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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, o 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 racao no creep feeding até o dia imediatamente anterior ao
desmame (nwta = 136). Os dados de escores fecais para os 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 (Pvalor < 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, nao 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 antibiéticos. 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
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Diante disso, o grupo de pesquisa “Peptideos: Sintese, Otimizacao e Es-
tudos Aplicados — PeSEAp” (FCE/Unesp Campus de Tupéd) 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 alimentacédo ani-

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

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreia em suinos

Ao nascer, os leitdes sao considerados germ free, ou seja, sem contami-
nacao de microrganismos, sendo que esta contaminac&o ocorre no momento do
nascimento. O trato gastrointestinal desses animais deixa de ser estéril e em
pouco tempo é colonizado por Lactobacillus e bacteroides, o que compreende a
maior parte da microbiota normal de um suino em aleitamento. O restante da
microbiota corresponde a microrganismos anaerobios facultativos (Escherichia
coli e Enterococcus sp.) e uma pequena parte € compreendida por microrganis-
mos transitorio como Clostridium, Staphylococcus (Huyghebaert et al., 2003) e
Salmonella spp (Menin et al., 2008).

Fatores fisiol6gicos e ambientais exercem papeis de grande importancia
na estabilizacdo da microbiota intestinal dos leitdes. O pH alto do estdmago, logo
apos ao nascimento, deve-se a secrec¢do insuficiente de acido cloridrico, o que
favorece que bactérias tolerantes ao pH elevado desenvolvam-se em diferentes
partes do trato intestinal (Barros et al., 2008).

Dentre as enfermidades entéricas, a colibacilose apresenta grande im-
pacto na indUstria suinicola. E causada por cepas enterotoxigénicas de Escheri-
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).



21

Leitdes recém-nascidos podem ser contaminados pela ETEC por meio da
ingestdo, particularmente presente na glandula mamaria ou teto da porca. Al-
guns fatores como o baixo indice de higiene e uma desinfeccéo inadequada das
baias favorecem o aumento de E. coli patogénicas no meio ambiente (Gyles e
Fairbrother, 2010).

Os farmacos antimicrobianos convencionas para o controle e profilaxia de
enfermidades ocasionadas por bactérias patogénicas em suinos séo frequente-
mente utilizados (Costa et al., 2006). Entretanto, 0 uso desses farmacos apre-
senta beneficios na cadeia de producéo, devido a sua acdo melhoradora do de-
sempenho dos animais, reduzindo o custo de producdo, uma vez que é dificil a
manutencao do ambiente livre de patégenos.

No entanto, esta pratica esta trazendo sérios riscos a saude publica, de-
vido ao uso indiscriminado de antibiéticos, resultando em selecédo de bactérias
resistentes e, também associado a presenca de residuos de antibiéticos nos ali-
mentos de origem animal (Machado et al., 2020).

Em estudos realizados por Costa et al. (2006) com 40 isolados clinicos de
suinos com diarreia e 13 isolados ambientais, 82,5% dos isolados clinicos foram
positivos para pelo menos um tipo de gene pesquisado de E. coli, os quais eram
Stb, Sta, Lt, Stx, F18, F4, F5, F41 e F6. Os genes para toxinas com maior fre-
guéncia foram do tipo Stb, presentes em 50% dos isolados, seguidos de Sta e
Lt, com 35%. Os genes de adesinas com maior frequéncia foram F18, com
27,5%, seguido por F4 e F5 com 22,5%. Os autores também analisaram a resis-
téncia a agentes antimicrobianos como ampicilina, cefalexina, enrofloxacina, co-
listina, norfloxacina, fluorfenicol, amicacina, cloranfenicol, trimetoprim, neomi-
cina, tetraciclina, sulfazotrim (sulfametoxazol + trimetoprim) e gentamicina, do
qual 98,1% de todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
agentes antimicrobianos testados.

Os autores citados anteriormente relataram ainda que a Unica amostra
com sensibilidade a todos os antimicrobianos foi isolada da rac&o ofertada aos
animais. O maior indice de sensibilidade foi observado para fluorfenicol em
81,1% dos isolados, seguido de norfloxacina com 79,2% e enrofloxacina, com
75,4%. A maior resisténcia foi observada para tetraciclina em 88,6% dos isola-
dos, seguida por sulfazotrim, com 73,5% e por trimetoprim, com 66%. Desta

forma, o estudo concluiu que o uso desordenando de antibiéticos eleva o indice
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de resisténcia dessas bactérias e diminui, consequentemente, o efeito dos anti-
biéticos comerciais (Costa et al., 2006). Diante deste cenario, o desenvolvimento
e a pesquisa por novas moléculas naturais e eficazes para o aumento da produ-
tividade em suinos, sem causar resisténcia bacteriana e rastros metabdlicos no

animal € urgentemente demandado.

2.2 Peptideos Antimicrobianos (PAMs)

Os PAMs sdo moléculas que possuem varias funcdes, apresentando um
largo espectro de potencial contra principalmente bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, (YANMEI LI et al., 2012), além de virus, fungos e parasitas
(Seyfi et al., 2020). Essas moléculas foram reconhecidas pela primeira vez na
década de 1990, devido a infeccdo bacteriana ou fangica por Drosophila mela-
nogaster, pois as defensinas em Drosophila eram similares as B-defensinas hu-
manas e, assim, apontaram a sua atividade antimicrobiana (Magana et al., 2020).

O sistema imunolégico dos organismos multicelulares € integrado por uma
gama de mecanismos para protecao do hospedeiro contra frequentes interacdes
com microrganismos patogénicos (Guani-guerra et al., 2010). Os PAMs sdo mo-
léculas que possuem vasta atividade biologica e fazem parte da imunidade inata
da maioria dos seres vivos. Esses peptideos apresentam normalmente de 10 a
50 aminoacidos carregados positivamente, como arginina, lisina e a histidina,
gue proporciona ambientes basicos (cationicidade), além de possuir aproxima-
damente 50% de aminoacidos hidrofobicos (Huang et al., 2010). Estes PAMs
possuem quatro tipos de estruturas, sendo elas as alfa-hélices, folhas-beta, al-
cas (dobras ou turns) e formas desordenadas (Seyfi et al., 2020).

Os PAMs podem ser categorizados de diversas formas, baseando-se em
suas estruturas, sequéncias e mecanismo de acao (Kumar et al., 2018). Estas
moléculas podem ter uma gama de atividades, como por exemplo a antimicrobi-
ana, imunomoduladora (a qual esta ligada diretamente no controle de doencas
infecciosas e inflamatdrias), anticancerigena e antiviral (Guani-guerra et al.,
2010). Estas atividades bioldgicas dependerdo da estrutura e da sequéncia dos
PAMs (Kumar et al., 2018).

Basicamente, a eficiéncia dos PAMs em eliminar bactérias esta relacio-
nada com a sua eficacia de interacdo com as membranas bacterianas ou pare-

des celulares. Como ja4 mencionado, na maioria das vezes, os PAMs possuem
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uma carga liquida positiva e uma grande propor¢ao de aminoacidos hidrofébicos,
fazendo com que eles se liguem seletivamente a membranas bacterianas nega-
tivamente carregadas, levando assim a ruptura ndo enzimética da membrana
bacteriana (Zhang, 2016).

Devido a crescente resisténcia e desenvolvimento de cepas patogénicas
frente a antibiéticos padrdes, tem-se buscado o desenvolvimento e emprego de
farmacos naturais advindos dos PAMs, tanto pelas companhias farmacéuticas
quanto pela industria de nutricdo animal (Magana et al., 2020). Assim, diante
desta situacéo, estas moléculas geraram um enorme interesse em pesquisas
cientificas. Porém, devido ao fato da dificuldade de isolamento dos PAMs em
grandes quantidades para sua aplicabilidade, fez-se necessario a sintese dessas
moléculas para estudos mais aprimorados e especificos. Desse modo, por meio
da sintese quimica (a mais utilizada), sintese enzimatica ou biocatélise, dentre
outras técnicas, é possivel desenvolver peptideos aprimorados para fins especi-
ficos (Machado et al., 2004), como a atuacao destes em forma de aditivos na
nutricdo de animais de producao.

O uso de antibiodticos comerciais em grande escala na nutricdo suina pode
ocasionar grandes riscos a saude publica e ao meio ambiente (Kiefer et al.,
2012), devido a elevada resisténcia desenvolvida pelas bactérias-alvo e aos re-
siduos metabdlicos deixados por estas moléculas. No intuito de aplicar PAMs na
nutricdo animal, Yoon et al. (2012) analisaram o peptideo A3 (AMP-A3), com
potencial antimicrobiano, aplicado a nutricdo de leitdes desmamados. Este pep-
tideo antimicrobiano exerceu efeitos positivos, aumentando o crescimento des-
tes animais e atuando também na morfologia e microflora intestinal de uma forma
benéfica.

Em um estudo in vivo realizado por Hu et al. (2019), foi relatado que a
utilizacdo do PAM KR32, injetados de forma intraperitoneal em suinos, atuou de
forma positiva em leites durante o desmame, diminuindo quadros de diarreia
dos animais que receberam a aplicacdo do PAM KR32 em relagdo aos animais
que receberam a aplicagédo de uma solucgéo salina.

Desta forma, em busca de novas moléculas e estudos com PAMs, o pep-
tideo Ctx(lle?')-Ha, contém 21 residuos de aminoacidos e foi isolado da ra Hypsi-
boas albopunctatus (Vicente et al., 2013). A molécula possui uma estrutura anfi-

patica, e tem um grande potencial antimicrobiano contra fungos e bactérias
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Gram-positivos e Gram-negativos. Assim, o peptideo antimicrobiano Ctx(lle??)-
Ha foi escolhido por ser um interessante e promissor candidato para substituir

os antibidticos convencionais, comumente utilizado na producgdo de suinos.

2.3 Microencapsulacéao

Microparticulas podem variar de 1 a 1000 pum e sua forma fisica é carac-
terizada pelo formato esférico e solido. Essas microparticulas podem ser usadas
para transportar e proteger diversos compostos como, por exemplo, moléculas
peptidicas (Bansode et al., 2010).

A tecnologia da microencapsulacao € utilizada em inimeras industrias,
como a agricola, alimentar, médica e cosmética. As aplicaces desta tecnologia
sdo muito variadas, principalmente na industria farmacéutica, como a de masca-
rar sabores ou odores; conversdo de liquidos em sdlidos; protecdo em relacdo
aos agentes atmosféricos (umidade, luz, calor e/ou oxidagéo); reducéo da vola-
tilidade; melhoramento das caracteristicas de escoamento de pés; facilitacdo do
manuseio de substancias toxicas; auxilio a dispersdo de substancias insollveis
em agua em meios aquosos e producdo de formas farmacéuticas de liberacdo
controlada, sustentada e vetorizada (Abbas et al., 2012)

Devido a alta degradacdo enzimatica das proteinas que ocorre no trato
gastrointestinal, principalmente no estdmago, a administracao oral de peptideos
sofre algumas limitagdes. Sendo assim, é necessario a utilizacdo de estratégias
para uma protecdo e otimizacdo vantajosa para a utilizacdo e acdo destas ma-
cromoléculas. Assim, o processo de microencapsulacao pode proporcionar uma
alta biodisponibilidade da proteina/peptideo, promover estabilidade e protecdo a
molécula e permitir sua liberagéo controlada no intestino, como é o caso do es-
tudo referente a esta dissertacéo. E fundamental a escolha de um método de
microencapsulacao simples, de facil reprodutividade, rapido e exequivel em es-
cala industrial; mas, acima de tudo, deve minimizar a perda da atividade biolégica
do peptideo ou da proteina ativa a ser encapsulada (Menezes, 2013).

A gelificacéo inotropica € uma técnica de microencapsulagédo que se ba-
seia na capacidade de reticulacéo de polieletrélitos na presenca de ions multiva-

lentes, como Ca?*, Ba* e AI**. Pode ser aplicada por qualquer extruséo ou emul-



25

sificacdo/gelificacdo, sendo que a extrusdo € o método mais utilizado para pro-
duzir particulas esféricas de gel, realizando um gotejamento em uma solugéo
aguosa de CaClz (Ozkan et al., 2019).

Polimeros naturais vém sendo muito empregados no processo de micro-
encapsulacdo. Um polimero natural que vem mostrando muito potencial em sis-
temas de liberagéo controlado é o alginato (Costa et al., 2015). Este polimero &
linear, possuindo uma alta massa molar (Menezes et al., 2013) e é composto por
uma mistura de acidos poliurénicos contendo residuos de acido D-manurénico e
L-gulurénico (Rowe et al., 2009). O alginato tem sido bastante utilizado devido a
sua capacidade de absorcdo de agua, facil manuseio e inocuidade, além de ou-
tras caracteristicas fisico-quimicas importantes, como a gelificagdo (Etchepare
et al., 2015).

Na técnica de revestimento em microencapsulacao por meio de leito flui-
dizado, as particulas sélidas do farmaco ficam suspensas por meio de uma cor-
rente quente de ar, e assim sdo revestidas por meio da nebulizagdo da solucao
de revestimento. A estrutura do leito fluidizado permite que ocorra uma recircu-
lacéo das particulas, permitindo assim que quando as particulas chegam ao topo
sejam lancadas novamente para baixo para serem revestidas e secas. Este pro-
cesso é continuo para obtencdo de uma espessura adequada de revestimento
(Dias, 2007). Por meio desta técnica de revestimento, € possivel a obtencao de
um revestimento mais uniforme.

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) é um polimero celuldsico
utilizado para liberagcéo controlada de farmacos, o qual possui uma capacidade
de intumescimento que tem efeito direto na cinética de liberacdo do farmaco in-
corporado (Lopes et al., 2005). O HPMCP é bastante empregado na industria
farmacéutica em formulac¢des orais, devido ao seu potencial de protecao, impe-
dindo que os farmacos ocasionem efeitos secundarios no estomago, uma vez
gue o HPMCP néo ¢ afetado pelo pH do estomago, sendo assim dissolvido ape-
nas no intestino com o pH 7,5 (Colombo, 2014). O HPMCP também pode ser
utilizado para mascarar os sabores indesejaveis de farmacos, podendo ser apli-
cado sozinho ou em associagcdo com outro agente formador de filmes (Rowe et
al., 2009). Existem varios outros métodos de encapsulamento e alguns deles sao

abordados na Tabela 1.
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Quadro 1. Métodos de encapsulamento e suas vantagens.

Métodos de A i
Vantagens Desvantagens Referéncias
encapsulamento
Disponibilidade de equipa-
mentos, ampla variedade de N .
Producédo de materi-
. agentes encapsulantes, pro- . ~ Madene et al.,
Spray drying ~ . ais de tamanhos nao
ducéo potencialmente em . 2006
SN uniformes
larga escala, boa eficiéncia e
baixo custo de processo
A tecnologia de encapsula- | Baixa capacidade de
mento mais barata por em- encapsulamento e a
. . ~ . Rathore et al.,
Spray cooling pregar temperaturas mais expulsdo do nacleo 2013
baixas e com alto potencial | durante o armazena-
de aumento de escala mento
Extrusao Vida util muito Ionga dos Particulas grandes Gouin, 2004
compostos aromatizantes
Produtos de excelente quali-
e dade, pois minimiza as alte- Alto custo e longo Marques et al.,
Liofilizagéo L : .
racdes associadas a alta tempo de processo 2006
temperatura
Utilizacdo de uma
Leito fluidizado Obtencéo dg um revesti- q_uantldade S|9n|f_|ca- Dias, 2007
mento mais uniforme. tiva de substancia a
encapsular

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4. Aplicacdo de PAMs na nutri¢do de suinos

Os problemas intestinais tém um grande impacto na cadeia de produtiva
de suinos, pois afetam negativamente e diretamente o desempenho zootécnico
do animal, aumentando o custo de produc¢ao devido a utilizacdo de medicamen-
tos. Atualmente, o uso desordenado de antimicrobianos sintéticos para o con-
trole de diarreia em suinos tem acarretado o aparecimento de cepas resistentes
e, consequentemente, a diminuicdo da eficiéncia destes antibibticos contra estas
cepas (Baccaro et al., 2002). Segundo Menin (2008), considerada como cepa
resistente, a patogenicidade da Escherichia coli esta relacionada com sua capa-
cidade de colonizar o intestino, através de fimbrias, estruturas proteicas que séo
consideradas antigenos de superficie com alta atividade antigénica.

A E. coli € o agente bacteriano que mais ocasiona diarreia em suinos nas
diferentes fases de criagdo. Os sorotipos fimbriais mais prevalentes na fase de
maternidade sdo F5/K99 (20% de incidéncia), F6/987P (16,3%), F42 (6,8%) e


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782014000701304&script=sci_arttext#B18
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782014000701304&script=sci_arttext#B26
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782014000701304&script=sci_arttext#B26
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F41 (5,7%). Aléem disso, em uma pesquisa de Macedo et al. (2007), de 144 amos-
tras analisadas, 29,2% foram positivas para pelo menos um dos fatores de viru-
Iéncia testados (K88, K99, 987P, F18 e F41).

Diante disso, estratégias de manejo e novas alternativas sdo necessarias
para reduzir as consequéncias causadas pela alta taxa de resisténcia antimicro-
biana, sobretudo quando é necesséria a aplicacdo de antimicrobianos no con-
trole de infecgbes (Zeineneldin et al., 2019). Nesse contexto, o peptideo
Ctx(lle?t)-Ha surge como uma alternativa aos antimicrobianos convencionais, ja
gue ele possui vasta atividade biolégica contra bactérias e fungos (Vicente et al.,
2013).

3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a viabilidade da aplicagéo oral do
peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha, formulado e microencapsulado, na ali-
mentacao de suinos, especificamente em leitdes na maternidade, como um novo

e eficiente aditivo nutricional natural.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos deste trabalho, realizou-se a sintese, purifica-
cao e caracterizacdo do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha e a formulagdo/mi-
croencapsulacao desta molécula peptidica. Apdés isto, realizou-se a sua caracte-
rizacao fisico-quimica para averiguar as propriedades quimicas e fisicas das mi-
crocapsulas. Apés as caracterizagfes, realizou-se os experimentos in vivo com
leitdes na fase de maternidade até o desmame, com 21 dias de idade, avaliando
as variaveis de aparecimento ou ndo de diarreia nos animais, ganho médio de
peso diario (GPD), peso a desmama, escore fecal e o numero de dias para apa-

recimento e cessao da diarreia.



28

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Sintese Peptidica em Fase Sélida (SPFS)

A sintese peptidica do peptideo antimicrobiano Ctx(lle)-Ha foi realizada
no Laboratério de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias e Engenharia
(FCE/Unesp), Campus de Tupa. Esta sintese foi feita por meio do método da
Sintese Peptidica em Fase Sélida (SPFS), empregando a quimica Fmoc (9-flu-
orenilmetiloxicarbonila) a qual € o grupo protetor a-aminico dos aminoacidos uti-
lizados nesta técnica (Chan e White, 1999). A resina Rink Amide foi utilizada
como polimero ou resina de suporte, com grau de substituicdo de 0,67 mmol/g,
escala de 0,4 mmol e excesso de trés vezes, resultando em um equivalente de
reagentes (aminoacidos e agentes acoplantes) de 1,2 mmol por cada reacao.
Foram utilizadas seringas descartaveis com filtro poroso que assessoraram no
descarte de subprodutos e excedentes de reagentes.

Nas reacOes de acoplamentos, utilizou-se prioritariamente Fmoc-aminoa-
cidos padrbes e os agentes acoplantes: N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC) e hi-
droxibenzotriazol (HOBt), em agitacdo por duas horas. Para eliminacdo dos ex-
cedentes de reagente, foram aplicados, a cada passo, ciclos de duas lavagens
com dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM). A retirada do grupo prote-
tor amino (Fmoc) foi realizada por meio da adicdo de uma solugéo de 4-metilpi-
peridina 20% em DMF durante um minuto e posteriormente por 20 minutos (Fi-
gura 1).

Apbs o acoplamento de todos os aminoacidos da cadeia peptidica do
Ctx(lle?Y)-Ha, foi realizada a clivagem por meio da adicdo de solugcdo composta
de agua deionizada, triisopropilsilano (TIS) e acido trifluoracético (TFA), nas
respectivas proporcgoées 2,5:2,5:95 (v,v,v), em um frasco de cintilacdo de 20 mL
de volume, por um periodo de duas horas, sob agitacdo branda com barra
magnética. Em seguida o complexo peptideo-resina foi precipitado utilizando
éter gelado, e realizou-se a separagdo das fases por meio de trés ciclos de
centrifugagdo por cinco minutos com rotagcdo de 3.600 rpm, sendo o
sobrenadante retirado e armazenado em um frasco de vidro como precaucao,

caso o peptideo tenha alta hidrofobicidade e esteja presente na fase etérea.
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A extracao do peptideo foi efetuada na fase solida da separacao, que con-
tinha resina e peptideo bruto, por meio do acréscimo de 4gua deionizada acidifi-
cada com 0,045% de TFA (solugcao A) e acetonitrila acidificada com 0,036% de
TFA (solucédo B) na proporcao de 1:1 (v:v), seguido de centrifugagcédo por cinco
minutos a 3.600 rpm. O sobrenadante peptideo bruto foi liofilizado, resultando

em um po floculoso e branco, que € o material de interesse da sintese.

Figura 1. Etapas da sintese do peptideo Ctx(lle?!)-Ha em fase sélida.

imicio €
LAVAGEM com 2 x DMF

1 x 20% piperidina em DMF por 1 min, DESPROTEGAQ/
1 x 20% piperidina em DMF por 1 min, NEUTRALIZACAO

LAVAGEM com 2 x DMF

PROXIMO CICLO
LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM N

2 Eq. de Fmoc-AA + reagentes acoplantes
em DCM/DMF (1:1, v/v) - duracdo de 1 a 1 horas, ACOPLANENTO

LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM T

(3 POSITIVO

v
TESTE DE NINIDRINA =

— NEGATIVO

Fonte: Vicente, 2009.

Posteriormente, para a realizacdo do processo de purificacéo do peptideo
antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha, foi efetuada a analise do perfil cromatogréafico desta
molécula e avaliacdo do seu teor de pureza por meio do sistema de HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), marca Shimadzu, modelo Prominence,
localizado no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios da Faculdade de Cién-
cias e Engenharia (FCE/Unesp), Campus de Tupd. Em seguida, o peptideo foi
devidamente identificado e caracterizado via Espectrometria de Massas, para a

confirmacgéo da obtengcdo do mesmo.



30

5.2 Microencapsulacéao

A microencapsulagéo do peptideo foi realizada em laboratorio na Univer-
sidade de Araraquara-UNIARA. Foi utilizado o processo de gelificacdo ionotro-
pica, utilizando o alginato (ALG) como polimero, devido sua capacidade de for-
macéao de gel na presenca de ions multivalentes. A principio, foi realizada uma
disperséo de alginato a 2% em 500 mL de &gua destilada. Esta disperséo pro-
cedeu sob constante agitacdo com barra magnética até a homogeneizacéo com-
pleta do alginato, formando um liquido de textura de gel. Em seguida, foi adicio-
nado o peptideo antimicrobiano Ctx(lle®!)-Ha, com massas iniciais de 100 mg e
200 mg (aqui denominados de H1 e H2, respectivamente), separadamente em
frascos reacionais, sob continua agitacdo com barra magnética, por cerca de
uma hora. Posteriormente, foi preparada para cada amostra uma solucéo de clo-
reto de aluminio (AICIs) a 5% em agua destilada e mantida sob refrigeragao.

Logo apéds o periodo de uma hora, a dispersdo aquosa do alginato incor-
porada com diferentes quantidades do peptideo Ctx(lle?!)-Ha em massa foi go-
tejada numa solucéo reticulante de cloreto de aluminio a 5% por meio de uma
bomba injetora. Este procedimento foi mantido em banho de gelo durante todo o
experimento. Logo depois do contato com a solucao reticulante, a gota de algi-
nato com peptideo incorporado solidifica, originando assim as microparticulas,
as quais foram mantidas a todo momento sob agitacdo magnética a 720 rpm por
60 minutos, para total solidificacao (Figura 2). Apos esta etapa, as microparticu-
las foram separadas por filtragéo e secadas a 40°C por 24 horas em estufa com
circulagdo de ar forgada.
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Figura 2. Processo de microencapsulacdo do peptideo Ctx(lle?')-Ha com
bomba peristaltica por meio de gelificacdo ionotropica.

ApoOs a secagem, as microparticulas foram submetidas a um revestimento
com uma dispersao filmégena de ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP)
a 10%, que foi obtida por meio de uma solugdo de 20 g de HPMCP, 50 g de
hidréxido de amonio, 5 g de trietilcitrato e 125 g e agua purificada. Esta solugéo
foi dispersada sobre as particulas através de uma bomba peristaltica da marca
LabMag, modelo MLF 100, com temperatura de 50°C, soprador inicial de 0,10
m3/min, sendo aumentado gradativamente, de acordo com que as microparticu-
las fossem ficando mais pesadas; vibracdo de 100% e bomba peristéltica a 0,4
mL/min. Este processo foi realizado por duas vezes seguidas para garantia de

total revestimento das particulas (Figura 3).
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Figura 3. Processo de revestimento das microparticulas do peptideo
antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha, através de leito fluidizado.

Fonte: Préprio autor, 2019.

Foi avaliada também a dosagem incorporada de peptideo nas microparti-
culas. Para isso, a microparticula foi totalmente dissolvida em tampao fosfato
com pH 7,0 e, através do espectrofotdmetro ajustado no comprimento de onda
em 280 nm, foi realizada a quantificacéo do peptideo Ctx(lle?t)-Ha compreendido
em cada microparticula. Utilizou-se a lei de Lambert-Beer para quantificacdo do
peptideo (Equacéo 1):

A=¢ec.? (Equacéo 1)

onde A é a absorbéancia adquirida no comprimento de onda em 280 nm, € € 0
coeficiente de absortividade molar do triptofano (5.690 mol Lt cm™), £ é o cami-

nho 6tico utilizado nas medidas e ¢ é a concentracdo molar (mol L?).

5.3 Caracterizacdo das microparticulas com o peptideo Ctx(lle?t)-Ha

A caracterizacdo das microparticulas de peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?t)-Ha foi realizada em parceria com o Instituto de Quimica — Unesp, Cam-
pus de Araraquara e com a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Unesp, Cam-
pus de Presidente Prudente.
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As amostras de microparticulas H1 e H2 contendo o peptideo antimicro-
biano Ctx(lle?')-Ha foram caracterizadas por meio de técnicas fisico-quimicas,
como microscopia eletrbnica de varredura (MEV), difragédo de raios X (DRX),
analise termogravimétrica (TGA), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
FTIR/FTRaman. As analises de microscopia de varredura das microparticulas
foram realizadas pelo Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) FEG JEOL
JSM 7500F. As amostras foram inicialmente revestidas com carbono (Figura 4)
e depois visualizadas a 2,0 kV. A corrente de emisséo usada foi de 10 pA, sonda
de corrente de 9, distancia de trabalho de 6,5 mm, modo de imagem eletronica

secundéria e ampliacdo de até 30.000x (Deladino et al.,2008).

Figura 4. Processo de revestimento das amostras com carbono para a

"PREPRRACA
L |

realizacdo das analises de MEV.

Fonte: Arquivo proprio.

O equipamento usado nas analises de DRX foi um difratdmetro modelo
XRD-6000, Shimadzu, Japao. As amostras foram analisadas a 35 kV e 20 mA
de radiacdo Cu-Ka, em uma faixa angular de 2° a 50° (26) com taxa de varredura
de 2° min,

As andlises termogravimétricas e de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) foram realizadas em um equipamento de modelo DST Q600 V20.9 Build
20 e analisadas no software TA INSTRUMENTS. Para cada amostra, utilizou-se
um cadinho de aluminio, uma atmosfera de nitrogénio com temperatura inicial de
20°C e final de 300°C, com uma taxa de 10°C min1. Para a quantificacdo das

microparticulas, foi utilizado um equipamento FTIR/FTRaman da marca Bruker,
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com laser de 1.064 nm, poténcia maxima de 200 mW e detector de Ge na faixa
de 4000-400 cm™ (Figura 5).

Figura 5. Equipamento de FTIR/FTRaman, para caracterizagdo das
microparticulas.

| Fnte. Arquivo préprio.

5.4 Experimentos in vivo de aplicacdo das microcapsulas em leitdes
Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais, registrado com o0 numero de protocolo 04/2019 da
CEUA/FCE/Unesp Tupa, sendo os cuidados padrdes com o uso dos animais
baseados no Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais (CIUCA).
Esta etapa do trabalho in vivo foi dividida em dois experimentos, deno-
minados de Remediacédo: avaliacao preliminar, que consistiu na aplicacdo do
peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado, via oral, em animais na
fase de maternidade a partir da deteccao de diarreia em animais com menos de
12 dias de idade, por um periodo de 10 dias consecutivos, sendo este uma ava-
liacdo preliminar, para avaliacdo do potencial do peptideo em cessar a diarreia.
O outro experimento, aqui denominado Profilatico e Terapéutico, teve
por objetivo a profilaxia contra bactérias Gram negativas dos animais em fase de
maternidade, até o desmame. Para isto, os animais foram divididos em trés tra-
tamentos, sendo eles o grupo controle (CTRL), o tratamento 1 (PEP1) e o trata-
mento 2 (PEP2), onde nos tratamentos PEP1 e PEP2 os leitdes receberam dife-
rentes doses do peptideo Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado via oral, uma vez por
dia (PEP2 recebeu o dobro da dose de PEP1). No grupo controle, os leitdes néo

receberam doses do peptideo Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado. Todos os animais



35

receberam racao no creep feeding e estavam alojados na mesma sala de mater-
nidade, nas mesmas condigcbes ambientais. Estes ensaios foram realizados na
granja comercial GRANSUI, localizada no distrito de Parnaso, municipio de

Tupa, estado de Séo Paulo.

5.4.1 Remediacgéo: avaliagdo preliminar

Os experimentos de Remediacéo foram realizados em duas etapas, com
duracédo de 10 dias cada uma, em épocas diferentes, executados como experi-
mentos piloto. Para sua execucédo, foram utilizados dez leitdes (n = 10) em cada
etapa, a partir do momento que apresentaram sintomas claros de diarreia (fezes
liguidas amareladas). Desse modo, na primeira etapa da Remedia¢éo, os ani-
mais foram tratados diariamente, cada um, com trés microcapsulas do tipo H2,
totalizando uma massa aproximada de 69,6 pg de peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?')-Ha (para os calculos, ver sec¢do 5.2 dos Resultados e Discusséo) de-
nominado aqui de PEP1, via oral, sendo os leitbes pesados todos os dias.

Teoricamente, para que haja um efeito terapéutico na diminuicdo das po-
pulacdes de bactérias Gram negativas que colonizam o intestino do leitdo em
maternidade, € necessario que haja uma quantidade de peptideo maior que a
sua concentracao inibitéria minima (CIM) para esta bactéria, o qual é de 8 umol
L1 ou 0,0035 pg L (Vicente et al., 2013). Deste modo, ao se considerar um peso
meédio de um leitdo no nascimento, que é de 1,4 kg e assumindo sua densidade
de 1 g L, tem-se que seriam necessarios pelo menos 0,005 pg de peptideo
antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha para serem liberados no intestino. Assim, conside-
rando que durante todo o processo de aplicacdo houve muitas perdas por diver-
sos fatores (degradacédo do peptideo, possivel desnaturacao do peptideo em pH
acido, microencapsulacdes incompletas etc.) e por ser um experimento piloto,
assumiu-se uma quantidade maior (aproximadamente 14.000 vezes) que a dose
terapéutica calculada.

De modo que, logo apds o desmame, o leitdo ainda estd em fase de de-
senvolvimento, de maneira que varios fatores de estresse podem ocasionar efei-
tos negativos sobre o seu desempenho (Kumer et al., 2009). Sendo assim, foi
necessaria a realizacdo da segunda etapa do experimento de Remediacao, de-

vido & observacao de que os animais da primeira etapa apresentaram uma certa
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apatia, denominada de animais “refugos”, o que pode ocasionar um retardo no
desenvolvimento desses animais na fase seguinte de suas vidas. Desta forma,
esta segunda etapa teve como objetivo avaliar se o excesso de manejo poderia
estar prejudicando o comportamento desses animais e se a dose de peptideo
antimicrobiano foi abaixo da terapéutica para a diarreia. Desta forma, na segunda
etapa, os animais receberam diariamente, via oral, seis microparticulas do pep-
tideo Ctx(lle?!)-Ha e foram pesados a cada trés dias. Além disso, para a compi-
lacédo dos resultados, foi verificada visualmente a reacdo dos leitbes ao longo do
tempo, onde 0 momento zero, ou seja, 0 inicio do experimento, foi estipulado
quando se verificou a presenca visual de diarreia individualmente. Além disso, a
avaliacao foi realizada pela mesma pesquisadora, todos os dias, sempre no
mesmo horario.

O grau de severidade foi analisado segundo a definicdo de escore fecal.
Este parametro de comparacgéo foi designado por meio da seguinte escala: “es-
core fecal 0” foi classificado para fezes normais; “escore fecal 1” para fezes muito
pastosas e amareladas e “escore fecal 2” para fezes liquidas e amareladas (So-
bestiansky et al.,1998).

Em estudo realizado por Menin et al. (2008), 76% dos leitbes em materni-
dade que apresentaram diarreia estavam acometidos pela bactéria E. coli. Desta
forma, a eficacia do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha foi avaliada por meio
de teste de hipotese, assumindo que o niumero de leitbes com diarreia contami-
nados com E. coli segue uma distribuicdo binomial, onde se assume, por hip6-
tese nula (HO), que a proporcgao de leitdes acometidos por diarreia tendo como
o patégeno E. coli é de 76% (HO: P = 76%). Ja a hipo6tese alternativa (H1) afirma
gue esta proporcédo seria menor em funcdo do uso do peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?')-Ha que sera utilizado na Remediacéo (H1: P <76%). Isto implica que,
em funcéo da distribuicdo binomial, numa amostra de tamanho 10 (n = 10; P =
0,76), pode-se refutar o HO caso houver no minimo seis leitdes protegidos (isen-
tos de diarreia), isto €, até quatro leitdes ainda apresentando o quadro de diar-
reia.

Visto que o equilibrio da flora intestinal atua de forma direta e benéfica no
desempenho dos leitdes, um desses efeitos benéficos seria a criacdo de uma

barreira que atrapalha a colonizacdo do trato gastrointestinal por bactérias pato-
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génicas exogenas, aumentando a altura das vilosidades do intestino e, conse-
quentemente, aumentando a area de superficie de absorcdo de nutrientes. As-
sim, a aplicacdo de PAMs na alimentacdo de suinos pode atuar de forma signi-
ficativa na melhoria do desempenho e na saude dos leitbes, de forma que um
intestino saudavel é compreendido por altas proporcdes das vilosidades e pro-
fundidade das criptas, e a toxinas expressas por bactérias patogénicas no intes-
tino podem prejudicar o desenvolvimento do intestino provocando inflamagoes
gue acometem o desenvolvimento morfolégico deste, e assim ocasionar a diar-
reia em leitdes (Zhang et al. 2021).

Para isto, foram feitas analises visuais nas fezes dos leitdes (a partir da
deteccao de diarreia nos mesmos), objetivando, assim, acompanhar a evolugéo
do quadro clinico com a administracédo do peptideo Ctx(lle?!)-Ha. As variaveis
avaliadas foram o ganho médio de peso dos leitdes (GPD), o escore fecal e o

namero de dias para cessar a diarreia com a aplicacdo da formulagéo.

5.4.2 Experimento Profilatico e Terapéutico

O experimento Profilatico e Terapéutico contou com um total de 136 lei-
tdes (n = 136), no tratamento Profilatico, os quais foram divididos em trés trata-
mentos: I) controle (CTRL) com um total de 46 animais, que seguiu 0 manejo
convencional da granja (utilizacao de antimicrobiano convencional), onde os ani-
mais néo foram submetidos a administragdo oral de doses de peptideo Ctx(lle??)-
Ha para a prevencao de diarreia; Il) Tratamento 1 (PEP1), contendo 45 animais,
onde foram aplicadas trés microcapsulas via oral do tipo H2, equivalente a uma
massa total de 69,6 g de peptideo Ctx(lle?t)-Ha e 1) Tratamento 2 (PEP2), com
um total de 45 animais, onde foi aplicada via oral, uma dose duas vezes acima
da dose do PEP1, correspondendo a seis microcapsulas do tipo H2, totalizando
uma massa de 139,2 ug de peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha, seguindo as
mesmas justificativas do experimento de Remediacdo. Nos leitdes pertencentes
aos tratamento PEP1 e PEP2, foi administrado o peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?')-Ha microencapsulado nas respectivas doses de cada tratamento no 1°,
2°, 5% 10° e 13° dia ap0s o nascimento. Estes dias foram estabelecidos de
acordo com o manejo diario da granja, a fim de provocar o minimo de estresse

nos animais.
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Desta forma, neste experimento, os leitdes foram avaliados desde o nas-
cimento até os 21 dias de idade, durante a fase de aleitamento. As matrizes e
suas respectivas leitegadas estavam alojadas em uma sala de maternidade, com
dez gaiolas parideiras equipadas com escamoteadores. Foram selecionadas ale-
atoriamente dez porcas, alojadas na mesma sala, com ordem de parto variando
de 1 a 10 e genética semelhante. Para cada porca selecionada, foi atribuido para
sua leitegada, aleatoriamente, a alocacao dos tratamentos CTRL, PEP1 e PEP2,
controlando-se o efeito materno sobre o desenvolvimento dos leitdes. Dessa
forma, totalizou-se 136 leitdes, dos quais 46 pertenceram ao grupo CTRL e ou-
tros 90 ao conjunto de tratamentos PEP1 e PEP2.

Todos os animais deste experimento tiveram acesso a rac¢ao fornecida no
creep feeding e foram submetidos aos manejos diarios da granja, descritos a
seguir: desgaste de dentes, que tem por objetivo a reducéo de lesdes nos tetos
das matrizes e nas leitegadas e corte da cauda, que é uma acao preventiva con-
tra o canibalismo, comum entre os suinos. Ambos 0os manejos foram realizados
logo nas 12 primeiras horas de vida (1° dia de vida). Foi realizada também uma
suplementacdo com ferro, que € um elemento necessario para a constituicao da
hemoglobina, proteina responséavel pelo transporte de oxigénio presente nas he-
macias e aplicacdo de Isocox® (troltrazoril) no 2° dia ap6s o nascimento, que €
um agente anticoccidiano usado na profilaxia e tratamento da coccidiose (isos-
porose suina). Por fim, foi realizada a vacinacgéo usual de Mycoplasma hiopneu-
mae, Circovirose e Glaser. A pesagem dos animais foi realizada no inicio do
experimento, nos dias de administracdo dos tratamentos e ao desmame (21
dias).

Apos ministrados todos os tratamentos com o peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado, os leitdes ficaram em observacédo diaria até o
desmame para verificacdo de ocorréncia ou ndo de diarreia, que foram classifi-
cadas visualmente. Caso houvesse a ocorréncia de diarreia, foi realizado um
experimento “Terapéutico” dentro do experimento Profilatico. O tratamento Te-
rapéutico teve um total de 35 animais (n = 35), sendo 11 animais pertencentes
ao tratamento CRTL, 13 animais do tratamento PEP1 e 11 animais pertencentes
ao tratamento PEP2. Assim, os animais dos tratamentos PEP1 e PEP2 que apre-
sentaram diarreia ap0s a Ultima aplicacéo dos do peptideo (13° dia) foram pesa-

dos a cada trés dias e submetidos a uma dose diaria do peptideo Ctx(lle?!)-Ha
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microencapsulado duas vezes maior, de acordo com o tratamento pertencente
(massas médias de 139,2 ug de peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha para o
PEP1 e 278,4 ug para o PEP2). J4 os animais do tratamento CTRL que apre-
sentaram diarreia foram submetidos a uma dose injetavel com antibiotico comer-
cial frequentemente usado na granja (Microflud F, tendo como principio ativo o
florfenicol), o qual é indicado para infec¢des respiratorias e complicacdes gene-
ralizadas dos suinos, causadas por bactérias sensiveis a este antibiético, como
as bactérias Gram negativas. As variaveis analisadas foram aparecimento ou
nao de diarreia, ganho médio de peso diario (GPD), peso a desmama, escore

fecal e o nUmero de dias para aparecimento e cessédo da diarreia.

5.5 Analise estatistica

Os dados relativos aos escores fecais, para o experimento Profilatico/Te-
rapéutico, foram submetidos a analise de correspondéncia utilizando as funcdes
CrossTable, pacote gmodels (Warnes et al., 2018), e funcdo CA do pacote Fac-
toMineR (Le et al., 2008) do software R (R Core Team, 2020). Ainda com 0s
escores fecais, foram calculados para cada animal do experimento Terapéutico
0 numero de dias para cessar a diarreia e 0 numero de dias em cada classe de
escore fecal. Ambas foram analisadas por meio de andlise de variancia
(ANOVA), tendo no modelo a dose do peptideo como efeito fixo, para a variavel
namero de dias para cessar a diarreia, e a interacdo dose do peptideo e escore
fecal, para a variavel numero de dias em cada classe de escore fecal, e a dose
do peptideo aninhado a mde como efeito aleatério para ambas as variaveis.

Ainda por meio de analise de variancia, foram analisados para ambos os
experimentos, o ganho médio diario e o peso a desama, tendo como efeito fixo
o tipo ou dose do peptideo, e como efeito aleatério a mae. O peso ao nascimento
foi utilizado como covariavel no modelo para anélise do peso a desmana. Para
a ANOVA foram utilizadas as funcdes Ime do pacote nime (Pinheiro et al., 2020)
e anova do pacote stats R (Fox and Weisberg, 2010) e as médias comparadas
por meio de comparagfes multiplas utilizando ajuste de multiplicidade de Tukey
disponivel na funcdo emmeans do pacote emmeans (Lenth, 2019) do software
R (R Core Team, 2020). Independente da analise, P-valor < 0.05 foi considerado

como significativo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese Peptidica em Fase Sélida (SPFS)

A sintese do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha ocorreu com sucesso,
obtendo-se bom rendimento nas reacdes de acoplamentos dos aminoacidos,
evidenciados pelos testes de ninidrina negativos. A grande dificuldade encon-
trada estava relacionada com o reacoplamento de alguns aminoacidos, devido a
provaveis agregacoes das cadeias peptidicas ligadas a resina, o0 que acarreta na
dificuldade da ligacdo do proximo aminoacido na resina.

Ao final do processo de sintese peptidica em fase sdlida, obteve-se uma
massa inicial de peptidilresina de 1.735 g, havendo um ganho de massa de 1.133
g. Do total da massa inicial obtida, apenas 0,852 g foram clivados, obtendo uma
massa de peptideo bruto de 0,308 g, porém com um alto teor de pureza. Devido
a este elevado teor de pureza, ndo foi necessario a realizagdo da etapa de puri-
ficacdo do peptideo. Na Figura 6, é possivel observar o perfil cromatografico de
HPLC do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha bruto. Observa-se que o teor de
pureza do peptideo é de 94%, o que, para os estudos deste trabalho, é suficiente
para garantir a sua utilizacdo. Desta forma, a etapa de purificagcdo em coluna
semipreparativa nao foi realizada, passando-se para a préxima etapa, que € a
de caracterizacao via Espectroscopia de Massas.

A Figura 7 mostra o espectro de massas do peptideo Ctx(lle?!)-Ha, o qual
tem peso molecular tedrico de 2.289,72 g/mol, onde € possivel confirmar a sua
identificacéo e caracterizacdo. Por meio do espectro de massas, que evidencia
a relacdo dos picos por meio da razdo massa/carga (m/Z), é possivel observar
0s picos de m/Z de 1.144,4 (Z = +2), 763,6 (Z = +3) e 573,0 (Z = +4). Com estes
resultados, pode-se afirmar que a sintese peptidica em fase sélida foi eficiente
para a obtencéo do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha bruto, com um alto teor

de pureza.
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Figura 6. Perfil cromatogréafico do peptideo Ctx(lle?*)-Ha bruto, com 94% de
pureza.
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Desta forma, as técnicas cromatograficas utilizadas (HPLC em modo ana-
litico e espectrometria de massas) foram adequadas para a identificacéo e ca-
racterizagcdo correta do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha, permitindo uma
aguisicdo com alto rendimento em pureza e massa e, portanto, o avancgo para

as proximas etapas do trabalho.

Figura 7. Espectro de massas do peptideo Ctx(lle?!)-Ha bruto, evidenciado a
adequada obtencao do peptideo.
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6.2 Microencapsulacao

Através do processo de microencapsulacdo, por meio da gelificacdo iono-
tropica (Figura 8), obtivemos uma massa de 19,1972 g de microparticulas con-
tendo inicialmente 100 mg de massa para o peptideo Ctx(lle?)-Ha, aqui denomi-
nadas de H1, e 18,5008 g para as microencapsula¢cdes contendo inicialmente
200 mg de massa o peptideo de Ctx(lle?!)-Ha, aqui denominadas de H2. Apds o

revestimento com ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) a 10%, obteve-
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se um aumento de 2 e 4% na massa final das particulas, sendo 21,7799 g e
21,4079g de massa final de microparticulas H1 e H2, respectivamente (Figura
8).

Figura 8. Microparticulas do peptideo Ctx(lle?')-Ha apdés o processo de
revestimento, apresentando as duas formulagfes obtidas para aplicagdo em suinos, as
microparticulas H1 e H2.

Fonte: Arquivo proprio.

Para esta quantificacdo da dosagem incorporada de peptideo antimicro-
biano Ctx(lle?!)-Ha, utilizou-se uma aliquota da solugéo de cloreto de aluminio
usada na microencapsulacdo do peptideo Ctx(lle?t)-Ha H1 e H2, respectiva-
mente. A dosagem incorporada de peptideo nas microparticulas foi realizada por
meio de um espectrofotbmetro UV, ajustado no comprimento de onda em 280
nm, comprimento no qual o aminodacido triptofano, que esta presente natural-
mente na sequéncia primaria do peptideo Ctx(lle?!)-Ha, possui absorbancia
(Apéndice 1).

Segundo os calculos, pode-se evidenciar que, nas microparticulas reves-
tidas com HPMCP utilizando inicialmente 100 mg de peptideo antimicrobiano
Ctx(lle?Y)-Ha, obteve-se um total de incorporagdo nas microparticulas de 84,7
mg desta molécula, resultando num rendimento de 84,7% de encapsulamento

do peptideo pelo método de gelificagdo ionotropica. Da mesma maneira, para as
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microparticulas revestidas com HPMCP utilizando inicialmente 200 mg de pepti-
deo antimicrobiano Ctx(lle?')-Ha, obteve-se um total de incorporagédo de 175 mg
desta molécula, resultando num rendimento de encapsulagio de 87,5%. Além
disso, é necessario a realizacdo do calculo de quanto de massa do peptideo
antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha foi incorporado por microcapsula, utilizando-se da
massa meédia de dez microcéapsulas apds o processo finalizado de gelificacdo
ionotrépica (Apéndice 2). Estes dados demonstram que a técnica de gelificacédo
ionotropica foi eficiente para revestir e formular o peptideo antimicrobiano

Ctx(lle?')-Ha para a sua utilizacédo na nutricdo de suinos.

6.3 Caracterizacdo das microparticulas com peptideo Ctx(lle?!)-Ha

6.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizacdo das microparticulas € necesséria para se evidenciar a
homogeneidade da incorporagéo e seus aspectos fisico-quimicos, como estabi-
lidade e protecéo do peptideo Ctx(lle?t)-Ha, buscando um melhor entendimento
e conhecimento do composto formulado. Por meio do MEV é possivel obter uma
escala de ampliacédo de até 300.000X, com grande profundidade de foco. O MEV
€ muito utilizado para avaliar a topografia de superficie de objetos sélidos, forne-
cendo informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos da
amostra, porém nao é possivel obter informacfes sobre a estrutura interna des-
ses objetos (Galleti, 2003).

Com esta finalidade, foi realizado a caracterizacao das particulas por meio
da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A Figura 9 apresenta as micro-
particulas H1 e H2 formuladas com o peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha. As
micrografias demonstraram que as amostras apresentam morfologia quase es-
féricas, com superficies porosas e presenca de cristais, que representam o pep-
tideo cristalizado.

Diversos sistemas encapsulados com alginato, apresentam estruturas de-
formes apés da secagem devido a perda de agua interna. Este evento nao inter-
fere na liberacdo dos compostos bioativos oferecido pelo alginato, o que € bene-
ficioso para nosso sistema (Deladino et al., 2008). A presenca de cristais na es-
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trutura interna, estariam relacionados aos residuos de cloreto de aluminio na su-
perficie, pelo que se recomenda utilizar solu¢des de lavado apds o encapsula-
mento (Anbinder et al., 2011).

Figura 9. Micrografias do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha encapsulado.

Fonte: Arquivo préprio.

6.3.2. Difracdo de Raios X (DRX)

Através da Difracdo de raios X (DRX) dos cristais é possivel estudar pe-
quenas estrutura da matéria. Por meio da natureza e da difracdo dos raios x €
possivel o estudo de substancias cristalinas, isso se da ao fato dos cristais atu-
arem como redes de difracdo para os raios X, possibilitando assim a identificagéo
de estruturas cristalizadas (DA Silva, 2013).

O uso de polimeros como protetores bioativos € comumente empregado
na industria farmacéutica, pois auxilia na reducéo da cristalinidade dos medica-
mentos e, por sua vez, permite aumentar sua estabilidade (Al-obaidi e Buckton,
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2009), que também pode ser observada nas micrografias de MEV e confirmada
pelos dados do FTIR e FTRaman. Ap6s o método combinado de microencapsu-
lac&o, os picos caracteristicos de alginato e celulose (conformacdo de HPMCP
puderam ser visualizados por meio das andlises de DRX (Figura 10). Além disso,
a diminuicdo da intensidade da regido cristalina do peptideo, que se confirma
como um material semicristalino e, portanto, com alta estabilidade.

As intensidades evidenciadas a 10° evidenciam a presenca da alfa-hélice
dos peptideos e proteinas, assim como a 20°, a qual identifica a folha-3 da es-
trutura interna dos peptideos. As mudancas destas intensidades indicariam a
perda da cristalinidade ou voltando-se uma molécula semicristalina. Isto, em con-
sequéncia, favorece a estabilidade para serem aplicados como sistemas de libe-

ragéo de aditivos encapsulados in vitro ou in vivo (Desai et al., 2005).

Figura 10. Perfis de DRX do peptideo Ctx(lle?')-Ha microencapsulado.
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6.3.3 Andlises térmicas

Analises térmicas podem ser definidas como um conjunto de técnicas que
sao utilizadas para avaliarem as variacoes das propriedades fisicas que uma
determinada amostra sofre em fungcéo da temperatura. A analise termogravimeé-
trica (TGA) é uma analise termo analitica que entende a variagdo da massa da
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amostra em funcéo da temperatura, ou seja, por meio desta técnica é possivel
acompanhar a perda e/ou ganho de massa de uma amostra em fungéo do tempo
ou da temperatura. Enquanto a termogravimétrica derivada (DTG), é um arranjo
matematico, no qual a DTG € a derivada da primeira TGA, ou seja, a derivada
da massa em relacéo ao tempo (dm/dt) é capturada em funcéo do tempo ou da
temperatura (Denari e Cavalheiro 2012).

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) pode ser caracterizada
como uma técnica termo analitica em que as variacdes de entalpia da amostra
sao verificadas em relacdo a um material de inércia termicamente enquanto am-
bas sado submetidas a uma temperatura controlada (Denari e Cavalheiro 2012).

Particularmente, o peptideo Ctx(lle?!)-Ha puro mostrou uma alta estabili-
dade térmica até os primeiros 100°C, observando-se, ap0s isso, uma perda de
massa muito lenta. O branco (BR), sendo o padrdao sem peptideo, tem uma perda
de massa que se inicia com 0 aquecimento, algo que indicaria hdo ser muito
estavel frente a temperatura. As microparticulas H1 e H2 apresentaram uma es-
tabilidade alta similar comparada ao peptideo inicial, fato que se pode deduzir
qgue os polimeros da microencapsulacdo aumentaram o nivel de resisténcia
frente a temperatura outorgada do peptideo antimicrobiano por efeito da mistura,
observando uma perda menor de massa. Este efeito ajudaria a obter produtos
muito estaveis e com diferentes aplicacdes. As analises foram expressas em
porcentagem em relacdo a temperatura (Figura 11).

Para as andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC - Figura
12), foi utilizada como referéncia uma microcapsula sem peptideo (branco). As-
sim, é possivel verificar que os picos presentes apareceram também nas micro-
encapsulagdes H1 e H2 do peptideo Ctx(lle?!)-Ha, os quais se encontram alguns
graus fora do padréo. Isto é devido a presenca do peptideo puro, o qual poderia
ter influenciado a estrutura (Zhang & Kosaraju, 2007).
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Figura 11. Analise termogravimétrica por TGA (azul)/dTGA (marrom)/DSC (rosa)
das microparticulas contendo o peptideo Ctx(lle?)-Ha.

100 2 100 100 2 100
50 4 50
o W
60 9 ) = % 9 ]
g g s s z
g z e Sos50%
05075 <) - -~
4 £ =1 I 9]
o 3] 40 - = @
40 - = @ = a
= a
20 4
20
0 - 20
0+ 2H 0
T T T T T T
T T T T T T 100 200 300 400 500 600
100 200 300 400 500 600
Temperature (°C)
Temperature (°C)
100 2 - 100 100 2 100
80 80
—~ = —
- 8] o0 M o =1
60 g 5 = 60 ¢ ]
s = & S 3
Z01%°E > :o 4503
0 g g = g 9]
- - w
=) 2 40 1= 2
20 o 20
04 — 0 0 240
T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600

EXO

Temperature (°C)

Temperature (°C)

Figura 12. Caracterizac@o das microparticulas por calorimetria diferencial de

varredura (DSC).

160 -— BR
- Cix
- H1
140 - H2
120
é 100
(o]
Q
o
S g0
<
O
o
§ 60
-
L
40
20
0
30 130 230 330 430 530

TEMPERATURA(°C)



48

Nas andlises de DSC, foi utilizada como base também um microcapsula
sem peptideo (branco) e, com isso, foi possivel observar que os picos por ela
emitidos sdo das microcapsulas que continha o peptideo Ctx(lle?t)-Ha, indicadas
pelas curvas H1 (verde) e H2 (marrom), como se pode evidenciar na Figura 13.

Os picos da primeira derivada do TGA (dTGA) ajudam a determinar os
diferentes eventos relevantes de termo-oxidagéo dos produtos. Isto significa que
estes picos poderiam determinar um cambio drastico da conformacéao estrutural
e € proporcional a velocidade de decomposicao de massa (Woranuch e Yoksan
2013). Na Figura 12, este evento est4 quase imperceptivel para o peptideo Ctx
puro, o que significa que este peptideo é termoestavel em temperaturas de pro-
dutos alimenticios ou aditivos antimicrobianos. No entanto, o empacotamento
com os biopolimeros acelerariam o processo de perda de massa apos os 100°C,
pois eles possuem energia interna que poderia desestabilizar o peptideo pelas
colisdes de particulas a altas temperaturas (Lim e Ahmaad., 2017)

6.3.4. Andlises do FTIR/FTRaman

FTRaman é uma técnica que utiliza um feixe de luz monocromética que
em contato com a amostra € espalhada por ela, produzindo assim uma luz com
a mesma energia, ou com energia diferente da luz incidente. Por meio desta
técnica € possivel identificar as ligacGes existentes nas moléculas que consti-
tuem a amostra. Além disso a partir de vibracdes € possivel também identificar
o tipo e a quantidade de ligacdes que constituem a amostra (Rodrigues e Galze-
rani 2012).

FTRaman evidenciou as bandas caracteristicas dos peptideos e protei-
nas, como a estrutura secundaria: Amida |: alongamento C=0, C=C e a a-hélice
detectada em 1.661,5 cm* (muito forte); Amida Ill: deformacéo (CH2) em 1.299,5
cm® (ombro); folha B em 1.232 cm™ (fraca) (Balgoon, Ahmed & Qusti, 2018).
Além disso, os aminoacidos aromaticos apresentam um anel benzeno, que se
destaca na regido um estiramento de CH em 2.979, 3.030 y 3.057 cm™, balan-
ceando-se a ~1260 cm™; com uma deformacdo na regido préxima a 704 cm*

(Aliaga et al., 2009). Desta maneira, a técnica de FT-Raman complementou os
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resultados do FTIR, além de auxiliar alguma interferéncia com a agua nas anali-
ses do FTIR, pois a agua néo interfere no espalhamento do FT-Raman (Figura
13).

Figura 13. Espectro Raman das amostras microencapsuladas do peptideo
Ctx(lle?!)-Ha, H1 e H2.
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A FTIR também foi utilizada para acompanhar a conformac¢éo dos grupos
funcionais dentro da estrutura quimica do processo de encapsulacéo e eviden-
ciar uma estabilidade fisico-quimica estrutural. Os peptideos e proteinas pos-
suem bandas de reconhecimento baseados na formacao das ligacdes peptidicas
(amida). Os picos de ~1650 cm™ (alongamento C=0) e ~ 1.540 cm™* (vibracdes
por flexdo N—-H e alongamento C—N do eixo principal do peptideo) indicam a pre-
senca das bandas de amida | e amida Il, respectivamente (Andrushchenko et al.,
2006), as quais sao caracteristicas das ligacdes peptidicas presentes no pepti-
deo Ctx(lle?!)-Ha como mostrou-se na Figura 14.

Os picos do FTIR caracteristicos dos aminoacidos aromaticos como o trip-

tofano e da fenilalanina da sequéncia sdo observados em 1.136, 1.180, 1.202
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cm? (Ciobanu et al., 2016) A avaliacdo da presenca destes aminoacidos é es-
sencial para realizar uma correta quantificacdo durante os diversos processos

analiticos.

Figura 14. Resultados de FTIR nas amostras microencapsuladas do peptideo
Ctx(lle?')-Ha, H1 e H2, no material de revestimento HPMCP, no peptideo Ctx(lle?)-Ha.
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6.4 Experimentos in vivo de aplicacdo das microcapsulas em leitdes

6.4.1 Remediacdo: avaliacao preliminar

Quanto a andlise de escore fecal, nao foram observados efeitos significa-
tivos (P>0,05) entre os tratamentos. Entretanto, o tratamento PEP2, que recebeu
uma dose maior do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado,
apresentou 77% dos animais que se recuperaram mais rapido em relagdo ao
tratamento PEP1 (67%) (Figura 15). A rapida recuperacéo dos animais € de ex-
trema relevancia para a producao de suinos, visto que o fato de estarem com

diarreia prejudica diretamente o seu desempenho zootécnico.
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Figura 15. Escore fecal dos animais dos experimentos de Remediacéo
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As duas etapas que foram realizadas no experimento de Remediacéo en-
tre os tratamentos PEP1 e PEP2 também nao influenciaram no ganho de peso

dos animais (P>0,05) e pode ser observado na Figura 16.

Figura 16. Ganho de peso médio diario dos leitdes dos experimentos de
Remediacédo: avaliacdo preliminar da etapa 1 (PEP1) e da etapa 2 (PEP2).
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Entretanto, os animais que receberam o PEP2 apresentam uma variacao
maior no ganho de peso ao contrario dos animais que receberam o PEP1 apre-

sentam um ganho de peso mais homogéneo (Figura 17).

Figura 17. Variacao de ganho de peso médio diario dos leitdes dos experimentos
de Remediagéo: avaliagao preliminar da etapa 1 (PEP1) e da etapa 2 (PEP2).
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Este fato € corroborado pelo estudo realizado por Dutra et al. (2011), os
quais relataram que o Bacilllus subitilis foi capaz de manter o controle intestinal,
porém ndo exerceu efeito significativo sobre o desempenho de leitdes desafia-
dos com bactérias Gram-Negativas, como a E. coli. Segundo Johansen et al.
(2004), um leitdo acometido com diarreia pode ter reducéo de peso significativo
em relacdo a um animal saudavel. Portanto, pode representar um problema de-
safiador na cadeia produtiva de suinos. Em contrapartida, Yoon et al. (2014) re-
lataram que a suplementacéao dietética com peptideo antimicrobiano sintético A-
3 e P-5 atuou de forma positiva no desempenho de crescimento de leitbes des-
mamados, com idade de 28 dias de idade.

Mesmo que os animais do tratamento PEP1 tenham permanecido mais
dias no escore fecal 1 (fezes muito pastosas) e o tratamento do PEP2 conseguiu

cessar a diarreia dos animais em menos dias, verificou-se que nao houve efeito
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significativo dos tratamentos sobre o nimero de dias em cada escore fecal e o

namero de dias que cada tratamento levou para cessar a diarreia, o que pode

ser observado abaixo nas Figuras 18 e 19, respectivamente.

Figura 18. Numero de dias em cada escore fecal dos leitdes dos experimento

de remediacéo.
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Em estudos realizados por Utiyama et al. (2006), avaliando o efeito de
antimicrobianos, prebidticos, probiodticos e extratos vegetais em leitdes desma-
mados, concluiram que estes aditivos nao influenciaram a microbiota dos ani-
mais e a incidéncia de diarreia em leitdes desmamados. Porém, os agentes an-
timicrobianos promoveram melhora no desempenho dos animais; o prebiotico
teve desempenho equivalente ao obtido com os antimicrobianos nos primeiros
14 dias de experimentagdo. Em contrapartida, o probiotico e os extratos vege-

tais, no entanto, ndo propiciaram nenhuma melhora ou beneficio aos animais.

6.4.2 Profilatico e Terapéutico

Os leitbes dos trés tratamentos do experimento Profilatico ndo apresenta-
ram diferencas significativas para o aparecimento ou ndo de diarreia (P>0,05)
(Figura 20), e para o numero de dias para inicio da diarreia (P > 0,05) (Figura
21). Uma possivel hipotese é de que, devido a uma possivel grande carga bac-
teriana que causou a diarreia, o peptideo antimicrobiano Ctx(lle?!)-Ha néo foi
eficaz o suficiente para conter o disturbio, o que pode ter sido causado por uma
liberacdo incompleta ou ineficiéncia de agao.

Em contrapartida, varios trabalhos da literatura utilizando os PAMs de-
mostraram efeitos positivos sobre a incidéncia de diarreia, como o estudo reali-
zado por Xiong et al. (2014), no qual utilizaram uma mistura de peptideos anti-
microbianos contendo lactoferrina, cecropina, defensina e plectasina para suple-
mentacao em dieta de leitdes com diferentes concentragdes. Os resultados mos-
traram dados benéficos sobre a incidéncia de diarreia nos animais que recebe-
ram uma dieta contendo a dose maior de concentracdo de PAMs, os quais tive-
ram uma ampla atuacédo e um espectro de acéo eficiente para conter a infeccao.

Em um outro estudo realizado por Wu et al. (2012), animais desafiados
pos desmame com E. coli K88 apresentaram menor indice de diarreia, quando
receberam uma dieta contendo o peptideo antimicrobiano cecropina AD ou uma
dieta contendo antibiético em relacdo aos animais do grupo controle. Este resul-
tado também corrobora com o estudo de Yi et al. (2016), que relataram que o
peptideo Catelicidina-Wa (CWA) pode ser uma alternativa eficaz contra a diar-
reia em leitdes desmamados, ja que o CWA atuou de forma significativa na mor-

fologia intestinal, barreira intestinal, além de revigorar a microbiota dos animais.
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Figura 20. Incidéncida de diarreia nos tratamentos.
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Figura 21. Numero de dias para comecar a diarreia.
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Neste mesmo contexto de antibioticos naturais alternativos, em estudo re-
alizado por Zhao et al. (2015), avaliando os efeitos de Lactobacillus reuteri e
Lactobacillus plantarum na suplementacéo de dieta em diferentes parametros de
leitdes apds o desmame, foi relatado que os animais que receberam tratamento
que continha Lactobacillus reuteri e Lactobacillus plantarum, tiveram um menor
indice de diarreia, em relacdo aos animais que receberam uma dieta controle.

Em relagéo ao aparecimento de diarreia, foram observadas diferencas
significativas para os resultados de GPD (P=0,005), que pode ser observado na

Figura 22.

Figura 22. Ganho médio de peso diario (GPD) dos leitdes durante a fase de
maternidade.
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O tratamento PEP1 foi o que apresentou um maior GPD (0,214 kg/dia e
6,01 kg, respectivamente), havendo assim uma diferenca de 18 g de ganho de
peso a mais por dia e no tratamento PEP2, 9 g a mais de GPD para os animais
em comparacao aos leitdes do tratamento CRTL. Em estudo realizado por Tang
et al. (2012), com suplementacédo dietética com lactoferrampina-lactoferricina
para leitdes desmamados com 21 dias, também se observou um aumento do

ganho de peso diario dos animais. Estes dados corroboram com os encontrados
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por Xiao et al. (2015), em que descreveram que a acao dos PAMs esta ligada a
sua acao antibacteriana, obtendo assim efeitos significativos no desempenho de
suinos.

Em um estudo realizado por Yu et al. (2017), utilizando o peptideo antimi-
crobiano Microcin J25 (MccJ25) produzido por meio de uma cepa de Escherichia
coli contendo 21 aminoacidos (coincidentemente, 0 mesmo numero de aminoa-
cidos do peptideo Ctx(lle?)-Ha), foi observado que a suplementacdo alimentar
deste peptideo melhorou de forma significava o desempenho, atenuou a diarreia
e a inflamacgéao sistematica, aumentou a funcdo da barreira intestinal e melhorou
a composicao da microbiota fecal de leitdes desmamados. Assim, de um modo
geral, e considerando o potencial que os PAMs tém mostrado contra bactérias
Gram-negativas nos estudos acima, os resultados deste presente estudo com o
peptideo antimicrobiano Ctx(lle?t)-Ha microencapsulado demonstraram ser sa-
tisfatérios e estatisticamente significativos.

O peso a desmama também apresentou efeitos significativos (P < 0,05),
0s quais podem ser observados na Figura 23. Os animais do tratamento PEP1
tiveram um peso maior ao desmame (6,01 kg), enquanto os pesos dos animais
dos tratamentos PEP2 (5,82 kg) e CRTL (5,71 kg), foram estatisticamente iguais.
Estes dados s&o corroborados com o estudo realizado por Yoon et al (2013),
onde os autores relataram que animais tratados com uma dieta contendo o pep-
tideo A5 (AMP-P5) e com uma dieta contendo antibiético demonstraram melhor
desempenho zootécnicos, digestibilidade aparente do trato total de matéria seca,
proteina bruta e energia bruta e reducéo de coliformes fecais e intestinais, em
relacdo aos animais que receberam uma dieta controle. Em adicdo, também esta
de acordo com estudo realizo por Zhang et al. (2021), que relataram que leitdes
desmamados acometidos pela E. coli, que receberam o peptideo antimicrobiano
WKS3 exerceram efeito significativamente no desempenho dos leitbes desmama-

dos, além de atenuar a diarreia.
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O experimento Terapéutico (n = 35), o qual foi realizado em paralelo com

0 experimento Profilatico, quando analisado isoladamente, ndo registrou efeito

significativo para as andlises de escore fecal (P>0,05) e peso na desmama

(P>0,05), como pode ser observado na Figura 24.

Figura 24. Peso a desmama dos animais que receberam tratamento terapéutico.
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Entretanto, apesar de ndo apresentar diferencas significativas na analise
estatistica realizada, em um ponto de vista econdmico para o produtor, pode ser
vantajoso o uso do peptideo antimicrobiano Ctx(lle?')-Ha como aditivo para a
producdo de suinos, de modo que todo incremento no peso do animal € um re-
sultado positivo para o produtor.

Em adicdo, ndo houve efeito significativo para as analises numero de dias
em cada escore fecal (P >0,005) (Figura 25), e numero de dias para cessar a
diarreia (P > 0,05), (Figura 26), no experimento Terapéutico. Todos 0s animais
cessaram a diarreia ao mesmo tempo. Desse modo, pelo fato de ter utilizado um
medicamento de antibitico comercial no tratamento CTRL, o peptideo Ctx(lle?!)-
Ha conseguiu alcancar o mesmo efeito que o medicamento usual da granja, ga-
rantindo assim o minimo efeito quando foi necesséario. Este resultado é de grande
importancia e relevancia para a consideracdo do uso de um substituto para os
antibiéticos convencionais sintéticos, principalmente por ndo deixar residuos nos
animais. A agdo antimicrobiana dos PAMs dificulta a acao das bactérias em ad-
quirirem resisténcia, o que justifica a aplicacdo dos PAMs na producéo de suinos,
e dessa maneira evitar a utilizacdo desenfreada de antibiéticos (Wang et al
2019).

Figura 25. Numero de dias em cada escore fecal.
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Figura 26. Numero de dias para cessar a diarreia.
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Estes resultados também foram encontrados por Wang et al. (2007), onde
relataram que, ao utilizar lactoferrina na dieta de leitbes desmamados, nédo houve
efeito significativo no controle de diarreia entre o tratamento que se empregou 0
PAM e o tratamento que utilizou antibiotico.

Em um outro trabalho de Cutler et al. (2007), os autores descreveram que
a incluséo dietética de Colicina E1 teve eficacia na prevencéo de diarreia de lei-
tdes pés desmamados que foram inoculados experimentalmente por E. coli F18
positiva que € uma bactéria Gram-negativa, além de se observar uma melhora
no desempenho zootécnico destes animais. Além disso, os animais que foram
tratados com uma dose menor de Colicina E1, ganharam em média 540 g e os
animais tratados com uma dose maior ganharam 940 g, enquanto os animais do

grupo controle ganharam em média 340 g, quatro dias apés a inoculacao.
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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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APENDICE |

Célculo do doseamento da microparticula H1

A=¢cc.l
0,0761 =5690. c.1
A= 13.374x107° mol L

2.289,79g -------- 1 mol
X e 13.374 x107°
X =0,0306gL*
1L - 0,0306 g
05L ----—---- y

y =0,0153 g = 15,3 mg

CT =CR+CM
100 mg = 15,3 mg + CM
CM = 84,7 mg

onde CT corresponde a massa total tedrica de peptideo adicionada na reacéo,
CR é a massa de peptideo que ficou retida na solucéo reticulante e CM € a

massa de peptideo total incorporada no processo de microencapsulacéo final.
Célculo do doseamento da microparticula H2
A=¢ec.l

0,1243 =5690. c.1
A= 21848 x107® mol L

x=0,0500¢g L?



05L -------- y
y =0,0250 g = 25 mg

CT=CR+CM
200 mg = 25mg+ CM
CM = 175 mg
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APENDICE I

Célculo da quantidade de peptideo por microparticula H1
CMu1= 84,7 mg = 0,0847 g
Massa total de microparticulas obtidas = 21,779 g
Massa média de uma microcapsula = 2,84 mg = 0,00284 g

0,00284 g ------------ X
x = 11 pg de peptideo Ctx(lle?!)-Ha/microcapsula H1

Célculo da quantidade de peptideo por microparticula H2
CMu2=175mg =0,175g
Massa total = 21,4079 g
Massa média de uma microcapsula = 2,84 mg = 0,00284 g
21,4079 g -------- 0,175 mg
0,00284 g ------------ y
y = 23,2 ug de peptideo Ctx(lle?t)-Ha/microcapsula H2
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