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AVALIACAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO Ctx(lle?t)-Ha MICROEN-
CAPSULADO PARA SUPLEMENTACAO ORAL EM SUINOS COMO NOVO
ADITIVO NUTRICIONAL

RESUMO - A suinocultura mundial vem crescendo e solidificando-se progressi-
vamente nos ultimos anos. Assim, diante da crescente exigéncia do consumidor
em um produto de maior qualidade e saudavel, a execucéao e aplicacdo de novas
tecnologias tem se tornado cada vez mais interessantes. Neste contexto, os pep-
tideos antimicrobianos (PAMSs) representam uma 6tima alternativa para substituir
os aditivos antimicrobianos comerciais. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho
sintetizar e aplicar o peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha em formulagées para
atuacao como aditivo nutricional oral em leitdes na fase de maternidade, durante
os primeiros 21 dias de vida. Para isto, a sintese, purificacdo e caracterizacéo
do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha foi realizada, obtendo a molécula com
alto teor de pureza e massa suficiente para os estudos in vivo. A seguir, 0 pepti-
deo foi formulado via microencapsulacao por gelificacdo ionotrépica e revestido
com ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP), resistente ao pH estomacal.
As microencapsulacdes foram caraterizadas por métodos fisico-quimicos e de-
monstraram que o peptideo foi incorporado adequadamente na formulacdo. A
avaliacao do peptideo in vivo foi dividida em dois experimentos: a “Remediacao”,
realizada em 10 animais como avaliacdo preliminar, onde foram aplicadas, em
duas etapas, as microparticulas contendo o peptideo em leitdes ja acometidos
por diarreia e o “Profilatico/Terapéutico”, no qual foram aplicadas duas doses
diferentes em dois tratamentos (PEP1 e PEP2, este ultimo recebendo o dobro
da dose do primeiro), além do grupo controle (sem peptideo). Todos os animais
tiveram acesso a racdo no creep feeding até o dia imediatamente anterior ao
desmame (nwta = 136). Os dados de escores fecais para 0os experimentos Re-
mediacdo e Profilatico/Terapéutico foram submetidos a andlise de correspon-
déncia e foram calculados para cada animal, de ambos os experimentos, o na-
mero de dias para cessar a diarreia e o numero de dias em cada classe de escore
fecal. Ambas foram analisadas por meio de analise de variancia (ANOVA) e, in-
dependentemente da analise, Pvaor < 0,05 foi considerado como significativo.
N&o foram constatados efeitos significativos nos experimentos de Remediacdo
em nenhuma variavel analisada. Entretanto, no experimento Profilatico e Tera-
péutico, o ganho de peso médio diario do tratamento PEP1 (0,214 kg/dia) apre-
sentou um aumento de 18 g/dia em relacdo ao tratamento CRTL (0,196 g/dia) e
9 g/dia a mais em relacao ao tratamento PEP2 (0,205 kg/dia) durante os 21 dias
da fase de maternidade (Pvaior < 0,0001). O peso a desmama no tratamento PEP1
(6,01 kg) (menor dose de peptideo) foi significativo (Pvaior < 0,05), apontando um
aumento final médio de 0,30 g por animal em relacdo ao tratamento CRTL (5,71
kg) e um valor de massa de 0,19 g maior em relacéo ao tratamento PEP2 (5,82
kg). Porém, para a presenca de diarreia, escore fecal e o nimero de dias para
aparecimento e cessao da diarreia, para ambos 0s experimentos, ndao houve di-
ferenca significativa (Pvaor > 0,05), observado também para a variavel de GPD
do experimento de Remedia¢do. Como conclusédo, o peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?')-Ha pode ser considerado um interessante substituto dos antibiéticos
comerciais para a aplicacdo em suinos, pois apresentou um desempenho similar
gue os promotores de crescimento comerciais utilizados.



Palavras-chaves: Aditivos. Leito fluidizado. Leitdes lactantes. Microencapsula-
cao. Peptideos antimicrobianos.



EVALUATION OF Ctx(lle?')-Ha MICROEN-CAPSULATED ANTIMICROBIAL
PEPTIDE FOR ORAL SUPPLEMENTATION IN SWINE AS A NEW NUTRI-
TIONAL ADDITIVE

ABSTRACT - The world's swine industry has been growing and solidifying pro-
gressively in recent years. Thus, given the growing consumer demand for a
higher quality and healthier product, the execution and application of new tech-
nologies has become increasingly interesting. In this context, antimicrobial pep-
tides (AMPSs) represent an excellent alternative to replace commercial antimicro-
bial additives. Therefore, the objective of this work is to synthesize and apply the
antimicrobial peptide Ctx(lle?t)-Ha in formulations to act as an oral nutritional ad-
ditive in piglets in the maternity phase, during the first 21 days of life. For this, the
synthesis, purification and characterization of the antimicrobial peptide Ctx(lle??)-
Ha was performed, obtaining the molecule with high purity content and sufficient
mass for in vivo studies. Then, the peptide was formulated via microencapsula-
tion by ionotropic gelation and coated with hydroxypropylmethylcellulose
phthalate (HPMCP), resistant to stomach pH. The microencapsulations were
characterized by physicochemical methods and demonstrated that the peptide
was adequately incorporated into the formulation. The evaluation of the peptide
in vivo was divided into two experiments: the "Remediation”, carried out in 10
animals as a preliminary evaluation, where the microparticles containing the pep-
tide were applied in two stages to piglets already affected by diarrhea and the
"Prophylactic /Therapeutic”, in which two different doses were applied in two
treatments (PEP1 and PEP2, the latter receiving double the dose of the first), in
addition to the control group (without pep-tide). All animals had access to ration
in creep feeding until the day immediately before weaning (total = 136). The fecal
score data for the Remediation and Prophylactic/Therapeutic experiments were
submitted to correspondence analysis and the number of days to stop diarrhea
and the number of days in each class of fecal score were calculated for each
animal in both experiments . Both were analyzed using analysis of variance
(ANOVA) and, regardless of the analysis, P-value < 0.05 was considered signifi-
cant. No significant effects were found in the Remediation experiments in any of
the analyzed variables. However, in the Prophylactic and Therapeutic experi-
ment, the average daily weight gain of the PEP1 treatment (0.214 kg/day) showed
an increase of 18 g/day compared to the CRTL treatment (0.196 g/day) and 9
g/day a more in relation to the PEP2 treatment (0.205 kg/day) during the 21 days
of the maternity phase (Pvalue < 0.0001). Weaning weight in the PEP1 treatment
(6.01 kg) (lower dose of peptide) was significant (Pvalue < 0.05), indicating a final
mean increase of 0.30 g per animal in relation to the CRTL treatment (5.71 kg)
and a mass value of 0.19 g higher in relation to the PEP2 treatment (5.82 kg).
However, for the presence of diarrhea, fecal score and the number of days for
diarrhea onset and cessation, for both experiments, there was no significant dif-
ference (Pvalue > 0.05), also observed for the experiment's GPD variable of Re-
mediation. In conclusion, the antimicrobial peptide Ctx(lle?!)-Ha can be consid-
ered an interesting substitute for commercial antibiotics for application in swine,
as it presented a similar performance as the commercial growth promoters used.



Keywords: Additives. Fluidized bed. Lactating piglets. Microencapsulation. Anti-
microbial peptides
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o quarto maior produtor e quarto exportador de carne suina do
mundo, produzindo 3,98 mil toneladas e exportando 750 mil toneladas, respecti-
vamente, além de possuir um consumo interno de 15,3 kg por habitante no ano
de 2019 (ABPA, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que a industria de
alimentos e o setor de producdo animal deixe de utilizar antibidticos sintéticos
em animais sadios, como finalidade de prevencao de doencas e como promoto-
res de crescimento, assim diminuindo o uso rotineiro destes antibidticos. Frente
a isso, a OMS instituiu diretrizes com o objetivo de vetar o uso desencadeado de
antibioticos na cadeia produtiva de animais (OMS, 2017).

Devido a grande exigéncia do consumidor por um produto mais saudavel
e uma maior preocupagdo com a seguranga alimentar, a cadeia produtiva de
suinos vem sofrendo grandes restricbes e mudancas. A producdo em grande
escala tem visado produtos mais saudaveis que atendam as exigéncias do mer-
cado consumidor interno e externo.

O Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), publicou
a portaria N° 1, de janeiro de 2020, que proibe em todo territério nacional, a
importacao, fabricacéo e o uso de aditivos que tem por finalidade a promocéo do
melhoramento do desempenho animal que contenham tilosina, lincomicina e ti-
amulina (MAPA, 2020). Neste contexto, o foco no desenvolvimento de pesquisas
de novas alternativas para a substituicdo dos antimicrobianos comerciais por mo-
léculas naturais, com atividade igual ou superior aos antibiéticos convencionais,
tem aumentado nas Ultimas décadas (Magana et al., 2020).

Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo interessantes alternativas para
o desenvolvimento de produtos naturais para substituicdo dos antibi6ticos con-
vencionais. Estas moléculas tém caracteristicas multivalentes, além de possibi-
litar a propria modificacdo quimica para a otimizacdo de seus efeitos (Sierra e
Vifias, 2021). Os PAMs séo expressos naturalmente pelo hospedeiro para elimi-
nar os patdégenos invasores e aumentar a resposta imune. As atividades benéfi-
cas destas moléculas sdo determinadas por meio de suas propriedades fisicas:
estrutura primaria curta (até 50 aminoacidos), catiénicos (carga liquida, em mé-
dia, de +3) e um contetudo hidrofébico médio de 42% (Mishra et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/polypeptide-antibiotic-agent

20

Diante disso, o grupo de pesquisa “Peptideos: Sintese, Otimizacao e Es-
tudos Aplicados — PeSEAp” (FCE/Unesp Campus de Tupd) vem estudando ex-
tensivamente o peptideo antimicrobiano Ctx(lle?')-Ha, que é uma molécula natu-
ral com atividade antimicrobiana e antifungica (Vicente et al., 2013), a qual tem
se mostrado muito promissora para uma possivel aplicacdo na alimentacéo ani-

mal e, especificamente neste trabalho, na nutricdo de suinos.

chia coli (ETEC) e seu desenvolvimento é ocasionado por bactérias que se ade-
rem a mucosa do intestino, produzindo enterotoxinas, dentre elas as toxinas ter-
molabeis (Lt) e as termoestaveis (Sta e Stb). Estas provocam a evolucédo de di-
arreia e desidratacdo do animal que, em casos mais severos, podem levar o
animal a 6bito. Ja as variedades de adesinas mais frequentemente correlaciona-
dos com a diarreia séo K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6) e F41 (Dean-Nystrom et
al. 1997, Bertschinger & Fairbrother 1999).
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que a sintese
peptidica em fase solida foi muito eficiente para a obtencdo do peptideo antimi-
crobiano Ctx(lle?')-Ha, resultando numa molécula bruta com teor de pureza de
94%, e assim sendo possivel a continuidade dos estudos in vivo. A espectrome-
tria de massas permitiu a caracterizacdo e a confirmacédo da obtencéo do pepti-
deo Ctx(lle?t)-Ha.

As microencapsulacdes peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha, foram ro-
bustas e eficientes no objetivo de incorporar o peptideo nos revestimentos a base
de celulose proposto (HPMCP), habilitando o uso de uma massa menor de pep-
tideo para aplicacdo nos animais. As microparticulas foram confirmadas e ratifi-
cadas por meio das caracteriza¢des das microparticulas realizadas por diversas
técnicas fisico-quimicas.

Os experimentos in vivo apresentaram resultados satisfatérios sobre o de-
sempenho zootécnico dos suinos para o GPD e peso a desmama do experi-
mento Profilatico, ambos para do tratamento PEP1, obtendo incremento signifi-
cativo de ganho de peso diario e final, além de exercer atividade similar aos an-
tibiéticos convencionais, quando foi necessario para cessar a diarreia. Porém, é
preciso a realizacdo de estudos mais profundos a fim de analisar a acéo do pep-
tideo Ctx(lle?!)-Ha no trato gastrointestinal dos suinos. Como realizamos os es-
tudos numa granja comercial, o abate dos animais ficou comprometido.

Portanto, em face dos resultados que foram apresentados, o peptideo
Ctx(lle?!) pode ser considerado um potencial substituto para antibiéticos conven-
cionais, atuando de forma similar no desempenho zootécnico dos animais em

relacdo aos antibiéticos ja utilizados.
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