER et al., 2009; GRABER et al, 2012; HALAS at., 2010;
PAPATSIROS et al., 2011). Por outro lado, em siiea¢c de desafio
experimental, ndo foi observado efeito do acidabiEw no controle bacteriano
e na melhoria de desempenho (HALAS et al., 2008%sB forma, as diferencas
associadas no mecanismo de acdo do acido benmntasjtuacdes de alto e
baixo desafiado em leitbes, ndo foram bem elucglada

Com isso, objetivou-se neste estudo avaliar ososfdie niveis de acido
benzoico para leitdes recém-desmamados inoculaglasdo inoculados com
Escherichia coli (K88"), sobre o desempenho, incidéncia de diarreia, pH
intestinal, morfologia intestinal, populacé@o dectobacilluse Bifidobacterium
no ceco, a producdo de &cidos graxos volateis oo ca fase de creche, e o

desempenho nas fases de crescimento e terminacao.
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2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado no Protocolo n °© 092 /12juleho/2013, de
acordo com os principios de ética em experimentagimal adotados pela
Comiss&o de Etica no Uso Animais - CEUA da Univiade Federal de Lavras.

2.1Animais e instalacdes

O experimento foi conduzido no Centro Experimed&lSuinos (CES)
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federhavras (UFLA), em
Lavras, Minas Gerais. Um total de 224 leitdes macotestrados foi obtido a
partir de um rebanho suino comercial (cruzament@meas DanBred - DB90 x
machos PIC- AGPIC337). Os leitdes foram desmamadss21 dias de idade
com peso inicial de 6,37 £+ 0,34 kg. Os animaisrfoedojados na unidade de
creche em baias suspensas, cobertas por piso ¢otalmipado (1,5 x 1,5
metros), com comedouro tipo calha e bebedor nipple A temperatura foi
controlada pela administracdo de janelas e altarlmhipadas de aquecimento
para manter o ambiente adequado de acordo corde dides animais.

2.2 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento experimental em béocasualizados, em
esquema fatorial 4x2, com quatro niveis (0,00; 0,2%0 e 0,75%) de acido
benzoico (Vevovitafi 99,5%, DSM Nutritional products para os leitdes
inoculados ou néo inoculados cdin coli K88, totalizando oito tratamentos,
com sete repeticdes cada e quatro animais por ®gieso inicial foi utilizado

como fator para bloco e a baia como unidade expetah Os animais
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inoculados foram alojados em sala separada dos$noé&alados, para evitar a
contaminacao cruzada.

As dietas ndo tinham em sua composicdo nenhundépantibiético. A
dieta basal foi formulada para atender as espacdi&s nutricionais sugeridas
pelo NRC (2012) para suinos com peso de 5 a 10akgritheira a terceira
semana (pré-inicial 1 e pré-inicial 2) e de 10 &@gas ultimas trés semanas
(Inicial) (Tabela 1). No entanto, para o controle domplexo de doencas
respiratorias dos suinos, 0s animais receberamimeip dia experimental uma
dose de antibiéticos com base de tuIatromicina>(1Dm§, Zoetis; 0,15 ml por
animal). A tulatromicina concentra-se principalneenb pulméo, e objetivou-se
com seu uso evitar fatores ndo associados ao desaférico que poderia
prejudicar o desempenho dos animais e o confundimeos resultados do

estudo.



Tabela 1 Composicao das dietas experimentais
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Ingredente Pré-inicial 1 Pré-inicial 2 Inicial
Milho 14,825 45,266 53,539
Milho pré-gelatinizado 15,000 - -
Farelo de Soja 46% 29,180 32,250 27,400
Farelo de bolacta 20,000 6,000 10,800
AcUcar - 2,000 3,000
Dextrose 5,000 2,000 -
Oleo de soja - 0,400 1,000
Start-pro 2¢ 5,090 - -
Prius L-72° 6,000 8,000 -

Sal 0,350 0,354 0,500
Calcario - 0,070 1,000
Fosfato Bicélcico 1,610 1,520 0,923
Caolirf 1,000 1,000 1,000
L-Lisina-HCL 99% 0,600 0,400 0,280
MHA-Metionina 84% 0,310 0,110 0,095
L-Treonina 98.5% 0,230 0,070 0,076
L-Triptofano 98% 0,030 - -
L-Valina 96.5% 0,200 0,020 -
Colina 60% 0,010 - 0,037
Bicarbonato de sédio 0,200 0,200 -
Premix vitaminicd 0,100 0,100 0,100
Premix minerdl 0,200 0,200 0,250
Palatabilizante 0,065 0,045 -
Total 100 100 100
EM Kcal/Kg 3550 3350 3319
PB (%) 19,98 20,10 17,93
Lis. dig. (%) 1,45 1,34 1,05
Met+Cist dig. (%) 0,82 0,67 0,59
Treo. dig. (%) 0,90 0,77 0,67
Lactose equivalente (%) 12,13 9,94 3,46
Fosforo total (%) 0,66 0,66 0,49
Calcio (%) 0,85 0,70 0,74

‘5% de lactose?Produto comercial com 40,5% lactoSBroduto comercial com 72%
lactose; *Material inerte composto por silicatos hidratades auminio; *Suplemento
vitaminico contendo por kg de produto: Vitamina &000,000 Ul; Vitamina D3:

1.200,000 UI; Vitamina E: 20.000 mg; Vitamina K35@0 mg; Vitamina B1: 1.000 mg;

Riboflavina (B2): 4.000 mg; Piridoxina (B6): 2.0@80g; Vitamina B12: 20.000 mcg;

Niacina: 25.000 mg; Acido Pantoténico: 10.000 mgida Fdlico: 600 mg; Biotina: 50

mg; Vitamina C: 50.000 mg; Antioxidante: 125 ni§uplemento mineral contendo por
kg de produto:: Selénio, 500 mg; Ferro, 70.000 @ghre, 20.000 mg; Manganés,
40.000 mg; Zinco, 80.000 mg; lodo, 800 mg; Cobdfa) mg.
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2.3 Procedimento experimental

As dietas experimentais foram fornecidas durantadid® na fase de
creche. O consumo de racao e peso corporal forgistredos aos 21, 42, 49 e
63 dias de vida. As sobras de racdo foram avaliddag&amente. Com base
nesses dados, o ganho de peso diario, consumadle eaconversdo alimentar
foram calculados.

Para a andlise de escore fecal, as fezes eranadasldiariamente e
classificadas na baia como fezes normais (auséeciiarreia) ou como fezes
liquidas e pastosas (presenca de diarreia), segaindetodologia de Casey et
al. (2007). No final do ensaio calculou-se a oqwi® de diarreia em
percentagem relacionada aos dias de estudo.

No décimo primeiro e décimo segundo dia do exparimens animais
dos tratamentos inoculados receberam oralmentedérsblucéo contendo %0
CFU/mL de Escherichia coli Os animais ndo inoculados receberam, nos
mesmos periodos, 1ml de solucdo salina, para padrammanejo realizado em
todos os animais.

O in6culo bacteriano utilizado foi preparado a ipala cepa bacteriana
de Escherichia coliK88" (LT", STd e STB). A cepa foi cultivada em meio de
cultura durante 18 horas e separada por centrifiogacLavou-se
sequencialmente em PBS trés vezes, até uma coagi@mtde 10bactérias/ml
de acordo com a metodologia de Halas et al. (2009).

Aos 42 dias de vida um animal por repeticéo fotidbgpeso vivo mais
préximo a média da baia), totalizando 56 leitGete por tratamento. O abate foi
realizado por electronarcose, seguido por exsaagdm Os abates foram
realizados em um frigorifico municipal localizadn &avras/MG.

O abate foi realizado a fim de avaliar o pH do mstfo, duodeno, ileo

e ceco, coletar segmentos intestinais (jejuno, dl@dlon) para mensuracdo da
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morfologia do epitélio intestinal (altura de vildades, profundidade de cripta,
relacéo vilus:cripta dos segmentos do intestingadi®; avaliacdo das criptas no
célon), coleta do contetdo cecal para andlise ddugéio de acidos graxos
(propidnico, butirico e latico) e contagem ldeectobacilli sppe Bifidobacterium
no ceco.

O pH dos diferentes segmentos intestinais foi nrasulogo apos o
abate e evisceracao, utilizando pHmetro Testo Z85t¢ do Brasil, Campinas-
SP).

Logo apés a avaliacdo do pH, as amostras do camteécal foram
coletadas em frasco estérii para as andlises d#o agiaxos volateis e
microbiologia. Para extrair e conservar 0s acidesas presentes no conteddo
cecal, em uma amostra de dois gramas de contelirloranli-se 4 ml de acido
formico 17% e realizou-se centrifugacdo a 2500 REMsobrenadante foi
transferido para um novo tubo e armazenado a -208Ca analise de acidos
acetico, propionico e butirico por cromatografissa@s como descrito por
Playne (1985).

As andlises da populacéo Hactobacilli spp. eBifidobacteriumforam
realizadas pelo método de cultura com meio selebgecifico. As amostras do
contetdo do ceco foram homogeneizadas e uma suttande 1 grama foi
retirada. Em seguida adicionou-se 9ml de PBS ¢&oluampéo de fosfato)
estéril. Diluicbes em série (1:10) foram preparades PBS e as amostras
diluidas foram semeadas em meio Rogosa (100 puLyg&oma Aldrich, St.
Louis,. MO, EUA) e incubadas em aerébiose a 37/@rde 24h para contagem
de Lactobacilli spp., e em meio BSM (100 uL/poco) (Sigma Aldrigh,Louis,.
MO, EUA) e incubadas em anaerdbiose a 37°C duéBtiepara contagem de
Bifidobacterium de acordo com os métodos descritos por Huany €2094).
Contagens das colbnias (ufc/g) foram submetidasrisformacado logaritmica

(logio) antes da andlise estatistica.
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Em seguida realizou-se a coleta das amostrasudmjdjeo e cdlon para
andlises morfoldgicas. Os segmentos foram previem&vados com soro
fisiolégico, e fixados em formol a 10% por 48 hoeasoradas de acordo com a
metodologia de Pluske, Williams e Aherne (1996bua® laminas foram
confeccionadas com trés cortes cada por trataméhtigjuno e ileo foram
amostrados por corte com dez vilosidades intestipaira avaliagdo de altura de
vilosidade, e dez criptas para profundidade dea;rip célon foi amostrado em
dez criptas. Todas as laminas foram avaliadas éstrae Microscépio 6tico
Leica Leitz DM RXE, com CameraLeica DC-100 associada e software
analisador de imagend.éica QWIN ProV.23” (eica Microsystems Imaging
Solutions.

Apés a fase de creche os animais foram transfepdos o crescimento
e terminacdo para avaliar o efeito residual daesnphtacdo do &cido benzoico
sobre desempenho. Durante essas fases os animelienem dieta a base de
milho e soja seguindo as recomendac¢fes do NRC 2042 64 aos 147 dias de
vida, sem nenhuma suplementacédo de aditivos, exEts a saida de creche,
onde todos os animais foram submetidos ao tratamenapéutico a base de
neomicina (140 ppm neomicina base, 5 dias), pataralisseminacéo da. coli
dentro dos galpbes.

O consumo de ragéo e peso corporal foi registaaddl47 dias de vida.
As sobras de racdo foram avaliadas diariamente. Gase nesses dados, o
ganho de peso diario, o consumo de racdo e a #walimentar foram

calculados.

2.3 Andlises estatisticas
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A baia foi utilizada como a unidade experimentat (B6) para a analise
estatistica. O teste &hapiro-Wilkfoi utilizado para analisar a normalidade dos
dados. Se os dados ndo apresentassem essa didtrjbera realizada a
transformacdo usando PROCRANK (SAS INSTITUTE IN®O®). Efeitos
foram analisados em fatorial, com analise de bleessializados para todos os
dados utilizando a analise ANOVA através do PROCG(3AS, 2009). O
efeito dos tratamentos foi avaliado através do PRREG. E os efeitos do
inoculo foi avaliado através do teste F. As difeenentre as médias foram

consideradas significativas enx®,05.



90

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Temperatura ambiental

As temperaturas maxima e minima durante a fase rdehe& do
experimento podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2 Temperatura maxima e minima durante adiaseeche do estudo

. Temperatura sala inoculados Temperatura sala o&alada
Idade em dias — — — —
Maxima Minima Maxima Minima
21-28 31,9+£1,0 248+16 31,5+0,9 23,119
29-35 31,722 254+18 31,0x1,9 24,4+0,9
36-42 28,8+£0,8 228+0,5 28,0+£0,9 22,5+0,8
43-49 28,312 22,3+0,5 27,711 219+1,0
50-57 30,7+0,9 223+x04 30,1+1,0 21,9+0,3
58-63 31,3+14 22,6 +£0,7 30,9+0,8 22,5+0,8

A medida que os suinos crescem, suas exigénciascéér variam. E
importante monitorar e ajustar a temperatura dalago de acordo com essas
exigéncias, pois a temperatura interfere diretaenem@ comportamento dos
animais como consumo de ragao e consequentementesempenho.

Muitas vezes as instalacbes ndo propiciam um dentideal da
temperatura, com isso avaliar a temperatura maxmainima durante a
realizacdo de estudos nos sistemas de producaaimies £ importante, pois
auxilia na interpretacao dos resultados obtidos.

Pode-se observar que as temperaturas maximas elaréase de creche
do experimento atingiram a zona critica para aygéd de leitdes durante toda
a fase de creche. De acordo com Le Diviche etl@BQ), a temperatura critica
de leitdes desmamados precocemente € perto ded28a@te os primeiros 12
dias ap6s o desmame. A temperatura preferencideddss entre 21 e 35 dias
de vida é em torno de 25,7°C (BENCH; GONYOQU, 2007).
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Ja a temperatura minima critica para leitdes gmat@no de 19°C
(BENCH; GONYOU, 2007), as temperaturas minimas stad® ndo atingiram
valores prejudiciais ao desenvolvimento dos leit®dicaram dentro do valor
ideal para a fase.

3.2 Incidéncia de diarreia

Houve efeito linear (y=-2,66+25,43;2£0,85) dos niveis de &cido
benzoico sobre a incidéncia de diarreia (P=0,02bgla 3). Quando se compara
o nivel de 0,75% ao controle, pode ser observatlgé® de 38,3% da diarreia.

Foi observada maior incidéncia de diarreia pararomais inoculados
(P<0,05). Entretanto, a suplementacdo de acidoommnzmédo foi capaz de
proporcionar reducdo de diarreia ao nivel de umiemdd sem desafio. Com
isso, a inoculagcdo dos animais com a cepé. d®li proporcionou maior desafio
entérico pelo aumento na incidéncia de diarreia.

Da mesma forma, Gheler et al. (2009) concluiram agieiveis de 0,5
até 0,75% de acido benzoico reduzem a incidénctiadieeia em leitdes na fase
de creche.

Tabela 3 Efeitos dos niveis de acido benzoico salmeorréncia de diarreia em

leitdes inoculados comm. coli K88+

Niveis de acido benzoico P=
i . .
0 025 05 o075 Mediat SEM - Ac. oy ACX
benz. Inocul.
Diarreia(%) 1,32 0,0275 <0,0001 0,2094

Inocul. 32,90 24,67 20,34 19,05 24,24A
_Nao 19,05 15,15 12,12 12,99 14,83B
inocul.
L"ed'a 2598 19,91 16,23 16,02

# Efeito linear, R=0,85.* Letras na coluna s&o diferentes pelo teste F (30
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A dissociagcdo dos &cidos organicos fornece a odgdei de
tamponamento, que reduz o pH do estdmago, aumetigestao proteolitica e
controla o crescimento de bactérias patogénicagretanto, o acido benzoico
ndo altera o pH do estdbmago e do intestino delgidteitdes, devido a sua
baixa capacidade de dissociar-se no lumen intégihd)GE; BROZ; EDER,
2006; NATIONAL COMMITTEE FOR SWINE PRODUCTION, 20n00O
acido benzoico é um acido fraco com uma constarge dissociacdo
relativamente alta (pKa=4,21) e baixa solubilidadsssas caracteristicas
dificultam sua dissocia¢do no lumen intestinal.

Os acidos organicos na forma ndo dissociada pogessivamente
difundir através da parede celular bacteriana, api@snalizar na bactéria o
acido se dissocia devido o pH no interior da bactéer superior ao pK do
acido. Com sua dissociacdo o pH interno diminujue € incompativel com
certos tipos de bactérias que ndo toleram um grediacentuado no pH
transmembrana. Nesse caso, um mecanismo de regsiie reage a esse tipo
de estresse celular ira ligar e os protons seratbbados para fora da bactéria
pela bomba N#K ",

Esse mecanismo de defesa das bactérias utiliza reoirgia, e tem
dificuldade de controlar o pH interno devido. Ogoés irdo acumular-se na
célula, modificar a pressdo osmoética interna eatese toxico para a bactéria
(cessacdo da glicolise e de sintese de acidosicus;laeaces enzimaticas
blogueadas, perturbacdo de transporte membrantisg, @ém de provocar
morte bacteriana por exaustdo (JENSEN, 2001).

Dessa forma o acido benzoico apresenta maior atleidntibacteriana o

gue pode ter contribuido para a reducéo da incidé&lecdiarreia neste trabalho.
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3.3 pH e morfologia intestinal

Animais inoculados apresentaram maior valor de gtd p jejuno e ileo
quando comparado a animais ndo inoculados (P<®0bpbservado um efeito
cubico dos niveis de acido benzoico sobre o pHedo(P<0,05; Tabela 4).

Meios com pH na faixa de 3,5 a 4,0 favorece dedeinvento de
microrganismos  benéficos comoLactobacillus e Bifidobacterium
(BLANCHARD, 2000; WALSH et al., 2004) e a reducda populacdo de
Clostridium perfringensE. coli e Salmonellassp. Com isso, o desafio pode ter
favorecido o desenvolvimento de bactérias patogénieduzindo a quantidade
de bactérias benéficas no intestino, podendo sponsavel pelo maior pH em
animais inoculados no jejuno e no ileo, devido dugdo dos metabdlitos
capazes de alterar o pH intestinal produzido patébias benéficas, como os

acidos graxos.
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Tabela 4 pH dos segmentos intestinais de leitde<gtaalias de vida, recebendo

diferentes niveis de acido benzoico inoculados Eonoli K88+

Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 o075 "eda SEM % inocul.  h6X
enz. Inocul.
pH estdmago 0,36 0,2861 0,6077 0,745
Inoculados 3,61 2,99 2,66 2,79 3,01
Nao 3,16 2,67 296 272 288
inoculados
Média 338 2,83 2,81 2,75
pH duodeno 0,23 10,4733 10,6166 0,487
Inoculados 5,95 5,97 541 5,61 5,74
Nao 559 565 554 583 5,65
inoculados
Média 577 5,81 5,47 5,72
pH jejuno 0,12 0,0717 0,0064 0,344

Inoculados 6,38 6,37 6,03 6,33 6,27 A

Nao 624 6,04 598 589 604B

inoculados

Média 631 620 600 611

oH fleo 013 0037 00341 0246

Inoculados 6,77 6,63 6,63 6,67 6,68A

Nao 680 6,18 657 636 648B
inoculados

Média # 6,78 6,40 6,60 6,51

# Efeito clbico, R= 1; * Letras na coluna sdo diferentes pelo teqe<®,05).

O &cido benzoico possui baixa capacidade de a@Eddio do meio. A
influéncia do acido benzoico sobre o pH na por¢dal flo trato gastrintestinal
esta relacionada a reducdo na concentracdo dgénimamoniacal e maiores
concentracdes de acidos graxos volateis (DIAO.egR@l4). Da mesma forma,
Diao et al. (2014) observaram que a suplementaefiétida com 0,5% de acido
benzoico diminuiu os valores de pH da digesta rmm @ célon. Com isso,
parece que o &cido benzoifavoreceu acidificacdo da porg¢éo final do intestino

delgado e o inicio do intestino grosso.
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Dessa forma, a influencia do pH nessas regidesntistino esta
relacionada a producéo de metabdlitos microbiampsieel de acido benzoico
utilizado.

Os resultados de morfologia do jejuno estédo reptades na tabela 5.
Pode-se observar interacdo significativa da supltagéo do acido benzoico
sobre a altura de vilosidades no jejuno de leitiiss42 dias de vida, sendo que
a suplementacdo com 0,5% de acido benzoico prap@rcinaior altura de
vilosidades para animais inoculados, quando cordpaea mesma dose para
animais nao inoculados (P<0,05). Esses resultaddenp estar associados ao
melhor controle da populagéo microbiana, o querkn® o desenvolvimento do
epitélio intestinal. Os animais inoculados aprem@m um pH no jejuno de 2,66
guando suplementados com 0,5% de acido benzoismé@minoculados um pH
de 2,96. Essa diferenca apesar de ndo significatbele ter influenciado os
resultados de altura de vilosidades no jejuno. S#glupton e Javobs (1987) o
valor de pH pode afetar o crescimento de célukasligisédo celular, sendo que a
acidez pode favorecer o desenvolvimento do epitdiestinal.

Para a profundidade de criptas no jejuno houvedgé® significativa
(P<0,05), sendo que para 0s animais inoculados-g®dmbservar um efeito
guadratico da suplementacao do acido benzoico @ity sendo que o nivel de
0,25% de acido benzoico proporcionou maior profdadé de criptas.

Para relacgédo vilo:cripta no jejuno houve efeitodjatico independente
do desafio (P=0.0008), sendo que o nivel de 0,3@%citlo benzoico resultou
em menor relacdo (Figura 2). O desafio proporeionma maior relacao
vilo:cripta (P<0,0001) quando comparado aos animaisinoculados.

Diao et al. (2014) demonstraram que a suplementagdn0,5% com
acido benzoico melhora a morfologia intestinal,deenbservado aumento na
altura de vilosidade e na relagéo vilo:cripta noinje de leitbes. Da mesma

forma pode ser observado que em animais inoculadamsmento na altura de
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vilosidades no jejuno teve um efeito quadraticalependente do desafio na
relacéo vilo:cripta. Essas alteracdes podem faeomss aumento da absorgéo de

nutrientes e com isso melhora no desempenho.

Tabela 5 Efeito dos niveis de &cido benzoico s@bmdtura de vilosidades,
profundidade de cripta e relacdo vilo/cripta daijej de leitdes aos 42

dias de vida, inoculados cdf coli K88+

Niveis de &cido benzoico P=
0 025 05 075 Média* SEM 2S¢ jnocul. AC X
benz.. Inocul.

Vilo (,um) 56,45 0,2298 0,2166 0,0098
Inoculado 359,06 331,83 366,42A 320,76 344,52
Nao 332,85 332,59 331,67B 345,70 335,70
inoculado
Média 345,95 332,21 349,04 333,23
Cripta (um) 47,30 0,0005 <0,0001 0,0005
Inoculado* 283,24 309,22 279,29 239,86B 278,03B
Nao 293,26 322,97 302,55 318,78A 309,39A
inoculado
Média 288,25 316,09 290,92 279,32
Relacao Vilo/Cripta 0,27 0,0008 <0,0001 0,1101
Inoculado 1,27 1,07 1,31 1,34 1.27A
Nao 114 1,03 1,0 1,08 1,108
inoculado

Média # 1,20 1,05 1,21 1,21

* Efeito quadratico, R= 0,9474; # Efeito quadréatico; R 0,3708; ** Letras na coluna
sao diferentes pelo teste F (P<0,05).

O desmame proporciona diversas alteracfes sobribogidade e a
profundidade de criptas dos leitdes. A altura desidade e a profundidade de
criptas possuem uma correlagdo significativa commimero e a taxa de
maturacdo das células epiteliais das vilosidade®stinais (PLUSKE;
WILLIAMS; AHERNE, 1996a). Dessa formaaditivos utilizados na dieta
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podem influenciar no desenvolvimento do epitélitestinal, pelo controle de
microrganismos patogénicos, como fonte de energi@omo estimulo tréfico.

Os leitbes ao desmame apresentam uma diminuicdmggstdo de
energia e devido a isso a quantidade de mucosatestino delgado diminui. A
guantidade de mucosa no intestino esta diretamelaeionada ao consumo de
energia, que ira fornecer mais substrato parasztionento da mucosa (PEKAS,
1986). Com isso, o controle da populacdo microbiamantestino de leitGes
pode favorecer a maior disponibilidade de nutriepi@a o desenvolvimento da

mucosa intestinal.

w
19y
o

[Re} 95}
92} jam}
o o

200

150

y =-255.76x%+ 127.22x+286.77

100
RZ=0.9474

Profundidade de criptas (qum)

9]
o

0 0.25 0.5 0.75 1

Niveis de acido benzoico na dieta (%)

Figura 1 Efeito dos niveis de acido benzoico sabpeofundidade de criptas do

jejuno de leitdes inoculados
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Figura 2 Efeito dos niveis de &cido benzoico salmelacdo vilo:cripta do jejuno

de leitdes recebendo diferentes niveis de acidpoizm

Os resultados de morfologia do ileo estdo repradestna tabela 6.
Houve efeito linear (y=51,808x+25,43,2=FE),56) dos niveis de acido benzoico
sobre a altura de vilosidades (P=0,0011) . O desafluenciou a altura de
vilosidades no ileo (P<0,0001), sendo que os aBim&o inoculados
apresentaram maior altura de vilosidade comparadaaaimais inoculados.
Maior altura de vilosidades favorece maior absodgmutrientes pelo sistema
digestorio dos animais, esses resultados estédcoddoacom os observados para
0 desempenho dos animais neste estudo sobre tatidsde creche.

Entretanto, houve efeito linear (y=49,62x+280,42=0R93) sobre a
profundidade de criptas (P=0,0108), em quesuplementacdo com acido
benzoico proporcionou aumento da profundidade. @Gso, ndo foi possivel
observar aumento na relacao vilo:cripta no ile®(P%).

O aumento na profundidade das criptas é geralnamumpanhado de

incremento na populacao celular (TEIXEIRA et ab03). Com isso, o aumento
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na profundidade de criptas influenciou diretamenwatealtura de vilosidades pelo
maior estimulo de desenvolvimento celular.

Segundo Pluske, Williams e Aherne (1996a), a pdiflade das criptas
e a altura das vilosidades estdo mais frequentemexidcionadas com o
consumo de alimento, embora possam também resdéiamlgum efeito
antigénico. Por isso, animais ndo inoculados aptesem maior relacdo

vilo:cripta no ileo (P=0,0163).
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Tabela 6 Efeito dos niveis de acido benzoico s@bmtura de vilosidades,
profundidade de cripta e relacédo vilo/cripta do iie leitbes aos 42 dias
de vida, inoculados com. coli K88+

Niveis de acido benzoico P=
Média* SEM
0O 025 05 075 ACnocul, AC-X
benz. Inocul.

Vilo (um) 70,82 0,0011 <0,0001 0,2061
Inoculado 250,07 268,31 267,23 269,66 263,82B
Néo 259,34 331,62 298,69 337,42 306,762
inoculado
Média # 254,70 299,96 282,96 303,54
Cripta (um) 62,95 0,0108 0,1024 0,0748
Inoculado 276,88 297,05 296,67 293,10 290,92
Néo 286,16 291,71 301,50 349,67 307,26
inoculado
Média ## 281,52 294,38 299,08 321,38
Relacéo Vilo/Cripta 0,27 0,3912 0,0163 0,2924

Inoculado 0,90 0,90 0,90 0,92 0,91B

Nao 091 1,14 099 097 1,00A
inoculado
Média 091 1,02 095 095

# Efeito linear, R = 0,56; ## Efeito linear, R= 0,93; * Letras na coluna séo diferentes
pelo teste F (P<0,05).

Pode-se observar interacdo significativa (P=0,008®&ela 7) entre os
niveis de acido benzoico e o desafio sobre asasrifh colon (Figura 19), sendo
gue o nivel de 0,59% de acido benzoico resulta em menofundidade de
criptas para os animais néo inoculados.



101

Tabela 7 Efeito dos niveis de acido benzoico salpefundidade de criptas no

colon de leitdes aos 42 dias de vida, inoculadosEocoli K88+

Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 075 Média SEm ¢ Inocul. Ac.x
benz. Inocul.
Cripta (um) 70,50 0,0042 0,0989 0,0083
Inoculado 467,74 473,73 465,44 459,44 466,59
Nao

Média 502,04 486,57 452,61 462,66

* Efeito quadréatico, R= 0,8882.
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Figura 3 Efeito dos niveis de acido benzoico sebpeofundidade de criptas do

colon de leitdes nao inoculados

As caracteristicas metabodlicas das células epstetia colon estéo
intimamente relacionadas aos eventos digestdridstdstino grosso. O amido
resistente, polissacarideos ndo amilaceos e paotefidual sdo utilizados pela

microflora do célon, produzindo acidos graxos ddeta curta. Os produtos
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principais sdo o acido acético, propibnico e hedirgue sdo rapidamente
absorvidos através da mucosa do célon (MACFARLARBEMMINGS, 1991).
Dessa forma a utilizacdo de acido benzoico na dietkeitdes favorece menor
renovacédo celular no cdélon de leites, reducdordiumdidade de cripta pode
estar relacionada ao menor gasto energético domanpara essa finalidade.

3.4 Microbiologia e AGVs

Nas condicbes do presente experimento ndo houweredia na
populacdo dessas bactérias no ceco de leitdes nmiedos com acido

benzoico (Tabela 8).

Tabela 8 Efeito dos niveis de acido benzoico soarepopulacdo de
Bifidobacteriume Lactobacilli spp no ceco de leitdes aos 42 dias de

vida, inoculados cori. coli K88+

Niveis de acido

i P=
benzoico
0 0,25 0,5 0,75 Média SEM bAC'dQ Inoculado Acido X
enzoico Inoculado
Bifidobacterium (logo ufc/g) 0,10 10,8135 0,6948 0,1699
Inoculado 4,444,554 3,84 3,99 4,20
N&o inoculado 4,52 3,78 4,48 4,15 4,23
Média 4,48 4,16 4,16 4,07
Lactobacilli spp (log10 ufc/g) 0,11 0,5485 0,2659 0,9371

Inoculado 4,073,95 3,47 3,62 3,78
N&o inoculado 4,36 3,96 3,83 3,92 4,02
Média 4,22 3,96 3,65 3,77

Populacdes microbianas no trato gastrintestinamdpsnham um papel
complexo na nutricdo e salde dos suinos. Entretantmicrobiota e suas
relacbes com hospedeiro ndo sdo completamente eemgidas, apesar de
muitos anos de pesquisa (DIBNER; BUTTIN, 2002). ukg estudos
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demonstram que o uso de acidos organicos redubracsmga de coliformes e
bactérias patogénicas ao longo do trato gastriméésBOULDUAN et al.,
1988), diminuindo a diarreia e mortalidade em &td

Diao et al. (2014) verificaram que o acido benz@umentou o nimero
de Bifidobacteriume Bacillus e diminuiu o numero dE. coli e Enterococcus
no ileo e ceco de leitbes. Entretanto, ndo foi sk efeito significativo sobre
a populacéo dBifidobacteriume Lactobacillispp. Como o ambiente intestinal &
muito complexo, a variagdo na populacdo bacteridepende de diversos
fatores, como tipo de racdo, idade dos animaishéestie de criacao.

N&o foram observadas diferengas sobre a produc&wide acético e
propidnico no contetido cecal dos leitdes (P>0,Gela 9). Entretanto, houve

reducdo na producéo de &cido butirico no cecoiteseinoculados (P<0,05).
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Tabela 9 Efeito dos niveis de acido benzoico salpmducéo de acidos graxos
volateis no ceco de leitdes aos 42 dias de vidmuiados conk. coli

K88+
Niveis de acido benzoico P=
0 0,25 0,5 0,75 Média* SEM AC|d(_) Inoculado Acido X
benzoico Inoculado

Acético (mMol/g) 324 0,4143 10,8161 0,3867
Inoculado 650,6 635,8 561,8 792,3 660,1
!\lao 619,2 725,6 646,5 612,2 650,9
inoculado
Média 635,0 680,7 604,1 702,3
Propiénico (mMol/g) 14,6 0,5286 0,9422 0,1011
Inoculado 331,5 256,8 250,3 332,8 292,9
!\lao 250,0 334,5 286,5 303,1 293,5
inoculado
Média 290,8 295,6 268,4 317,9
Butirico (mMol/g) 8,0 10,0708 0,0212 0,1929

Inoculado 113,2 117,0 126,6 167,5 131,1B

_Nao 134,4 187,6 170,5 162,0 163,6A
inoculado

Média 123,8 152,3 148,5 164,7

* Letras na coluna sao diferentes pelo teste F, 70

Conforme demonstrado por Sakata et al. (1995)pa@daxos de cadeia
curta, como acético, propidnico e butirico prodagidpela fermentagdo
microbiana da fibra da dieta no intestino grossmentam a proliferagdo de
células epiteliais. Os acidos orgénicos se destacamo componentes
importantes para essa finalidade. Ainda, antesedmrsacidificantes da dieta,
sdo conhecidos como efetivos conservantes. Sualmgderiostatica primaria
ocorre pela reducéo do pH da dieta (FOEGEDING; BA/$991).

O &cido butirico € metabolizado pelos colondcitas responsavel por

aproximadamente 70% do seu consumo total de enerdem efeito sobre o



105

crescimento da parede do trato gastrintestinal (MWAMS; VERSTEGEN;
TAMMINGA, 2001).

Houve aumento numérico de acido butirico no ceconedida que se
aumenta a suplementacdo de acido butirico na gieta,os animais inoculados
o0 nivel de 0,75% modulou a producdo no mesmo ndeelanimais ndo
inoculados. Com isso, a utilizacdo de acido bewzaiodula a producéo de
metabolitos pela microbiota cecal e resulta em aratorfologia dos diferentes
segmentos intestinais. Esse aumento pode estaioreddo & modulacdo da
populacdo microbiana no ceco. Esses resultadogesuggque a reducdo na
profundidade de criptas no colon desses anima#& mdacionada a maior

producao de acido butirico.

3.5 Desempenho

Houve efeito linear dos niveis de acido benzoicdiaeta (P<0,05) sobre
o peso dos animais (y=0,95x+10,62;>=R,72), ganho de peso diario
(y=0,044x+0,2037; B=0,70) e convers&o alimentar (y=-0,332x+1,96%8:0%74)
dos 21 aos 42 dias de vida (Tabela 10). Dessa fatondesmame aos 42 dias de
vida a suplementagdo com 0,75% de acido benzoiospoprionou melhores

resultados de desempenho.
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Tabela 10 Efeito dos niveis de acido benzoico sobdesempenho de leitdes
inoculados cont. coli K88+ dos 21 aos 42 dias de vida

Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 075 Média SEM.2C  inoc. ACX
benz. Inocul.
Peso 21-42lias (Kg) 0,27 10,0211 10,6065 0,444
Inoculado 10,55 10,80 11,16 11,20 10,93
Néo 10,33 11,42 11,10 11,25 11,03
inoculado

Média# 10,44 11,11 11,13 11,23

GPD 21-42dias (Kg/dia) 0,013 0024 0627 0412
Inoculado 0,199 0,210 0,228 0,230 0,217

Nao 0,188 0,240 0,225 0,232 0,221
inoculado

Média## 0,193 0,225 0,226 0,231

CRD 21-42dias (Kg/dia) 0,019 0265 0,898 0,069
Inoculado 0,289 0,293 0,310 0,309 0,300

Nao 0,288 0,335 0,272 0,301 0,299

inoculado

Média 0,288 0,314 0,291 0,305

CA 21-42 dias 0,07 00009 0426 0,161
Inoculado 1,45 1,40 1,36 1,34 1,39

Nao 153 140 121 1,30 1,36

inoculado

Média### 1,49 1,40 1,29 1,32

# Efeito linear, R= 0,72; ## Efeito linear, R 0,70; ### Efeito linear, R 0,74.

Houve efeito quadratico dos niveis de acido benzoa dieta (P<0,05)
para o peso dos animais (Figura 4), o ganho de gigsm (Figura 5) e a
conversao alimentar (Figura 6) dos 21 aos 49 diagdh (Tabela 11), sendo a
suplementacéo de 0,51% de acido benzoico o medksaltado para peso aos 49
dias, o nivel de 0,49% o melhor nivel para ganh@ai® diario e o nivel de

0,47% apresentou menor conversao alimentar.
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Tabela 11 Efeito dos niveis de &cido benzoico sobdesempenho de leitdes

inoculados contt. coli K88+ dos 21 aos 49 dias de vida

Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 075 Média SEM A& Inocul.  1\C X
benz. Inocul.
Peso 21-4@lias (Kg) 0,38  0,0249 0,93 0,320
Inoculado 13,31 13,68 14,04 14,25 13,82
Nao 12,88 14,48 14,17 13,84 13,84
inoculado
Média # 13,09 1,08 14,11 14,05
GPD 21-49dias (Kg/dia) 0,013 0,0278  0,9494 0,312
Inoculado 0,248 0,260 0,274 0,281 0,266
Néo 0,232 0,289 0,278 0,266 0,267
inoculado
Média## 0,240 0,274 0,276 0,273
CRD 21-49dias (Kg/dia) 0,022 0,2677  0,7408 0,151
Inoculado 0,389 0,388 0,410 0,416 0,401
Nao
i eulado 0371 0,433 0,378 0,404 0,396
Média 0,380 0,410 0,394 0,410
CA 21-49 dias 0,06 0,0113 0,629 0,270
Inoculado 1,57 1,49 150 1,48 151
Nao 160 150 1,36 152 1,50
inoculado
Média### 159 1,50 1,43 1,50

# Efeito quadratico, &= 0,95; ## Efeito quadratico’R 0,94; ### Efeito quadratico,

R?=0,95.



108

14.4 -
0.51%

14.2
r'S L 4 \
14

13.8 A

136 - y=-4.17x2+4.2828x+ 13.136
R =0.9485

13.4 -

13.2 A

Peso dos leitoes aos 49 dias (Kg)

13 + T T \ 1
0 0.25 0.5 0.75 1

Niveis de acido benzoico na dieta (%)

Figura 4 Efeito dos niveis de acido benzoico sobpeso de leitbes aos 49 dias
de vida
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Figura 5 Efeito dos niveis de acido benzoico sabganho de peso diario de

leitdes aos 49 dias de vida
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Figura 6 Efeito dos niveis de acido benzoico s@i@nversdo alimentar de
leitBes aos 49 dias de vida

Houve efeito linear dos niveis de acido benzoicdieta (P<0,05) para
0 peso dos animais (y=1,7531x+19,316°=]46), ganho de peso diario
(y=0,06114x+0,301; #&0,59) e conversdo alimentar (y=-0,188x+2,0451;
R?=0,76) dos 21 aos 63 dias de vida (Tabela 12). ey q nivel de 0,75%
apresentou melhores resultados de desempenho pargnais durante toda a
fase de creche. Nessa mesma fase foi observato &@ibico para o consumo de
racao diario (P<0,05).
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Tabela 12 Efeito dos niveis de &cido benzoico sobdesempenho de leitdes

inoculados contt. coli K88+ dos 21 aos 63 dias de vida

Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 075 Média SEM S inocul. AC X%
benz. Inocul.
Peso 21-63lias (Kg) 0,65 10,0281 0,1582 0,430
Inoculado 18,66 19,66 19,83 20,43 19,65
Nao 18,93 21,64 20,10 20,54 20,30
inoculado

Média # 18,80 20,65 19,97 20,49

GPD 21-63dias (Kg/dia) 0,014 0,0008 0,2288 0,200
Inoculado 0,293 0,316 0,321 0,343 0,318

Nao 0,284 0,363 0,327 0,346 0,330
inoculado

Média## 0,288 0,339 0,324 0,344

CRD 21-63dias (Kg/dia) 0,023 0,0184 0,8225 0,159
Inoculado 0,515 0,539 0,548 0,574 0,544

Nao
inoculado 0:°08 0,598 0,526 0,557 0,547

Média * 0,511 0,568 0,537 0,565

CA 21-63 dias 0,05 0,011 0,08 0,622
Inoculado 1,76 171 1,71 167 1,71

Nao 179 165 161 1,61 167

inoculado
Médias# 178 1,68 1,66 1,64

# Efeito linear, R= 0,46; ## Regressao linear, R0,59; ### Efeito linear, & 0,75; *
Efeito cubico R= 1.

Diversos trabalhos tém demonstrado efeitos positiviwganho de peso

de leitbes, consumo de ragdo e na conversdo aimdat suplementacdo do
acido benzoico nas dietas de leitdALVARADO et al. 2013;DIAO et al.,
2013, 2014GHELER et al., 2009GRABER et al., 2012GUGGENBUHL et
al., 2007; HALAS et al., 2010; KLUGE; BROZ; EDER, 2006;
PAPATSIROS et al., 201 TTORRALLARDONA et al., 2007).

Esses estudos documentaram melhoria no ganho de diéso,
variando de 8,5 até 40,4%, o aumento no consumagd® variando de 6,7 até

9,7% e reducdo na conversdo alimentar variando d& Z,5% para animais
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recebendo a suplementacdo de 0,5% de acido beremwicbmparacdo com a
dieta de controle.

Na literatura, os efeitos da incluséo de niveif;d&25; 0,50 e 0,75% de
acido benzoico na dieta de leitdes também apresemtafeito linear sobre os
parametros de desempenho (GHELER et al., 2009)seéDissma, o nivel de
0,75% de acido benzoico resulta em melhor deseropeanta leitdes.

A melhora no desempenho pode estar relacionadiug&e de bactérias
do trato digestdrio. Guggenbuhl et al. (2007) olesam reducdo no namero de
bactérias produtoras de acido latico e HeColi no ceco dos leitdes
suplementados com acido benzoico na fase de creche.

Além disso, a suplementacdo com acido benzoico mtamel
digestibilidade da matéria seca, da proteina bextmato étereo, Ca, P, cinzas e
a utilizacdo de energia, conjuntamente com o awndag atividades de tripsina,
amilase, maltase, a lipase, a lactase e sacaradigetta no jejuno em leitdes
desmamados (DIAO et al., 2013), o que significa gquicido benzoico pode
melhorar o desempenho dos leitées através de aordandigestdo e absorcdo
de nutrientes.

No presente estudo houve reducao significativancidéncia de diarreia
durante a fase de creche e melhoria dos aspectdsldgicos do ileo e do
cblon, com a utilizacdo do acido benzoico. Esseslltados podem estar
diretamente relacionados com a melhoria dos anidusante a fase de creche.

A utilizacdo do acido benzoico na fase de creclieenciou de forma
linear o peso final (y=8,36x+85,1401R°=0,64 e o ganho de peso
(y=0,0582x+0,6237R?=0,63 diario dos suinos dos 21 aos 147 dias (P<0,05;
Tabela 13). Esse efeito pode estar relacionado astimulo sobre o consumo

diario de racao.
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Tabela 13 Efeito residual dos niveis de acido bienzna creche em leitbes

inoculados conk. coli K88+ sobre o desempenho dos 21 aos 147 dias

de vida.
Niveis de acido benzoico P=
0 025 05 o075 Media SEM - Ac o Ac.x
benz. Inocul.

Peso 21-14Tias (Kg) 0,69 0,0076 0,2323 0,9292
Inoculado 82,61 88,51 89,16 88,96 87,31
N&oinoc. 83,90 91,56 89,60 91,92 89,25
Média * 83,26 90,04 89,38 90,44
GPD 21-147dias (Kg/dia) 0,007 0,0529 0,6520 0,9982
Inoculado 0,605 0,652 0,657 0,655 0,642
N&o inoc. 0,615 0,660 0,661 0,660 0,649
Média** 0,610 0,656 0,659 0,658
CRD 21-147dias (Kg/dia) 0,018 0,0959 0,6317 0,6992
Inoculado 1,452 1,517 1,481 1,520 1,493
Néo inoc. 1,392 1,575 1,514 1,563 1,511
Média*** 1,422 1,546 1,498 1,542
CA 21-147 dias 0,02 0,5766 0,8499 0,4184
Inoculado 2,40 2,33 2,25 2,32 2,33
N&o inc. 2,26 2,39 2,29 2,37 2,33
Média 2,33 236 2,27 2,35

~ * Regressdo linear, R 0,64; ** Regressao linear?R0,63.

De acordo com Mahan e Lepine (1991) o peso poésseatea e o
programa de alimentacdo na creche podem afetessesmgenho tanto na creche
como no periodo de crescimento e terminacao.

Atualmente diversos aditivos estéo disponiveis para a fasgatte no
sistema de criacdo de suinos e diversos prograreaslichentacdo com
diferentes aditivos tém sido utilizados. Entretanto efeito residual desses
aditivos nas fases posteriores é pouco estudades@mpenho final dos animais
é de grande importancia para compreender se asoadittilizados na fase de

creche realmente resultam em melhor desempenhmtdutada a vida do
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animal. Com esses resultados o produtor pode avabao retorno do
investimento da utilizagédo do aditivo é vantajoso.

Com isso, os trabalhos realizados em leitdes madasreche, deveriam
acompanhar o desempenho até a sua fase de termidacéodo a garantir
maiores informacdes para a utilizagdo de aditivos.
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4 CONCLUSAO

O nivel de 0,75% de acido benzoico é o que apmsemlhores
resultados para o desempenho de leitdes na faseedee, sendo que esses
efeitos estendem-se até a terminagdo. A melhordedempenho desses animais
esta relacionado & melhoria nos parametros moitaéglo ileo e do colon dos

leitdes e a redugéo da incidéncia de diarreia deirafase de creche.
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