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USO DE ADITIVOS MINERAIS MELHORADORES DE DESEMPENHO NA
DIETA DE LEITOES RECEM-DESMAMADOS

RESUMO

Obijetivou-se com este estudo avaliar os efeitos da inclusdo de dioxido de silicio (SIL)
e baixa dose de 6xido de zinco ativado (ZnA) em substituicdo a alta dose de 6xido de zinco
convencional nas dietas de leitbes desmamados sobre o desempenho produtivo, incidéncia de
diarreia, permeabilidade intestinal, expressdao génica de proteinas das jungdes oclusivas
intestinais, microbiota intestinal e concentracdo de AGCC no ceco. Para isso, foram utilizados
72 leitdes recém-desmamados com idade média de 21 dias de linhagem genética comercial
(6,07 = 0,54kg) distribuidos em delineamento de blocos ao acaso, com trés tratamentos, oito
repeticOes e trés animais por baia (36 dias de experimento): CON= Dieta basal com 120ppm de
antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na
fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de éxido de zinco convencional; SIL =
Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclus&o de zinco (3.000ppm na fase
Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de
zinco convencional e 200ppm de didxido de silicio em todas as fases; ZnA = Dieta basal com
120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco (600ppm na fase Pré-inicial I; 400
ppm na fase Pré-inicial 11 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado. Os
leitbes alimentados com SIL apresentaram melhor conversdo alimentar (P=0,022) no periodo
de 0 a 36 dias em relacdo aos leitdes da dieta CON, enquanto que ndo houve diferenca para
incidéncia de diarreia. Os animais alimentados com ZnA apresentaram menor permeabilidade
intestinal do jejuno (P<0,05) em relacdo aos animais do grupo CON. Para a expressao génica
de proteinas das juncBes oclusivas e microbiota intestinal, ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos (P>0,05). A concentracdo de acido butirico foi maior (P=0,004) nos animais
suplementados com SIL em relagdo aos animais do grupo CON. Conclui-se, que a
suplementacdo de baixa dose zinco ativado manteve o desempenho dos animais, diminuiu a
permeabilidade intestinal, mostrando-se ser alternativo ao uso de altas doses de ZnO. Além
disso, a inclusédo de silica foi promissora para modular a producdo de acido butirico, principal

combustivel para as células intestinais.

Palavras-Chave: Suino, creche, promotor de crescimento, 6xido de zinco ativado, silica



INCLUSION OF PERFORMANCE-ENHANCING MINERAL ADDITIVES IN
THE DIET OF NEWLY WEANED PIGLETS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of including silicon dioxide (SIL)
and low level of activated zinc oxide (ZnA) to replace high level of conventional zinc oxide in
the diets of weaned piglets on productive performance, diarrhea incidence, intestinal
permeability, gene expression of intestinal tight junctions proteins, intestinal microbiota, and
concentration of SCFA (short-chain fatty acids) in the cecum. For this, 72 weaned piglets with
an average age of 21 days from commercial genetic line (6.07 + 0.54 kg) were used and
distributed in a randomized complete block design with three treatments, eight replicates, and
three animals per pen (36 days of the experiment): CON = Basal diet with 120 ppm
antimicrobial (Halquinol) and inclusion of zinc (3,000 ppm in the Pre-Starter 1 phase; 2,000
ppm in the Pre-Starter 2 phase, and 1,200 ppm in the Starter phase) as conventional zinc oxide;
SIL = Basal diet with 120 ppm antimicrobial (Halquinol) and inclusion of zinc (3,000 ppm in
the Pre-Starter 1 phase; 2,000 ppm in the Pre-Starter 2 phase, and 1,200 ppm in the Starter
phase) as conventional zinc oxide and 200 ppm silicon dioxide in all phases; ZnA = Basal diet
with 120 ppm antimicrobial (Halquinol) and inclusion of zinc (600 ppm in the Pre-Starter 1
phase; 400 ppm in the Pre-Starter 2 phase, and 200 ppm in the Starter phase) as activated zinc
oxide. Piglets fed SIL showed better feed conversion (P=0.022) during the 0-36-day period
than piglets fed CON diet, while there was no difference in diarrhea incidence. Animals fed
ZnA showed lower jejunal intestinal permeability (P<0.05) than pigs fed CON diet. There were
no differences among treatments for gene expression of tight junction proteins genes and
intestinal microbiota (P>0.05). The concentration of butyric acid was higher (P=0.004) in
animals fed SIL than animals fed CON. In conclusion, the supplementation of low level of
activated zinc-maintained animal performance, decreased intestinal permeability, showing to
be an alternative to the use of high level of ZnO. Furthermore, the inclusion of silica was

promising to modulate butyric acid production, the main fuel for intestinal cells.

Keywords: Swine, performance, intestinal permeability, activated zinc oxide, silica.



CAPITULO 1



Considerac0es Iniciais

Na producdo a fase de creche é considerada a mais critica do processo de producéo
suinicola, pois nela ocorre 0 desmame, que consiste em uma das praticas de manejo mais
estressantes para 0s animais. Nela estdo envolvidos diversos fatores que resultam em condicdes
estressantes aos animais, tais como, disfungdes intestinais e alteragbes no sistema imune, as
quais promovem impactos negativos na salde e consequente reducdo da capacidade de
expressar o potencial genético e produtivo (CAMPBELL, CRENSHAW e POLO, 2013).

No desmame, ocorre atrofia das vilosidades intestinais e queda na capacidade absortiva
dos nutrientes da ragéo, causando subnutricéo e retardo no crescimento (MOLINO et al., 2010).
Nesse sentido, muitos aditivos alimentares, a exemplo dos antimicrobianos, sdo utilizados
como melhoradores de desempenho para suinos, e 0s seus beneficios sdo atribuidos
principalmente aos efeitos positivos na microbiota intestinal (XU et al., 2005). Contudo, a partir
de 2006 a Unido Europeia baniu o uso de qualquer antimicrobiano na produgdo animal como
promotor do crescimento, sendo permitido seu uso apenas com finalidade curativa (COSTA et
al., 2011).

Por isso, novas tecnologias nutricionais sdo empregadas para atender essas exigéncias,
garantindo o desempenho, como a nanotecnologia e ativacéo de solidos (WANG et al., 2017).
Esta ativacdo ocorre por meio da modificacio do tamanho de suas particulas e
consequentemente suas propriedades funcionais (HUTTENRAUCH; FRICKE; ZIELKE,
1985). Essas particulas nanométricas de éxido de zinco, quando em baixas doses melhoram o
desempenho, morfologia e microbiota intestinal e imunidade em leites desmamados e frangos
de corte (ZHAO et al., 2014; LI et al., 2016; PEI et al., 2019;).

Além dessa tecnologia ha o uso de didxido de silicio e/ou silica, mineral que pode ser
encontrado em diversas argilas e terra de diatoméceas. E utilizado como aditivo alimentar
animal, capaz de adsorver &gua e toxinas bacterianas, o que pode contribuir para a reducdo da
incidéncia de diarreia e melhorar a satde intestinal (ZHU et al., 2016). Também, pode melhorar
a digestibilidade dos nutrientes, aumentando a eficiéncia da digestao e absor¢do de nutrientes,
0 que pode resultar em melhor desempenho dos leit6es, incluindo ganho de peso e converséo
alimentar (BASHAR et al., 2021). A silica pode ser ativada por meio de tratamento
eletromagnético, com retencao e transferéncia de energia eletromagnética para uma solucao
aquosa (DECAUX, 2017). Trabalhos mostraram que a adi¢do de silicatos na dieta de frangos
de corte e suinos pode melhorar o desempenho (HESHAM; HEGAZY; YEHIA, 2004,



ACOSTA,; LON-WO; DIEPPA, 2005; MILES; HENRY, 2007), digestibilidade da proteina
(PASHA et al., 2008) e saude intestinal (TRATAR et al., 2008).

Entretanto, pouco se sabe sobre outros efeitos desses aditivos e seus mecanismos de
acdo em suinos. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da adi¢do de didxido
de silicio (silica) e 6xido de zinco ativado em substituicdo a alta dose de 6xido de zinco
comumente usada nas dietas de leitdes desmamados no desempenho produtivo, incidéncia de
diarreia, morfometria intestinal, permeabilidade intestinal, microbiota intestinal, expressao
génica de proteinas das jungbes oclusivas intestinais de proteinas de jungdes oclusivas e

concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no ceco.
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1. REVISAO DE LITERATURA

11 Desmame precoce

A suinocultura industrial promove o desmame precoce dos leitdes aos 21 dias de idade.
Tal pratica compreende o periodo mais critico e desafiador para os animais expondo-0s a muitos
desafios, tais como: disputa mais severa por alimento, hierarquia em novo grupo de animais,
novo ambiente de habitacdo, mudanca de alimentacdo para uma dieta solida, desafios sanitarios
e nutricionais que impactam no desempenho do animal, dentre outros (LALLES etal., 2004).
Além disso, nesse momento, ndo ha maturidade fisioldgica intestinal estabelecida, resultando
em quadros de diarreia e diminuicdo no desempenho (SANTOS et al., 2016). Ainda, o desmame
prejudica a integridade intestinal, perturba a capacidade digestiva e absortiva, aumenta o
estresse oxidativo intestinal e a suscetibilidade a doengas em leitdes (XIONG et al., 2019).

De acordo com Araujo et al. (2011) leitdes desmamados precocemente apresentaram
maior incidéncia de comportamentos indesejados, sinalizadores de estresse (canibalismo,
succao e menor tempo frente ao comedouro), quando comparados a animais desmamados
tardiamente (35 dias). Em outro estudo, leitdes separados repentinamente de suas maes tendem
a manifestar sinais indicativos de sofrimento, como: intensa atividade e o padrédo de
vocalizacdo, comumente vistos nas primeiras horas ap0s a separacdo, desaparecendo
gradualmente com o passar dos dias (WEARY; FRASER, 1997).

Weary et al. (1999) constataram a presenca do comportamento belly nosing em leitGes
desmamados precocemente, aos 14 dias de idade. Esse comportamento consiste em uma
sequéncia de movimentos ritmicos de cima para baixo do focinho que um leitdo exerce na
regido abdominal e inguinal de outro, em busca de algo semelhante aos tetos da mée; os autores
concluiram que, quanto mais proximo aos 28 dias for o desmame, menor o estresse gerado
sobre os leitdes.

No entanto, além dos comportamentos e estereotipias indesejados gerados pelo
desmame, ha também um potencial significativo de impacto negativo no desempenho
produtivo dos animais devido a inadequada ingestdo de racdo durante o periodo pos-desmame.
Leitdes desmamados com 21 dias em relacdo aos desmamados com 35 dias de idade, tem menor
desempenho (ARAUJO et al., 2011), o que pode ser explicado pela dificuldade do animal se
adaptar ao novo alimento e ao ambiente de producdo (MENDES et al., 2020).

Nesse sentido, o estresse gerado pelo desmame também pode induzir a enormes
mudancas morfofisioldgicas, como atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas (PLUSKE
et al., 1997; BROWN et al, 2006), as quais culminam no comprometimento da capacidade
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digestiva e absortiva dos leitdes e consequente queda de desempenho produtivo (LALLES et
al., 2004; GU; LI; SHE, 2002). Em virtude a mudanca da dieta que ocorre no periodo de
desmame, as atividades de enzimas na borda em escova sdo comprometidas, sofrendo assim
dréstica redugdo em torno de 3 a 5 dias apos o desmame (BOUDRY et al., 2004; HEDEMANN;
JESSEN, 2004).

Alguns autores relatam que o impacto do desmame tem forte efeito sobre a barreira
intestinal, em que animais em estado de estresse pds-desmame tém reducdo no nimero de
celulas caliciformes e producdo de mucina, consequentemente interrompendo a fungdo da
barreira epitelial, aumentando a permeabilidade intestinal, diminuindo a expressdo de proteinas
oclusivas, tornando-os mais susceptiveis a doencas (PEACE et al., 2011; MCLAMB et al.,
2013).

1.2 Microbiota intestinal

O desmame € o periodo mais critico na vida do leitdo, por diversos fatores de diferentes
ordens. Dentre os fatores fisioldgicos e intestinais afetados pelo desmame, é provavel que o
desenvolvimento inadequado de uma microbiota intestinal saudavel seja considerado como
uma das principais causas que levam a diarreia poés-desmame (GRESSE et al., 2017). A
microbiota do intestino suino é um ecossistema complexo, apresentando composicdo e
diversidade dinamicas que mudam ao longo do tempo e de todo o trato gastrintestinal
(ISAACSON; KIM, 2012). Geralmente € reconhecida como indispensavel na prevencdo da
infeccdo por patdgenos, manutencdo da funcdo intestinal e regulacdo da resposta imune e
inflamac&o (OLIPHANT; ALLEN-VERCOE, 2019).

Também fornece aos suinos muitas fungbes, como melhor captacdo de energia,
producdo de acidos graxos volateis, producdo de vitamina K, fermentacdo de celulose e maior
resisténcia contra bactérias patogénicas (YANG et al., 2017). O desempenho animal, a
eficiéncia alimentar e a saude geral dependem da saude intestinal (JHA et al., 2019). Acredita-
se que o intestino antes do nascimento seja desprovido de microrganismos, mas rapidamente
passa por uma mudanga notavel em sua composi¢ao microbiana (ALAIN B. PAJARILLO et
al., 2014). A exposicdo microbiana no inicio da vida é de particular importancia para o
crescimento, desenvolvimento do sistema imunologico e saude (DOU et al., 2017) e ¢
fortemente afetada pela dieta (FRESE et al., 2015).
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Assim, o estabelecimento e manutencéo de uma microbiota intestinal benéfica no inicio
da vida dos suinos sdo cruciais, uma vez que 0s primeiros colonizadores intestinais sao
fundamentais no estabelecimento de estruturas permanentes da comunidade microbiana que
afetam a salide e 0 desempenho do crescimento dos suinos (GUEVARRA et al., 2019). Estudos
com inclusdo de ZnO em altas doses e nanoparticulas de zinco em baixas doses tem o potencial
de modular a microbiota, promovendo o crescimento de bactérias lacticas e outras bactérias
anaerobicas, enquanto inibe o crescimento de E. coli (SUN et al., 2019; VAHJEN; PIEPER,;
ZENTEK, 2010). Sendo assim, entende-se que € necessaria maior compreensao da dindmica
da microbiota intestinal do leitdo durante a transi¢cdo do desmame, pois influencia a saude geral
e 0 desempenho de crescimento dos leitbes (GUEVARRA et al., 2019).

1.3 Acidos graxos; permeabilidade e proteinas oclusivas

Quimicamente, os &cidos organicos podem ser definidos como &cidos carboxilicos nos
quais se incluem os &cidos graxos, com estrutura geral R-COOH e que apresentam
caracteristicas quimicas especificas (RATHNAYAKE et al., 2021). Os acidos organicos mais
utilizados na nutricdo animal podem ser categorizados em trés grupos: a) acidos mono
carboxilicos (&cidos acético, butirico, férmico e propidnico); b) &cidos carboxilicos compostos
por 1 grupo hidroxila (&cidos citrico, latico, malico e tartarico); e c) acidos carboxilicos
contendo 2 ligacdes duplas (acidos fumarico e sérbico), (SHAHIDI; YAHYAVI; ZARE, 2014)

Dentro dos grupos dos &cidos organicos ainda se enquadram os acidos graxos de cadeia
média, 0s &cidos graxos de cadeia curta e os &cidos tri carboxilicos (DOYLE; ERICKSON,
2012). Acidos graxos de cadeia curta s&o metab6litos microbianos que constituem os principais
produtos da fermentacdo bacteriana da fibra dietética no intestino (SILVA; BERNARDI,
FROZZA, 2020), e desempenham papel importante na saude intestinal (HUANG et al., 2015),
homeostase das células de defesa (KAIKO et al., 2016; KIM et al., 2013). Por exemplo, 0
acetato € um metabdlito antiinflamatério que mantém a homeostase intestinal, enquanto o
butirato ajuda a regular a permeabilidade intestinal (MARTENS; NEUMANN; DESAI, 2018).

O é&cido butirico fornece energia para as células epiteliais intestinais e exerce efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatdrios na inflamacéo intestinal (WANG et al., 2015). Estudos
demonstraram que butirato ou butirato de sodio diminui a permeabilidade intestinal e aumenta
a barreira intestinal (PENG et al., 2009; WANG et al., 2012) e diminui a incidéncia de diarreia

em leitdes desmamados; porém, 0s seus mecanismos ainda ndo sdo bem elucidados (FANG et
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al., 2014; HUANG et al., 2015). Assim como o &cido butirico, dentre os acidos graxos de cadeia
curta utilizados em dietas para suinos, ha também os acidos acético e propiénico.

Estes Ultimos sdo adicionados as dietas de leitdes desmamados para compensar a
quantidade inadequada de &cido gastrico no pos-desmame, a fim de ativar a pepsina e inibir a
proliferacdo de patdgenos no trato gastrointestinal dos leitdes (SUIRYANRAYNA,;
RAMANA, 2015). O 4cido acético é o componente dominante dos acidos graxos de cadeia
curta intestinais, com um pKa de 4,76 (SUN; O’RIORDAN, 2013). A utilizacdo conjunta de
acido acético e fitase em leitdes melhora o desempenho e digestibilidade dos nutrientes,
promovendo reducdo na excrecdo de minerais por meio das fezes (VALENCIA; CHAVEZ,
2002). O &cido propibnico ja mostrou efeito positivo sobre o controle de diarreia p6s-desmame
e no consumo médio diério de racdo em leitdes (TSILOYIANNIS et al., 2001). Também, o
acido propidnico melhora a digestibilidade de aminoacidos e diminui a concentracdo de toxina
na digesta cecal, como a cadaverina (MOSENTHIN et al., 1992).

Uma das principais funcdes do intestino e a formagéo de um mecanismo de defesa para
0 organismo, atuando como uma barreira protetora contra a absor¢do de substancias nocivas
do ambiente externo (WANG et al., 2012). Especificamente em leitGes desmamados, a barreira
intestinal desempenha papel fundamental na protecdo contra bactérias e seus produtos
provenientes do lumen intestinal, representando a primeira linha de defesa do animal contra
agentes nocivos no ambiente externo (CAMPBELL; CRENSHAW; POLO, 2013). Essa
barreira é composta principalmente por uma camada de células epiteliais que sdo conectadas
por juncbes "apertadas" e/ou juncBes oclusivas (LI; AKHTAR; CHOUDHRY, 2012). A
permeabilidade dessa barreira é diretamente regulada por proteinas de receptores "apertadas"
(ou tight junctions) (XIONG et al., 2019). Essas jun¢des oclusivas formam uma rede complexa
de proteinas transmembrana, como a claudina, ocludina e zénula ocludente 1 (ZO-1) (WANG
et al., 2014; ZHAO et al., 2014). As ocludinas e zénula ocludente-1 (ZO-1) sdo responsaveis
por diminuir a permeabilidade do epitélio intestinal, o que impede a translocacdo de
microrganismos e toxinas para o espaco intercelular, mantendo a integridade e funcionalidade
do epitélio intestinal (HE et al., 2017). Essas juncdes recebem a maior atencédo pelo seu papel
na regulacdo da permeabilidade das mucosas em condi¢des normais e patoldgicas (SU et al.,
2009).

Com o intuito de promover melhor desempenho e reducdo da permeabilidade intestinal
em leitdes, altas doses de zinco sdo adicionados a dieta (2.000 a 4.000 mg/kg/racao), (HU et
al., 2013). Entretanto, fontes alternativas ao éxido de zinco em altas doses, como 0 zinco

nanoestruturado, aumentaram a expressio de mRNA da ZO-1, sugerindo reducdo na
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permeabilidade de leitdes desmamados (WANG et al., 2017). Contudo, ndo existem relatos na
literatura dos efeitos do uso de silica sobre melhora da sadde intestinal, em especial a

permeabilidade intestinal pds-desmame.

1.4 Aditivos alimentares para leitGes recém-desmamados

1.4.1 Antimicrobianos, prebioticos, probidticos e 6leos essenciais

Sao denominados aditivos ndo nutricionais aqueles que ndo fornecem nutrientes para
0s animais e sua auséncia ndo causa deficiéncia nutricional (NOSCHANG et al., 2017). A
utilizacdo de antimicrobianos na producdo animal data desde a década de 1960. Para leitbes
desmamados, sdo adicionados a dieta como promotores de crescimento, bem como melhorador
da microbiota intestinal, além de outras funcgdes e, por consequéncia, para baixar a incidéncia
de diarreia pos-desmame (VONDRUSKOVA et al., 2010), além de agirem como agentes
profilaticos, metafilaticos e terapéuticos (STELLA et al., 2020). Dutra (2017) constatou gue,
para cada quilograma de suino produzido, 358 miligramas de antimicrobianos eram utilizados,
0 dobro da quantidade estimada [172 mg/kg suino (VAN BOECKEL, 2015)] em relagdo ao
consumo global de antimicrobianos por kg de suino produzido. O uso excessivo de antibioticos
pode ser uma ameaca a saide humana com a resisténcia bacteriana (GRESSE et al., 20127).
Com isso, em 2006, a Unido Europeia baniu o uso de antibioéticos como melhoradores de
crescimento para animais de producéo.

Além dos antimicrobianos, outros aditivos sdo usados nas dietas de suinos. Os
prebioticos sdo ingredientes alimentares que tém efeitos na homeostase e microbiota intestinal,
resistindo a hidrolise das secrecfes do sistema gastrintestinal e inibindo a proliferagdo de
agentes patogénicos intestinais (TRAN et al., 2018). Ja os probidticos sdo suplementos
alimentares compostos por culturas puras ou misturas de microrganismos vivos capazes de
colonizar e proliferar no trato gastrointestinal, com beneficios para a saide do hospedeiro.
(MENTEN, 2002). Os 6leos essenciais sdo complexas misturas de substancias volateis obtidas
de plantas por vaporizacdo ou destilagdo de agua. (BATISTA, 2018). Esses 6leos sdo
geralmente lipofilicos e contém varios componentes, como hidrocarbonetos terpénicos, ésteres,
acidos organicos, aldeidos, cetonas, fenois, entre outros, com diferentes concentragdes (BURT,
2004). Eles podem ter propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias.
(CHENG et al., 2017).

Além desses aditivos ja& mencionados, os minerais também podem ser usados como

aditivos alimentares promotores de crescimento animal, como o 6xido de zinco (LI et al., 2006;
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WALK; WILCOCK; MAGOWAN, 2015), e a silica (ARAUJO et al, 2022;
PHROMKUNTHONG, 2015; TRAN; BOWMAN; SMITH, 2015) que melhoraram o

desempenho dos animais.

1.5  Minerais quelatados (organicos) para leitbes desmamados

Em 1920, Morgan & Drew, propuseram o termo quelato (“chel’e" = garra/pinga) para
0 tipo de composto em que um atomo de metal fosse ligado por mais de um ponto por meio de
ligacGes simples (OLIVEIRA, 2004). Também sdo definidos como mistura de elementos
minerais que sdo ligados a algum tipo de carreador, podendo ser um aminoécido ou
polissacarideo, que possui a capacidade de se ligar ao metal por ligagdes covalentes, formando
uma estrutura ciclica.

Segundo a definicdo proposta por Vieira (2005), seria o produto resultante do
compartilhamento de elétrons entre um metal e um ligante, sendo desta forma, denominados
de organicos. Os minerais quelatados e/ou organicos, possuem caracteristicas relevantes para
seu uso em dietas de animais de producdo quando comparados aos minerais inorganicos, tal
como alta estabilidade, solubilidade e maior biodisponibilidade, (KIEFER, 2005).
Consequentemente, geram menor taxa de excrecdo pelos suinos quando adicionados a dieta,
garantindo sustentabilidade econdmica e ambiental ao sistema de producéo suinicola.

Alguns autores, ao estudarem os efeitos da substituicdo de zinco inorganico por fontes
de zinco orgéanico na dieta de leitdes constataram que houve beneficios sobre o crescimento,
além de reducdo na quantidade de zinco excretado nas fezes, mesmo quando fornecido em
niveis bem menores comparado as altas doses de zinco inorganico comumente utilizada na
dieta de leitbes desmamados (BUFF et al., 2005; CASE; CARLSON, 2002). Em um estudo
com o uso do complexo quitosana-cobre (CS-Cu), na dieta de leitbes desmamados foi possivel
observar melhora na morfologia do intestino delgado com o aumento da altura das vilosidades
e da relacdo altura de vilosidade/profundidade de cripta (XIAOJING, 2017). O fornecimento
de cobre (Cu) organico pode melhorar o crescimento e a conversdo alimentar de suinos nas
fases de creche, crescimento e terminagio (ALVAREZ, 2019).

Logo, as formas organicas dos microelementos aumentam a biodisponibilidade dos
minerais em relacdo as formas inorgénicas, o que pode trazer varios beneficios ao animal, tais
como maiores taxas de crescimento, maior ganho de peso, melhora na qualidade da carne,
reducdo da taxa de mortalidade e do efeito do estresse (REDDY; DWIVED; ASHMED, 1992).
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1.6 Zinco

O zinco (Zn) é um micromineral essencial para os animais. Caracteriza-se por ser um
metal cristalino, branco azulado, que faz parte de um grupo de elementos quimicos inorganicos
conhecidos por denominacdes como microminerais, microelementos ou elementos-tracos.
Como micromineral essencial, o Zn estd envolvido em processos fisiologicos que
desempenham funcges cruciais para o crescimento normal e para a salde dos animais, como
0s processos de secrecdo hormonal, especialmente os relacionados a reproducéo, crescimento
e imunocompeténcia.

As vezes ¢ classificado como metal de transi¢do ainda que estritamente n&o seja, possui
massa atdmica de 65,4u e apresenta-se nos tecidos de origem vegetal e animal, com maior
concentracdo no figado, pele e pelos, como cofator na constitui¢do de varias enzimas corporais
e estd envolvido no processo de multiplicacdo celular, além de ter um papel essencial em
diversos processo bioquimicos no organismo animal (SAKOMURA et al., 2014). Seu uso em
altas doses é datado desde o inicio dos anos 90 (LIMA, 2017).

Quando na forma de 6xido de zinco (ZnO), é um eficiente agente antimicrobiano, sendo
amplamente utilizado em altas dosagens (1.000 — 4.000ppm/kg) em dietas de leitGes recém-
desmamados para o controle de diarreia pds-desmame e para melhoria do desempenho (HILL
etal., 2001; MILANI etal., 2017; MUNIZ et al., 2010; POULSEN; OKSBJERG, 1995). Além
disso, € muito utilizado como promotor de crescimento em leitbes pds-desmame, devido ao seu
baixo custo (GAUDRE; QUINOU, 2009), assim como seus efeitos benéficos ao sistema
imunoldgico, pois possui propriedades anti-inflamatérias (JAROZS et al., 2017).

No entanto, a absor¢do de Zn inorgénico e/ou 6xido de zinco varia conforme idade,
componentes da dieta e estado fisioldgico animal (FURLAN; POZZA, 2014). Além disso, altos
niveis de zinco na forma de éxido (ZnO) resultam em grandes quantidades de zinco excretado
nos dejetos (CARLSON et al., 2004), causando grande acimulo de zinco no solo, podendo
alterar o desenvolvimento das plantas cultivadas (JONGLOED; LENIS, 1998). De modo
semelhante, as altas concentragbes de Zn no alimento podem acarretar o desenvolvimento da
resisténcia antimicrobiana e podem regular a expressdo de genes que modificam a resposta
imune dos leitdes (DEBSKI, 2016). Em funcéo dessa preocupacao, existe a alternativa de uso
da tecnologia de reducdo de tamanho das particulas do 6xido de zinco. Com a reducéo do seu
tamanho de particula, aumenta-se a energia livre e melhora sua solubilidade em funcdo da
mudanga de sua estrutura sélida (HUTTENRAUCH; FRICKE; ZIELKE, 1985). Nesse sentido,
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a reducao do tamanho da particula do zinco a tamanho nanométrico, melhoram o desempenho

de leitdes, bem como a morfologia e microbiota intestinal (KIM et al., 2022; PEI et al., 2019).

1.6.1 Metabolismo do zinco:

1.6.1.2 Absorcéo e transporte

E sabido que os mecanismos envolvidos no processo de absorcdo do zinco pelo
organismo ainda nao foram completamente esclarecidos, no entanto, sabe-se que, sua absorcao
ocorre no intestino delgado (COUSINS, 1985), em especial nas regides do duodeno e jejuno
por transporte ativo, sendo mediado por proteinas transportadoras de zinco e regulado de modo
estrito segundo a quantidade ingerida pelo animal. (KING; COUSINS, 2014).

No interior da célula da mucosa, a transferéncia do zinco é realizada através da
metalotioneina, proteina produzida no figado, cuja sintese sofre influéncia dos niveis dietéticos
e plasmaticos de zinco (MCDOWELL, 1992). Apds o processo de absorcao pelos enterdcitos,
a quantidade de zinco transportada da membrana até o citosol dependente do nivel de
concentracdo de zinco celular (HILL; SPEARS, 2000). Este processo é regulado por duas
proteinas que servem como ligantes intracelulares e atuam na regulacao da absorcéo e secrecao
de Zn no intestino. Ele liga-se as proteinas intestinais ricas em cisteina (CRIP's), que atuam no
transporte intercelular de zinco em direcdo & membrana basolateral, aumentando a velocidade
de sua absorcdo. A proteina metalotioneina €, entdo, um componente regulatério da absorcéo
e da homeostase do zinco no organismo (STARCHER; GLAUBER; MADARAS, 1980).

1.6.1.3 Armazenamento e excrecao

Por sua vez, desempenha papel essencial em diversos processos bioquimicos no
organismo animal, como na sintese, no armazenamento e secrecdo de alguns hormonios
(CONY et al., 2021). E um dos constituintes da metaloenzima anidrase carbénica, atuando no
equilibrio &cido-base do organismo e na calcificacdo 0ssea. Além disso, pequenas quantidades
ligadas a metalotioneina podem ser armazenadas em 0Orgdos como, figado, intestino, rins e
pancreas. Do zinco fecal enddgeno, %2 € proveniente do suco pancreatico e o restante deriva
das secre¢des gastrintestinais (UNDERWOOD, 1963). Na célula pode ser armazenado em
vesiculas que servem como fonte de zinco em caso de necessidade e protegem as celulas do

efeito toxico do zinco livre no citoplasma (ROSS et al., 2012).
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Entretanto, sua maior rota de excrecdo ocorre por meio das fezes (PEKAS, 1966), o que
correspondendo a fracdo de zinco ndo absorvida e as perdas enddgenas via suco pancreatico e
celulas intestinais (COUSINS, 1985). Sobretudo, a excrecdo do Zn ocorre via trato
gastrintestinal, porém, ocorrem perdas por suor e urina (VALLEE; FALCHUK, 1993).
Contudo, as perdas urinarias sdo limitadas, com menos de um miligrama por dia (POULSEN;
LARSEN, 1995), uma vez que, em condi¢des normais, cerca de 95% do Zn da fracdo filtravel
sofre reabsorcdo nos tubulos renais (ABU-HAMDAN; MIGDAL; WHITEHOUSE, 1981).

1.7  Zinco Ativado (ZnA)

A ativacdo de sélido consiste em um processo mecanico oriundo de operagdes de
moagem, compactacdo ou compressdo, 0 que resultard em quebra ou fraturas do sélido,
aumentando assim sua energia livre e consequentemente melhorando sua solubilidade em
funcdo da mudanca de sua estrutura solida (HUTTENRAUCH; FRICKE; ZIELKE, 1985).

Contudo, o termo micronizado pode se referir a particulas que sdo micro-
dimensionadas, ou seja, aquelas que possuem alguns micrometros de diametro (1 micrdmetro
é um milionésimo de um metro), assim como, pode se referir, a particulas muito menores, as
nanoparticulas, que sdo particulas de 1-100 nanémetros em didmetro (1 nanémetro é um
bilionésimo de um metro), varios termos como ultrafino, nanométrico e micronizado podem
ser usados para descrever esse tipo de 6xido de zinco (SPIEGATO, 2022).

De igual modo, alguns pesquisadores descrevem que, o 6xido de zinco quando passado
por um processo de ativagdo mecanica com o intuito de reducédo do tamanho de suas particulas,
também pode ser encontrado em tamanho nanémetro, na forma de nanoparticulas, sendo
comumente utilizado na inddstria quimica e farmacéutica (BECHERI et al., 2008; KHAN et
al., 2008; RASMUSSEN et al., 2010). O ZnO nanoparticulado (ZnO-N) e/ou micronizado
quando comparado ao ZnO em sua versdo convencional, possui maior atividade quimica e
antimicrobiana, e maior taxa de absorcdo pelo organismo animal, isso acontece em virtude do
seu menor tamanho de particula e sua maior area de superficie especifica (HOSEINZADEH et
al., 2013; WANG et al., 2012; ZHAO et al., 2014), caracteristicas estas que Ihe permite maior
reatividade (SIRELKHATIM et al., 2015).

O oxido de zinco ativado por ser submetido a esse processo de ativagdo mecénica
(Figura 1), pode possivelmente ter suas propriedades fisico-quimicas melhoradas, tornando

essa molécula mais soluvel e reativa quando ingerida pelo animal.
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Figura 1- Principio de Ativacdo Mecanica.

Além disso, dentre as caracteristicas que tornam o nano 6xido de zinco e/ou 6xido de
zinco ativado interessante nas pesquisas de nutricdo animal, estd sua alta estabilidade, sua
maior vida Gtil e sua maior area superficial de atuacdo, todas estas somadas garantem maior
interacdo com os organismos (DUTTA et al., 2013).

Na satde humana, também, sugere-se que ndo ha efeitos toxicos dessas particulas nas
células humanas, possibilitando assim a sua utilizacdo em produtos voltados a nutricdo humana
(SIRELKHATIM etal., 2015). Ademais, as particulas nanométricas séo utilizadas como agente
antibacteriano nas embalagens dos alimentos, as quais estdo em contato direto com a superficie
dos alimentos, promovendo a morte de possiveis bactérias em potenciais que estejam ali
presentes, reduzindo a ocorréncia de doencas de carater alimentar (SIRELKHATIM et al.,
2015).

Ao estudarem a toxicidade das particulas nanométricas de ZnO em ratos, 0s autores
inferiram que doses acima de 500 e 1000mg de Zn/kg de peso vivo, ja provocam pequenos
efeitos toxicos, tais como elevacdo das concentracdes plasmaticas de Zn, acimulo de Zn nos
rins, figado e pulmdes, nefrotoxicidade, inflamagdes no trato respiratorio e estresse oxidativo
nas membranas celulares (CHUNG et al., 2013; HONG et al., 2014; ROY etal., 2015; YAN et
al., 2012).

Ahmadi et al. (2014) ao suplementar em 20 a 60 mg de Zn/kg de racdo (ZnO-N)
perceberam melhora no desempenho e na capacidade antioxidante, sem qualquer efeito toxico
ou deletério quando comparado ao ZnO convencional. Para frangos de corte, a suplementacao
de doses menores de nano zinco (ZnO-N) em comparagdo com altas doses de ZnO melhorou o
desempenho produtivo (AHMADI et al.,, 2013; ZHAO et al.,, 2014). Além disso, a
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suplementacdo de 15, 30 e 60 mg/kg de ZnO nanomeétrico ndo causaram toxicidade em leitdes
desmamados, mas, reduziram a excrecao de zinco fecal (MILANI et al., 2017). Pei et al. (2018)
ao avaliarem os efeitos das nanoparticulas de oxido de zinco sobre a populacdo microbiana
intestinal e demais parametros, perceberam que os suinos quando alimentados com dietas a
base de ZnO-N tiveram menores contagens de Escherichia coli no ceco, célon e reto em relacdo

aos animais dos outros grupos alimentados com dieta controle (ZnO-convencional).
1.8  Silica (dioxido de silicio — SiO»)

O dioxido de silicio, ou silica, é considerado um dos minerais mais abundantes na crosta
terrestre. Este composto quimico é resultado de lentas decomposicbes de silicatos sob a
influéncia da agua e dioxido de carbono. Em condigdes naturais pode ser encontrado na forma
amorfa, a exemplo de opala ou calceddnia e sob condicBes laboratoriais é encontrada como
uma substancia solida, inodora na forma de um p6 branco ou cristal incolor. Contudo, sob altas
temperaturas no interior da terra € encontrado em forma de quartzo, topazio, cristobalita, argila,
dentre outras (PIESZKA et al., 2019).

O dioxido de silicio ativado (ASD) e/ou silica ativada, o qual foi utilizado neste estudo,
é um mineral natural obtido através da ativacdo do pd de didxido de silicio micronizado por
meio de tratamento eletromagnético (DECAUX, 2017). Com isso, biologicamente, ela aplica
uma quantidade especifica de energia eletromagnética no intestino, o que resulta em um
aumento da eletronegatividade da agua e, consequentemente, acelera a troca ibnica (DECAUX,
2016). Devido as suas propriedades de troca catidnica e capacidade de absorcdo, essas
caracteristicas possibilitam aumento no tempo de retencdo dos alimentos e reducdo na taxa de
esvaziamento intestinal, resultando em melhoria na absorcdo de nutrientes e na eficiéncia
alimentar em aves, como fragos de corte e codornas (FARYADI; SHEIKHAHMADI, 2017,
SAFAEIKATOULI et al., 2012).

Possui caracteristica molecular amorfa em sua estrutura, 0 que a torna capaz de absorver
agua e toxinas, com isso, tem sido amplamente utilizado como aditivo alimentar em
experimentacdo animal (ZHU et al., 2016). Pode agir aumentando a eletronegatividade da dgua
intestinal e acelera as alteracfes bioquimicas no trato gastrintestinal, como digestdo enzimética
e transferéncia de nutrientes intercelular (MARTEL-KENNES; LEVESQUE; DECAUX,
2016; DECAUX, 2017).

A suplementacdo de silica no terco final de gestacdo melhorou a producéo de leite e 0

peso dos leitdes ao desmame (ARAUJO et al., 2022), bem como o desempenho de leitdes
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desmamados alimentados com silica (MARTEL-KENNES; LEVESQUE; DECAUX, 2016).
Tran et al. (2015) constataram que a adi¢do de silica na dieta de perus melhorou o ganho médio
diério e taxa de conversdo alimentar. Contudo, ainda é muito escasso na literatura pesquisas
que envolvem o uso de silicatos e/ou silica em dieta para suinos como aditivos melhoradores

de desempenho.

No Capitulo 2 encontra-se o trabalho que teve como objetivo avaliar os efeitos da
inclusdo de silica (SIL) e da menor dose do éxido de zinco ativado (ZnA) em substituicdo a
alta dose de 6xido de zinco nas dietas de leitbes desmamados sobre o desempenho produtivo,
incidéncia de diarreia, permeabilidade intestinal, expressdo génica de proteinas das juncdes
oclusivas intestinais, microbiota intestinal e concentracdo de AGCC no ceco, o qual foi
redigido segundo as normas do periddico Animal Nutrition.
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CAPITULO 2

Aditivos alimentares: dioxido de silicio melhora o desempenho e baixa dosagem
de oxido de zinco ativado diminui a permeabilidade intestinal de leitdes recém-

desmamados
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ADITIVOS ALIMENTARES: DIOXIDO DE SILICIO MELHORA O DESEMPENHO
E BAIXA DOSAGEM DE OXIDO DE ZINCO ATIVADO DIMINUI A
PERMEABILIDADE INTESTINAL DE LEITOES RECEM-DESMAMADOS

Resumo: Objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos da inclusao de dioxido de silicio (SIL)
e baixa dose de oxido de zinco ativado (ZnA) em substituicdo a alta dose de 6xido de zinco
convencional nas dietas de leitbes desmamados sobre o desempenho produtivo, incidéncia de
diarreia, permeabilidade intestinal, expressdo génica de proteinas das juncBes oclusivas
intestinais, microbiota intestinal e concentracdo de AGCC no ceco. Foram utilizados 72 leitbes
recém-desmamados com 21 dias de idade e linhagem genética comercial (6,07 + 0,54kg)
distribuidos em delineamento de blocos ao acaso, com trés tratamentos, oito repeticdes e trés
animais por baia (36 dias de experimento): CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano
(Halquinol) e zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm
na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de
antimicrobiano (Halquinol) e zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pre-
Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional e 200ppm de
didxido de silicio em todas as fases; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano
(Halquinol) e inclusdo de zinco (600ppm na fase Pré-inicial I; 400 ppm na fase Pré-inicial Il e
200 ppm na fase Inicial) na forma de dxido de zinco ativado. Os leites alimentados com SIL
apresentaram melhor conversdo alimentar (P=0,022) no periodo de 0 a 36 dias em relacéo aos
leitbes da dieta CON, enquanto que ndo houve diferenca para incidéncia de diarreia. Os animais
alimentados com ZnA apresentaram menor permeabilidade intestinal do jejuno (P<0,05) em
relacdo aos animais do grupo CON. Para a expressdo génica de proteinas das jun¢des oclusivas
e microbiota intestinal, ndo houve diferenga entre os tratamentos (P>0,05). A concentracédo de
acido butirico foi maior (P=0,004) nos animais suplementados com SIL em relacdo aos animais
do grupo CON. Conclui-se, que a suplementacdo de baixa dose zinco ativado ser alternativa ao
uso de altas doses de ZnO, mantendo o desempenho dos animais e diminuindo a
permeabilidade intestinal. Além disso, a inclusdo de silica foi promissora para modular a

producéo de &cido butirico.

Palavras-Chave: Suino, desempenho, permeabilidade intestinal, 6xido de zinco ativado,

silica.
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FEED ADDITIVES: SILICON DIOXIDE IMPROVES PERFORMANCE AND
LOW-DOSE ACTIVATED ZINC OXIDE DECREASES INTESTINAL
PERMEABILITY IN WEANED PIGLETS

Abstract: The objective of this study was to evaluate the effects of including silicon dioxide
(SIL) and low level of activated zinc oxide (ZnA) to replace high level of conventional zinc
oxide in the diets of weaned piglets on productive performance, diarrhea incidence, intestinal
permeability, gene expression of intestinal tight junctions proteins, intestinal microbiota, and
concentration of SCFA (short-chain fatty acids) in the cecum. For this, 72 weaned piglets with
an average age of 21 days from commercial genetic line (6.07 + 0.54 kg) were used and
distributed in a randomized complete block design with three treatments, eight replicates, and
three animals per pen (36 days of the experiment): CON = Basal diet with 120 ppm
antimicrobial (Halquinol) and zinc (3,000 ppm in the Pre-Starter 1 phase; 2,000 ppm in the
Pre-Starter 2 phase, and 1,200 ppm in the Starter phase) as conventional zinc oxide; SIL =
Basal diet with 120 ppm antimicrobial (Halquinol) and zinc (3,000 ppm in the Pre-Starter 1
phase; 2,000 ppm in the Pre-Starter 2 phase, and 1,200 ppm in the Starter phase) as
conventional zinc oxide and 200 ppm silicon dioxide in all phases; ZnA = Basal diet with 120
ppm antimicrobial (Halguinol) and inclusion of zinc (600 ppm in the Pre-Starter 1 phase; 400
ppm in the Pre-Starter 2 phase, and 200 ppm in the Starter phase) as activated zinc oxide.
Piglets fed SIL showed better feed conversion (P=0.022) during the 0-36-day period than
piglets fed CON diet, while there was no difference in diarrhea incidence. Animals fed ZnA
showed lower jejunal intestinal permeability (P<0.05) than pigs fed CON diet. There were no
differences among treatments for gene expression of tight junction proteins genes and intestinal
microbiota (P>0.05). The concentration of butyric acid was higher (P=0.004) in animals fed
SIL than animals fed CON. In conclusion, the supplementation of low level of activated zinc-
maintained can be alternative to the use of high level of ZnO, keeping animal performance and
decreasing intestinal permeability. Furthermore, the inclusion of silica was promising to

modulate butyric acid production.

Keywords: Swine, performance, intestinal permeability, activated zinc oxide, silica.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo tem sido usada como ferramenta estratégica para contornar os problemas
que envolvem o periodo de p6s-desmame na suinocultura. Dentre os aditivos alimentares
usados para prevencdo do estresse do desmame e diarreia de leitbes, estdo os antibidticos
(Ouyang et al., 2021) e prebidticos (Otieno and Ahring, 2012). Além desses, 0s micromineriais
sdo usados para contornar os problemas pds-desmame, sendo usado na forma de 6xido de zinco
(Zn0O), como promotor de crescimento, por sua atividade antibacteriana (Ouyang et al., 2021).

Nesse sentido, 0 uso de altas doses de 6xido de zinco (ZnO) acima de 2.000ppm séo
amplamente utilizadas para promover melhor desempenho. Também para o controle de diarreia
p6s-desmame (Milani et al., 2017; Poulsen and Larsen, 1995), pois o 6xido de zinco em altas
doses previne a adesdo de bactérias patogénicas no epitélio intestinal (Mazzoni et al., 2010).
Além de proteger a barreira intestinal (Song et al., 2015), melhora a diversidade da microbiota
intestinal (Vahjen et al., 2011, 2010), o desempenho produtivo (Walk et al., 2015), e funcao
imunoldgica dos leitdes (Liu et al., 2014).

No entanto, o zinco na forma de 6xido de zinco é pouco aproveitado pelo animal, pois
cerca de 80% do ZnO é excretado nas fezes (Buff et al., 2005), causando preocupacao
ambiental. Além disso, colabora para 0 aumento do risco de resisténcia bacteriana, devido ser
um indutor ambiental em potencial a resisténcia bacteriana (Bednorz et al., 2013; Yazdankhah
etal., 2014). Com isso, recentes pesquisas buscam testar novas versdes para o uso do éxido de
zinco na dieta animal com a aplicacdo de novas tecnologias, como modificar a estrutura fisica
do ZnO para particulas porosas ou nanoparticulas na dieta animal (Li et al., 2016; Long et al.,
2017).

O oxido de zinco ativado consiste em 6xido de zinco sobre o qual foi aplicado a nova
tecnologia de ativacdo, a qual modifica sua propriedade funcional. A ativacdo se da por meio
de um processo fisico mecanico (moagem, compactacdo ou compressdo), que resultara em
quebra ou fraturas do solido (Huttenrauch et al., 1985), aumentando assim sua energia livre e
consequentemente melhorando sua solubilidade em funcdo da mudanca de sua estrutura solida
(Mosharraf and Nystrom, 1999). Quando comparado ao ZnO de altas doses, 0 zinco ativado
possui maior atividade quimica e antimicrobiana, maior taxa de absorcdo pelo organismo
animal, em funcdo do menor tamanho de particula e maior area de superficie especifica (Chao
Wang, 2012; Hoseinzadeh et al., 2014; Zhao et al., 2014), caracteristicas estas que Ihe permite
maior reatividade (Sirelkhatim et al., 2015). Dessa forma, é usado em baixas doses na dieta

para leitdes desmamados, com efeito semelhante ou melhor sobre o desempenho de
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crescimento, saude intestinal e incidéncia de diarreia, quando comparado as altas doses de
oxido de zinco. (Kim et al., 2022; Long et al., 2017).

A silica, outro aditivo alimentar composto de didxido de silicio pode ser ativado com
energia eletromagnética (Lualhati et al., 2022). Quando em contato com a agua transfere
energia eletromagnética resultando em uma organizacdo molecular favoravel entre esses
compostos, 0 que otimiza as trocas i6nicas necessarias nas reacdes biogquimicas (Decaux,
2017). Como resultado, a transferéncia de energia aumenta a ionizacdo da agua, facilitando a
disponibilizagdo de ions hidroxido e hidronio para a reacdo de hidrélise durante a digestéo
(Lualhati et al., 2022).

Assim, a silica também tem demonstrado potencial como melhorador de desempenho
animal para aves de postura (Faryadi and Sheikhahmadi, 2017) e leitdes desmamados (Lee et
al., 2020). Entretanto, poucas pesquisas foram conduzidas com uso desses aditivos para leitdes
recém-desmamados.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo de
silica (SIL) e da menor dose do 6xido de zinco ativado (ZnA) em substituicdo a alta dose de
Oxido de zinco nas dietas de leitdes desmamados sobre o desempenho produtivo, incidéncia de
diarreia, permeabilidade intestinal, expressdao génica de proteinas das juncdes oclusivas

intestinais, microbiota intestinal e concentracdo de AGCC no ceco.

2. MATERIAL E METODOS

2.1  Eticaanimal

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ/UNESP/Botucatu, conforme protocolo niimero
0205/2020.

2.2  Instalagdo experimental e animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Ensino Pesquisa e Extensdo em Suinos,
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVVZ — UNESP — Botucatu/SP) com 72
leitbes (machos castrados e fémeas de genética comercial), desmamados com idade média de
21 dias (6,07 = 0,54kg). Durante o periodo experimental de 36 dias, os animais foram alojados
em galpéo de creche (pé-direito de 3,5m) com paredes laterais de 1,80m, com possibilidade de
fechamento total por cortinas, e com um ventilador com nebulizador. As baias eram feitas de

piso de concreto na parte frontal, e piso ripado de plastico na parte traseira, medindo um total
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de 1,0 x 1,70m, equipadas com um bebedouro tipo chupeta, comedouro e campanula com
300W de resisténcia eléetrica. O controle de temperatura no interior do galpéo foi realizado por
manejo de cortinas laterais e campanulas elétricas presentes em cada baia. Durante todo o
periodo experimental foram registradas, diariamente, a temperatura ambiente maxima e
minima no interior do galpdo de creche com termdmetros tipo capela, instalados nas

extremidades do corredor central da instalacao.

2.3 Delineamento e dietas experimentais

Os leitdes foram distribuidos em delineamento de blocos casualizados, com trés
tratamentos, oito repeticbes e trés (fase Pré-Inicial 1) e dois (fases Pré-inicial 2 e Inicial)
animais por baia (unidade experimental). Os animais receberam alimentagéo ad libitum num
programa de trés fases (0-14 dias = pré-inicial I; 15-20 dias = pré-inicial Il e 21-36 dias =
inicial), de modo a atender as exigéncias nutricionais minimas dos animais de acordo com NRC
(2012), sendo: CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de
zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase
Inicial) na forma de éxido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de
antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na
fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional e
200ppm de dioxido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de
antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco (600ppm na fase Pré-inicial 1; 400 ppm na fase

Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado (Tabela 1).
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Tabela 1- Composigao percentual das dietas experimentais nas fases pré-inicial I, pré-inicial 1l e inicial.

Ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
Milho, gréo 36,805 43,430 60,730
Farelo de soja (45%) 17,800 25,300 27,600
Acucar 3,000 4,000 5,000
Oleo de soja 2,000 2,000 1,500
Ndcleo Comercial® 400! 40,000

Ndcleo Comercial® 2502 25,000

Nucleo Comercial® 6003 5,000
Caulim? 0,395 0,270 0,170
TOTAL 100,000 100,000 100,000
Valores nutricionais calculados

Energia metabolizavel, kcal/kg 3.484 3.404 3.450
Proteina bruta, % 20,88 20,70 18,72
Célcio, % 0,83 0,84 0,82
Fésforo disponivel, % 0,46 0,45 0,42
Lisina digestivel, % 1,40 1,35 1,25
Metionina digestivel, % 0,45 0,45 0,45
Met +Cist digestivel, % 0,84 0,82 0,74
Treonina digestivel, % 0,93 0,89 0,82
Triptofano digestivel, % 0,33 0,31 0,28
Valina digestivel, % 0,91 0,87 0,82
Sédio, % 0,41 0,36 0,24
Lactose, % 8,00 3,50

Produto comercial: Infance 2 400 Nuttria®, composto por acido benzoico, acido fdlico, acido pantoténico, aglcar, aditivo adsorvente, aditivo
aromatizante, aditivo enzimatico, aditivo palatabilizante, arroz quirera, biotina, bolacha, calcario calcitico, casca de arroz, 6leo mineral,
clorohidroxiquinolina, colina, etoxiquim, farinha de visceras, fosfato bicélcico, glutamato monossédico, iodato de calcio, aminoacidos, leite
em po, levedura, milho moido, plasma sanguineo bovino, sal comum, soja micronizada, soro de leite, vitaminas e minerais. Niveis de garantia
por quilo de ragdo: 150 mg Fe, 200mg Cu, 0,40 mg Se, 50 mg Mn, 150 mg Zn, 0,04 mg Co, 1,4 mg I, 79,70 mg S, 12.000 Ul vit. A, 2.200 Ul
vit. D3, 70 Ul vit. E, 4,0 mg vit. K3, 3,0 mg vit. B1, 10 mg vit. B2, 5 mg vit. B6, 50 mg vit. B12, 1,05 mg &cido félico, 32,50 mg &cido
pantoténico, 50 mg niacina, 0,25 mg biotina, 155mg colina, 120ppm de Halquinol (Clorohidroxiquinolina 60%).

2Produto comercial: Infance 3 250 Nuttria®, composto por acido félico, acido pantoténico, agUcar, aditivo adsorvente, aditivo acidificante,
aromatizante, aditivo enzimatico, aditivo palatabilizante, arroz quirera, biotina, bolacha, calcario calcitico, casca de arroz, 6leo mineral,
clorohidroxiquinolina, colina, etoxiquim, farinha de visceras, fosfato bicélcico, glutamato monossddico, iodato de célcio, aminoacidos, milho
pré-gel, soro de leite, plasma sanguineo bovino, sal comum, vitaminas e minerais. Niveis de garantia por quilo de ragdo: 150 mg Fe, 200mg
Cu, 0,40 mg de Se, 50 mg Mn, 150 mg Zn, 0,04 mg Co, 1,4 mg |, 0,04 mg S, 0,30 mg Mg; 12.000 Ul vit. A, 2.200 Ul vit. D3, 70 Ul vit. E, 4,0
mg vit. K3, 3,0 mg vit. B1, 10 mg vit. B2, 5 mg vit. B6, 50 mg vit. B12, 1,05 mg &cido félico, 32,5 mg acido pantoténico, 50 mg niacina, 0,25
mg biotina, 97mg colina, 120ppm de Halquinol (Clorohidroxiquinolina 60%).

3Produto comercial: Infance 4 50 Nuttria®, composto por acido félico, acido pantoténico, aditivo adsorvente, aditivo acidificante, aromatizante,
aditivo enzimatico, aditivo palatabilizante, biotina, calcério calcitico, casca de arroz, caulim, éleo mineral, clorohidroxiquinolina, colina,
etoxiquim, farinha de visceras, fosfato bicélcico, iodato de calcio, aminoécidos, sal comum, vitaminas e minerais. Niveis de garantia por quilo
de racéo: 135 mg Fe, 200mg Cu, 0,36 mg de Se, 45 mg Mn, 135 mg Zn, 0,03 mg Co, 1,3 mg 1, 0,36 mg S, 0,30 mg Mg; 10.800 Ul vit. A,
1.980 Ul vit. D3, 63 Ul vit. E, 3,6 mg vit. K3, 2,7 mg vit. B1, 9 mg vit. B2, 4,5 mg vit. B6, 50 mg vit. B12, 0,95 mg &cido fdlico, 29 mg &cido
pantoténico, 45 mg niacina, 0,23 mg biotina, 300mg colina, 120ppm de Halquinol (Clorohidroxiquinolina 60%).

“4Caulim substituido por silica, 6xido de zinco 80% ou zinco ativado 74,5% para compor as dietas experimentais de acordo com cada tratamento:
CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-
Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol)
e incluséo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco
convencional e 200ppm de didxido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de
zinco (600ppm na fase Pré-inicial 1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de éxido de zinco ativado.
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2.4  Desempenho e incidéncia de diarreia

Para o desempenho animal (consumo diario de racdo, ganho diario de peso e conversao
alimentar), os animais, as ra¢des fornecidas e as sobras foram pesadas no inicio e final de cada
fase. A conversdo alimentar foi calculada pela relagdo entre o consumo de ragéo e o ganho de
peso dos animais.

Para determinar a incidéncia de diarreia, diariamente em dois periodos (as 7:30h e as
15h), as fezes dos animais foram examinadas durante o periodo experimental. O
monitoramento das fezes se deu quanto a sua consisténcia e aspecto: 1 = fezes normais (bem
formadas), 2 = fezes pastosas e 3 = diarreia (ligeiramente liquidas), segundo (Heo et al., 2009),
adaptado. A incidéncia meédia de diarreia (%), foi estimada a partir da ocorréncia de escore 3

para cada baia (unidade experimental) nos dois periodos do dia durante o periodo experimental.

2.5  Permeabilidade intestinal

No 14° dia de experimento, um animal de cada baia com o peso mais préximo da média
da baia, oito animais por tratamento (24 animais no total) receberam oralmente 1mL do
biomarcador a base de isotiocianato de fluoresceina (Dextran-FITC-D 3-5kDa, Sigma-
Aldrich®), diluido em agua destilada. Ap6s 6h da inoculacéo, foi realizada a colheita de 3mL
de sangue via jugular dos animais em tubos a vacuo contendo ativador de coagulo. Em seguida,
as amostras de sangue foram imediatamente armazenadas em isopor com gelo reciclavel em
temperatura de 8°C e enviadas ao Laboratério para determinacdo da concentracdo do
biomarcador no soro, por meio de um comprimento de onda de excitacdo de 485nm e
comprimento de onda de emissdo de 528nm com espectrometro de fluorescéncia (Vicufa et
al., 2015).

2.6 Abate dos animais
No 14° dia do experimento, um animal de cada baia com o peso mais proximo da média
da baia, sendo oito animais por tratamento (24 animais no total), foi selecionado e sacrificado

por eletronarcose para realizacdo das seguintes analises:

2.6.1 Expressdo génica intestinal das proteinas de jungdes oclusiva

Foram coletadas amostras de 2cm de jejuno e imediatamente mantidas sob refrigeracéo
em nitrogénio liquido até o momento da realizacdo das analises. A expressdo génica foi
avaliada por qPCR, utilizando-se primers especificos para cada alvo (claudina 1, claudina 2,

ocludina e zbnula ocludente). Nesta andlise, cada combinagdo de alvo e amostra, gerou um
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valor de limiar, Ct (threshold cycle), e uma medida relativa da concentragdo de RNA
mensageiros (MRNA) especificos do alvo na amostra. Este valor precisou ser normalizado em
fungéo da expresséo de genes de referéncia, e neste caso foram utilizados os genes GAPDH e
ACTB. A média dos Cts dos genes de referéncia foi utilizada como um Ct unico de referéncia
(Ct [referéncia]) no calculo do valor de ACt (Ct alvo - Ct [referéncia]) (Bustin et al., 2009).
Além desta normalizacdo, os dados foram também normalizados em relacdo a média do valor
de ACt do grupo T1, gerando valor de AACt (ACt / média ACt T1).

2.6.2 Microbiologia intestinal

Apds o abate, o conteudo cecal foi retirado para avaliacdo da microbiologia intestinal,
as quais foram mantidas resfriadas em caixas isotérmicas com gelo e imediatamente enviadas
para analise microbiolégica em laboratério. O ceco de cada animal foi aberto com auxilio de
pinca e bisturi estéreis, sendo pesados 25 gramas do contetido cecal em sacos plasticos estéreis
e adicionados 225 mL de 4gua peptonada tamponada (APT) a 0,1%, para assim obter a diluicdo
101, A partir desta diluicdo foram preparadas as diluigdes decimais seriadas em tubos de
ensaio, contendo sempre 9 mL de APT e 1mL da diluigdo anterior até a diluicdo 107°. A
contagens de coliformes a 35°C e Escherichia coli foram realizadas transferindo-se 1mL de
cada uma das dilui¢des para placas de Petrifilm (3M™ Petrifilm™ Placa para contagem de
Escherichia coli/coliformes) como especificado pelo fabricante. Para a contagem de bactérias
acido-laticas, Clostridium sulfito-redutores e de Salmonella, utilizou-se a metodologia descrita
por Downes & Ito, 2021.

2.6.3 Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Para avaliagdo da concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), acetato,
propionato, butirato, isobutirato, valérico e isovalérico, uma amostra de aproximadamente 10g
do contetdo do colon foi retirada e imediatamente congelada a -20°C para posterior envio e
analise no EsalqLab do Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” — ESALQ/USP, Piracicaba-SP. Depois de descongeladas as amostras foram
diluidas em uma solucdo de &guadestilada na concentragdo 1:1, para a partir de ento,
determinar a concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), conforme metodologia

descrita por (Ferreira et al., 2016).
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2.7 Analise estatistica

Foram verificados os dados discrepantes, homogeneidade de variancia e normalidade
dos residuos usando o procedimento univariate do SAS. Os dados de desempenho, incidéncia
de diarreia, morfometria intestinal, concentracdo de acidos graxos de cadeia curta e
permeabilidade intestinal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando-se o
procedimento PROC GLM (General Linear Model) do SAS® (2001) e as médias foram
comparadas pelos testes de Tukey (P<0,05). Os dados de permeabilidade intestinal que ndo
seguiam a distribuicdo Gaussiana, foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de multiplas comparacBes de Dunn. Para a andlise estatisticas das juncdes oclusivas
os dados foram submetidos a analise de variancia, e as valores comparados pelo teste Kruskal-

Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, considerando significativo quando (P<0,05).

3. RESULTADOS

3.1  Desempenho e Incidéndia de diarreia

Os aditivos testados ndo influenciaram a incidéncia de diarreia e 0 desempenho dos
leitdes nos periodos de 0 a 14 e 0 a 20 dias de experimento (P>0,05; Tabela 2). Entretanto, no
periodo total de experimento, os animais alimentados com a dieta SIL apresentaram melhor

conversdo alimentar em relagdo aos animais alimentados com dieta CON (P>0,05).

Tabela 2 - Desempenho produtivo e incidéncia de diarreia em leitGes desmamados alimentados com SIL e ZnA!

Variaveis? CON SIL ZnA
0 a 14 dias CV (%)® Valor de P
CDR (9) 0,218 0,245 0,244 12,086 0,139
GDP (g) 0,186 0,218 0,212 15,066 0,118
CA 1,172 1,124 1,151 6,941 0,373
Peso aos 14 dias 8,670 9,100 9,060 4,946 0,142
0 a 20 dias
CDR (g) 0,363 0,388 0,387 7,420 0,160
GDP (9) 0,283 0,305 0,299 11,358 0,439
CA 1,283 1,272 1,294 7,142 0,909
Peso aos 20 dias 11,740 12,140 12,070 5,400 0,454
0 a 36 dias
CDR (g) 0,639 0,648 0,651 6,336 0,821
GDP (9) 0,424 0,460 0,456 7,976 0,120
CA 1,5102 1,409° 1,426% 4,701 0,022
Peso aos 36 dias 21,360 22,630 22,530 5,752 0,122

ID (%) 0,347 0,694 0,794 185,9 0,391
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1 CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-
Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol)
e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco
convencional e 200ppm de di6xido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de
zinco (600ppm na fase Pré-inicial 1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado. 2CDR
(Consumo diério de ragdo), GDP (Ganho diario de peso), CA (Conversdo alimentar), ID (Incidéncia de diarreia); 3CV (Coeficiente de variagio);
3 | etras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.2 Permeabilidade intestinal
Os animais alimentados com ZnA tiveram menor permeabilidade intestinal (P<0,05) no

14° dia experimental, quando comparados aos animais alimentados com a dieta CON (Figura

2).
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Figura 2 - Permeabilidade intestinal de leitdes desmamados alimentados com diferentes dietas: !‘CON= Dieta basal com 120ppm de
antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial)
na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco (3.000ppm na
fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de éxido de zinco convencional e 200ppm de di6xido
de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (600ppm na fase Pré-inicial
1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado. A figura mostra a concentragéo sorolégica do
marcador FITC-Dextran para os diferentes tratamentos. Cada ponto no grafico representa uma amostra, a linha vertical representa o desvio
padrdo e a linha horizontal central indica a média; ®®Letras diferentes entre os tratamentos diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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3.3 Expressédo génica de proteinas de juncao oclusiva
Os aditivos testados ndo influenciaram a expressao génica de: a) Claudina 1 (P=0,7231),
b) Claudina 2 (P=0,4437), c) Ocludina (P=0,7845) e d) Zbnula ocludente 1 (P=0,6397) do

jejuno de leitdoes ao 14° de experimento (Figura 3).
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Figura 3 - Expressdo génica de proteinas intestinais do jejuno de leitdes desmamados alimentados com diferentes dietas: *CON= Dieta basal
com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm
na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco
(3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de éxido de zinco convencional e 200ppm
de didxido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (600ppm na fase
Pré-inicial 1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado. a) Claudina 1 (Kruskal-Wallis,
P=0,7231), b) Claudina 2 (Anova; P = 0,44379), c) Ocludina (Anova; P = 0,7845), d) Zénula ocludente 1 (ZO1) (Anova; P = 0,6397).
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A microbiota intestinal dos leitdes alimentados com as dietas experimentais nao foi

influenciada (P>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Quantificagdo da microbiota cecal (UFC/g) de leitdes ao 14° dia de experimento?

Tratamentos
CON SIL ZnA CV?2 P
Enterobactérias 5,98 5,92 6,15 11,96 0,8139
Coliformes totais 5,38 5,65 5,97 18,17 0,5306
E. Coli 5,30 5,57 5,78 19,96 0,6940
Acido-laticas 6,40 6,29 6,58 13,12 0,8042

1 CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-
Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol)
e inclusdo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco
convencional e 200ppm de di6xido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e inclusdo de
zinco (600ppm na fase Pré-inicial 1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado.?CV

(Coeficiente de variacéo).

3.5  Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A suplementacdo de SIL aumentou a concentracdo de acido butirico em relacdo aos

leitbes que receberam a dieta CON (P<0,05), porém néo diferiu dos animais alimentados com

ZnA (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (mmol/L) no conteido do cdlon proximal dos leitdes

alimentados com CON, SIL e ZnAl.

Tratamentos

Variaveis CON SIL ZnA Cv? P

Acético 55,54 60,84 60,38 15,87 0,4741
Propi6nico 20,91 21,51 19,58 21,44 0,6785
Isobutirico 0,25 0,32 0,38 46,35 0,2437
Butirico 6,41° 9,642 7,20% 30,05 0,0440
Isovalérico 0,51 0,33 0,43 82,22 0,5867
Valérico 0,54 1,10 0,60 96,62 0,7146
Total 84,16 93,65 89,66 15,39 0,4052

1 CON= Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-
Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco convencional; SIL = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol)
e incluséo de zinco (3.000ppm na fase Pré-inicial 1; 2.000ppm na fase Pré-Inicial 2 e 1.200ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco
convencional e 200ppm de dioxido de silicio em todas as fases e; ZnA = Dieta basal com 120ppm de antimicrobiano (Halquinol) e incluséo
de zinco (600ppm na fase Pré-inicial 1; 400 ppm na fase Pré-inicial 2 e 200 ppm na fase Inicial) na forma de 6xido de zinco ativado. *CV

(Coeficiente de variagdo); ® Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Compostos de zinco sdo amplamente empregados como agentes antimicrobianos e
estimuladores de crescimento, com os beneficios da suplementagdo de zinco na reducéo da
inflamacdo e das doencas infecciosas, tanto em humanos como em animais (Long et al., 2017,
Wei etal., 2012). Altas doses (2.000 a 3.000 mg/kg) sdo utilizadas para melhorar o desempenho
e reduzir a incidéncia de diarreia infecciosa em leitdes recém-desmamados, em funcédo de sua
atividade antibacteriana (Poulsen and Larsen, 1995). Contudo, quanto menor o tamanho das
particulas e, portanto, maior concentracao de pé do ZnO, maior € sua atividade antimicrobiana
(YYamamoto, 2001).

A suplementacdo combinada de Oxido de zinco convencional (2.500mg/kg) e um
antibiotico promotor de crescimento, resultou em modificagdes na diversidade e composicao
da microbiota intestinal de leitbes desmamados, promovendo melhora na salde e desempenho
(Crespo-Piazuelo et al., 2021). Os pesquisadores sugerem que as alteragdes na composicao
inicial da microbiota, decorrentes da administracdo de zinco e antibidtico, podem ser
responsaveis pelos efeitos benéficos observados no crescimento. No entanto, € dificil
determinar quais espécies microbianas foram efetivamente afetadas. Ademais, tanto o
antibidtico utilizado quanto o éxido de zinco possuem um amplo espectro de atividade
antimicrobiana (Jones et al., 2008; Ryden and Moore, 1977).

No presente estudo foi utilizado 6xido de zinco ativado (ZnA), o qual sofreu ativacdo
através de um processo mecanico com operaces de moagem, compacta¢do ou compressao,
(Huttenrauch et al., 1985), resultando em tamanhos de particulas reduzidas e aumento de sua
area de superficie especifica com energia livre aumentada, e consequentemente melhor
solubilidade em funcdo da mudanca de sua estrutura sélida (Mosharraf and Nystrom, 1999).
Sugere-se, portanto, que essa nova configuracdo de maior energia livre do éxido de zinco
ativado, pode explicar em parte a manutencdo do desempenho animal, mesmo em doses mais
baixas. Outros trabalhos mostraram que Oxido de zinco de tamanho nanémetro em baixa
dosagem em relagcdo as altas doses de oxido de zinco, melhorou o desempenho leitdes
desmamados (Long et al., 2017; Pei et al., 2019). Para esses autores, a melhora no desempenho
dos leitbes alimentados com zinco nanométrico também foi atribuida ao tamanho das
particulas. Além disso, Yamamoto (2001), propds que a reducdo no tamanho das particulas de
zinco aumenta a area de superficie, o que leva a maior eficiéncia na formacéo de perdxido de
hidrogénio para os radicais livres e, consequentemente, resulta em maior atividade

antimicrobiana. Outro fator que explica em parte a auséncia de melhora no desempenho, pode
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ser o fato de que o antimicrobiano na dieta dessa pesquisa possa ter mascarado o efeito dos
aditivos testados.

Em nosso estudo, a adicdo de silica em baixa concentracdo (200mg/kg) na dieta
proporcionou melhor converséo alimentar em relacdo aos animais alimentados com dieta
controle. Outros trabalhos encontraram resultados semelhantes quando trabalharam com leitdes
(Lee et al., 2020), camardes (Phromkunthong, 2015) e perus (Tran et al., 2015), melhorando a
conversdo alimentar. Esses autores associam a melhora na conversao alimentar dos animais
que ingeriram dioxido de silicio com maior digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta. A
silica funciona como transportadora de nutrientes, principalmente aminoacidos (Bashar et al.,
2021). Esse processo de transporte, facilita a liberacdo de nutrientes no trato gastrointestinal,
permitindo sua absor¢do na corrente sanguinea. Essa a¢ao resulta na protecao e no aumento da
absorcao das moléculas de nutrientes, melhorando a eficiéncia da digestdo (Nafisi Bahabadi et
al., 2017). Esse fato pode sugerir que a silica usada em nosso estudo possa ter interferido
positivamente na digestibilidade da dieta, com melhora na conversdo alimentar.

Para exercer o efeito antidiarreico, a dosagem de ZnO na dieta deve ser de
aproximadamente 2.000 a 3.000 mg/kg na dieta do leitdo desmamado (Longetal., 2017). Porém,
neste estudo, o fornecimento de altas doses (3.000-1.200mg/kg) de 6xido de zinco, bem como
a adicdo de zinco ativado e silica ndo tiveram efeitos sobre a incidéncia de diarreia. Mas,
estudos apontam que a suplementacdo dietética de nano-ZnO (nanoparticulas de zinco) em
baixas doses reduziu a incidéncia de diarreia em leitdes desmamados (Oh et al., 2021). Apesar
do ZnO ativado possa diminuir a incidéncia de diarreia pos-desmame, no presente trabalho a
auséncia de efeito possa ter ocorrido em funcdo do baixo desafio sanitario enfrentado pelos
leitbes na granja experimental.

A barreira epitelial intestinal ¢ modulada pela juncdo oclusiva que & composta
principalmente pelas proteinas, ocludina, claudinas 1 e 2 e z6nula ocludente —1(ZO-1) (Tossou
et al., 2016) Entretanto, existem outras proteinas que compdem as juncdes oclusivas, como
zona ocludens-2 (Z0-2) e claudinas-4 e 5 (Zong et al., 2019). Essas proteinas se combinam
com células epiteliais com o intuito de manter a integridade intestinal, que & um importante
indicador da funcdo da barreira intestinal (Fanning et al., 1998) e, portanto, interferir na
permeabilidade intestinal.

Os aditivos testados neste estudo ndo foram capazes de causar efeito na expressdo
génica das proteinas intestinais avaliadas, como ja relatado em pesquisas anteriores (Wang et

al., 2017; Oh et al., 2021). Entretanto, em outro trabalho, a incluséo de 1.200mg.kg de nano-
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Zn aumentou a expressdo de ZO-1, mas ndo afetou a expresséo de claudina-2 e ocludina (Wang
etal., 2017). A divergéncia nos resultados pode advir da dose usada em nosso trabalho.

Outro ponto importante a se destacar, € que os aditivos testados nessa pesquisa ndo
influenciaram a expressao das proteinas das jun¢des oclusivas, aqui analisadas, porém existem
outras proteinas que afetam a permeabilidade intestinal. Zong et al. (2019) mostraram que a
Claudina-4 (ndo analisada), desempenha importante papel na manutencao da integridade da
mucosa intestinal. Dessa forma, sugere-se que possivelmente a menor permeabilidade
intestinal nos animais alimentados com ZnO ativado, possa advir na melhor expresséo de outras
proteinas das juncdes oclusivas, que ndo analisadas nessa pesquisa. Com relacéo a silica, esse
aditivo parece ndo interferir na permeabilidade e expressdo das proteinas das jungdes oclusivas.

A composic¢do da microbiota intestinal neste estudo n&o foi afetada por nenhum dos
aditivos testados. Milani et al. (2017), também ndo observaram efeito da inclusdo de nano-ZnO
na dieta de leitdes desmamados sobre a contagem da microbiota intestinal. Porém, estudos in
vitro indicam que nanoparticulas de 6xido de zinco tém efeito antibacteriano (dose-
dependente) sobre Escherichia coli, gracas a danos causados pelo estresse oxidativo da
membrana celular bacteriana e geragdo de especies reativas de oxigénio (Chao Wang, 2012;
Liu et al., 2009). Outros estudos, mesmo usando altas doses de zinco na dieta de leitdes
desmamados, ndo conseguiram mostrar efeito do aditivo sobre a populacdo microbiana
(Jensen-Waern et al., 1998; Li et al., 2001). Como a dieta controle e com silica dessa pesquisa
continham ZnO em altas doses, sugere-se que, no caso do ZnO ativado, a menor dose foi capaz
de manter a microbiota intestinal, sem prejuizo ao desempenho dos animais.

Os efeitos do uso de silica na dieta sobre a microbiota intestinal de suinos sdo
contraditérios. A adicdo de 0,1% de silica na dieta de leites diminuiu a contagem de
Escherichiacoli, contrariando nossos achados (Lee et al., 2020). Os autores sugeriram que a
reducdo de Escherichia coli foi devido a capacidade de troca i6nica da silica e melhora da
digestibilidade da proteina da dieta (Song et al., 2012; Wellock et al., 2008). Entretanto, nossos
achados se assemelham ao encontrado por Thacker (2003), quando esses autores nao
observaram efeito sobre a microbiota de leitdes desmamados alimentados com silica. Um fator
que pode interferir na diversidade da microbiota intestinal, € a complexidade da formulacdo da
dieta. O uso de dietas complexas em leitdes desmamados, possibilitou constancia na
diversidade da microbiota intestinal, 0 que ndo ocorreu em dietas de baixa complexidade
(Rezende, 2019). As dietas fornecidas para os leitdes nessa pesquisa eram todas complexas,

com ingredientes de alta digestibilidade, o que pode em parte explicar a auséncia de resultados,
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uma vez que os ingredientes nobres usados propiciaram ambiente favoravel para equilibrio da
microbiota intestinal.

Os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo usados frequentemente como indicadores
de atividades antimicrobianas em resposta ao fornecimento de 6xido zinco dietético em dieta
animal (Pieper et al., 2012; Heim et al., 2014). No presente trabalho, a incluséo de baixas doses
de 6xido de zinco ativado conseguiu manter a concentracdo de todos os AGCC dos leitdes em
relacdo aos animais alimentados com altas doses de éxido de zinco convencional. Entretanto,
outro estudo mostrou que a reducdo de 3.100mg/kg para 100mg/kg de ZnO convencional
diminuiu a concentracdo de acido butirico em leitdes recem-desmamados, atribuindo essa
mudanca de concentracdo em funcdo diminuicdo da populacdo de bactérias produtoras de
butirato (Janczyk et al., 2015) Também, nossos achados mostraram maior producao de 4cido
butirico nos animais alimentados com SIL em relacdo aos animais alimentados com a dieta
CON. Diao et al. (2021) observaram aumento na diversidade microbiana de camundongos
tratados oralmente com nanoparticulas de didxido de silicio, o que foi refletido no aumento
significativo de bactérias do filo Firmicutes, que também possuem acdo inibidora sobre
bactérias intestinais. Os filos Firmicutes e Bacterioidetes compdem mais de 90% da microbiota
de leitdes antes e pos-desmame (Alain B. Pajarillo et al., 2014). Assim, nossos resultados
mostraram que a menor dose de ZnO ativado foi capaz de manter a producéo de acido butirico
em relacdo a dose farmacoldgica de ZnO e a SIL, provavelmente, interferiu positivamente na
microbiota intestinal, sugerindo aumento na populacdo de bactérias do género Clostridium,
pertencentes ao Filo Firmicutes e sdo as principais bactérias produtoras de acido butirico. O
butirato é o principal substrato energético utilizado pelos colondcitos (Cook and Sellin, 1998).
Zeng et al. (2012) observaram que o &cido butirico dietético em leitdes tem efeito positivo
sobre a converséao alimentar. Assim, também se acredita que a maior producéo de acido butirico

dos leitdes alimentados com SIL possa explicar a melhor conversdo alimentar dos animais.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o uso de baixa dose de ¢xido de zinco ativado manteve o desempenho
dos animais, diminuiu a permeabilidade intestinal, mostrando-se ser alternativa de substituigéo
as altas doses de 6xido de zinco convencional. Além disso, a inclusdo de silica mostrou-se
promissora para modular a producdo de &cido butirico, principal combustivel para as células

intestinais.
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IMPLICACOES

O uso dos aditivos testados neste estudo se demonstraram ser benéficos ao desempenho
animal, bem como a saude intestinal, com reducdo da permeabilidade intestinal. Quando
utilizados individualmente ou em conjunto propuseram diferentes efeitos que em conjunto
contribuem para melhores indices de desempenho em suinos em fase de p6s-desmame.

E de suma importancia ter uma atencdo maior sobre a condicdo sanitaria da granja
quando na avaliacdo de aditivos para leitbes em fase de creche, pois esta ndo pode estimular o
sistema imune individual, evitando assim o mascaramento dos efeitos esperados ao uso destes
aditivos.

Novas tecnologias, como tecnologia de ativacdo de oligoelementos, a qual foi
empregada nos aditivos do estudo, sdo grandes aliadas a nutricdo animal como estratégia para
contornar os grandes desafios enfrentados pelos leitbes pos-desmame, melhorando ou mesmo
mantendo o desempenho, promovendo melhora da saude intestinal, desde a modulagdo da
microbiota como a reducdo da permeabilidade intestinal.

Contudo, novos estudos sdo necessarios na dieta de leitbes recém-desmamados, com
foco no modo de acdo, seus efeitos diluidos em fases intermediarias de criacdo de suinos ou

seus efeitos em associagcdo com outros compostos na dieta.
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