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CAPITULO |

CONSIDERAGCOES INICIAIS



1. Introducéo

A suinocultura exerce fundamental papel na producéo de alimentos no mundo, pois
a carne suina além de ser excelente fonte de proteina animal, possui alta aceitabilidade,
sendo a mais consumida pela populacdo mundial hd anos. No ano de 2016, foram
produzidas 109,969 milhdes de toneladas de carne suina, sendo a China o pais que mais
contribuiu com essa producao, responsavel por 48% desse total, enquanto o Brasil, quarto
colocado, produziu 3,7 milhdes de toneladas, representando 3,36% da producéo mundial,
ficando atras apenas da Unido Europeia e Estados Unidos (USDA, 2017).

Mesmo o Brasil detendo boa representatividade no cenario mundial na produgéo da
carne suina, 0 consumo per capita, que é de 13,7 kg/ano, ainda é considerado baixo,
quando comparado com a China, Unido Europeia e Estados Unidos, que ultrapassam 0s
30 kg por pessoa/ano. (ANUALPEC, 2017).

Pelo fato dos consumidores, nos dias atuais, estarem mais exigentes em relacdo aos
alimentos, prezando ndo s6 o baixo custo, mas também a qualidade e a procedéncia dos
mesmaos, o setor suinicola vem sofrendo mudancas de forma a atender os requisitos dos
consumidores, buscando diminuir o custo de producdo. O custo com alimentacdo na
producdo de leitbes pode representar quase 70% do custo total de producdo de uma
unidade produtora de leitdes (TALAMINI et al., 2006). Assim, busca-se alternativas que
melhorem a relacdo custo:beneficio na nutricdo do suino, para garantir a competitividade
da cadeia suinicola e a constante melhora na produtividade.

Nesse contexto, como o0 desmame é um dos manejos mais estressantes na producao
de suinos, os animais recém-desmamados apresentam baixa ingestdo de racao, e, por isso,
0 uso de dietas com ingredientes altamente digestiveis e palataveis, bem como o0 emprego
de aditivos para torna-las mais atrativas, sao praticas comumente realizadas.

A maioria dos mamiferos jovens, possui preferéncia inata por alimentos doces
(FORBES, 2010), logo, o uso de alguns aditivos, naturais ou artificiais, nas racoes de
leitdes, exerce funcdo de palatabilizante, que diminui a laténcia para inicio da ingestdo de
alimento ap6s o desmame, resultando em beneficios no desempenho produtivo, fisiologia
e expressdo génica dos leitdes desmamados (MORAN et al., 2010; MARTINEZ et al.,
2014; ZHU et al., 2016).



2. Revisado de Literatura

2.1 — Idade do leitdo ao desmame e seus possiveis efeitos

A idade do leitdo ao desmame na suinocultura industrial geralmente é praticado por
volta dos 21 dias, que busca maior nimero de partos ao ano e, consequentemente, maior
namero de leitdes nascidos; diferindo do desmame natural que ocorre entre a nona e a
vigésima-segunda semana de idade, em média (PEREZ, 2009).

Os leitdes desmamados por volta da terceira semana de vida possuem o sistema
enzimaético do trato gastrintestinal adaptado a digestéo do leite materno, que é abundante
em gordura, lactose e caseina, que sdo facilmente digeridas (SOARES, 2004). Nessa
idade, além do sistema imunoldgico ndo se encontrar completamente desenvolvido para
enfrentar os desafios subsequentes, os leitdes sofrem com outros efeitos da separacédo
materna. Tais efeitos, incluem: separacéo de suas mées e irméos, alojamento em um novo
ambiente, onde ha tensdo social pela mistura com outros animais, adaptacéo a temperatura
e umidade relativa da creche, adaptacdo a comedouros e bebedouros e, mudanca na forma
fisica da dieta, que geralmente passa a ser seca apés o desmame (MEESE; EWBANK,
1973; SOUZA, 2007).

Quanto a nova alimentacdo, dentre os novos ingredientes dietéticos incluem-se os
de origem vegetal. Todavia, 0s animais ndo possuem adaptacao fisiologica para digestao,
dessa nova dieta, em decorréncia da ainda limitada producdo de enzimas digestivas e de
acido cloridrico (FREITAS, 2011).

A atividade das enzimas sacarase, maltase e glicoamilase s&o aumentadas a partir
do terceiro dia até o sétimo dia ap6s o desmame de leitbes e (KELLY et al., 1991), o que
explica o fato de apresentarem baixa capacidade para digestdo dos constituintes das
racdes, principalmente a base de alimentos de origem vegetal, quando sdo desmamados.

As situacdes de estresse que os leitdes sdo expostos ao desmame, podem resultar
em perturbacBes na funcdo da barreira intestinal e aumento dos niveis de fator de
liberacdo de corticotrofina, cortisol séricos (MOESER et al., 2007), atrofia dos vilos e
aumento na profundidade das criptas (PLUSKE et al., 1997). Essas alteragdes podem
acarretar perdas zootécnicas, como baixo ganho de peso, em decorréncia dos animais
apresentarem baixa ingestdo de ragdo nos primeiros dias apés o desmame (CHAMONE
etal., 2010).

A limitada eficiéncia na digestdo da nova dieta pode implicar em diarreia que pode

se agravar em presenca de bactérias patdgenas. A diarreia pos-desmame geralmente esta



relacionada com algumas espécies de Salmonella, como a S. entérica Serovar
Typhimurium e Escherichia coli, sendo essa ultima mais comum no periodo logo apds o
desmame (PLUSKE et al., 2003). Avaliando diferentes idades ao desmame, Main et al.
(2002) observaram melhores resultados para consumo de racdo e ganho de peso, quando
os leitdes foram desmamados aos 21 dias de idade em relagdo a animais desmamados aos
12, 15 e 18 dias de vida, evidenciando que quanto mais jovens os leitbes, maior a
dificuldade de enfrentar eficientemente os problemas impostos pelo manejo do desmame.

Estudando os efeitos da idade ao desmame na quantificacdo de leucdécitos e outras
células relacionadas ao sistema de defesa do organismo de leitGes, Barbosa (2016)
encontrou valores dentro aos citados na literatura (13.000 a 16.500/mm3), mas observou
maior quantidade de mondcitos em leitdes aos 50 dias de idade quando foram
desmamados aos 34 dias, comparado com aqueles desmamados aos 20 dias de idade. O
estresse também pode suprimir a producdo de leucdcitos, a capacidade fagocitica, a
secrecdo de citocinas inflamatérias (TAVARES et al., 2000), e alteracdo na ativacao das
plaquetas (BRYDON et al., 2006).

O sistema de criacdo confinado geralmente ndo possibilita que os suinos expressem
determinados comportamentos que poderiam ajuda-los a minimizar alguns fatores
estressores (MARTENDAL, 2009). A nutricdo tem sido uma ferramenta utilizada na
busca de contornar parte desses problemas, como o uso de racdes com alta digestibilidade
para leitdes ainda na maternidade. Essa préatica, tem como objetivo, ndo sé melhorar o
peso ao desmame, mas também facilitar a transicdo do consumo de leite para o consumo
de racdo na fase de creche (SUBALO et al., 2010). Assim, 0 uso de aditivos nas ragdes
pré-iniciais busca tornar essas dietas mais atrativas e, consequentemente, determinar

maior ingestdo, visando amenizar o impacto do desmame na ingestao alimentar de leitdes.

2.2 —Palatabilidade e preferéncia alimentar

Uma das razbes pelas quais os animais se alimentam é para atendimento das
necessidades de energia do organismo (CURTIS, 1983). Fome e apetite sdo termos usados
para descrever a vontade do animal em comer (MAGGIONI et al., 2009), entretanto, fome
caracteriza um efeito que pode ocorrer no inicio da alimentacdo, entre ou antes das
refeicbes, enquanto, apetite, se relaciona com o inicio da alimentacdo e com fatores
fisiologicos que contribuem para o término da alimentagdo (VAN SOEST, 1994).

Os animais memorizam as consequéncias fisiologicas dos alimentos pelas

propriedades sensoriais (aparéncia, sabor e textura) e podem entéo escolher alimentos



preferidos ou evitar aqueles com o0s quais ja tiveram alguma experiéncia negativa
(MAGGIONI et al., 2009).

Grande parte dos ingredientes que compde as dietas de suinos sdo alimentos de
origem vegetal. O milho moido e o farelo de soja sdo os dois maiores constituintes,
representando mais de 60% da composicéo total das dietas. Os motivos que os levam a
ocupar importante papel na formulagdo de racGes para esses animais sdo seus valores
nutricionais elevados, pois possuem boa composicao quimica em nutrientes de interesse
para o desenvolvimento dos suinos, bem como boa digestibilidade.

A variagdo existente na composicdo quimica dos alimentos pode ser oriunda de
diversos fatores, como tipo de semente, clima, condi¢cdo do solo, forma, frequéncia e
niveis de adubacdo durante plantio e cultivo, processamento, armazenamento (KATO,
2005; VIEIRA et al., 2007), e densidade de plantio (VYN; TOLLENAAR, 1998). Nesse
sentido, do que é composta e quais as quantidades dos nutrientes presentes nos
ingredientes da racdo é de grande interesse para 0s nutricionistas animais. Por exemplo,
os componentes fibrosos do milho sdo fatores nutricionais importantes (ZILIC et al.,
2011), uma vez que de acordo com Noblet e Perez (1993) a fracdo fibrosa juntamente
com a mineral podem ter efeito de dilui¢cdo da energia do alimento e influenciar a ingestéo
de racdo. Segundo Berthoud e Seeley (2000), proteina exerce maior poder de saciedade
que o carboidrato, que por sua vez € maior que o lipideo.

Possuindo elevado valor bioldgico e boa composicdo quimica, certos alimentos,
como o farelo de soja, que é considerado a principal fonte proteica da racdo por possuir
em média 45,4% de proteina bruta (ROSTAGNO et al., 2017), se nao for processado
corretamente pode ter seu valor nutricional diminuido. O farelo de soja apresenta alguns
fatores anti-nutricionais. Dentre esses, 0s inibidores enzimaticos (tripsina, quimotripsina,
amilase e carboxipeptidase) e lectinas que diminuem sua digestibilidade e palatabilidade,
por consequéncia, a ingestdo de racdo (BENDER, 1987; XAVIER-FILHO; CAMPQOS,
1989; DONG; PLUSKE, 2007).

Os suinos produzidos de forma industrial sdo geralmente alimentados com dietas
em que ndo ha possibilidade de escolha, o que leva a um pressuposto amplamente aceito
de que os animais se adaptam a comer a dieta que lhes é oferecida, na medida em que
essa seja balanceada nutricionalmente (ROURA; FU, 2017). Partindo dessa premissa,
tem-se que a maioria dos nutrientes, com relevancia na alimentacdo desses animais sao

bem controlados nas ragdes. Porém, apenas 0s nutrientes essenciais mais limitantes sdo



equilibrados em uma dieta comercial de suinos, e como os animais de comportam, em
relacdo ao apetite e a escolha, ainda geram davidas (ROURA,; FU, 2017).

Além da composicdo quimica e energética e da digestibilidade do alimento serem
fatores determinantes no consumo de racdo dos leitdes, outro fator importante é a
palatabilidade. O resultado da integracdo do paladar e de sinais de estado internos do
sistema nervoso central (SNC), associados com instrugdes oriundas de experiéncias
anteriores, resultam em uma resposta mensuravel, a palatabilidade (GRILL; BERRIDGE,
1985). Um modelo tedrico criado por Kissileff e Thornton (1982) mostra que a taxa inicial
de consumo de um alimento em humanos ¢ influenciada pela palatabilidade. De acordo
com o modelo, a taxa inicial de alimentacéo, refletida no coeficiente linear da curva,
aumenta com aumentos na palatabilidade dos alimentos.

Nem todos 0s animais possuem a mesma capacidade de percepcao de sabor e odor,
pois fatores anatdmicos, fisiologicos e a idade podem influenciar essa capacidade. A
anatomia dos animais e algumas caracteristicas intrinsecas também exercem influéncia
no habito alimentar e sobre a preferéncia. Os suinos possuem lingua alongada, estreita e
pontiaguda localizada no assoalho da cavidade oral e subdivida em trés partes: apice,
corpo e raiz (LEWIS; SOUTHERN, 2001; DYCE, 2004). Possui cerca de 15.000 papilas
gustativas com formas especificas, sendo a maioria delas pertencentes a trés tipos: as
papilas fungiformes, papilas valadas e papilas foliadas (HALLEL, 2006; FRANDSON,
2011). H& também um ndmero substancial de papilas de sabor ndo-lingual no palato,
orofaringe, laringe, epiglote e no es6fago superior (BACHMANOV; BEAUCHAMP,
2007). Embora tenham a visdo considerada desenvolvida, de forma geral, as aves
possuem sentido muito pobre de paladar e olfato, por terem poucas papilas gustativas,
diferentemente dos humanos, que possuem cerca de 9.000 papilas gustativas, dos bovinos
que possuem cerca de 25.000, e das cabras que também possuem cerca de 15.000
(HALLEL, 2006).

Os receptores do paladar sdo os botdes gustativos localizados nas papilas. Esses
botBes consistem de células de sustentacdo ou suporte, e de células receptoras ou
gustativas. As vias aferentes mediadoras do paladar séo organizadas de modo a enviar
sinais, através do nervo lingual, até a medula oblonga (DY CE, 2004).

Em um estudo conduzido por Chamorro et al. (1993), javalis selvagens e suinos
domeésticos foram 0s animais que apresentaram maior nimero de poros por papila
fungiforme e lateral ja relatados na literatura, ressaltando que essas regides devem ser

importantes para a sensibilidade ao gosto. Entretanto, devido a vasta quantidade de



variaveis comportamentais, fisioldgicas e neuroldgicas que influenciam a escolha de
alimentos e o comportamento ingestivo, o entendimento dos mecanismos da alimentacéo,
e suas alteracdes, é laborioso (OCHOA et al., 2015).

2.3 — Receptores e quimiorreceptores de sabor

A palavra “sabor”, na linguagem comum, € frequentemente usada para descrever
sensacOes decorrentes da cavidade oral. Mas, a defini¢éo biologica de sabor, ou gustacao,
inclui sensacbes medidas por um sistema especializado anatomicamente e
fisiologicamente definido como sistema quimiossensorial gustativo (BACHMANOV;
BEAUCHAMP, 2007). O sabor auxilia os animais a decidirem se um determinado
alimento é benéfico e se deve ser consumido, ou se apresenta algum risco e deve ser
rejeitado. Provavelmente, essa sensacao evoluiu para garantir a escolha de alimentos
adequados as exigéncias do organismo. Se no alimento houver auséncia de compostos
aversivos a sua ingestao, mas possuir sabor ou cheiro desagradavel, ele sera recusado e o
periodo de laténcia para que inicie novamente seu consumo, apos verificacdo da
qualidade, sera maior (MARTINEZ, 2012).

Os sentidos quimicos de sabor e cheiro (flavour) séo os responsaveis por determinar
a ingestdo de alimentos e sdo detectados por células quimiossensiveis do trato
gastrintestinal. Essas, em funcdo da composicao quimica dos alimentos ingeridos, fazem
conexdo com os circuitos de retroalimentacdo, controlando o apetite, secrecao intestinal,
motilidade e a disposi¢do de nutrientes periféricos (REIMANN et al., 2012).

O sistema gustatério do suino inclui células receptoras de sabor (50 a 150 células)
que se organizam em botdes gustativos (TEMUSSI, 2009). As células receptoras de sabor
possuem extremidades expostas a cavidade oral e interagem com os estimulos gustativos
do alimento, gerando sinais que sdo transmitidos ao cérebro por nervos cranianos. Tais
nervos, possuem ramificacfes em parte da lingua, incluindo as papilas fungiformes,
foliares e, possivelmente, nas papilas das regifes do palato mole, faringe, epiglote, laringe
e esofago superior e terminam no nacleo do trato solitario da medula (WITT et al., 2003).
As projecdes da ordem do nucleo do trato solitario da medula incluem, além da amidala
e outras regides, o hipotalamo (ROLLS; SCOTT, 2003).

Toda a informacdo gerada pelo estimulo do sabor, provavelmente, serve para
integrar o cérebro com sinais interoceptivos (saciedade, fome, apetite especializado),
sinais exteroceptivos (visdo, olfacdo, somatossensacdo) e gerar respostas

comportamentais ao estimulo do sabor. Quando processado por completo, a percepgao do



sabor resulta em diversos aspectos como a qualidade, intensidade, localizacéo,
persisténcia e aspectos hedonicos (prazer ou desagrado) (BACHMANOV;
BEAUCHAMP, 2007). O valor heddnico de um alimento altamente palatavel e sua vasta
disponibilidade pode substituir os mecanismos fisioldgicos relacionado a homeostase
energética (EGECIOGLU et al., 2011; LAFORTUNA et al., 2014).

Atualmente, h& consenso de que as sensa¢Bes do paladar humano podem ser
divididas em cinco categorias: amargo, azedo, salgado, doce e umami. As varias
categorias existentes de diferentes paladares implicam que cada categoria possui um
mecanismo de codificacdo especifico mediado por receptores de gosto especializados,
uma vez que existem dados que suportam essa hipotese (BACHMANOV;
BEAUCHAMP, 2007).

A percepcao de sabor de alguns mono e oligossacarideos na lingua sédo dependentes
de receptores de sabor acoplados a proteinas G, compreendendo receptores das familias
tipo 1, membros 2e 3 (T1R2 e T1R3) (CHANDRASHEKAR et al., 2006), que respondem
a concentracdes de glicose e uma série de edulcorantes artificiais, ativando uma proteina
G especializada, denominada gustducina (REIMANN et al., 2012). Além disso, estudos
revelam que existem receptores de sabor doce no intestino delgado que podem modular
a absorcdo de carboidratos (DYER et al., 2005).

Em uma extensa revisdo sobre os receptores de sabor e seus genes, Bachmanov e
Beauchamp (2007) informaram que esses receptores funcionam como quimiorreceptores
que se comunicam com estimulos gustativos, ou ligantes, e entdo, iniciam um sinal
aferente transmitido ao cérebro, resultando na percep¢do do gosto. Alguns ligantes de
sabor ndo permeiam facilmente as membranas celulares, por isso, acredita-se que 0s
receptores de sabor sejam parte das membranas das células receptoras de sabor. De acordo
com essa hipotese, os receptores das familias T1IR e T2R pertencem a uma superfamilia
de receptores acoplados a proteina G na membrana plasmatica. No entanto, alguns outros
estimulos gustativos (sédio, prétons e alguns compostos amargos e doces) podem
penetrar nas membranas celulares e podem interagir com alvos intracelulares para ativar
as células receptores de sabor e, entdo, a definigdo do que seria um receptor de sabor para
tais ligantes € menos clara.

De acordo com Bachmanov e Beauchamp (2007), mesmo que varias proteinas
tenham sido sugeridas como receptoras de sabor, nem todas foram aceitas
completamente, pois acredita-se que uma molécula funcione como um receptor de sabor

quando atende certos critérios. A identidade molecular do receptor candidato deve ser



estabelecida, sua expressdo nas células receptoras de sabor deve ser confirmada, 0s
ligantes apropriados devem ser identificados e as alteragdes na fungdo do sabor
resultantes de mudancas no receptor do gosto devem ser demonstradas (BACHMANOQV;
BEAUCHAMP, 2007). Além disso, os receptores sdo capazes de gerar informacgdes como
osmolaridade, volume e pH do alimento para 0 SNC (MAGGIONI et al., 2009)

A adaptacdo na capacidade absortiva de nutrientes é alcancada atraves da
modulacdo na expressdo e atividade de transportadores de nutrientes especializados,
encontrados na membrana dos enterdcitos (SHIRAZI-BEECHEY, 2004) e por incretinas
que podem ser secretadas e auxiliar na saude intestinal, nos processos de digestdo e
absorcéo.

A expressdo de alguns desses transportadores ou a liberacdo de alguns hormonios
podem ser influenciadas por compostos carboidratos ou palatabilizantes ndo nutritivos
(MORAN etal., 2010; SHIRAZI-BEECHEY etal., 2011; MACE; MARSHALL, 2012).

2.4 - Palatabilizantes

Na instrucdo normativa (IN) ndmero 13 de 30 de novembro de 2004 foram
estabelecidas regulamentacfes técnicas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, sobre aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal. Eles
podem ser divididos em categorias, de acordo com suas funcdes e propriedades (BRASIL,
2004). Os palatabilizantes, como aditivos, enquadram-se na categoria de aditivos
sensoriais, que inclui qualquer substancia adicionada ao produto para melhorar ou
modificar as propriedades sensoriais destes ou as caracteristicas visuais dos produtos.
Dentro dos grupos funcionais dos aditivos sensoriais estabelecidos pela IN, encontram-
se 0S corantes e pigmentantes (substancias que conferem ou intensificam a cor dos
alimentos), os aromatizantes (substancias que conferem ou intensificam o aroma dos
alimentos) e os palatabilizantes (produtos naturais obtidos mediante processos fisicos,
quimicos, enzimaticos ou microbioldgicos apropriados, a partir de materiais de origem
vegetal ou animal, ou de substancias definidas quimicamente, cuja adi¢cdo aos alimentos
aumenta sua palatabilidade e aceitabilidade).

Além da categorizagdo dos palatabilizantes em aditivos sensoriais, alguns deles
também poderiam se enquadrar na categoria de aditivos zootécnicos, uma vez que
melhoram os parametros de produtividade, pois, existem estudos que corroboram tal acdo
(ALIMOV et al., 1993; YUANXIAO et al., 2011; BUDINO et al., 2014; MARTINEZ et
al., 2014; WANG et al.; 2014; ZHU et al., 2016).



Sendo assim, 0 uso de adocantes como palatabilizantes nas dietas de leitGes recém-
desmamados, com a finalidade de torna-las mais atrativas e, consequentemente, aumentar
sua aceitabilidade e consumo, tem sido estudado. Os adogantes, também chamados de
edulcorantes, possuem alta capacidade de adocar em pequenas quantidades, tornando-os
interessantes substitutos da sacarose, uma vez que, dependendo do composto, seu poder
edulcorante pode ser superior (TORLONI et al., 2007). O alto poder edulcorante de
alguns produtos os torna interessantes para a industria, que busca diminuir os custos com
a producao, além de facilitar a formulagéo de racdes, devido a menor inclusdo percentual
na composicdo. Os edulcorantes sdo divididos em dois grupos: um de alta intensidade e
outro de baixa intensidade (GOMES et al., 2007). Diferem quanto suas caracteristicas de
estabilidade em diferentes condicdes de pH e temperatura, auséncia de sabor residual
(CAMPOS, 2000) e poder edulcorante. Sdo diversas as opc¢des de palatabilizantes
adicionados as dietas de leitdes nas fases pré-inicial e inicial. Dentre eles, pode se destacar
0 aglcar que, além da finalidade de servir como palatabilizante, consiste em fonte
concentrada e prontamente utilizada de energia.

A producdo de cana-de-aclcar no Brasil vem crescendo a cada ano, tendo sido
produzidas 560.364 mil toneladas em 2012 e 665.586 em 2016, o que atribui ao pais o
titulo de maior produtor do vegetal no mundo (AGRIANUAL, 2017). A produgdo de
acucar no pais acompanha esse crescimento, porém, o preco nos Ultimos anos tem
aumentado. No estado de S&o Paulo, nos Gltimos cinco anos, o pre¢o da saca de 50kg de
acucar aumentou cerca de 47%, pois em 2012 custava R$54,85 reais e em 2016 0 preco
alcancou R$80,67 reais (AGRIANUAL, 2017).

O acucar, ou sacarose, € um dos compostos comumente utilizados como
palatabilizante na dieta de leitdes recém-desmamados por sua alta aceitabilidade. E
formado por dois monossacarideos que sdo 0s mais comuns encontrados na natureza: uma
molécula de aldoexose, a D-glicose, € uma molécula de cetoexose, a D-Frutose
(NELSON; COX, 2011). O agucar também tem efeito conservante, modula a resposta
inflamatdria e é bacteriostatico e bactericida, devido a sua alta osmolaridade (RAHAL et
al., 1983; NAKAO et al., 2006).

Pesquisas utilizando solucdo de sacarose em neonatos humanos, apontaram maior
alivio da dor em procedimentos de puncdo capilar ou venosa, bem como melhores
respostas dos indicadores fisiologicos de frequéncia cardiaca, especialmente na
diminuicdo do tempo de recuperagdo (GASPARDO et al., 2005). Esses achados podem

sugerir efeitos benéficos também para os leitdes uma vez que, alem do estresse do
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desmame, os animais sofrem com manejos de contencdo para aplicagbes de vacinas,
medicamentos e procedimentos. Acredita-se que por sua alta osmolaridade, o agucar pode
tornar meios inadequados para crescimento e sobrevivéncia de bactérias (WEISS et al.,
1984), entretanto, quando presente no lumen intestinal em altas concentracdes, pode
alterar o meio e causar desequilibrios intestinais, como diarreias (BUNZER et al., 2008).

Outro palatabilizante bastante utilizado e estudado na dieta de leitbes é a sacarina,
que possui como nomenclatura quimica 1,1-dioxo-1,2-benzotiazol-3-ona (GARDNER et
al., 2012), e pode chegar a ser de 300 a 500 vezes mais doce que 0 agucar para humanos
(TORLONI et al., 2007). E um palatabilizante que n&o oferece efeito energético, somente
docura aos alimentos (QUIROGA, 2013). A sacarina € lentamente absorvida no intestino
e rapidamente excretada pelos rins, sem ser metabolizada (MANHANI et al., 2014) e,
portanto, ndo afeta os niveis de insulina no sangue (PINTO, 2014). Entretanto, Suez et al.
(2014) avaliando o uso de sacarina para ratos, constataram dishiose no intestino dos
animais e, por consequéncia, intolerancia a glicose.

Em estudo realizado por Glaser et al. (2000), foram testados quinze carboidratos,
sete polidis e doze compostos naturais e artificiais usados como adogantes em alimentos
para humanos, com a finalidade de avaliar a preferéncia de leitdes de 2 a 4 meses de idade
e comparar com a preferéncia de humanos. Os autores constataram que existe diferenca
na sequéncia de preferéncia e na percepcao do sabor doce entre humanos e leitdes. Como
no caso da sacarina sodica que foi cerca de 65 vezes menos doce para os leitdes do que €
para humanos.

Avaliando o comportamento alimentar de leitdes recém-desmamados que
receberam dieta sem adocante ou contendo 0,015% de dois edulcorantes a base de
sacarina sodica e neoesperidina dihidrochalcona (Sucram C-150 e Sucram 3D), Sterk et
al. (2008) ndo observaram diferencas no consumo de racdo durante o periodo
experimental de 19 dias. Entretanto, Martinez et al. (2014), estudaram os efeitos do uso
de 0,015% de edulcorante a base de sacarina e neoesperidina dihidrochalcona e de 3% de
acucar em dietas de leitbes recém-desmamados, constatando maior consumo de ragdo e
ganho de peso para os leitdes que consumiram a dieta com edulcorante dos 21 aos 35 dias
de idade. Os autores também observaram que os animais alimentados com dieta contendo
edulcorante apresentaram maior peso relativo de estdmago, e que essa dieta apresentou
melhor viabilidade econdmica em relacdo a dieta com agucar e a dieta controle.

O neotame é outro palatabilizante ndo-nutritivo de alto potencial para utilizacdo na

dieta de leitdes na fase pos-desmame. Derivado do aspartame, que pode ser de 30 a 60



11

vezes mais doce do que o agucar para humanos, o neotame, (L-fenilalanina, N-[N-(3,3-
dimetilbutil)-L-a-aspartil], 1-éster metilico) é o adogante mais potente j& descoberto, e 0
seu poder edulcorante pode chegar de 7.000 a 13.000 vezes mais doce que a sacarose para
humanos, além de apresentar caracteristicas como: ser estavel em altas temperaturas, nao
ser carcinogénico, ndo teratogénico, ndo mutagénico e nao téxico (AGUILAR, 2007). O
composto cristalino branco que pode ser obtido com neotame na forma de anidro ou, mais
comumente, como hidreto, além das caracteristicas supracitadas, ainda apresenta
vantagem de ser estavel em condi¢c6es de armazenamento a seco (NOFRE; TINTI, 2000).
Sua vida til € estimada em anos em temperatura ambiente, uma vez que o composto, na
forma de hidreto, ndo é higroscépico (NOFRE; TINTI, 2000). Ainda, de acordo com 0s
autores, o palatabilizante tem notavel sabor doce limpo, proximo a sacarose, ndo
apresentando sabor residual amargo ou metalico que geralmente ocorrem nos outros
adocantes artificiais conhecidos.

Objetivando avaliar os efeitos da inclusdo de neotame na dieta de leitdes sobre
caracteristicas de desempenho produtivo, preferéncia alimentar, parametros
hematoldgicos e bioquimicos, Zhu et al. (2016) observaram que 0s animais apresentaram
preferéncia pela racdo com adicdo de 30 mg/kg, ao invés da racdo sem inclusdo do
palatabilizante. Detectaram melhoria do consumo de ragdo e ganho de peso quando o
palatabilizante é incluido na racdo, sugerindo que o melhor nivel de inclusdo do produto
na dieta de leitdes dos 21 aos 43 dias de idade seria de 18,0 a 20,4 mg/kg. Os autores nao
encontraram diferencas nos demais parametros avaliados e verificaram que até a dose de
500mg/kg na racdo, o neotame nao causou efeitos maléficos a saude dos animais.
Todavia, pesquisas avaliando o uso de neotame na alimentacdo de leitdes na fase pos-
desmame s&o limitadas e seus efeitos na base molecular ainda sdo desconhecidos.

Além da sacarina sddica e do neotame, outros edulcorantes puros ou na forma de
misturas tém sido estudados para suinos. Munro et al., (2000) compararam uma dieta
controle, com uma contendo 5% de sacarose e outras trés com diferentes niveis do
palatabilizante extraido da estévia (18,3, 167 e 334mg/kg) em leitGes e ndo observaram
diferengas no ganho de peso dos animais. Porém, observaram maior consumo de ragdo
dos animais alimentados com dieta com agulcar, comparados aqueles que receberam dieta
controle, mas com piora na converséo alimentar. Costa et al., (2003) quando avaliaram o
uso 0,02 e 0,03% de inclusdo de palatabilizantes a base de sacarina sddica e de dextrose
em dietas simples e complexas, para leitdes dos 6 aos 18 kg, ndo verificaram efeitos no

desempenho e peso dos 6rgédos dos animais.



12

Apesar dos edulcorantes serem bastante utilizados na pratica, particularmente, nas
dietas de leitdes, as respostas no estimulo no consumo de ragdo tém se mostrado
inconsistentes. Isto talvez, possa ser atribuido aos niveis de inclusdo utilizados nas dietas,
normalmente, estabelecidos considerando-se o poder edulcorante para humanos, o que

pode ndo ser equivalente para os suinos (GLASER et al., 2000).

2.5 — Teoria dos efeitos dos palatabilizantes

A importancia do manejo de desmame na suinocultura é reconhecida e suas
consequéncias sdo estudadas ha anos. No intuito de amenizar os efeitos deletérios
causados por essa pratica, o uso de palatabilizantes na ra¢do dos animais tem se mostrado
benéfico em aspectos que vao além dos parametros zootécnicos geralmente avaliados.

AcuUcares e palatabilizantes ndo nutritivos sdo primeiramente sentidos pelo receptor
de sabor doce acoplado a proteina G, que € funcionalmente apresentado como
heterodimero T1R2+T1R3, que se faz presente nas papilas gustativas da cavidade oral
(TREESUKOSOL et al., 2011) e também nas partes distais do trato gastrintestinal (LIU
et al., 2013). A deteccdo dessas substancias doces por esses receptores faz com que se
desencadeie uma série de eventos que leva a liberacdo de determinados hormonios
intestinais, como o peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP), peptideo
semelhante a glucagon 1 (GLP-1), peptideo semelhante a glucagon 2 (GLP-2) e a
serotonina. Estes desempenham papeis criticos no controle de varias funcdes
gastrintestinais e sua comunica¢do com o cérebro (REHFELD, 2004; SHIRAZI-
BEECHEY etal., 2011).

O GIP é umaincretina liberada pelas células enteroenddcrinas K, e atua na liberacédo
de insulina dependente de glicose. Com estimulos dos quimiosensores do intestino,
aumenta a atividade da lipase lipoproteica e lipogénese, juntamente com a insulina no
tecido adiposo, além de aumentar a expressdo da proteina inibidora de apoptose e inibir
a expressao da proteina pro-apoptose da familia do gene Bcl-2 (BAX) (LITVAK, 2010).

O GLP-1 e 0 GLP-2 sdo incretinas co-secretadas pelas células enteroenddcrinas L,
que atuam diretamente na saude intestinal, uma vez que suprimem a apoptose celular e
proteolise, estimulam a proliferacdo celular, exercem efeito trofico especifico sobre o
trato gastrintestinal, promovendo aumento da massa e da espessura da mucosa e
melhorando a altura dos vilos. Sdo secretados em resposta a estimulos nutricionais,

hormonais e neurais (BURRIN et al., 2003). Os estimulos nutricionais que afetam a
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secrecdo desses hormonios, além de carboidratos, incluem compostos ndo nutritivos
presentes nas dietas, como os adogantes artificiais (KAJI et al., 2013).

A serotonina € um neurotransmissor e seus niveis no cérebro estéo relacionados a
alteracdes de comportamento e humor, ansiedade, agressividade, depresséo, sono, fadiga
e supressdo de apetite. Os mecanismos bioquimicos precisos pelos quais 0s neur6nios
serotoninérgicos controlam estas func¢des ainda ndo sao totalmente esclarecidos. Existem,
tanto em humanos como em animais, evidéncias de que a sintese de serotonina cerebral
possa ser modulada dieteticamente através da oferta de macronutrientes, destacando-se,
principalmente, a ingestdo de carboidratos, proteinas e aminoacidos, como o triptofano
(ROSSI; TIRAPEGUI, 2004).

Os suinos possuem a capacidade de absorver apenas carboidratos na forma de
monossacarideos, portanto, os carboidratos dietéticos sdo digeridos a compostos como
glicose, galactose e frutose no intestino delgado através da amilase pancreética e das
dissacaridases. A passagem das moléculas de glicose e galactose para dentro dos
enterdcitos é feita a partir do acoplamento com uma molécula de sddio (oriunda da bomba
de sodio-potassio), e entdo sdo transportadas pelo co-transportador de glicose 1, sddio
dependente (Na+/glucose co-transporter 1, o SGLT1), através de um gradiente
eletrogquimico. Quando séo acumuladas no enterdcito, sdo transferidas para a circulacdo
sistémica através da membrana basolateral por outro transportador, o GLUT2 (Figura 1)
(SHIRAZI-BEECHEY, 1995; WRIGHT et al., 2007).

Na+/K+-
ATPase
ATP

Na*.
I : Na+ %
D-glucose K
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SGLT1
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Figura 1. Diagrama esquematico de um enterécito com os transportadores SGLT1 e
GLUTS (transportador de frutose) na membrana luminal e o transportador GLUT2 na
membrana basal (SHIRAZI-BEECHEY et al., 2011).
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Os estudos sugerem que o SGLT1 é o principal transportador de carboidratos
dietéticos no lumen intestinal para o interior dos enterdcitos, e a regulacdo dessa proteina
é essencial para prover glicose ao organismo, ressaltando, assim, a importancia que pode
ter nas implicagdes nutricionais e clinicas (SHIRAZI-BEECHEY et al., 2011).

A expressdo do SGLT1 ocorre na membrana da borda em escova das células dos
vilos do intestino delgado, e seus niveis decrescentes de expressdo obedecem a seguinte
ordem: jejuno, duodeno, ileo e ndo ha expressédo no intestino grosso (BALEN et al., 2008;
BINDER, 2010; MORAN et al., 2010; SHIRAZI-BEECHEY et al., 2011). A regulacéo
da expressdo do SGLT1 pode sofrer modulacdo pelos monossacarideos presentes no
[imen intestinal (DYER et al., 1997), bem como de formas anéalogas a glicose por
exemplo (DYER et al., 2003).

Os sensores presentes nas membranas das células no Iumen do intestino,
responsaveis por detectar os compostos carboidratos (T1R2+T1R3), também sdo
responsaveis por modular a expressdo de SGLT1 em funcdo de acucares da dieta (DYER
et al., 2005). De acordo com Parker et al., (2010) a secrecdo de GLP-1 pelas células L e
GIP pelas células K ocorre em funcéo da absorcéo de acucar pela proteina SGLT1, sendo
ela a provavel mediadora das respostas diretas das células K e L aos agucares no lumen.

Moran et al. (2010) avaliaram o efeito da adigdo de sacarina sddica e neoesperidina
sobre a expressao do SGLT1 nos vilos e nas criptas do intestino delgado de leitdes recém-
desmamados, constatando que o0s animais que consumiram esses palatabilizantes,
aumentaram em 2,0 vezes a abundancia de RNAm SGLT1, em 1,6 vezes a abundancia
de proteina SGLT1 e em 1,8 vezes a taxa inicial de transporte de glicose sodio
dependente, quando comparados aos animais que consumiram dieta sem edulcorantes.

O Capitulo 2, intitulado “Palatabilizantes em dietas de leitdes desmamados:
preferéncia alimentar, desempenho, morfometria e expressdo génica (SGLT1)
intestinal” apresenta-se de acordo com as normas do periédico Brazilian Journal of
Animal Science, sob responsabilidade editorial da Sociedade Brasileira de Zootecnia; e
teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo dos palatabilizantes sacarose, sacarina
sodica e sacarina sddica associada a neotame em dietas de leitdes desmamados, sobre a
preferéncia alimentar, desempenho produtivo, glicose sanguinea, morfometria e

expressao génica do co-transportador de glicose 1 sddio dependente intestinal.
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Palatabilizantes em dietas de leitdes desmamados: preferéncia alimentar,

desempenho, morfometria e expressdo génica (SGLT1) intestinal

RESUMO - O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos do uso
de palatabilizantes em dietas de leitGes recem-desmamados sobre a preferéncia alimentar,
desempenho, glicose sanguinea, morfometria e expressdo génica intestinal do co-
transportador 1 da glicose sodio dependente (SGLT1). Para isso foram realizados seis
experimentos (E1 a E6), em que nos E1, E3, E4 e E5 foram utilizados 32 leitdes cada,
com média de 21 dias de idade para avaliagdo de preferéncia alimentar das seguintes
dietas: E1 - dieta sem palatabilizante, dieta com 5% de acucar, dieta com 0,025% de
sacarina sodica e dieta com 0,025% de palatabilizante a base de sacarina sddica e
neotame; E3 - dieta referéncia sem palatabilizante e dietas referéncias com inclusdo de
0,015, 0,025 ou 0,035% de sacarina sodica; E4 - dieta referéncia sem palatabilizante e
dietas referéncias com incluséo de 0,015, 0,025 ou 0,035% de sacarina sodica associada
a neotame e E5 - dieta sem palatabilizante, dieta com 5% de acucar, dieta com 0,035%
de sacarina sodica e dieta com 0,035% de palatabilizante a base de sacarina sddica e
neotame. No E2 foram utilizados 120 animais dos 35 aos 62 dias de idade, que foram
submetidos aos mesmos tratamentos do E1 para avaliar o desempenho e glicose sanguinea
e no E6 foram utilizados 32 leitdes com média de 23 dias de idade para avaliacdo da
morfometria intestinal e expressao génica do SGLT1, com 0os mesmos tratamentos do E5.
No E1 e E5 os animais apresentaram preferéncia pela dieta contendo a inclusédo de 5% de
acucar. No E3 os animais apresentaram preferéncia pela dieta contendo 0,035% de
inclusdo de sacarina sédica. Nao houve diferenca para os demais parametros avaliados.

Palavras-chave: acUcar, co-transportador 1 de glicose sédio dependente, neotame,

sacarina sodica
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Sweeteners on diets of weaned piglets: diet preference, performance, morphometry

and gene expression (SGLT1) intestinal

ABSTRACT - The objective of the study was to evaluate the effects from
sweeteners inclusions on weaned piglets diets on diet preference, performance, blood
glucose, morphometry and intestinal gene expression of sodium/glucose co-transporter 1
(SGLT1). Six experiments were performed (E1 to E6). In E1, E3, E4 and E5 32 piglets
were used in each experiment, averaging 21 days of age. Diet preference was evaluated
for the following diets: E1 - diet without sweetener, diet with 5% sugar, diet with 0.025%
of sodium saccharin and diet with 0.025% of sweetener based on sodium saccharin and
neotame; E3 - diet without sweetener and diets with 0.015, 0.025 or 0.035% of sodium
saccharin; E4 - diet without sweetener and diets with 0.015, 0.025 or 0.035% of sodium
saccharin associated with neotame and E5 - diet without sweetener, diet with 5% sugar,
diet with 0.035% of sodium saccharin and diet with 0.035% of sodium saccharin and
neotame. In E2, 120 animals aged 35 to 62-d were used and performance and blood
glucose were evaluated using the same treatments described for E1 and. In E6, 32 23-d
old piglets were used to evaluate intestinal morphometry and gene expression of SGLT1,
with the same treatments as E5. In E1 and E5, the animals showed preference for the diet
containing 5% sugar. In E3 the animals presented preference for the diet containing
0.035% inclusion of sodium saccharin. There was no difference for the other parameters

evaluated.

Keywords: neotame, saccharin sodium, sodium/glucose co-transporter 1, sugar
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INTRODUCAO

O desmame de leitdes, geralmente praticado nas granjas quando 0s animais
possuem cerca de 21 dias de idade, € um dos manejos mais criticos na suinocultura
industrial. Os animais sdo separados de suas maes e irmaos, alojados em baias coletivas
com diferentes animas, onde ocorrem brigas por hierarquia e procede-se a troca de dieta
liquida para sélida (Meese e Ewbank, 1973). Esses fatores estressores levam os animais
a apresentarem baixo consumo de alimento ou anorexia transitoria, resultante da
deficiéncia de energia ingerida, que pode levar a baixo consumo e rac¢ao e ganho de peso
(Grafia, 2007).

Associada a falta de nutrientes, devido a baixa ingestao de racdo pelos leitdes apos
serem desmamados, a composicdo das dietas nessa fase possui grande quantidade de
ingredientes de origem vegetal (Freitas, 2011), o que acarreta a injdrias no trato
gastrintestinal e prejudica a digestdo e absorcdo de nutrientes disponiveis para o animal
(Grecco, 2014).

A alimentacdo tem sido uma ferramenta para contornar parte dos problemas do
desmame. Busca-se usar ingredientes digestiveis e palataveis para aumentar a ingestdo de
racdo dos animais, entretanto, a utilizacdo dessas estratégias nem sempre se mostram
eficazes. Nesse sentido, 0 uso de palatabilizantes nas dietas de leitGes visa ndo somente
torna-las mais atrativas, mas também, efeitos troficos para os animais (Munro et al., 2000;
Moran et al., 2010; Budifio et al., 2014).

Existe vasta disponibilidade de palatabilizantes potencialmente eficazes para
utilizacdo na dieta de leitGes, dentre eles, o acucar, que além de apresentar caracteristica
bactericida (Weiss et al., 1984) tem se mostrado o palatabilizante preferido por leitbes
(Kennedy e Baldwin, 1972). Outro palatabilizante de destaque € a sacarina sédica que,

além de néo oferecer efeito energético para o organismo, pode ser de 300 a 500 vezes
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mais doce que 0 agucar para humanos (Quiroga, 2013). Estudos avaliando a utilizacdo de
sacarina sodica como palatabilizante na dieta de leitdes na fase poOs-desmame tem
mostrado eficacia ndo somente para parametros de desempenho, mas, também, como
melhorador de expressao de genes relacionados a absorcdo de nutrientes (Moran et al.,
2010; Martinez, 2012).

O neotame é o palatabilizante mais potente ja descoberto, que além de ndo exercer
efeito energético, possui vantagem de ser estavel em altas temperaturas, ndo ser
carcinogénico, ndo teratogénico, ndo mutagénico e nao toxico, tendo poder edulcorante
de 7.000 a 13.000 vezes maior que o agucar para humanos (Aguilar, 2007). Apesar de ser
pouco avaliado como adocante de dietas para leitdes, estudos apontam que 0 mesmo tem
potencial para tal funcdo (Zhu et al., 2016).

Embora estudos mostrem que esses aditivos possuem capacidade de estimularem a
ingestdo de leitdes apds serem desmamados, informacdes sobre a quantidade a se usar
para atender a preferéncia dos animais sdo importantes, uma vez que, de acordo com
Glaser et al. (2000), o poder edulcorante de certos compostos é diferente entre humanos
e suinos.

Assim, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da
inclusdo dos palatabilizantes acUcar, sacarina sddica e sacarina sodica associada a
neotame nas dietas de leitdes desmamados sobre a preferéncia alimentar, desempenho,
teores de glicose sanguinea, morfometria e expressdo génica do co-transportador 1 de

glicose sodio dependente intestinal.

MATERIAL E METODOS
Os procedimentos envolvendo os animais em todos os experimentos foram

aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo nimero
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146/2016, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu.

No total foram realizados seis experimentos (E) com leitbes desmamados: E1 —
preferéncia alimentar (dietas contendo niveis recomendados comercialmente de inclusdo
de palatabilizantes); E2 — desempenho produtivo e teor de glicose sanguinea (mesmas
dietas do E1); E3 — preferéncia alimentar (dietas contendo niveis de sacarina sodica); E4
— preferéncia alimentar (dietas contendo niveis de palatabilizante a base de sacarina
sodica e neotame); E5 — preferéncia alimentar (dietas contendo niveis que apresentaram
melhor resposta no E3 e E4) e E6 — expressao do gene co-transportador de glicose 1 sédio
dependente (SGLT1) e morfometria intestinal (mesmas dietas do E5).

Os experimentos foram conduzidos no Galpao de Creche na Unidade Experimental
de Suinos da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu (latitude 22°
49°07”S e longitude 48°24°40”0 e elevagdo de 575 metros). O galpdo de creche possui
pé direito de 3,50m, paredes laterais de 1,8m de altura, paredes totalmente fechadas na
frente e no fundo e cobertura com telhas metélicas. Nos vaos laterais havia cortinas de
polietileno instaladas, com possibilidade de fechamento total dos véos de 1,70m de altura.

Os leitbes na creche foram alojados em baias metalicas suspensas medindo 2,0 x
1,75m (E1, E3, E4 e E5) ou 1,0 x 1,75m (E2 e E6), com 2/3 do piso de estrado de
polietileno e 1/3 de concreto. As baias eram equipadas com comedouro tipo calha de PVC
e bebedouro do tipo nipple. O controle de temperatura no interior do galpéo foi realizado
por manejo de cortinas laterais e campanulas elétricas presentes em cada baia.

Durante os periodos experimentais foram registradas, diariamente, a temperatura

ambiente maxima e minima no interior do galpdo de creche com termometros tipo capela
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(Incoterm®), instalados nas extremidades do corredor central da instalacdo na altura de
1,60m do chéo.

Nos experimentos de preferéncia alimentar (E1, E3, E4 e E5) os animais foram
distribuidos de acordo com peso Vivo e sexo, em grupos de quatro animais por baia. De
acordo com atécnica estatistica empregada, cada baia foi considerada um bloco, repeticédo
e unidade experimental, pois possuia um comedouro com quatro divisorias e com trés
espacos de alimentacdo por divisoria, 0 que possibilitava a realizacdo de testes de
preferéncia com quatro dietas e a alimentagédo simultanea de trés leitGes por divisoria.

As quatro dietas avaliadas em cada um dos experimentos eram isonutritivas, foram
formuladas de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2011) e fornecidas ad
libitum de forma que os animais tivessem livre escolha entre elas. Diariamente, no periodo
da manh4, a posicéo das racdes nas divisorias dos comedouros era alternada em cada uma
das baias para minimizar a interferéncia de eventual condicionamento do animal se

alimentar num determinado local do comedouro.

Experimento 1 — Preferéncia alimentar (Niveis comerciais de palatabilizante)

Nesse experimento foram utilizados 64 leitGes (32 machos castrados e 32 fémeas)
mesticos de linhagem comercial, com média de 21 dias de idade e peso vivo médio de
6,05+0,2kg, para avaliar a preferéncia alimentar por dietas contendo niveis recomendados
comercialmente de palatabilizantes. Os animais foram distribuidos em grupos de quatro
animais por baia, totalizando 16 baias, consideradas blocos, repeticdes e unidades
experimentais de acordo com a técnica estatistica empregada.

A duracéo do experimento foi de 12 dias, periodo em que as medias de temperaturas

minimas e maximas no interior do galpdo de creche foram de 23,06° e 27,62°C,
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respectivamente. O peso vivo médio final foi de 9,39kg, e 0 ganho de peso diario de
0,278Kkg, por animal, durante o periodo experimental.

As quatro dietas avaliadas foram: dieta referéncia pré-inicial 1 sem palatabilizante
(DR) (Tabela 1); dieta pré-inicial 1 com inclusdo de 5% de acUcar em substituicdo a 5%
de maltodextrina da DR; dieta pré-inicial 1 com inclusdo de 0,025% de sacarina sédica
em substituicao a 0,025% de caulim da DR e dieta pré-inicial com inclusao de 0,025% de
palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame em substituicdo a 0,025% de caulim
da DR (Tabela 1). As dietas foram fornecidas na mesma baia, a0 mesmo tempo, 0 que
permitia os animais escolherem entre elas.

Durante o periodo experimental, a posi¢do dos comedouros de cada uma das baias
foi alternada diariamente, obedecendo a ordem apresentada na Tabela 2. As quantidades
fornecidas, bem como as sobras de cada uma das dietas foram mensuradas. Tambem

foram realizadas pesagens dos animais no inicio e no final do experimento.
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Tabela 1. Composicao centesimal e nutricional das dietas referéncia pre-inicial 1 (PI1),
pré-inicial 2 (P12) e inicial (1) sem palatabilizante

Ingredientes Dietas

P11 P12 |
Milho 52,600 57,000 59,200
Farelo de soja 20,000 23,500 28,000
Soro de leite 8,000 2,000 -
Plasma sanguineo 3,000 2,500 -
Maltodextrina 5,000 5,000 5,000
Oleo de soja 2,910 2,960 2,260
Farelo de gluten (60%) 3,000 2,000 1,000
Calcario calcitico 0,770 0,870 0,820
Fosfato bicéalcico 1,700 1,670 1,520
Cloreto de sédio 0,300 0,350 0,500
L-Lisina HCL 0,730 0,570 0,480
DL-Metionina 0,250 0,190 0,138
L-Treonina 0,250 0,178 0,145
L-Triptofano 0,060 0,040 0,020
L-Isoleucina 0,125 0,050 -
L-Valina 0,190 0,100 0,045
Oxido de zinco 0,340 0,200 -
Cloreto de colina 0,090 0,090 0,090
Antibidtico® 0,105 0,002 0,002
Adsorvente 0,250 0,250 0,250
Antioxidante BHT 0,015 0,015 0,015
Premix mineral? 0,100 0,100 0,100
Premix vitaminico® 0,150 0,150 0,150
Caulim 0,065 0,215 0,265
Aclicar, Sac e Sac + Neotame* - - -
TOTAL 100,00 100,00 100,00
Valores nutricionais calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.400 3.375 3.309
Proteina bruta (%) 19,39 19,26 18,58
Calcio (%) 0,845 0,830 0,77
Faosforo digestivel (%) 0,452 0,420 0,38
Lisina digestivel (%) 1,447 1,330 1,20
AAS digestiveis (%)° 0,811 0,750 0,65
Treonina digestivel (%) 0,91 0,83 0,74
Triptofano digestivel (%) 0,25 0,24 0,21
Valina digestivel (%) 1,009 0,919 0,808

! Tiamulina (40%) e amoxilina (50%). 2 Quantidade por kg de rac&o: 100 mg Fe, 10 mg
Cu, 30 mg Se, 40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg Co. 3 Quantidade por kg de ragdo: 6000 Ul/g
vit. A, 1500 Ul/g vit. D3, 32000 Ul/kg vit. E, 1500 ppm vit. K3, 1350 ppm vit. B1, 4000
ppm vit. B2, 2000 ppm vit. B6, 20000 ppb Ul vit. B12, 600 ppm acido félico, 9350 ppm
mg acido pantoténico, 20000 ppm niacina, 80 ppm biotina. * A inclusdo de agticar nas
dietas era realizada pela substituicdo de percentual equivalente de maltodextrina das
dietas referéncia; a incluséo de sacarina sddica nas dietas era realizada pela substituicdo
de percentual equivalente de caulim das dietas referéncia; a inclusdo de palatabilizante a
base de sacarina sodica e neotame era realizada pela substituicdo de percentual
equivalente de caulim das dietas referéncia. > Aminoécidos sulfurados digestiveis.
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Tabela 2. Ordem de fornecimento diario das dietas nas quatro divisérias do comedouro
de cada uma das baias!

Reparti¢cbes do comedouro

Dias 1 2 3 4

1 DR DA DS DSN
2 DA DR DSN DS
3 DS DSN DR DA
4 DSN DS DA DR
5 DR DA DS DSN
6 DA DR DSN DS
7 DS DSN DR DA
8 DSN DS DA DR
9 DR DA DS DSN
10 DA DR DSN DS
11 DS DSN DR DA
12 DSN DS DA DR

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DA - dieta com inclusdo de 5% de aclcar, DS
- dieta com inclusdo de 0,025% de sacarina sddica e DSN - dieta com inclusdo de 0,025%
de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame.

Os dados foram submetidos a técnica da analise de variancia multivariada com o

modelo de medidas repetidas, complementada com o teste de comparac¢Ges multiplas de

Bonferroni, considerando o nivel de 5% de significancia (Johnson e Wichern, 2007).

Experimento 2 — Desempenho e glicose (Niveis comerciais de palatabilizantes)

Um total de 120 leitdes mesticos de linhagem comercial (60 machos castrados e 60
fémeas) com médias de idade e peso de 35 dias e 9,77+1,8kg, respectivamente, foram
distribuidos em numero de trés por baia, blocados de acordo com peso e sexo.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com quatro
tratamentos e dez repeti¢cdes. Os quatro tratamentos estudados foram: dietas referéncia
pré-inicial 2 e inicial sem palatabilizante (Tabela 1); dietas pré-inicial 2 e inicial com
incluséo de 5% de agucar em substituicdo a 5% de maltodextrina das dietas referéncias
sem palatabilizante; dietas pré-inicial 2 e inicial com inclusdo de 0,025% de sacarina
sodica em substituicdo a 0,025% de caulim das dietas referéncias sem palatabilizante e

dietas pré-inicial 2 e inicial com inclusdo de 0,025% de palatabilizante a base de sacarina
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sodica e neotame em substituicdo a 0,025% de caulim das dietas referéncia sem
palatabilizante.

Durante o periodo experimental de 26 dias os animais receberam dieta pré-inicial 2
nos primeiros 13 dias e dieta inicial nos Gltimos 13 dias. As dietas de cada uma das fases
eram isoenergéticas e isoprotéicas e foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais de leitdes de acordo com recomendacGes de Rostagno et al. (2011), conforme
descrito anteriormente na Tabela 1.

As médias das temperaturas minimas e maximas no interior do galpdo de creche
foram de 22,49° e 29,19°C, respectivamente. Foram realizadas pesagens das ragdes
fornecidas e das sobras, bem como dos animais no inicio do experimento, no final da fase
pré-inicial 2 (13° dia do experimento) e no final da fase inicial (26° dia do experimento)
para os calculos do consumo de racdo diario (CRD), ganho de peso diario (GPD) e da
conversdo alimentar (CA).

Apbs a Gltima pesagem dos animais, foi selecionado um leitdo por baia, com o peso
mais proximo ao peso médio da baia, para coleta de amostra de 4mL de sangue por puncao
da veia jugular usando tubos a vacuo contendo fluoreto de sédio (BD Vacutainer, Franklin
Lakes, NJ, USA). Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas (Centribio, modelo 80-
2B, China) a 3000 rpm e 60 Hz por 15 minutos para obtencdo do soro, que foi utilizado
para determinacdo do teor de glicose pelo método enzimatico-colorimétrico usando kit
bioquimico (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) com leitura em espectrofotdmetro
(Evolution-60 / Thermo Fisher Scientific - Madison, Wisconsin, USA).

Os dados de desempenho produtivo e teor de glicose sanguinea foram submetidos
a técnica de andlise de variancia (ANOVA) pelo PROC GLM do SAS 9.3 (2001) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.
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Experimento 3 — Preferéncia alimentar (Niveis de sacarina sddica)

Neste experimento, 32 leitdes mesticos de linhagem comercial, com idade média
de 23 dias e peso médio de 6,85+0,4kg, foram distribuidos em nimero de quatro por baia,
totalizando oito baias (consideradas blocos, repeticdes e unidades experimentais de
acordo com a técnica estatistica empregada), para estudar a preferéncia alimentar pelas
seguintes dietas: dieta referéncia pré-inicial 1 sem palatabilizante (DR); dieta pré-inicial
1 com incluséao de 0,015% de sacarina sodica em substituicao a 0,015% de caulim da DR;
dieta pré-inicial 1 com incluséo de 0,025% de sacarina sodica em substituicdo a 0,025%
de caulim da DR e dieta pré-inicial 1 com inclusdo de 0,035% de sacarina sddica em
substituicdo a 0,035% de caulim da DR (Tabela 1). As dietas foram fornecidas na mesma
baia, a0 mesmo tempo, 0 que permitia os animais escolherem entre elas.

O experimento teve duracdo de 14 dias e as médias das temperaturas minima e
méaxima no periodo no interior do galpdo de creche foram de 22,71° e 28,83°C,
respectivamente. O peso vivo médio final foi de 10,24kg, e o GPD de 0,242kg, por
animal, durante o periodo experimental.

Durante o periodo experimental a posi¢do dos comedouros em cada uma das baias
foi alternada diariamente, segundo a ordem apresentada na Tabela 3. As quantidades
fornecidas e as sobras de cada uma das dietas avaliadas foram mensuradas. Também
foram realizadas pesagens dos animais no inicio e no final do experimento.

Os dados foram submetidos a técnica da analise de variancia multivariada para o
ajuste da regressao bilogaritmica do consumo de racdo em fungdo do nivel expresso no
modelo linear logCR=a+b.log(nivel + 1), e complementada com o teste o de Bonferroni,
para as comparacdes nos niveis considerados (Johnson e Wichern, 2007), considerando-

se 5% de significancia.
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Tabela 3. Ordem de fornecimento diario das dietas nas quatro divisérias do comedouro
de cada uma das baias!

Reparti¢cbes do comedouro

Dia experimental Baia 1 > 3 4
1 DS3 DS2 DS1 DR
2 DS3 DS1 DS2 DR
3 DS2 DS1 DS3 DR
1 4 DR DS3 DS2 DS1
5 DS2 DR DS3 DS1
6 DS1 DR DS2 DS3
7 DS2 DS1 DS3 DR
8 DS2 DS3 DS1 DR
1 DS2 DS3 DR DS1
2 DS1 DS3 DR DS2
3 DS1 DS2 DR DS3
2 4 DS3 DR DS1 DS2
5 DR DS2 DS1 DS3
6 DR DS1 DS3 DS2
7 DS1 DS2 DR DS3
8 DS3 DS2 DR DS1
1 DS1 DR DS3 DS2
2 DS2 DR DS3 DS1
3 DS3 DR DS2 DS1
4 DS2 DS1 DR DS3
3 5 DS3 DS1 DS2 DR
6 DS2 DS3 DS1 DR
7 DS3 DR DS2 DS1
8 DS1 DR DS2 DS3
1 DR DS1 DS2 DS3
2 DR DS2 DS1 DS3
3 DR DS3 DS1 DS2
4 4 DS1 DS2 DS3 DR
5 DS1 DS3 DR DS2
6 DS3 DS2 DR DS1
7 DR DS3 DS1 DS2
8 DS3 DS2 DS1 DR

2

! DR - dieta basal sem palatabilizante, DS1 - dieta com inclusdo de 0,015% de sacarina
sodica, DS2 - dieta com inclusdo de 0,025% de sacarina sodica e DS3 - dieta com inclusdo
de 0,035% de sacarina sédica. > Ap6s o quarto dia experimental, a ordem de fornecimento
diério das dietas nas quatro reparticdes foi repetida como mostra a tabela até o 14° dia
experimental.

Experimento 4 — Preferéncia alimentar (Niveis de sacarina sddica + neotame)
Foram utilizados 32 leitdes mesticos de linhagem comercial, com média de 26 dias

de idade e peso vivo médio de 7,64+0,7kg. Os animais foram alojados em grupos de



37

quatro por baia, totalizando oito baias (consideradas blocos, repeticdes e unidades
experimentais de acordo com a técnica estatistica empregada), para avaliar a preferéncia
alimentar pelas seguintes dietas: dieta referéncia pré-inicial 1 sem palatabilizante (DR);
dieta pré-inicial 1 com inclusdo de 0,015% de palatabilizante a base de sacarina sodica e
neotame em substituicdo a 0,015% de caulim da DR; dieta pré-inicial 1 com inclusdo de
0,025% de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame em substituicdo a 0,025%
de caulim da DR e dieta pre-inicial 1 com inclusdo de 0,035% de palatabilizante a base
de sacarina sodica e neotame em substituicdo a 0,035% de caulim da DR (Tabela 1). As
dietas foram fornecidas na mesma baia, a0 mesmo tempo, 0 que permitia 0s animais
escolherem entre elas.

As médias das temperaturas minima e maxima no interior do galpdo de creche
durante o periodo experimental de 14 dias foram de 22,36° e 30,04°C, respectivamente.
O peso vivo médio final foi de 10,64kg, e o0 ganho de peso diario de 0,214kg, por animal,
durante o periodo experimental

Ao longo do experimento a posicao dos comedouros em cada uma das baias foi
alternada diariamente, segundo a ordem apresentada na Tabela 4. As quantidades
fornecidas, as sobras de cada uma das racdes avaliadas foram mensuradas. Também
foram realizadas pesagens dos animais no inicio e no final do experimento.

Os dados foram submetidos a técnica da anéalise de variancia multivariada para o
ajuste da regressao bilogaritmica do consumo de racdo em fungdo do nivel expresso no
modelo linear logCR=a+b.log(nivel + 1), e complementada com o teste o de Bonferroni,
para as comparacdes nos niveis considerados (Johnson e Wichern, 2007), considerando-

se 5% de significancia.
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Tabela 4. Ordem de fornecimento diario das dietas nas quatro divisérias do comedouro

de cada uma das baias*

Reparti¢cbes do comedouro

Dia experimental Baia 1 > 3 4
1 DSN3 DSN2 DSN1 DR
2 DSN3 DSN1 DSN2 DR
3 DSN2 DSN1 DSN3 DR
1 4 DR DSN3 DSN2 DSN1
5 DSN2 DR DSN3 DSN1
6 DSN1 DR DSN2 DSN3
7 DSN2 DSN1 DSN3 DR
8 DSN2 DSN3 DSN1 DR
1 DSN2 DSN3 DR DSN1
2 DSN1 DSN3 DR DSN2
3 DSN1 DSN2 DR DSN3
2 4 DSN3 DR DSN1 DSN2
5 DR DSN2 DSN1 DSN3
6 DR DSN1 DSN3 DSN2
7 DSN1 DSNZ2 DR DSN3
8 DSN3 DSN2 DR DSN1
1 DSN1 DR DSN3 DSN2
2 DSN2 DR DSN3 DSN1
3 DSN3 DR DSNZ2 DSN1
4 DSN2 DSN1 DR DSN3
3 5 DSN3 DSN1 DSNZ2 DR
6 DSN2 DSN3 DSN1 DR
7 DSN3 DR DSNZ2 DSN1
8 DSN1 DR DSN2 DSN3
1 DR DSN1 DSN2 DSN3
2 DR DSN2 DSN1 DSN3
3 DR DSN3 DSN1 DSN2
4 4 DSN1 DSN2 DSN3 DR
5 DSN1 DSN3 DR DSN2
6 DSN3 DSN2 DR DSN1
7 DR DSN3 DSN1 DSN2
8 DSN3 DSN2 DSN1 DR

2

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DSN1 - dieta com inclusdo de 0,015% de
palatabilizante a base de sacarina sédica e neotame, DSN2 - dieta com inclus&o de 0,025%
de palatabilizante a base de sacarina sodica e neotame e DSN3 - dieta com inclusdo de

0,035% de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame. 2 Apds o quarto dia

experimental, a ordem de fornecimento diario das dietas nas quatro reparticBes foi
repetida como mostra a tabela até o 14° dia experimental.

Experimento 5 — Preferéncia alimentar (Niveis do E3 e E4 de palatabilizantes)

O experimento foi conduzido para avaliar a preferéncia alimentar de leitbes por

dietas contendo os niveis de sacarina sédica e da mistura de sacarina sodica e neotame
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que promoveram maior consumo de racdo no E3 e E4, respectivamente. Para isso foram
utilizados 32 leitdes mesticos de linhagem comercial, com médias de 26 dias de idade e
peso vivo 7,51+0,70kg, os quais foram confinados em nimero de quatro animais por baia,
totalizando oito baias (consideradas blocos, repeticGes e unidades experimentais de
acordo com a técnica estatistica empregada). Os quatro tratamentos avaliados foram: dieta
referéncia pré-inicial 1 sem palatabilizante (DR); dieta pré-inicial 1 com inclusdo de 5%
de acucar em substituicdo a 5% de maltodextrina da DR; dieta pré-inicial 1 com incluséo
de 0,035% de sacarina sodica em substituicdo a 0,035% de caulim da DR e dieta pré-
inicial 1 com inclusao de 0,035% de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame
em substituicdo a 0,035% de caulim da DR (Tabela 1). As dietas foram fornecidas na
mesma baia, a0 mesmo tempo, 0 que permitia 0s animais escolherem entre elas.

A temperatura média, minima e maxima, durante o periodo experimental de 14 dias
foi de 20,47° e 27,41°C, respectivamente. O peso vivo médio final foi de 11,84kg, e o
ganho de peso diario de 0,309kg, por animal, durante o periodo experimental.

Diariamente, durante todo o experimento, a posi¢do dos comedouros em cada uma
das baias foi alternada, segundo a ordem apresentada na Tabela 5. As quantidades
fornecidas, as sobras de cada uma das racdes avaliadas foram mensuradas. Também
foram realizadas pesagens dos animais no inicio e no final do experimento.

Os resultados foram submetidos a técnica da analise de varidncia multivariada com
0 modelo de medidas repetidas, complementada com o teste de comparac¢es maltiplas de

Bonferroni, considerando o nivel de 5% de significancia (Johnson e Wichern, 2007).
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Tabela 5. Ordem de fornecimento diario das dietas nas quatro divisérias do comedouro

de cada uma das baias*

Reparti¢cbes do comedouro

Dia experimental Baia 1 > 3 4
1 DSN DS DA DR
2 DSN DA DS DR
3 DS DA DSN DR
1 4 DR DSN DS DA
5 DS DR DSN DA
6 DA DR DS DSN
7 DS DA DSN DR
8 DS DSN DA DR
1 DS DSN DR DA
2 DA DSN DR DS
3 DA DS DR DSN
2 4 DSN DR DA DS
5 DR DS DA DSN
6 DR DA DSN DS
7 DA DS DR DSN
8 DSN DS DR DA
1 DA DR DSN DS
2 DS DR DSN DA
3 DSN DR DS DA
4 DS DA DR DSN
3 5 DSN DA DS DR
6 DS DSN DA DR
7 DSN DR DS DA
8 DA DR DS DSN
1 DR DA DS DSN
2 DR DS DA DSN
3 DR DSN DA DS
4 4 DA DS DSN DR
5 DA DSN DR DS
6 DSN DS DR DA
7 DR DSN DA DS
8 DSN DS DA DR

2

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DA - dieta com inclusdo de 5% de aclcar, DS
- dieta com inclusdo de 0,035% de sacarina sodica e DSN - dieta com incluséo de 0,035%
de palatabilizante a base de sacarina sodica e neotame. 2 Apds o quarto dia experimental,
a ordem de fornecimento diério das dietas nas quatro reparti¢des foi repetida como mostra

a tabela até o 14° dia experimental.

Experimento 6 — Expressédo génica e morfometria intestinal

Foram utilizados 32 leitdes (16 machos e 16 fémeas) mestigos de linhagem

comercial com média de 26 dias de idade e peso médio de 7,27+0,7kg, alojados de acordo

com peso Vvivo em baias de creche.
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O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com quatro
dietas pré-iniciais 1 e oito repeticdes, sendo o animal a unidade experimental. As dietas
avaliadas foram as quatro dietas descritas no experimento 5.

Durante o periodo experimental (14 dias) a temperatura média minima e maxima
foi de 17,97° e 24,78°C, respectivamente. No 14° dia de experimento os animais foram
eutanasiados por exsanguinacdo apos eletronarcose, semelhante a forma de abate
comercial, para coleta de material para as seguintes analises:

Expressdo génica do co-transportador 1 de glicose sodio dependente no jejuno

As analises de expressdo génica foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia
Animal do Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (Esalq) da Universidade de Sdo Paulo (USP), Campus de Piracicaba. Foi
estudado o gene co-transportador 1 de glicose sodio dependente (SGLT1), utilizando
metodologia de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR). Na ocasido, foram
utilizados trés genes referéncia com alta estabilidade de expressdo para calibracdo das
corridas da metodologia, conforme proposto por Moran et al. (2010) e Uddin et al. (2011),
sendo eles o ACTB (beta actina) envolvido na estrutura celular e motilidade; RPL4
(proteina ribossomal L4) constituinte de ribossomo e envolvido na sintese proteica
(Alberts et al.,, 2010) e PPIA (Peptidil-prolil isomerase A) enzima envolvida no
desdobramento de proteinas (Lang et al., 1987).

Coleta de amostras de tecidos

Imediatamente apds a eutandsia, os animais foram eviscerados e coletou-se
amostras de aproximadamente 5mm da por¢éo media do jejuno, que foram colocadas em
criotubos com isolante, de 1,5mL, contendo 1mL de solucdo inibidora de RNase
(RNAlater Tissue Collection: RNA Stabilization Solution, Applied Biosystems), e

posteriormente armazenadas em freezer -20°C.
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Extracédo de RNA total

Para extracdo do RNA total, as amostras foram retiradas da solugdo com inibidor
de RNase ap6s serem descongeladas, removendo o excesso com papel toalha e
acondicionadas em tubos de 1,5mL contendo 1mL de trizol (TRIzol Reagent —
Invitrogen). Em seguida, foram homogeneizadas (T10 Ultra Turrax — IKA) e, ap6s a
homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos e
posteriormente se adicionou 200uL de cloroférmio, agitou-se 30 vezes e incubou-se por
mais 5 minutos em temperatura ambiente.

Depois da incubacdo em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a
13.000 rpm por 15 minutos a 4°C (Centrifuge 5403 - Eppendorf), e 0 material foi separado
em trés fases: fase aquosa superior (transparente: RNA); interfase (branca: cloroférmio,
DNA e proteinas) e fase inferior organica (avermelhada: fenol). Entdo, foram retirados
400uL da fase superior, que foram transferidos para tubo de 1,5mL, em que foram
adicionados 500uL de isopropanol e homogeneizados em vortex (Vortex Mixer — Fischer
Scientific). Apds incubacdo de 10 minutos em temperatura ambiente, foram novamente
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, descartou-se o sobrenadante e se obteve
o pellet de RNA. Em seguida foi adicionado 1mL de etanol refrigerado 75% preparado
com agua tratada com dietil pirocarbonato (DEPC), ressuspendeu-se levemente os tubos
para soltar o pellet, sendo essa etapa repetida duas vezes para melhor leitura de
concentracdo nas etapas seguintes. Apds a segunda lavagem, para ressuspensao do pellet,
se centrifugou a 11.000 rpm por 5 minutos a 4°C, se descartou o sobrenadante (etanol), o
material remanescente foi seco e posteriormente adicionado 20uLl de 4gua ultrapura.

Apos a extracdo do RNA total foi feita a verificagdo de sua integridade. Para isso,
foram aplicados 2ulL de cada amostra contendo 2,0uL de corante azul de bromofenol e

0,5uL de gel red (agente intercalante de RNA) em gel de agarose (1%) e realizada a
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eletroforese. Foram observadas trés bandas estruturais de RNA ribossémico (28S, 18S e
5,8S), indicando auséncia de degradacdo das amostras (Figura 2, anexo).

A concentracdo de RNA total das amostras foi determinada em espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000), considerando a relacdo ideal de absorbancia de 1,8 < A260/280 nm<
2,0. Em seguida as amostras foram diluidas em agua DEPC, para a concentracéo final de
0,5 pg/pL.

Tratamento com DNase e sintese do cDNA

Antes da sintese de cDNA, as amostras contendo o RNA total foram tratadas com
enzima DNAse de kit comercial para degradacdo de possivel DNA genémico existente.
Diluiu-se a quantidade de RNA total de cada amostra de modo que a concentracao final
fosse de 250ng/uL, e posteriormente foi adicionado 1,0puL de enzima DNAse; 1,0uL de
Buffer a base de MgClz; 0,5uL de enzima RNAse OUT e completado com agua DEPC
para obten¢ao de volume final de 10,0uL. As amostras foram colocadas em termociclador
(T100 Thermal Cycler — BIO-RAD) a 37°C por 30 minutos e em seguida foi adicionado
1,0uL de “stop solution” para inativacdo da enzima DNAse e acondicionadas novamente
em termociclador a 65°C por 10 minutos.

Apos as amostras serem tratadas com DNAse, foi adicionado 1,0uL de Primer
Oligo dT para inicio da sintese de cDNA (realizada de acordo com o protocolo do kit
ImProm-11TM Reverse Transcription System - Promega) e foram incubadas por 70°C por
5 minutos e em seguida acondicionas em gelo por mais 5 minutos e ressuspendidas para
baixar o volume depositado na parede do tubo. Entdo, foram adicionados 4,0ul de
Reaction Buffer 5X; 1,2uL MgCl2 (25 mM); 1,0uL ANTP mix (10 mM cada dNTP); 0,5uL
de RNasin; 1,0ulL de enzima transcriptase reversa e 0,3ul dgua livre de nuclease. As
amostras entdo foram incubadas a 25°C por 5 minutos, depois a 42°C por 1 hora para

transcricao reversa e por fim a 70°C por 15 minutos para inativacdo enzimatica.
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Primers

Para amplificacdo dos genes estudados foram usados primers liofilizados
especificos com aproximadamente 20 bases, da empresa Integrated DNA Technologies
(IDT). Os primers dos genes constitutivos (ACTB, RPL4 e PPIA) foram desenhados por
Moran et al. (2010) e Uddin et al. (2011), enquanto um par de primer especifico foi
utilizado para amplificacdo do gene alvo (SGLT1), desenhado por Moran et al. (2010)
(Tabela 6).
Tabela 6. Identificacdo dos primers peptidil-prolil isomerase A (PPIA), proteina

ribossomal L4 (RPL4), beta actina (ACTB) e co-transportador 1 de glicose sédio
dependente (SGLT1) dos genes referéncia e gene alvo utilizados na RT-qPCR?

Gene Aggsrge(rﬁ ggl) Primers Sequéncia (5°— 37)

A s DI SACRCSSTICTT
e oguersy D ASACSCTGTICTECTICTS
T oo DI SoASSCoeAcAStAnes
SGLT13 M34044 Direto AAAGGAGAGGTCTGGGATGGTAA

Reverso  ATTTCCCTAGTGGCCTGAGATTG
! Teste de eficiéncia de amplificacdo 2 Primers desenhados por Uddin et al. (2011) 3
Primers desenhados por Moran et al. (2010).

Para verificacdo da eficacia do tratamento das amostras com DNAse e a sintese de
cDNA foi adotada técnica de PCR, para posterior visualizacdo por eletroforese das bandas

e avaliacdo da qualidade e da melhor temperatura de anelamento dos primers (Figura 3,
anexo). Foi feito um pool com 0,1ul de cada amostra contendo cDNA, que foram

distribuidas em cinco temperaturas (54, 56, 58, 60 e 62°C) para cada conjunto de primer
avaliado (trés referéncias e um alvo). Adicionou-se 1,0uL de Buffer 10X; 0,3uL de
MgCI2 (50 Mm); 0,25ul. de ANTP (10 mM); 0,4ul de Primer Forward (5 mM); 0,4uL
de Primer Reverse (5 mM); 0,1uL Platinum-TAQ e 6,55uL de agua ultrapura.

Os tubos com as amostras e 0s reagentes foram colocados em termociclador (Veriti

96 Well Thermal Cycler — Applied Biosystems), distribuidos de acordo com as
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temperaturas (54, 56, 58, 60 e 62°C) com tubos de controle negativo (sem RNA e cDNA),
utilizando-se da configuracdo: 1) 94°C por 1,5 minutos; 2) 94°C por 30 segundos; 3)
temperaturas avaliadas por 45 segundos; 4) 73°C por 45 segundos, sendo essas etapas
repetidas por trinta e quatro vezes; 6) 73°C por 5 minutos e posteriormente resfriadas a
4°C. Para visualizacdo das bandas e verificacdo da qualidade foi adotada a técnica de
eletroforese, em que foram adicionados 2,0uL de azul de bromofenol, 0,5uL de Red e
1,0uL, e realizada corrida em gel de agarose (1%).

Para verificagdo da sintese de cDNA especifica de cada amostra, também foi
adotada técnica de PCR seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente, mas
ao invés de se utilizar o pool de amostras, utilizou-se de cada amostra individualmente, e
feito somente para um par de primer (ACTB). Para visualizacao da eficacia do tratamento
com DNase e sintese de cDNA dessas amostras foi adotada técnica de eletrofosere com
corrida em gel de agarose (1%) (Figura 4, anexo).

Primeiro, adotou-se a técnica de RT-pPCR com o equipamento LightCycler® 480
System Il (Roche) para verificacdo da melhor diluicdo das amostras utilizando do kit
Improm Il (Invitrogen) para todos os quatro genes. Para isso se utilizou 1uL do pool das
amostras diluidas em 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16; 2,5uL de agua do kit livre de nucleases; 0,8uL
de cada primer e 5,0uL de Syber Green®, totalizando 10,0uL. Em seguida, para reagdo
de RT-gPCR foi adotada a seguinte configuracdo: Pré-incubacdo a 95°C por 5 minutos e
Amplificacdo, que foi subdividida em desnaturacao (95°C por 15 segundos), anelamento
(58°C por 20 segundos) e extensdo (72°C por 20 segundos) que se perfizeram em 35 ciclos
(Figura 5, anexo).

Apbs os procedimentos descritos (extracdo do RNA total, verificagdo da integridade
do RNA; tratamento com DNase e sintese do cDNA e suas respectivas verificacoes;

verificacdo da especificidade dos primers, com suas temperaturas de anelamento (58°
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para todos os genes) e melhores concentragdes (1:4 para todos os genes), foram feitas as
analises de RT-qPCR para as amostras e 0s genes em quest&o.

PCR Quantitativa em Tempo Real

Todos os genes foram quantificados quanto a sua expressao relativa pelo método
RT-qPCR no equipamento LightCycler® 480 System II (Roche). Se utilizou 2,0uL de
amostras diluidas 1:4; 2,5uL de agua do Kit livre de nucleases; 0,8uL de cada primer e
5,0uL de Syber Green®, totalizando 10,0uL.

O protocolo seguido para reacdo de RT-gPCR foram pré-incubacdo a 95°C a 5
minutos e amplificacdo, que foi subdividida em desnaturacdo (95°C a 15 segundos),
anelamento (58°C 20 segundos) e extensao (72°C a 20 segundos) que se perfizeram em
35 ciclos. Ap0s o término da reacdo de RT-gPCR, foram geradas curvas de melting para
cada gene, bem como disponibilizados valores de Ct de cada amostra.

Todos testes de RT-qPCR incluiram uma amostra sem cDNA como controle
negativo de cada gene, um calibrador do gene PPIA e outro do gene RPL4 a partir do
pool de todas as amostras, e cada analise de cada amostra individual foi feita em triplicata.

Os resultados de expressao génica foram gerados e registrados como valores de Que
(Quantification cycle), e analisados utilizando os valores de Ct (Threshold Cycle) das
amostras, levando-se em consideracdo a correcdo da eficiéncia dos primers. Foi possivel
obter a quantidade relativa de expressdo de mRNA do SGLT1 normalizada para a beta-
actina (ACTB), com o software Rest-MCS®, versdo 2 (2006). Nao utilizaram-se dos
genes PPIA e RPL4 para normalizacdo do gene alvo pois, o coeficiente de variacdo e a
eficiéncia dos primers ndo foram adequadas as recomendacOes para serem genes
referéncias. As diferencas da expressdo de cada tratamento em relacéo ao controle (dieta
referéncia) foram comparadas por teste de randomizacdo (10.000 randomizagdes),

considerando o nivel de 5% de significancia (Pfaffl et al., 2002).
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Morfometria intestinal

Imediatamente apos a coleta das amostras para as analises de expressdo génica,
retirou-se amostras de aproximadamente 2cm da por¢édo média do duodeno e jejuno, que
foram abertas de modo a expor a mucosa e, em seguida, as amostras foram fixadas em
pedacos isopor (aproximadamente 2,5cm2) por alfinetes, lavadas com solugéo salina 10%
e armazenadas em frascos coletores de plastico contendo 40 mL de solugdo formol 10%
por 48 horas. Posteriormente, as amostras foram enviadas para Unidade de Pesquisa
Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB / UNESP para
processamento e confeccdo das laminas.

As amostras foram cortadas em tiras de aproximadamente 0,5cm e colocadas em
cassetes de plastico e depois submetidas a lavagens de desidratacdo em solugdo com
niveis crescentes de alcool (de 70% até alcool absoluto) e xilol, para entdo serem
transferidas para moldes para confeccdo de blocos de parafina. Os blocos de parafina
contendo as amostras foram microtomizados para confeccdo das laminas histoldgicas e
por fim, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

As leituras das laminas foram feitas em microscépio de luz, modelo Leica DM 750
equipado com camera ICC 50 para registro das imagens e, com o auxilio do software
Image-J foram realizadas cerca de 30 leituras por amostra para cada um dos parametros
de altura de vilo (AV), profundidade de cripta (PC) e largura de vilo (LV), expressos em
um. Com os dados de AV e PC também foram calculadas a relagdo AV:PC e com os
dados de AV e LV foram calculados a area de superficie dos vilos (um?) de acordo com
metodologia descrita por Argenzio et al. (1990).

Os resultados foram submetidos a técnica de analise de variancia (ANOVA) pelo
PROC GLM do SAS 9.3 (2001) e as médias comparadas pelo teste de Tukey no nivel de

5% de significancia.
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RESULTADOS
Experimento 1 — Preferéncia alimentar (Niveis comerciais de palatabilizante)

A adicdo de palatabilizantes na dieta influenciou (P<0,001) a preferéncia alimentar
dos animais (Tabela 7), observando-se maiores valores de CR e CRD para dieta com
inclusdo de 5% de acgucar (DA) (13,116+1,084 e 1,093+0,090kg, respectivamente),
seguido pelas dietas referéncia (DR) e com incluséo de 0,025% de sacarina sodica (DS).
A dieta com inclusdo de 0,025% de palatabilizante a base de sacarina sodica e neotame
(DSN) determinou menor consumo de racao diario comparada com a DR e DA.

Tabela 7. Consumo total de racdo (CR) e consumo de racdo diario (CRD) dos leitdes dos
21 aos 33 dias de idade, alimentados com dietas contendo diferentes palatabilizantes

ltem Tratamentos! P
DR DA DS DSN

CR (kg) 1,076 13,1162 0,692 0,482° <0,001

CRD (kg) 0,090° 1,093 0,058 0,040° <0,001

abe \édias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (P>0,05). ! DR - dieta referéncia sem
palatabilizante, DA - dieta com inclusdo de 5% de acucar, DS - dieta com inclusdo de
0,025% de sacarina sédica e DSN - dieta com inclusdo de 0,025% de palatabilizante a
base de sacarina sodica e neotame.
Experimento 2 — Desempenho e glicose (Niveis comerciais de palatabilizantes)

Né&o houve diferenca entre tratamentos (P>0,05) para as variaveis de desempenho
produtivo no periodo dos 35 aos 48 dias de idade e no periodo total dos 35 aos 62 dias de

idade dos leitbes (Tabela 8), bem como para os teores de glicose sanguinea (Tabela 9).
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Tabela 8. Consumo de racdo diario (CRD), ganho de peso diario (GPD) e conversédo
alimentar (CA) dos leites no primeiro periodo e no periodo total do experimento
(N=120)

Tratamentos!

2
Item DR DA DS DSN EPMT P
Periodo 1 (35 aos 48 dias de idade)
CRD (kg) 0,697 0,704 0,695 0,722 0,037 0,359
GPD (kg) 0,459 0,455 0,445 0,466 0,032 0,543
CA 1,52 1,54 1,57 1,54 0,068 0,427
Periodo total (35 aos 62 dias de idade)
CRD (kg) 0,866 0,849 0,853 0,858 0,047 0,866
GPD (kg) 0,522 0,506 0,507 0,500 0,043 0,705
CA 1,65 1,68 1,69 1,73 0,085 0,272

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DA - dieta com incluséo de 5% de agUcar, DS
- dieta com inclus&o de 0,025% de sacarina sodica e DSN - dieta com incluséo de 0,025%
de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame. ? Erro padrdo da média.

Tabela 9. Teores de glicose sanguinea de suinos alimentados com diferentes
palatabilizantes aos 62 dias de idade (N=40)

Tratamentos® )
Item DR DA DS DsN oM P

Glicose (mg/dL) 118,97 124,55 125,88 119,61 7,99 0,166

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DA - dieta com inclus&o de 5% de aclcar, DS
- dieta com inclus&o de 0,025% de sacarina sodica e DSN - dieta com incluséo de 0,025%
de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame. ? Erro padrdo da média.
Experimento 3 — Preferéncia alimentar (Niveis de sacarina sddica)

Observou-se diferenca (P<0,001) com efeito exponencial para a preferéncia
alimentar dos leitdes alimentados com dietas contendo diferentes niveis de sacarina
sodica, sendo a dieta DS3 (com inclusdo de 0,035% de sacarina sédica) a que determinou
0s maiores valores médios de CR e CRD (8,80+2,66 e 0,63+0,19kg respectivamente)
(Tabela 10).

Tabela 10. Consumo de racdo (CR) e consumo de racdo diario (CRD) dos leitdes dos 23

aos 37 dias de idade, alimentados com dietas contendo niveis de sacarina sédica
Tratamentos (%)*

Item 0 0015 0025 0035 P
CR (ko) 4,45 4,60 5.06" 8.80° <0.001
CRD (kg) 0.32" 0.33" 0.36" 0,63 <0.001

3 Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de
comparagdes mdltiplas de Bonferroni (P>0,05). ! Niveis de inclusdo de sacarina sodica
na dieta (em porcentagem).
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Experimento 4 — Preferéncia alimentar (Niveis de sacarina sddica + neotame)

As dietas com inclusdo de niveis do palatabilizante a base de sacarina sodica e
neotame nédo influenciaram (P=0,068) a preferéncia alimentar dos animais (Tabela 11),
pois 0 consumo ndo diferiu da dieta referéncia.

Tabela 11. Consumo de ra¢do (CR) e consumo de racdo diario (CRD) dos leitdes dos 26

aos 40 dias de idade, alimentados com dietas contendo niveis do palatabilizante a base de
sacarina sodica e neotame

ltem Tratamentos® p

0 0,015 0,025 0,035
CR (kg) 484 438 442 443 0,068
CRD (kg) 0,37 0,34 0,34 0,34 0,068

1 Niveis de inclusdo do palatabilizante a base de sacarina sodica e neotame na dieta (em
porcentagem).
Experimento 5 — Preferéncia alimentar (Niveis do E3 e E4 de palatabilizantes)

Os palatabilizantes avaliados influenciaram (P<0,001) a preferéncia alimentar dos
leitbes (Tabela 12), observando-se os maiores valores de CR e CRD para a dieta com a
incluséo de 5% de acgucar (DA) (20,525+3,580 e 1,466+0,256kg, respectivamente).

Tabela 12. Consumo de racdo (CR) e consumo de rac¢do diario (CRD) dos leitdes dos 26
aos 40 dias de idade, alimentados com dietas contendo diferentes palatabilizantes

ltem Tratamentos! P
DR DA DS DSN

CR (kg) 1,632 20,5252 1,562° 1,598° <0,001

CRD (kg) 0,117° 1,4662 0,112° 0,114° <0,001

abe Meédias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (P>0,05). ! DR - dieta referéncia sem
palatabilizante, DA - dieta com inclusdo de 5% de acucar, DS - dieta com inclusdo de
0,035% de sacarina sédica e DSN - dieta com inclusdo de 0,035% de palatabilizante a
base de sacarina sodica e neotame.

Experimento 6 — Expressdo génica e morfometria intestinal
As dietas ndo influenciaram (P>0,05) os parametros de morfometria intestinal das

por¢des do duodeno e jejuno dos leitbes (Tabela 13), bem como a expressao relativa de

mMRNA do gene SGLT1 (Figura 2).
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Tabela 13. Altura de vilo (AV), profundidade de cripta (PC), relacdo AV:PC e area de
superficie de vilo (A) do duodeno e jejuno, de leitbes aos 40 dias de idade alimentados
com dietas contendo diferentes palatabilizantes

Tratamentos!

2
Item DR DA DS DSN EPM P
Duodeno
AV (um) 47043 44040 39741 44791 8315 0,619
PC (um) 18259 18204 16816 187.96  21.69  0.369
AV:PC 260 243 238 238 041 0932
A (um?) 217 210 176 213 047 0429
Jejuno
AV (um) 44773 44082 40749 42677 8213 0,773
PC (um) 156590 147.66 15621 162,67  17.72 0425
AC:PC 200 303 265 264 059 0479
A (um?) 155 156 140 152 031 0721

! DR - dieta referéncia sem palatabilizante, DA - dieta com incluséo de 5% de agtcar, DS
- dieta com incluséo de 0,035% de sacarina sddica e DSN - dieta com inclusao de 0,035%

de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame. ? Erro padrdo da média.
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Figura 6. Expressdo relativa de mRNA do gene co-transportador 1 de glicose sédio
dependente (SGLT1) no jejuno de leitdes aos 40 dias de idade em resposta as dietas com
adicdo de acucar (DA), de sacarina sédica (DS) ou de palatabilizante a base de sacarina
sodica e neotame (DSN), comparadas com a dieta referéncia sem palatabilizante

(P>0,05).

DISCUSSAO

Quanto maior o numero de papilas gustativas maior a habilidade de percepcao de

sabores (Silva, 2010), portanto, pelo fato dos suinos apresentarem em torno de 5.000
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papilas do tipo fungiforme na lingua, comparado com humanos que apresentam em média
1.600 (Roura, 2003), sdo animais que possuem grande capacidade de percepcdo de
sabores. Mesmo apresentando essa diferenca anatémica, 0s suinos demonstram
preferéncia por alguns alimentos doces naturais, similares a preferéncia de humanos,
como mostram os resultados do presente estudo em que o aclcar foi o palatabilizante
mais efetivo para leitbes desmamados.

Em um estudo de Kennedy e Baldwin (1972) em que foram testadas diferentes
concentragdes de solucdo de sacarose e glicose para suinos dos dois aos quatro meses de
idade, foi observado que os animais preferiram as solucGes contendo esses carboidratos,
independente da concentracdo testada, quando comparadas as solu¢Ges com a auséncia
desses compostos.

Comparando a preferéncia alimentar de leitdes com 60 dias de idade por certas
substancias consideradas doces para humanos, Glaser et al. (2000) constaram que 0s
animais apresentam maior preferéncia pelo agucar em relacdo a qualquer outro composto
com poder edulcorante, assim como ocorre em humanos, corroborando os resultados
encontrados no presente estudo, em que a dieta com inclusdo de 5% de acUcar resultou
em maiores valores de CR e CRD, se mostrando a preferida pelos animais.

A dieta sem palatabilizante (DR) foi igualmente consumida em relacéo a dieta com
sacarina sodica, mas foi preferida em relacdo a dieta com palatabilizante a base de
sacarina sédica e neotame o que, provavelmente, pode estar relacionado a posicao nas
divisérias dos comedouros em que as dietas foram fornecidas diariamente, o que pode ter
incentivado o consumo da dieta sem palatabilizante (DR), uma vez que, sempre a DR era
colocada na divisoria do comedouro mais proxima da divisoria em que era oferecida a
dieta com agucar (DA). Considerando que 0s suinos possuem comportamento gregario e

de se alimentarem juntos (Fraser e Broom, 1990) e que havia quatro leites em cada baia
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e apenas trés reparticoes de alimentacdo em cada diviséria do comedouro, possivelmente
trés dos animais consumiam a dieta com acuUcar e o quarto animal tenderia consumir a
DR pelo fato de ser disponibilizada na diviséria do comedouro mais proxima da DA.

Outras razdes que possivelmente poderiam ter influenciado os resultados
observados no E1 estariam relacionadas as dietas possuirem alta incluséo de ingredientes
digestiveis e considerados de alta palatabilidade. Além disso, o poder edulcorante da
sacarina sodica e da mistura de sacarina sddica e neotame para leitdes, pode ter sido
superestimado ou mesmo subestimado, tendo em vista que existe diferenca na percepc¢éo
do sabor doce entre humanos e leitdes, como no caso da sacarina sodica, que para leitdes
é cerca de 65 vezes menos doce do que € para humanos (Glaser et al., 2000).

Tem sido demonstrado que leitdes possuem preferéncia alimentar por dietas
contendo acgucar quando sdo oferecidas a livre escolha (Wahlstrom et al., 1974), como
verificado no primeiro experimento, contudo, nao se observou diferenca nas variaveis de
desempenho produtivo dos leitdes no segundo experimento. Estes resultados sdo
semelhantes aos encontrados por outros autores, em que, na impossibilidade de escolha,
leitbes desmamados consomem igualmente dietas com ou sem palatabilizante
(Wahlstrom et al., 1974 e Sterk et al., 2008) ou flavorizante (Seabolt et al., 2010). Esses
resultados podem ser justificados pelo fato de que, quando nédo se da a op¢éo de escolha,
ao sentir fome, o animal consome a ra¢do que lhe ¢é fornecida, principalmente pelo fato
de que, no presente estudo, todas as dietas eram isonutritivas, de consideradas palataveis,
e foram formuladas com ingredientes de boa digestibilidade para atender as exigéncias
nutricionais dos animais.

Por outro lado, em alguns experimentos, verificou-se respostas positivas no
desempenho de leitbes desmamados, quando foram alimentados com dietas contendo

palatabilizantes como sacarina sddica e neoesperidina (Martinez et al., 2014), acUcar e
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esteviosideos (Munro et al., 2000; Budifio et al., 2014) e neotame (Zhu et al., 2016), em
comparagdo a dietas com auséncia desses aditivos. As divergéncias nos resultados de
desempenho de leitdes, com uso de palatabilizantes nas dietas, apds o desmame, podem
estar relacionadas, além da combinacgéo de ingredientes, ao tipo e nivel de inclusdo do
palatabilizante estudado (Jensen et al., 1995).

A glicose sanguinea é uma variavel importante pois reflete, principalmente, a
utilizacdo dos carboidratos das dietas. Independentemente das dietas avaliadas no
segundo experimento, o nivel de glicose sanguinea dos animais se manteve dentro de
limites fisioldgicos considerados normais, portanto, sem efeito dos palatabilizantes
avaliados. Isto pode ter ocorrido porque ndo houve diferenca na ingestao diaria de racdo
por ocasido da amostragem do sangue. Sendo isonutritivas, além de ndo influenciarem na
diferenca do consumo de racdo diario, também néo influenciaram o ganho de peso e a
conversdo alimentar dos leitdes. Esses resultados concordam com Costa et al. (2003) que
ndo constaram diferencas no teor de glicose sanguinea de leitdes alimentados com dietas
com ou sem a adi¢do de palatabilizante a base de sacarina sddica ou dextrose.

Quando foram testados os niveis de sacarina sodica, os leitbes apresentaram
preferéncia pela dieta com o maior nivel de inclusdo (DS3 — 0,035%), caracterizando-se
a preferéncia de animais jovens por sabores adocicados e o estimulo ao consumo
(Duengelhoef, 2010).

Os suinos possuem maior numero de papilas gustativas que os humanos (Frederick
e Van Heugtenum, 2003) o que, teoricamente, lhes confere maior capacidade na
percepcao de sabores, contudo, o potencial edulcorante da sacarina com base molar para
humanos é cerca de 250 vezes maior em relacdo ao agucar, enquanto para suinos é de
apenas cerca de 3,3 vezes (Glaser et al. 2000). De acordo com os autores, acredita-se que

amolécula de sacarina interaja com o receptor de sabor nos humanos em dois sitios, sendo
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um deles com o carbono quatro do anel de benzeno da molécula de sacarina e o outro
com o carbono seis, 0 que permite um eficiente ajuste da molécula nos receptores. Além
disso, os receptores desses carbonos em humanos estariam nos sitios Trh-6 e Trh-9
respectivamente e, em suinos, a auséncia do sitio Thr-9 ndo permitiria o ajuste ideal da
molécula, fazendo com que esses animais fossem menos perceptivos em relacdo a
sacarina. Assim, a maior preferéncia verificada no presente estudo pela dieta com nivel
mais alto de inclusdo de sacarina sddica, também pode estar relacionada ao seu menor
poder edulcorante para suinos.

O experimento de preferéncia por dietas com niveis crescentes, variando de 0,015
a 0,035%, de palatabilizante a base de sacarina sddica e neotame, mostrou que as dietas
com a mistura de edulcorantes foram igualmente consumidas em relacdo a dieta sem
palatabilizante. O neotame € derivado do aspartame (Aguilar, 2007) que, por sua vez, ndo
é perceptivel aos suinos, provavelmente, devido a auséncia nesses animais de sitios
receptores que fazem ligacdes com um dos carbonos do anel de benzeno da estrutura
molecular do aspartame (sitio Thr-5) (Glaser et al., 2000). Embora tenha alto poder
edulcorante para humanos, o aspartame pode ndo ser percebido por suinos e isso talvez
possa ocorrer também com o neotame. Por outro lado, tem sido demonstrado que a adi¢ao
de neotame em dietas de leitbes desmamados com idade entre 21 e 43 dias estimula a
ingestdo de ragdo, especialmente quando presente em niveis de 18 a 20ppm na dieta (Zhu
etal., 2016), ou seja, em niveis bem inferiores aos da mistura de sacarina sddica e neotame
avaliados na presente pesquisa, que variou de 150 a 350ppm.

O consumo de solugdes doces apresentam curva em formato de U invertido
(parébola), em que concentracGes intermediarias determinam 0s maiores consumos

(Hamed, 2012). Assim, sugere-se que novos estudos poderiam definir a melhor
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concentracdo de sacarina sodica e a efetividade do palatabilizante a base de sacarina
sodica e neotame para leitbes desmamados.

No E5, a dieta com 5% de acucar novamente foi a preferida em relacdo as dietas
com 0,035% de sacarina sodica ou com 0,035% de palatabilizante a base de sacarina
sodica e neotame. E reconhecido que alimentos doces sdo preferidos por suinos e outros
mamiferos por causa de seus efeitos heddnicos e pos-ingestivos (Hamed, 2012) e que o
acucar é fonte concentrada e prontamente disponivel de energia para suinos. Além disso,
deve ser considerado que, embora a sacarina sodica e 0 neotame sejam consideradas
substancias que conferem sabor doce para humanos, o real poder edulcorante para suinos
precisa ser melhor avaliado.

As vilosidades intestinais de leitdes lactentes apresentam tamanho e estrutura que
garantem grande eficiéncia na absor¢do dos nutrientes (Capoulas, 2015). Entretanto,
como o desmame € altamente estressante para os animais, predispde a alteracdes na altura
e area das vilosidades e nas profundidades das criptas, prejudicando o desempenho dos
leitbes. Fatores como a qualidade dos ingredientes utilizados na formulacdo das dietas e
a quantidade de racdo ingerida, podem determinar a intensidade das alteracdes intestinais
dos leitdes (Li et al., 1990; VVan Beers-Schreurs et al., 1998).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas nas variaveis de morfometria
intestinal. Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2000), quando
avaliaram a inclusdo de sacarina sddica como palatabilizante na dgua de leitdes recém-
desmamados aos 10 dias de idade, e por Martinez et al. (2014), quando estudaram a
incluséo de acucar e de sacarina sddica na dieta de leitdes desmamados aos 21 dias, e ndo
verificaram alteracdes na morfometria intestinal dos animais. Contudo, Silva et al. (2001)

estudando o efeito da adicdo de sacarina sodica na dieta de leitdes desmamados,
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observaram maior valor medio de AV e relagdo AV:PC do duodeno em relagcdo aos
animais que consumiram dieta sem esses aditivos.

Esses resultados podem estar relacionados as dietas do presente estudo que foram
formuladas para serem isonutritivas, e ao consumo de racdo diario médio por animal
durante o experimento ter sido semelhante para as dietas sem palatabilizante (534g), com
acucar (517g), com sacarina sodica (531g) e com palatabilizante a base de sacarina sodica
e neotame (4979).

As dietas avaliadas no presente estudo de expressdao génica, independente da
incluséo ou ndo dos palatabilizantes, continham maltodextrina (excedendo-se a dieta com
acucar) e soro de leite. Esses ingredientes apresentam em suas constituicdes: maltose, que
é constituida por moléculas de glicose e, lactose, que é composta por glicose e galactose
(Nelson e Cox, 2011). Portanto, a auséncia de diferenca na expressao do gene SGLT1
observada no jejuno dos leitbes pode estar relacionada a presenca dessas moléculas nas
racdes. Alguns oligossacarideos e adocantes artificiais presentes nos alimentos sdo
detectados pelo receptor heterodimero de sabor doce T1R2 + T1R3 (Chandrashekar et al.,
2006) gue, quando estimulado, pode modular a expressao do gene SGLT1 (Margolskee
et al., 2007; Moran et al., 2010, Shirazi-Beechey et al., 2011). Portanto, esperava-se que
a expressdo do gene SGLT1 no jejuno dos leitbes que consumiram as dietas com inclusédo
de acucar ou com algum dos palatabilizantes, sacarina sédica ou sacarina sodica associada
com neotame, fosse maior em relacdo a dos animais que consumiram a dieta sem a

incluséo de algum desses adocgantes.

CONCLUSOES
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Leitdes desmamados, quando tem oportunidade de escolha, preferem dietas com
inclusdo de acUcar, e na auséncia de opcao de dietas contendo acgucar, preferem dietas
com sacarina sodica.

O desempenho, o teor sanguineo de glicose, a morfometria e a expressdo do gene
SGLT1 intestinal, ndo séo influenciados pelos palatabilizantes, se incluidos em dietas

complexas similares.
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1. Implicagdes

A inclusdo de palatabilizantes na dieta de leitdes na fase pds-desmame mostra-se
importante na formulacéo de ra¢Ges da industria suinicola, visto que o uso desses aditivos
pode promover efeitos benéficos para os animais.

Neste estudo, a hipotese era que a inclusdo dos palatabilizantes sacarina sodica e
a associacdo de sacarina sddica com neotame, exerceriam efeitos similares sobre os
parametros de preferéncia alimentar, desempenho produtivo, teores de glicose sanguinea,
morfometria intestinal e expressdo do gene co-transportador 1 de glicose sodio
dependente, quando incluidos na ragdo de leitbes em substituicdo ao agucar.

Embora os resultados desta pesquisa e de outros estudos tenham demonstrado que
0s animais possuem preferéncia por determinado palatabilizante e seu respectivo nivel de
inclusdo, a incorporacdo ou ndo dos edulcorantes sacarina sodica e a associacao de
sacarina sodica e neotame ndo demonstraram efeitos sobre os demais pardmetros
avaliados. Tais resultados podem ser provenientes da composi¢cdo das dietas avaliadas,
que eram dietas com inclusdo de ingredientes de alta digestibilidade, lactose e outros
carboidratos. Porém, pode-se inferir que esses palatabilizantes podem servir como
aditivos alternativos em substituicdo ao aglcar, sem comprometimento aos animais, na
fase pré-inicial e inicial.

Assim, faz-se necessario novos estudos para avaliar a utilizacdo de
palatabilizantes na dieta de leitbes desmamados, e sugere-se que as dietas sejam
formuladas de modo que a provavel capacidade que os palatabilizantes possuem em

alterar os parametros a se analisar, seja expressa de forma eremitica.
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Figura. Gel de agarose (1%) mostrando a integridade do RNA total das amostras 1 a
32 do jejuno de leitbes, em que é possivel visualizar as bandas estruturais 28S, 18S e 5,8S
do RNA ribossémico.



Figura 3. Gel de agarose (1%) mostrando o teste com os primers em diferentes
temperaturas de anelamento.



Figura 4. Eletroforese e geeagaro (1) mostrando o teste da amplificagﬁ do
primer ACTB com cada amostra (1 a 32).
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Figura 5. Curva de diluicdo do gene ACTB.



