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Resumo e Palavras-Chave

Resumo e Palavras-Chave

Foram utilizados 24 leitdes com 21 dias de idade para testar o efeito de dois teores de uma fonte
de butirato protegido nos parémetros zootécnicos, digestibilidade, desenvolvimento do tracto
gastrointestinal, morfologia da mucosa intestinal e fermentacdo intestinal. Os leitdes foram
distribuidos por trés regimes: RC (controlo), B:0,25 (regime de base +0,25 % de butirato) e B:0,50
(regime de base +0,50 % de butirato), sendo que a férmula quimica de butirato usada doseia 54 % de
acido butirico.

O indice de converséo foi 1,58; 1,71 e 2,40 para os regimes RC, B:0,25 e B:0,50, respectivamente
(P=0,0007). A utilizagdo de butirato aumentou a digestibilidade da fracgdo ADF (P=0,0165), e o
regime B:0,25 aumentou a retengdo azotada. Nao houve alteragbes no desenvolvimento do tracto
intestinal nem na morfologia da mucosa intestinal (duodeno, jejuno, ileo). Os regimes B:0,25 e B:0,50

conduziram a uma menor produgao de AGV no ileo, mas a uma maior produgao no ceco.

Palavras-chave: leitdes, butirato, digestibilidade, desenvolvimento intestinal, morfologia mucosa

intestinal, fermentacao intestinal.




Abstract and Key Words

Abstract and Key Words

Twenty four piglets 21 days old (6.55+£0.43 kg body weight) were used to test the effects of two
levels of an encapsulated butyrate source on growth performances, digestibility, gastrointestinal tract
development, intestinal mucosa morphology and intestinal fermentation. The piglets were assigned
into three diets: RC (control), B:0.25 (base diet +0.25 % butyrate) and B:0.50 (base diet +0.50 %
butyrate), attending to the fact that the used butyrate will provide 54 % butyric acid.

The feed conversion ratio was significantly (P=0.0007) higher with the diet B:0.50. The use of
butyrate increased the digestibility of acid-detergent fibre fraction (P=0.0165), and the B:0.25 diet
increased the nitrogen retention. Changes were neither verified in the intestinal tract development nor
in the intestinal mucosa morphology in any of the analysed segments. Diets B:0.25 and B:0.50 led to a

lower volatile fatty acids production in the ileum but an increase was observed in de cecum.

Key words: piglets, butyrate, digestibility, intestinal development, intestinal mucosa morphology,

intestinal fermentation.
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Extended Abstract

Extended Abstract

One of the most problematic periods in the pig life is the weaning because of their young age and
also nutritional, environmental and social changes. According to Barnett et al., (1989) cit in Piva et al.
(2002), these stress factors lead to a low feed intake, causing a lower average daily gain and intestinal
problems. In the past this problem was solved with the widespread use of antibiotics in subtherapeutic
doses which significantly improved piglet performances through the decrease of the detrimental
effects of microbiota (Visek, 1978, quoted by Manzanilla et al., 2005). However, their extensive use
led to the appearance of resistances in pig intestinal pathogens that might transmit that resistance to
human pathogens. This issue caused the total ban of antibiotics as growth promoters in the European
Union since January of 2006. Thus safe alternatives have to be found. Among these, organic acids
such as citric, formic, fumaric, lactic or propionic appear. These acids help to overcome problems in
the post-weaning period when included to the piglet diet (Falkowski and Aherne, 1984; Partanen and
Mroz, 1999, quoted by Piva et al., 2002). According to Piva et al. (2002), sodium butyrate has shown a
positive effect on the improvement of piglet performances. This experiment was conducted to study
the effects of two different levels of a complex butyrate source in a weaning diet for piglets.

Twenty four piglets 21 days old (6.55+0.43 kg body weight) were used to test the effects of two
levels of butyrate over growth performances, gastrointestinal tract development, intestinal mucosa
morphology, dry matter and pH of intestinal contents, digestibility and intestinal microbial fermentation.
The piglets were assigned into three diets: RC (control), B:0.25 (base diet +0.25 % butyrate) and
B:0.50 (base diet +0.50 % butyrate), attending to the fact that the used butyrate will provide 54 %
butyric acid.

After 5 weeks the piglets were slaughtered to collect samples of stomach and intestinal contents
and also samples of the small intestinal mucosa. The gastrointestinal tract development was checked
according to the weight of its compounds, accessory glands and spleen. The volatile fatty acids were
determined in the contents of ileum, cecum and colon by Jouany (1982) method. The bacterial
enzymatic activity was determined in the cecum and colon contents by Jehl et al. (1996) method.

No significant differences in the final body weight were registered among dietary treatments, but
the piglets of the RC diet showed a quantitative greater final body weight (RC = 25.53 kg, B:0.25 =
24.96 kg e B:0.50 = 22.73 kg). The intake of butyrate was neither significantly effective in the average
daily feed intake, nor in the average daily gain. But higher the inclusion of butyrate in the diet, lower
the feed efficiency: the piglets on the B:0.50 diet significantly needed more food than the others to
increase 1 kg of body weight.

Statistically the experimental diets didn’t affect the dry matter digestibility. Only the effect of
butyrate in the neutral detergent fiber fraction digestibility is worth mentioning, having the B:0.25 diet
the best results. Nitrogen retention increased significantly in B:0.25 diet and decreased in B:0.50 diet.

Piglets in B:0.50 treatment presented a significantly greater full stomach and small intestine weight.
This can be caused by a slower passage of gastrointestinal contents. Gut weight and length weren’t

significantly affected by sodium butyrate.
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Extended Abstract

The use of butyrate didn’t show significant effects in the intestinal mucosa morphology (duodenum,
ileum, jejunum). The data also shows that the use of sodium butyrate tended to low the stomach pH,
but didn’t affect ph in the intestines. With these results it is possible to assume that sodium butyrate
was mainly dissociated or absorbed in the stomach, neither reaching nor affecting the intestines as a
whole.

Enzymatic activity of Xilanase, Pectinase and Celulase in cecum and colon was detected but
without any differences among treatments. A low production of volatile fatty acids in ileum was
verified, but higher production of volatile fatty acids was detected in the cecum, especially of butyric
acid, owing the increase of butyrate in the diet.

The obtained results don’t prove that butyrate is an effective solution for the piglets post-weaning

problems.
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1. Introdugéo

1. Introducgao

Os constantes aumentos de exigéncia econdmicos e competitivos na producao da carne de suino
que ocorreram ao longo dos ultimos trinta anos levaram a encurtar a idade de desmame dos leitdes
para 3 semanas ou menos. Apesar das melhorias alcangadas na formulagao nutricional para leitdes e
na selecg¢do de ingredientes, o periodo do pds-desmame continua a ser uma fase critica na maioria
dos sistemas de producgédo suina. O desmame, independentemente da idade do leitdo, apresenta-se
como o maior desafio alimentar que o suino encontra ao longo da sua vida (Odgaard, 2001, citado
por Manzanilla et al., 2005). Juntamente com as alterac¢des fisioldégicas, ambientais e sociais que
ocorrem numa altura em que os sistemas digestivo e imunitario estdo ainda imaturos (Nofrarias et al.,
2007), este stress leva a menor consumo de alimento, menor ritmo de aumento de peso, e contribui
para o aparecimento de doengas gastrointestinais (Barnett et al., 1989, citados por Piva et al., 2002).
Até ha pouco tempo este problema era contornado com o uso generalizado de antibiéticos em doses
subterapéuticas que melhoravam de forma significativa as performances dos leitdes através da
diminuicdo dos efeitos nocivos da microflora intestinal (Visek, 1978, citado por Piva et al., 2002).
Porém, o seu uso recorrente conduziu ao aparecimento de resisténcias em microrganismos
patogénicos intestinais nos suinos, que poderiam transmitir essa resisténcia a patogénicos humanos.
Isto teve como consequéncia a total proibicdo dos antibiéticos como promotores de crescimento na
Comunidade Europeia desde Janeiro de 2006. Tornou-se assim urgente encontrar alternativas
seguras. Entre estas substancias, encontram-se os acidos organicos, tais como o citrico, férmico,
fumarico, lactico ou propiénico, que quando adicionados a dietas para leitbes ajudam a superar
problemas no periodo de pds-desmame (Falkowski e Aherne, 1984, citados por Piva et al., 2002;
Partanen e Mroz, 1999). Da mesma forma o fornecimento de acido butirico na forma de butirato de
sédio demonstrou ter um efeito positivo na melhoria das performances dos leitdes (Piva et al., 2002).

Neste estudo avaliou-se o efeito da utilizacdo de dois teores de uma fonte complexa de butirato no
regime dos leitbes ao desmame sobre o crescimento, digestibilidade, desenvolvimento do tracto
gastrointestinal, morfologia da mucosa intestinal e actividade fermentativa nos compartimentos

intestinais.




2. Revisdo Bibliografica

2. Revisao Bibliografica

2.1. O Tracto Gastrointestinal do Suino Adulto

O tubo digestivo pode ser considerado como sendo “o tubo que se estende da boca ao anus,
ancorado por membranas mucosas, € cuja fungido é a preensao, ingestao, digestdo e absorgao dos
alimentos, e a eliminagdo dos excedentes sélidos” (McDonalds et al., 2002). As partes que compdem
o Tracto Gastrointestinal (TGI) do suino (Figura 1) sdo: boca, faringe, eséfago, estdbmago, intestino
delgado, intestino grosso e anus.

0 An = anus
Ca = ceco
7 Co = célon
D = duodeno
O I =ileo
i ! Oe = esotfago
l i | Re = reto
|
I

S = estbmago

Qe S D Ca Co Re An

Figura 1 - Aparelho digestivo do suino. (Adaptado de McDonalds et al., 2002)

A digestao realiza-se ao longo de todo o TGl do suino, iniciando-se logo na boca e decorrendo
ainda ao nivel do intestino grosso, porém tem maior incidéncia no intestino delgado. Os movimentos
peristalticos (contracgdes involuntarias do musculo circular e longitudinal da parede intestinal) tém
como fungdes o transporte de materiais ao longo do TGI, a mistura dos sucos digestivos com o
alimento e proporcionar o contacto dos nutrientes digeridos com a membrana da mucosa intestinal
para sua absorcdo. Existem diversas secrecdes que sdo escoadas para o interior do TGI, sendo que
muitas destas contém enzimas que hidrolisam varios componentes dos alimentos.

Seguidamente, descreve-se a digestdo que ocorre em cada uma das porgdes do TGI.

2.1.1. Boca

A digestdo na boca é maioritariamente mecéanica, sendo que a mastigagdo ajuda a quebrar as
particulas dos alimentos e a sua mistura com a saliva, a qual age como lubrificante. A saliva é
constituida por cerca de 99 % agua, 1 % mucina, sais inorganicos e enzimas (a-amilase e complexo

de lisosimas), e tem um pH 7,3 (ligeiramente acima do valor 6ptimo e ac¢do da a-amilase). A saliva
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tem algumas propriedades anti-bacterianas devido as lisosimas que actuam sobre a parede celular de

muitas espécies de bactérias (McDonalds et al., 2002).

2.1.2. Estobmago

O estdbmago do suino adulto tem uma capacidade de cerca de 8 litros e consiste num simples
compartimento que funciona como 6rgao digestivo e depésito de alimento. A area da sua superficie
interior encontra-se aumentada por invaginagdes do epitélio e divide-se em areas distintas: area
esofagica (é uma extensao do eséfago no estdmago, a sua superficie nao tem glandulas mas uma
activa comunidade microbiana, maioritariamente Lactobacillus e Streptococus), area do cardia
(segrega um muco viscoso, alcalino e sem enzimas que protege o epitélio de ataques por acido),
regido das glandulas gastricas (segrega um muco com glicoproteinas, fucolipidos e pepsinogénio, e
contém as células oxinticas que produzem o acido cloridrico) e regido pildrica (com glandulas
semelhantes as da regido do cardia). O estdbmago de um suino raramente se encontra vazio entre
duas refei¢coes e as condicdes de mistura lenta conduzem a uma fermentacdo microbiana na porgao
esofagica e uma digestdo gastrica na porgéo pilérica (McDonalds et al., 2002). O suco gastrico
consiste em agua, pepsinogénios, sais inorganicos, mucos, acido cloridrico e um importante factor
intrinseco que promove a eficiente absor¢ao de vitamina B4,. A concentracdo de acido no suco
gastrico varia com a dieta mas é geralmente suficiente para baixar o pH a 2,0. Foram encontradas
quatro pepsinas no suino, com actividade 6ptima a pH 2,0 e 3,5 e, para além de hidrolisar as
proteinas para polipéptidos e alguns aminoacidos, também tém uma forte ac¢do de aglutinagéo do

leite.

2.1.3. Intestino delgado

O alimento parcialmente digerido que sai do estdbmago entra no intestino delgado, que
compreende o duodeno, o jejuno e o ileo, e é o principal local de digestdao e absor¢do. Contém uma
série de projecgbes semelhantes a dedos, as vilosidades intestinais, e a superficie luminal de cada
vilosidade encontra-se coberta também ela por pequenas projec¢des, as microvilosidades, o que
aumenta grandemente a area disponivel para a absor¢cado de nutrientes (Figura 2). Cada vilosidade
contém uma arteriola e uma vénula, juntamente com um tubo de drenagem para o sistema linfatico
(Herdt, 1999).

Para proteger o intestino delgado do acido cloridrico que chega do estdmago é produzida uma
secregao alcalina nas glandulas duodenais ou de Brunner que actua como lubrificante e protege a
parede do duodeno. As enzimas segregadas pela mucosa intestinal e pelo pancreas continuam a
digestao iniciada no estdbmago: a tripsina e as carboxipeptidases (pH éptimo entre 7 e 9) fazem a
quebra das proteinas para aminoacidos, os acidos biliares (segregados pelo figado) e a lipase
pancreatica emulsificam e hidrolisam os glébulos de gordura, a amilase e enzimas especificas
(maltase, sacarase, etc) hidrolisam o amido (e polissacaridos relacionados) e os dissacaridos em

monossacaridos. Apenas uma pequena porgado da hidrélise ocorre no lumen do intestino (levada a
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cabo por enzimas dos enterocitos descamados das vilosidades), ocorrendo a maior parte na
superficie luminal das células epiteliais (McDonalds et al., 2002).
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Figura 2 - Representagido esquematica da anatomia da parede do intestino delgado num
corte transversal. (Retirado de Herdt, 1999)

2.1.4. Intestino grosso

O intestino grosso tem um importante papel na recuperagao de nutrientes, agua e electrolitos do
digesta. A superficie da sua mucosa ndo apresenta vilosidades, mas apenas pequenas projeccdes
que aumentam a sua area de superficie, e as suas glandulas sdo maioritariamente glandulas
produtoras de muco e ndo de enzimas. Assim, a digestdo no intestino grosso ocorre por acgédo de
enzimas ‘arrastadas’ com o material alimentar ou resultantes da actividade microbiana.

No intestino grosso, especialmente no ceco, existe uma complexa populagdo de bactérias
(incluindo Lactobacillus, Streptococus, coliformes, bacteréides, Clostridia e leveduras, e que muda em

resposta ao material disponivel para fermentagdo) fomentada pela baixa velocidade do transito
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intestinal e abundancia de fontes de nutrientes. Esta microflora metaboliza um largo espectro de
fontes de azoto e hidratos de carbono, resultando na formacdo de varios produtos como, por
exemplo, skatole, aménia e Acidos Gordos Volateis (AGV — &cido acético, acido propiénico e acido
butirico). Os AGV sdo mesmo a maioria dos produtos finais resultantes da actividade microbiana
sobre os polissacaridos (Breves, Kock e Schroder, 2007), e sendo absorvidos sdo uma fonte
energética para o hospedeiro. A quantidade de AGV produzida no intestino grosso depende da

quantidade e composigéo do substrato e da microflora presente (van Beers-Schreurs et al., 1998).

2.1.5. Absorgao dos nutrientes digeridos

O principal érgdo de absorcdo dos nutrientes da dieta € o intestino delgado, e a absor¢do de um
nutriente a partir do lumen intestinal pode ocorrer por varios métodos.

Os triglicéridos emulsificados sao absorvidos por transporte passivo, que ocorre com uma
concentragdo do nutriente elevada fora da célula e uma baixa no interior. O sistema vascular das
vilosidades maximiza este gradiente de concentragao.

Os aminoacidos, monossacaridos e pequenos péptidos sdo absorvidos por transporte activo: a
absor¢cado é auxiliada por proteinas transportadoras, que transportam os nutrientes através das
membranas da mucosa das células epiteliais recorrendo a ides Na*, no caso dos monossacaridos e
dos aminodcidos (Herdt, 1999), ou H*, no caso dos dipéptidos (McDonalds et al., 2002).

As moléculas grandes, especialmente as imunoglobulinas presentes no colostro, sdo absorvidas

por pinocitose, processo pelo qual as células englobam grandes moléculas em solugao/suspenséo.

2.1.6. Crescimento e desenvolvimento do epitélio intestinal

Segundo Herdt (1999), o epitélio intestinal (Figura 3) € uma camada continua, de apenas uma
célula de espessura, que cobre as vilosidades e as criptas intestinais.

Os enterdcitos das criptas tém uma capacidade altamente mitética e regeneram-se com rapidez,
sendo das células que mais rapidamente se regeneram no corpo. A medida que as células das
criptas se multiplicam, migram até a base das vilosidades e vdo empurrando as outras células para a
extremidade das mesmas. Enquanto migram sofrem uma maturacdo, de células relativamente
indiferenciadas, ao nivel das criptas, para células especializadas para a absorgédo, ao nivel das
vilosidades. Na extremidade da vilosidade ocorre descamacdo devido a idade das células e a sua
exposigado ao conteudo intestinal (Herdt, 1999).

Assim, o que determina o comprimento das vilosidades é relagcdo entre descamacao/substituicao.
Em média, o tempo de reposigdo de um enterdcito € de 4 a 7 dias, variando com a espécie e estado
fisiologico (Herdt, 1999).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do epitélio do intestino delgado: vilosidades e
criptas intestinais. (Adaptado de Herdt, 1999)

2.1.7. Fisiopatologia da diarreia

Segundo Herdt (1999), o termo diarreia é referente a um aumento na frequéncia na defecagéo ou
do volume das fezes (em principio devido a um aumento no teor em agua).

A diarreia por ma absorgao ocorre quando a absorgao ndo recupera uma porgao suficiente da
agua segregada, usualmente devido a uma perda do epitélio do TGl. Na maioria dos casos estas
perdas ocorrem devido a infecgdes que dao lugar a uma diminuicdo da actividade enzimatica
intestinal e do comprimento das vilosidades, devido ao aumento da taxa de perda celular em relacdo
a taxa de reposicao (Figura 4). As vilosidades mais curtas impedem a absorg¢do por duas razdes:
existe uma perda de superficie intestinal de absorcdo, e as células que se perdem sao as células
maduras que contém as enzimas para a digestdo membranosa e as proteinas de transporte. A perda
destas células da origem a uma diminuicdo da digestdo e da absorcdo dos nutrientes e,
consequentemente, uma diminuigdo da absorgdo de agua por osmose (Herdt, 1999, Hedemann et al.,
2006).
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Figura 4 - Diminuicdo da area de absorgao intestinal por perda de enterdcitos maduros
da extremidade das vilosidades. (Adaptado de Herdt, 1999)

A diarreia secretora acontece quando a velocidade da secregao intestinal de agua aumenta e
ultrapassa a sua capacidade de absor¢do. A maior parte dos casos de diarreia hipersecretora
acontece devido a secregdo inapropriada de agua resultante de uma estimulagdo anormal dos
mecanismos secretores do epitélio das criptas intestinais. As enterotoxinas produzidas por alguns
tipos de bactérias patogénicas conjugam-se com os enterdcitos e estimulam a secrecado de agua e
electrélitos pelas células epiteliais das criptas. A diarreia hipersecretora tem efeitos devastadores
sobre os electroélitos e o equilibrio acido-base dos animais, em especial dos recém-nascidos (Herdt,
1999).

2.2. O Desmame do Leitao

O desmame é provavelmente o periodo de maior stress na vida de um suino, devido as muitas
mudancgas pelas quais tem de passar. Existem diferengas importantes na digestdo no leitdo e no

suino adulto, pelo que é importante considerar essas especificidades.

2.2.1. Digestao no leitao

Comparando a digestéo no leitdo e no animal adulto, existem trés modificagbes primarias.

Existe, durante as primeiras horas de vida do jovem leitdo, um epitélio intestinal especializado,
com a mesma estrutura vilosa do epitélio maduro mas com as vilosidades cobertas por enterécitos
especiais, capaz de absorver intactas as proteinas sollUveis presentes no lumen intestinal (Herdt,
1999). Esta capacidade diminui rapidamente, sendo ja muito reduzida as 24 horas pods-parto
(McDonalds et al., 2002), porém é de vital importancia para a transferéncia dos anticorpos do leite
materno para o animal recém-nascido, pois ndo se da a passagem de anticorpos da mae para o feto
através da placenta.

E pequeno o desenvolvimento da fungdo pancreatica no animal jovem. Desde o nascimento até
a idade de cinco semanas a concentragdo e a actividade de muitas secregdes digestivas no jovem
leitdo sao diferentes das do animal adulto. Sendo a lactose o principal hidrato de carbono na dieta, a

actividade da lactase intestinal € elevada ao nascimento e tem o0 seu maximo na primeira semana de
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vida. A actividade da maltase e a-amilase aumenta e a da sacarase atinge um nivel constante apés
as quatro semanas de idade, permitindo que os animais passem da lactose para o amido como fonte
de hidratos de carbono (Herdt, 1999, McDonalds et al., 2002).

A secregao acida do estdmago ¢é retardada por varios dias apos o nascimento, porém a eficiente
digestdo do alimento nos leitdes jovens depende da secrecdo de acido no estdbmago. O estdbmago
apenas produz uma quantidade limitada de acido cloridrico e pepsinogénio, mas produz quimosina,
que faz a quebra parcial e a aglutinagdo da caseina do leite. O leite coagula no estdbmago, e a
secrecdo limitada de acido cloridrico € compensada com a producdo de acido lactico pelos
Lactobacillus que fermentam a lactose. Isto assegura que o pH desce a niveis que favoregam a
eficiente hidrolise das proteinas e que suprimam as bactérias patogénicas. A medida que o leitdo se

desenvolve, aumenta a secregéo de pepsina e acido cloridrico.

2.2.2. O Desmame

Considerando as diferengas fisiolégicas entre o leitdo e o suino adulto, prevé-se que o desmame
seja uma fase dificil para o jovem animal.

De facto, o desmame é um periodo critico para os leitbes, caracterizando-se por stress
nutricional, fisiolégico, ambiental e social, sendo dificil determinar a contribuicdo de cada um
destes factores (van Beers-Schreurs et al., 1998), e ocorre numa altura em que os sistemas digestivo
e imunitario estdo ainda imaturos (Nofrarias et al., 2007). No periodo de desmame, o sistema
digestivo dos leitbes tem de se adaptar a transicdo de alimentos liquidos para alimentos solidos
(Wang et al., 2007) e a transigao de refeigbes pequenas e frequentes (libertagdo de nutrientes para o
intestino delgado lenta e constante) para refeicbes maiores e menos frequentes (McDonalds et al.,
2002), desenvolvendo um certo nivel de maturidade anatomica e fisiologica em resposta as
exigéncias de uma nova dieta (dieta com amido e proteina de origem vegetal) (Salgado et al., 2002).
O intestino delgado do leitdo, aquando do desmame, geralmente passa por uma redugdo do
comprimento das vilosidades e um aumento da profundidade das criptas, o que é normalmente
associado com uma menor capacidade de absorgéo. Isto pode levar a ma absor¢cdo, aumento da
fermentacao intestinal, diarreia do pdés-desmame e redugdo do consumo de alimento, o que ira
diminuir ainda mais o fornecimento de nutrientes (Pluske et al., 1995, citados por Piva et al., 2002), e
afectar o ritmo de crescimento. Outro factor predisponente para a ocorréncia de diarreias severas e
piores indices zootécnicos no pés-desmame é a colonizacdo do intestino delgado por bactérias
Escherichia coli (E. coli) enterotoxicas nos primeiros 5-10 dias apés o desmame, ao que se da o
nome de colibacilose pés-desmame (Hampson, 1994, citado por Montagne et al., 2003).

Segundo van Beers-Schreurs et al. (1998) e Vente-Spreeuwenberg et al. (2004), o grau de atrofia
das vilosidades esta mais intimamente relacionado com o nivel ingestdo do que com a composigao
da dieta, e Verdonk et al. (2007) adiantam ainda que uma ingestao elevada de leite imediatamente
apos o desmame previne alteragdes na arquitectura das vilosidades e mantém a integridade
intestinal. Kelly et al. (1984) e McCracken e Kelly (1984), citados por van Beers-Schreurs et al.

(1998), foram os primeiros a reconhecer que uma ingestdo inadequada de alimento imediatamente
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apos o desmame também pode contribuir para as alteragées na morfologia intestinal, e Marion et al.
(2002), citados por Hedemann et al. (2006), chegaram mesmo a demonstrar que 56 % da variagdo do
comprimento das vilosidades do intestino delgado proximal era explicada pelo nivel de ingestado de
alimento.

Os dados obtidos por Verdonk et al. (2007) demonstram que um alto nivel de ingestao de alimento
resultou numa estrutura menos alterada do que um nivel mais baixo. Também no mesmo estudo,
verificou-se que a arquitectura das vilosidades (comprimento das vilosidades e especialmente a
profundidades das criptas), mas ndo a permeabilidade intestinal, era afectada pelo nivel de ingestao
de alimento granulado durante os primeiros dias pés-desmame. Tem sido sugerido que a ingestao de
alimento seco antes do desmame (creep feed) amadurece o TGl e que pode ser um meio de evitar
efeitos negativos do desmame, seja por melhorar a morfologia intestinal ou por estimular o consumo
de alimento durante o periodo de pos-desmame (Bruininx et al., 2004, citados por Hedemann et al.,
2007). Porém, num estudo realizado por Hedemann et al. (2007), observou-se que o creep feeding
nao previne mudancgas estruturais no intestino delgado e ndo teve nenhum efeito na morfologia do
intestino grosso, o que os autores atribuiram a grande variabilidade na quantidade consumida.

Tém sido investigados numerosos métodos que permitam diminuir os efeitos nefastos do
desmame, desde a escolha dos ingredientes do alimento composto a fornecer, até a jungao as dietas
de aditivos alimentares. Por exemplo, as dietas fornecidas a leitbes desmamados precocemente
usualmente incluem uma grande proporgao de produtos derivados do leite, contendo lactose. Nas
dietas para leitdes desmamados as 3-4 semanas de idade s&o também incluidos cereais tratados
termicamente, visto o amido em bruto ter menor digestibilidade no intestino delgado, passando assim
para o intestino grosso onde é fermentado pelas bactérias, causando diarreia (McDonalds et al.,
2002).

A fibra alimentar é o principal substrato para a fermentagao bacteriana no intestino grosso dos
animais monogastricos. Como a fibra alimentar interage tanto com a mucosa como com a microflora
tem um importante papel no controlo da saude intestinal (Montagne et al., 2003). Tem sido sugerido
que a inclusdo de algumas fontes de fibra alimentar as dietas de desmame podem reduzir a
incidéncia e severidade da colibacilose pds-desmame. Os AGV resultantes da fermentagao
bacteriana da fibra alimentar podem inibir o desenvolvimento de muitos patogénicos, a maioria dos
quais preferem um ambiente neutro ou ligeiramente alcalino para se desenvolverem (Gibson e Wang,
1994, citados por Hedemann et al., 2006). Segundo Bertschinger e Eggenberger (1978), citados por
Montagne et al. (2003), a presencga de polissacaridos ndo amilaceos sollveis em dietas de desmame
influencia negativamente os leitbes em termos do seu crescimento e de proliferacdo de E. coli
enterotdxica no intestino delgado, mas segundo Bach Knudsen et al. (1991), citados por Hedemann
et al. (2006), pode estimular o crescimento da flora intestinal comensal, levando a uma maior
produgéo de AGV, e a um menor pH no intestino grosso. Também aumenta a viscosidade luminal
levando a uma absor¢do, mais lenta com o risco de diminuir a digestibilidade luminal (Johansen et al.,
1997, citados por Hedemann et al., 2006). Por exemplo, num estudo realizado por Hedemann et al.
(2006), a ingestdo de alimento esteve dependente da composi¢cdo da fibra, sendo que as dietas

contendo pectinas tiveram menores ingestdes, pois a inclusdo de pectinas nas dietas teve como
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resultado o aumento da viscosidade luminal e da capacidade de retencdo de agua, o que pode ter
atrasado a passagem do digesta e aumentado a saciedade dos suinos. Por outro lado, os
polissacaridos ndo amilaceos insoluveis podem ajudar a limitar a severidade da colibacilose pés-
desmame (Bertschinger e Eggenberger, 1978, citados por Montagne et al., 2003), para além de
aumentarem a velocidade do transito digestivo, constituem um substrato de degradacgao lenta para a
microflora da parte distal do intestino grosso (Freire et al., 2000, citados por Hedemann et al., 2006).
Infelizmente, em leitdes saudaveis, niveis elevados de polissacaridos ndo amilaceos insollveis tém
sido associados a menores aumentos de peso (Kass et al., 1980; Low, 1993, citados por Montagne et
al., 2003).

O nivel da Proteina Bruta (PB) na dieta tem efeitos importantes na sadde e crescimento dos
leitdes apos o desmame (Whang et al., 2003, citados por Lib e Gua, 2004). Por exemplo, num estudo
realizado por Lib e Gua (2004), foram testadas cinco dietas contendo 63, 103, 151, 208, ou 249 g/kg
dieta de PB, concluindo-se que o tratamento com 208 g/kg resulta numa mucosa do intestino delgado
mais intacta e com melhor fungéo digestiva e de absorgao, o que é importante para o crescimento do
leitdo. Porém, quando a PB excede a capacidade digestiva e de absor¢édo do leitdo, uma grande
quantidade de material azotado n&o digerido passa do intestino delgado para o célon, o que leva a
ocorréncia de fermentacao proteica. Isto pode resultar em: menores crescimentos do leitdo, diarreia
nutricional severa, danos no célon (Dong et al., 1996, citados por Lib e Gua, 2004) e ser um factor de
predisposicdo para o aparecimento de colibacilose pds-desmame devido a grande capacidade
tampao da proteina da dieta no estdmago (Prohaszka e Baron, 1980, citados por Bikker et al., 2006).
Por outro lado, se o nivel de PB na dieta for demasiado baixo, € comprometido o desenvolvimento
das vilosidades e do TGl no seu todo (Nunez et al., 1996, citados por Lib e Gua, 2004) e o
crescimento do leitdo.

Outros ingredientes que possam auxiliar o leitdo neste periodo tém sido estudados. Por exemplo,
segundo Bosi et al. (2004) e Jiang et al. (2000), citados por Nofrarias et al. (2007), o plasma
desidratado suino pode manter a integridade da mucosa intestinal (ajudando o leitdo a resistir a
agressoes bacterianas e a melhorar a sua eficiéncia alimentar) bem como reduzir a resposta pro-
inflamatéria local dos intestinos, pois, segundo Demas et al. (1997) e Pérez-Bosque et al. (2004),
citados por Nofrarias et al. (2007), o grau de activagdo das células imunitarias pode limitar a
disponibilidade de energia alimentar para o crescimento. Por outro lado, Wang et al. (2007) defendem
que a lactoferrina melhora a morfologia da mucosa intestinal, melhora o racio bactérias
benéficas/patogénicas, diminui a ocorréncia de diarreias e melhora a performance de crescimento

dos leitdbes desmamados.

2.3. Os Aditivos Alimentares na Alimentacao dos Suinos

“Os aditivos alimentares sdo compostos que sdo administrados ao animal para melhorar a
eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes, e actuam ao nivel do intestino ou das células da parede

intestinal. Existem argumentos teéricos que demonstram que os aditivos devem ser eficazes, porém,
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dada a natureza dindmica da fisiologia do TGl, é frequentemente dificil demonstrar os seus efeitos na
pratica” - McDonalds et al. (2002).

Existem varios tipos de aditivos utilizados na alimentacdo dos suinos, descrevendo-se alguns

deles de forma sucinta no Quadro 1.

Quadro 1 - Alguns aditivos alimentares (baseado em McDonalds et al., 2002).

Aditivo Modo de acgao Observagoes
Antibicti ¢ Reducéo das bactérias produtoras de
ntibioticos toxinas e das infecgdes sub-clinicas;
(Compostos * E§t|mulag_ao do cresm_menfco de Total proibicdo dos antibidticos
L microrganismos que sintetizam
quimicos usados como promotores de

produzidos em
laborat6rio ou
por
microrganismos)

compostos nao definidos;

¢ Redugao da competi¢ao por nutrientes
entre bactérias e hospedeiro;

¢ Menor espessura da parede intestinal e
melhor capacidade de absorgéo.

crescimento na Unido Europeia
desde Janeiro de 2006.

Probiodticos

(Microrganismos
Vivos)

e Adesao ao TGl e prevengao da
colonizagao por microrganismos
patogénicos;

¢ Neutralizacao de enterotéxinas;

o Actividade bactericida (reducéo do pH,
producgao de antibidticos, etc.);

o Melhoria da competéncia imunitaria por
estimulacao do sistema imunitario.

Sao usadas estirpes de
Lactobacillus, Bacillus subtilis e
Streptococcus em monogastricos.

Prebiéticos ou
Oligossacaridos

(Compostos
vegetais e
animais que nao
0s nutrientes)

e Podem ser fermentados por bactérias
favoraveis, alterando assim a populacao
microbiana a favor destes
microrganismos;

¢ As bactérias patogénicas ligam-se
preferencialmente a eles e ndo a parede
intestinal, sendo arrastados com o
conteudo do intestino.

Naturalmente presentes nos
alimentos: nos legumes e soja os
a-galactooligossacaridos (GOS),
nos cereais 0s
fructooligossacaridos (FOS), no
leite os trans-
galactooligossacaridos (TOS), e
nas paredes de leveduras os
mannanoligossacaridos (MOS).

e Suplementam as enzimas do animal;

Enzimas « Aumentam a disponibilidade dos
. . ) . Usadas essencialmente em suinos

(Enzimas polissacaridos e prote_mas \_/ggetgls, e aves.

exdgenas) e Quebram factor.es anti-nutricionais

presentes no alimento.
¢ Reduzem o pH do estémago;

Acidos e Efeitos benéficos na digestéo proteica; Tem s_ido dif[cil obter provas
Organicos e Controlam da microflora do TGI, experimentais dos efeitos

¢ Efeito anti-microbiano em bolores e
bactérias.

atribuidos aos acidos organicos.

2.3.1. Os Acidificantes Organicos na Alimentagao do Leitdao

De forma a contornar os problemas causados pelo desmame precoce do leitdo, tém vindo a ser

adicionados acidos a alimentacao dos leitdes para compensar a baixa produgéo de acido cloridrico no

estdbmago, promovendo uma descida rapida do pH com efeitos benéficos na digestdo das proteinas e
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na microflora intestinal. Apesar de os acidos inorganicos serem usados para fornecer ides H', e
promover a descida do pH, os acidos organicos tém ainda propriedades adicionais desejaveis. Na
forma de sal sdo geralmente inodoros e faceis de manusear; encontram-se no estado solido e séo
menos volateis; sdo menos corrosivos € mais facilmente sollveis em agua; e os anides tém um efeito
anti-microbiano nos fungos e bactérias dos alimentos, pelo que sdo adicionados intencionalmente a
muitos alimentos como conservantes (Knochel e Gould, 1995; Podolak et al., 1996, citados por Piva
et al., 2002, Partanen e Mroz, 1999). Tem-se descrito a capacidade dos anides para actuarem como
agentes complexantes de catides, tais como o Ca®eo Mgz+, melhorando a sua retengdo (McDonalds
et al., 2002). Finalmente, os acidos organicos, uma vez absorvidos pelo suino, podem ser usados
como substratos imediatos no metabolismo intermédio, principalmente como fontes energéticas.

Tem-se revelado dificil obter evidéncias experimentais de todos estes efeitos atribuidos aos acidos
organicos, mas apesar de os modelos de acgado dos acidos ndo serem claros, a sua adigao a dieta
dos suinos provou ser benéfica em termos de digestibilidade dos nutrientes, crescimento e indice de
Converséo (IC) (McDonalds et al., 2002).

A maioria dos estudos foi realizada com os acidos féormico, propiodnico, lactico, citrico ou com
0s seus respectivos sais. Existe menos informagéo sobre a utilizagdo de acido butirico, apesar da
sua importancia como nutriente para o epitélio intestinal (Bach Knudsen et al., 2003, citados por
Manzanilla et al., 2006). McDonalds et al. (2002) afirmam que os acidos férmico e propionico séao
mais eficientes que os acidos fumarico ou citrico para o mesmo nivel de incluséo, pois tém um peso
molecular mais baixo. Ja Galfi e Bokori (1990) indicam que o butirato de sédio exerce o seu efeito
favoravel em concentragdes 3,6 a 24,2 vezes menores do que outros acidos organicos (citrico,
fumarico ou propidnico). Num estudo realizado por Biagi et al. (2006), verificou-se que a
administragéo de acido glucénico tendeu a melhorar a performance de crescimento dos leitdes na
fase do pds-desmame, influenciou a actividade da microflora intestinal e aumentou a concentracdo de
AGV nos intestinos. O acido glucénico é fracamente absorvido no intestino delgado; atingindo assim
o intestino grosso (Asano et al., 1997, citado por Biagi et al., 2006), onde é fermentado pela microflora
local dando origem essencialmente a acido butirico (Tsukahara et al., 2002, citado por Biagi et al.,
20086).

Os AGV desempenham um papel chave como fonte energética, sendo o acido butirico o mais
rapidamente oxidado para CO, de entre todos os AGV no intestino (Fleming e Gill, 1997, citados por
Piva et al., 2002). Os AGV séo usados pelo corpo de maneiras diversas, tendo papéis especificos. O
acido acético é transportado para o figado, ai funcionando como substrato energético para o tecido
muscular. O acido propiénico é convertido em glucose no figado. O acido butirico é usado
primeiramente pelos enterdcitos do célon, sendo uma boa fonte energética para as suas actividades
metabdlicas. Os AGV contribuem assim com uma quantidade substancial de energia para o intestino
e para todo o organismo dos animais monogastricos (Argenzio e Southworth, 1974, citados por
Montagne et al., 2003), chegando mesmo a estimar-se que cerca de 60 a 70 % do fornecimento da
energia para o epitélio normal do célon deriva dos AGV, em especial o acido butirico (Scheppach et

al., 1992, citado por Piva et al., 2002). Os AGV também estimulam a reabsorgédo de agua e
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electrdlitos (em particular do s6dio) no intestino grosso (Argenzio e Whipp 1979, Roediger e Moore,
1981, citados por van Beers-Schreurs et al., 1998), limitando assim o risco de diarreia e, quando num
ambiente 4cido, sdo capazes de inibir o crescimento de algumas bactérias patogénicas intestinais
como E. coli e Clostridium difficile em suinos (Prohaska, 1986; May et al., 1994, citados por Montagne
et al., 2003). Também tém como acgdo a estimulacdo da proliferagdo das células do epitélio
resultando numa maior area de absorgéo (Sakata, 1988, citado por Piva et al., 2002).

Os acidos organicos nao tém o seu uso restringido a administragédo directa aos animais através da
sua inclusao no alimento composto. Existem varios estudos em que a sua acgédo no TGl dos suinos é
conseguida através do fornecimento de materiais que fomentam a sua produg&o no intestino grosso
dos animais. O tipo e nivel dos hidratos de carbono nao digestiveis disponiveis para fermentagao sdo
os principais factores de controlo da produgédo e composi¢cdo dos AGV no intestino grosso dos suinos
em crescimento (Bauer et al., 2004; Sun et al., 2006; Wang et al., 2004, citados por Lzerke et al.,
2007). No entanto as fibras alimentares dificilmente hidrolisaveis ndo sdo o uUnico produto passivel de
influenciar a produgdo de AGV. Num estudo realizado por Bikker et al. (2006), a formagéo de acido
butirico no coélon pode ter sido directamente estimulada pela presenga de amido resistente na dieta,
mas também pela estimulagcédo das bactérias produtoras de acido lactico presentes nos intestinos. Isto
esta de acordo com Tsukahara et al. (2002), citados por Bikker et al. (2006), que sugeriram uma
relacdo indirecta entre as bactérias produtoras de acido lactico e o acido butirico, isto €, com
elevadas contagens de bactérias produtoras de acido lactico, mais acido lactico é produzido e
convertido em acido butirico pelas bactérias utilizadoras de acidos presentes no lumen intestinal.

Sendo o acido butirico, sob a forma de sal, o acido orgéanico utilizado neste trabalho, sera objecto

de um estudo mais aprofundado no préximo capitulo.

2.4. O Butirato de Sdodio

O &cido butirico (Figura 5) é um acido fraco e um dos principais produtos finais da fermentagao
dos hidratos de carbono pelas bactérias anaerébias do rimen das espécies animais ruminantes, e do
colon das espécies omnivoras (Kotunia et al., 2004). O acido butirico demonstrou induzir a
diferenciagéo celular e regular o crescimento e a proliferagdo de mucosa normal no célon e no ileo
(Treem et al., 1994, citados por Piva et al., 2002), ao mesmo tempo que suprime o crescimento de

células cancerigenas (Clausen et al., 1991 citados por Piva et al., 2002).
CH,— C 20

Figura 5 — Representacdo da molécula de acido butirico. (Retirado de Herdt, 1999)

Nos ensaios experimentais, o butirato de sédio é frequentemente utilizado em substituigdo do

acido butirico pois apresenta-se na forma solida, é estavel, € menos volatil e produz muito menos
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odor. Os efeitos do butirato de sédio sdo devidos a acgdes bioldgicas generalistas das moléculas em

vez de ser devido ao seu caracter acidificante (Kotunia et al., 2004).

2.4.1. Efeito nos Parametros Zootécnicos

Ao pesquisar na bibliografia acerca dos efeitos nos diferentes parametros zootécnicos do uso de
butirato de sédio em dietas para suinos, os dados encontrados apontam em direc¢des bastante

dispares (Quadro 2), ndo indicando inequivocamente um efeito benéfico do seu uso.

Quadro 2 - Efeito do butirato de sédio sobre os parametros de crescimento dos suinos.

Referéncia Animais  Duragao" Butirato®® f::1\elxl GMD Ingestio IC
Galfi e Bokori 7 kg PV
(1990) inicial n.d. 1700 ppm n.d. N A "
0-14 dias 800 ppm ) N T &
Piva et al. 9,2i_1 ,_4_kg 15-35 dias 800 ppm & & N A
(2002) PVinicial  36-56 dias 800 ppm & & = &
0-52 dias 800 ppm e & < A
Kotunia et al. 1,9410,2 kg .
(2004) PVinicial ' dias 3000ppm A A nd.  nd
Biagl etlal 6.6840.13 k 5 1000 ppm (a 85 %) & & & &
iagi et al. ,6810, g 0
(2007) PV inicial semanas 2000Ipe(EISoN) « hd i @
4000 ppm (a 85 %) & & & o
500 ppm n.d. & & &
Weber e Kerr 6,3 kg PV 28 dias 1000 ppm n.d. & 154 52
(2008) inicial 2000 ppm n.d. & < ©
4000 ppm n.d. & & &
6,94+0,7 kg 5 5000 ppm a 54 % & & & &
[ousi2002) PV inicial semanas 2500 ppm a 98 % o o PN o
0-7 dias 3000 ppm n.d. & & &
Manzanilla et 6,010,1 kg ) .
al. (2006) PV inicial 7-14 dias 3000 ppm n.d. & & N
0-14 dias 3000 ppm n.d. & & N

Legenda: A - Aumentou significativamente;
WV - Diminuiu significativamente;
< - Alteragao nao significativa;
n.d. — Dados nao disponiveis.

PV - Peso Vivo (kg)
" Durag&o dos ensaios.
® Teor de inclusdo nos regimes.

Por exemplo, Galfi e Bokori (1990) foram os primeiros a demonstrar uma influéncia positiva do
butirato de sodio no aumento do Peso Vivo (PV), do Ganho Médio Diario (GMD) (+23,5 %) e da
ingestao diaria de alimento (+8,9 %), obtendo melhorias produtivas nas baterias de recria e engorda
de leitdes. Porém, Piva et al. (2002), utilizando leitdes alimentados com uma dieta base acidificada

(contendo 0,5 g de acido féormico e 1,5 g de acido lactico por kg de alimento) a qual se adicionou
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butirato de sdédio a 0,8 g/kg, verificaram que, na generalidade, o uso de butirato de sddio apenas
influenciou significativamente a eficiéncia alimentar, piorando-a, sendo o periodo dos 0 aos 14 dias o
Unico em que os dados recolhidos revelam uma eficiéncia positiva sobre os parametros zootécnicos
(+20 % GMD e +16 % ingestao). Ja Weber e Kerr, (2008) apenas detectaram uma tendéncia linear de
decréscimo dos niveis de ingestdo e GMD com o aumento dos niveis de butirato de sédio, mas
nenhuma influéncia significativa, pelo que concluiram que a inclusdo de butirato de sédio na dieta ndo

melhorou a performance de crescimento.

Segundo Piva et al. (2002), apenas se encontram efeitos positivos num periodo imediatamente
apos o desmame visto haver nesta fase uma resposta efectiva da arquitectura intestinal ao butirato de
sodio. Porém Biagi et al. (2007) defendem que a incoeréncia dos efeitos do butirato de sdédio no
crescimento de suinos pode ser atribuida a diferentes composicbes da dieta base e diferentes

estados de maturagédo intestinal, o que determina a extensao do efeito do butirato de sddio.

2.4.2. Efeito na Morfologia Intestinal

Segundo Sakata e Setoyama (1997), citados por Piva et al. (2002), o peso do intestino delgado e
grosso aumenta trés vezes mais depressa do que o total da massa corporal durante o periodo do
desmame, pelo que é extremamente interessante a melhoria da performance de crescimento que
pode estar associada com o efeito benéfico do butirato na proliferagdo do epitélio intestinal. Os dados
recolhidos por Hodin et al. (1997), citados por Tonel (2009), e também os recolhidos por Piva et al.
(2002), indicam que a eficacia do butirato de s6dio € maior no periodo imediatamente apds o
desmame em virtude das vilosidades intestinais se encontrarem atrofiadas.

Porém, verifica-se na bibliografia consultada que a adicdo de butirato de sddio as dietas para
suinos nao tem efeitos significativos quer na morfologia da mucosa intestinal, quer no
desenvolvimento do TGlI, exceptuando-se um ou outro caso pontual (Quadro 3).

Uma explicagdo para a auséncia de efeitos do butirato de sddio na morfologia intestinal pode ser
dada pelo aumento da sua concentragdo no estdbmago mas nao nos intestinos consecutivo a sua
ingestao pelos suinos (Galfi e Bokori, 1990, Manzanilla et al., 2006, Biagi et al., 2007). Tal pode
dever-se a metabolizagdo muito rapida do butirato de sédio, a conversao do butirato para substancias
como o acetato ou a absorg¢do do butirato na parte esofagica do estdbmago. Biagi et al. (2007) dao
ainda como razao para a auséncia de maiores efeitos do butirato de sédio na morfologia intestinal o
facto de as amostras de mucosa intestinal serem colhidas no final do ensaio, 6 semanas apds o

desmame, logo em leitdes com um TGI quase totalmente desenvolvido.
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Quadro 3 - Efeito do butirato de sddio na morfologia da mucosa intestinal dos suinos.

Referénci Animai D 20" Butirato? Altura vilosidades Largura vilosidades Profundidade criptas Comp. Int.
eferéncia nimais uragao utirato . . -
5 Duo. Jej. lleo Ceco | Duo. Jej. lleo Ceco | Duo. Jej. lleo Ceco Coblon | Delg. Gro.
Galfi e 7 kq PV
Bokori ini%ial n.d. 1700 ppm | nd. nd. A & nd. nd. <& & nd. nd & N n.d. n.d. n.d.
(1990)
’;?tg‘ag f)t 1;3\‘/"—i'r?ifia"lg 7dias  3000ppm | © ¢ & nd |nd nd nd nd | ©® © © nd nd | © nd
e'\t":;‘zég'(')'g) 65’5?6!3:'9 14dias  3000ppm | nd. @ & nd. |nd nd nd nd |nd A © nd © | nd nd
1((;0é)5p0r/2:)r)n n.d. & n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Biagi et al. 6,68+0,13 6 2000 ppm
(2007) | kg PVinicial semanas (a85%) | "% @ n.d n.d nd. | nd. nd
Ar((;ogsp(y;::)r; a4l o o o nd. © o =N nd. © & & n.d. n.d. n.d.
6,94+0,70 5 5(20g4p$3n @ ©® @ nd | ® & & nd | & < & nd nd 3 &
Uemal (L) kg,PV_in,iciaI semanas 2500 0m
e 98"%) & © © nd|® © © nd| ©® © & nd nd ® ®

Legenda:

A - Aumentou significativamente;
V - Diminuiu significativamente;
< - Alteragao nao significativa;
n.d. — Dados nao disponiveis.

PV — Peso Vivo (kg)
) Durag&o do ensaio.
® Teor de inclusdo no regime.
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2.4.3. Efeito na Digestibilidade

E muito escassa a bibliografia disponivel sobre a forma como o butirato de sédio actua sobre a
digestibilidade. Uma forma possivel seria por estimulo da fungédo pancreatica, pois, segundo Herdt
(1999), a producéo de colecistoquinina que controla parte da actividade pancreatica é estimulada pela
presenca de acidos gordos no duodeno. Outra possibilidade seria a melhoria das condi¢gdes de
fermentacdo microbiana e uma consequente diminuicdo da producdo de material enddégeno, o que
melhora a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos. Uma terceira hipétese seria um abaixamento do pH
gastrico, o que permitiria melhores condi¢des de actividade enzimatica no estbmago, porém, segundo
Ichikawa et al. (2002) citados por Tonel (2009), o acido butirico € um &cido fraco e sendo ingerido em
pequenas em doses o seu efeito no pH gastrico pode ser diminuto.

Segundo dados do ensaio de Manzanilla et al. (2006), o tratamento com butirato de sddio
provocou uma menor digestibilidade da MS e do amido em todo o TGI apesar de uma melhoria na
eficiéncia alimentar, o que conduziu a uma menor concentragdo de AGV no célon. Dado a melhor
eficiéncia produtiva dos animais alimentados com a dieta contendo butirato de sdédio, os autores
sugerem que o butirato de sodio pode ter melhorado as condigbes de salde dos animais e a
eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes para o crescimento. Ja no estudo levado a cabo por Tonel
(2009) a digestibilidade aparente da MS nao foi significativamente afecta pelo regime, mas houve um

aumento da digestibilidade das fracgées PB e NDF.

2.4.4. Efeito no pH, na Microflora Intestinal e na Actividade Enzimatica
Bacteriana

Ao consultar a bibliografia sobre o tema, constata-se que os efeitos do uso do butirato de sédio no
pH dos conteudos do TGl sdo quase inexistentes (Quadro 4). Segundo Biagi et al. (2007), visto os
acidos organicos poderem atravessar as membranas e serem facilmente absorvidos, & dificil
chegarem ao intestino grosso se nao estiverem microencapsulados, o que torna um efeito directo do
butirato de sédio no pH intestinal improvavel. Ja Ichikawa et al. (2002), citados por Tonel (2009),
defendem que o butirato de sédio (acido fraco) ingerido em pequenas doses, juntamente com um
baixo pH gastrico, é parcialmente absorvido no estébmago tendo portanto um efeito limitado ou

residual na redugéo do pH nos conteudos dos compartimentos do TGI.
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Quadro 4 - Efeito do butirato de sédio sobre o pH dos conteudos intestinais dos suinos.

Referéncia Animais Duragio!” Butirato®” | Estémago Jejuno ileo Ceco Célon
Manzanilla | 6,0+0,10 kg PV .
et al. (2006) inicial 14 dias 3000 ppm | < nd. @ & @
1000 ppm
(a 85 %) N n.d.
Biagi et al. | 6,68+0,13 kg PV 6 2000 ppm A nd
(2007) inicial semanas (a 85 %) B
4000 ppm
(a 85 %) ) n.d.
5000 ppm o N o o
Tonel 6,94+0,70 kg PV 5 (a 54 %) n.d.
(2009) inicial semanas 55
ppm
(2 98 %) & n.d & & &

Legenda: A - Aumentou significativamente;
¥ - Diminuiu significativamente;
< - Alteragdo nao significativa;
n.d. — Dados nao disponiveis.

PV — Peso Vivo (kg)
" Durag&o do ensaio.
® Teor de inclusdo no regime.

Relativamente a microflora intestinal, aquando do seu ensaio com 1700 ppm de butirato de sédio
na dieta experimental, Galfi e Bokori (1990) demonstraram uma influéncia positiva do butirato de
sédio na composigdo da microflora do jejuno em suinos em crescimento: diminuiu a contagem de
coliformes e aumentou a contagem de Lactobacillus spp. Num estudo posterior, realizado por Castillo
et al. (2006) com leitdes alimentados com uma dieta de controlo sem aditivos, ou com 0,04 % de
antibidtico, 0,3 % de butirato de sdédio ou 0,03 % de extractos de plantas, verificaram que o
tratamento com butirato de sédio foi 0 que promoveu maiores alteragdes no ecossistema microbiano,
nao através da redugcdo da populagdo microbiana mas promovendo a selecgdo de bactérias
especificas, 0 que os autores justificam com a existéncia de muitos factores tais como a activagdo ou
inibicdo de diferentes vias metabdlicas. Ja no ensaio desenvolvido por Biagi et al. (2007), as
contagens bacterianas no jejuno, ileo e ceco nédo foram afectadas pela suplementagdo com butirato
de sodio nos leitdes sacrificados as 10 semanas de idade.

Ao consultar a bibliografia, verifica-se que a actividade enzimatica bacteriana, e a produgéo de
AGV (Quadro 5), parecem ser os parametros mais influenciados pelo uso de butirato de sédio. No
ensaio realizado por Castillo et al. (2006) ndo foi detectada qualquer actividade de celulase ou
xilanase, mas foram encontradas consideraveis actividades de amilase e amilopectinase, todavia sem
diferenca entre dietas. Segundo os autores, esta falha de actividade enzimatica bacteriana pode estar
relacionada com uma adaptagéo insuficiente do microbiota a complexa digestdo dos hidratos de
carbono tais como a celulose ou a hemicelulose nos animais jovens. Ja Tonel (2009) verificou que,
devido a uma maior digestibilidade das dietas com o uso de butirato de s6dio, houve uma diminuigao

da actividade das enzimas microbianas (Xilanase, Pectinase e Celulase) no ceco e no colon.
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Quadro 5 - Efeito do butirato de sédio sobre a producdo de Acidos Gordos Volateis nos intestinos dos suinos.

o o 3 ) Jejuno ileo Ceco Célon
Referéncia| Animais Duragao Butirato
C2 C3 C4 IC4|C2 C3 C4 IC4|C2 C3 C4ICc4|C2 C3 C4 Ica
Manzanilla
et al. 6,019,1ng 14 dias 3000 ppm|nd. nd. nd. nd.|nd. nd. nd. nd.|&® & & nd| & & & nd
PV inicial
(2006)
1000ppm| o o o S| A A A A|l® © © ¥ |nd nd nd nd
(a 85 %)
Biagi et al. | 6,68+0,13 kg 6 2000 ppm
(2007) PVincial  semanas (a 85 %) & o o o|¥v A ¥ Al® © & A |nd nd nd nd.
4000 ppm
(a 85 %) @ @ L AN N A A S S S A nd nd nd nd
P000PPM nd. nd. nd. nd.|® ® @ nd|¥ ¥ e nd| ¥ ¥ e nd
Tonel | 6,94+0,70 kg 5 (@54 %)
(2009) PV inicial semanas
2(2088'[’%’;‘ nd. nd. nd nd.|® © & nd|¥ e & nd| ¥ ¥ ¥ nd

C2: Acético, C3: Propidnico, C4: Butirico, IC4: Isobutirico.
Legenda: A - Aumentou significativamente;

V - Diminuiu significativamente;
<& - Alteragéo néo significativa;
n.d. — Dados nao disponiveis.
PV — Peso Vivo (kg)

") Duragdo do ensaio.

@ Teor de inclusdo no regime.
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3. Materiais e Métodos

O ensaio realizado teve como objectivo o estudo do uso de dois niveis (0,25 % e 0,50 %) de uma
nova féormula de butirato no regime alimentar dos leitdes no periodo do pés-desmame.

O ensaio foi realizado em duas fases: a fase experimental decorreu com os animais num pavilhdo
da Seccdo de Produgdo Animal do Instituto Superior de Agronomia, a analitica decorreu no

Laboratério Pais de Azevedo e na Faculdade de Medicina Veterinaria.

3.1. Animais

Neste ensaio foram utilizados 24 leitdes (machos), resultantes do cruzamento Duroc x Landrace
(F1). O ensaio durou 5 semanas, tendo decorrido previamente um periodo de 3 dias de adaptagao
(Figura 6).

Figura 6 - Esquema da organizac&o temporal do ensaio.

Os leitdes iniciaram o ensaio com cerca de 3 semanas de idade e com um PV médio de 6,55 kg
(x 0,43 kg). Os animais foram divididos por 3 lotes, constituido cada um por 8 leitdes distribuidos de
forma homogénea em fungédo do PV. Cada lote de animais foi alimentado com um dos 3 regimes
experimentais, encontrando-se 0s seus constituintes (g/kg) e composigao quimica (%) nos quadros 6
e 7, respectivamente.

Quadro 6- Composigcéo analitica dos 3 regimes fornecidos: RC (Regime de Controlo — 0 %

de butirato); B:0,25 (RC+0,25 % de butirato) e B:0,50 (RC+0,50 % de butirato).

Ingredientes (%) RC B:0,25 B:0,50
Trigo 66,10 65,85 65,60
Bagaco de Soja (47) 16,00 16,00 16,00
Soro de Leite 5,00 5,00 5,00
Farinha de Peixe (70) 7,00 7,00 7,00
Oleo de Soja 3,00 3,00 3,00
Butirato 0,00 0,25 0,50
L-Lisina 0,40 0,40 0,40
DL-Metionina 0,20 0,20 0,20
Carbonato de Calcio 0,70 0,70 0,70
Fosfato Bicalcico 0,90 0,90 0,90
Cloreto de Sadio 0,20 0,20 0,20
cmv ! 0,50 0,50 0,50

" Complexo Mineral e Vitaminico. Composicéo por kg de alimento: Vitaminas: A: 25000 Ul; Ds:
2000 Ul; E: 0,120 UI; C: 0,200 Ul; K3: 1 mg; B4: 1,5 mg; B,: 5 mg; B;: 30 mg; Bs: 15 mg; Bg: 2,5 mg;
Bg: 0,500 mg; B42: 0,030 mg; H4,: 80 mg; Colina: 0,300 g. Minerais (mg): Fe: 120; Cu: 160; Mn: 50;
7n- 140 I- 1- Co- 0 5N0- Sa* 0 30N
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Quadro 7 - Composi¢ao quimica dos trés regimes fornecidos: RC (Regime de Controlo —
0 % de butirato); B:0,25 (RC + 0,25 % de butirato) e B:0,50 (RC + 0,50 % de

butirato).

Composicao

Quimica (%) RC B:0,25 B:0,50
MS 89,80 89,91 89,95
Cinza 5,29 5,44 5,60
PB 19,35 19,16 18,57
NDF 12,35 12,15 11,48
ADF 2,50 2,86 2,41
ADL 0,94 0,91 0,93

Cada animal foi instalado numa gaiola individual de metabolismo (Figura 7), feita em metal com
um piso em ripado e equipada inferiormente com um tabuleiro em ago inoxidavel perfurado e outro

em forma de funil para a separacgao e recolha das fezes e das urinas. Cada gaiola dispunha de um
bebedouro de chupeta e de um comedouro.

Figura 7 - Gaiola de metabolismo.

O controlo da temperatura ambiente era realizado recorrendo a equipamentos de ar condicionado
e sendo o ar renovado por ventilagao forcada.

3.2. Regimes experimentais

Os regimes alimentares dos leitbes foram preparados na fabrica de ragbes da Seccdo de
Produgao Animal do ISA.
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Foi utilizada uma nova férmula de butirato, que doseava 54 % de acido butirico, e era constituida
por uma mistura de sais de sddio, potassio e calcio e acidos gordos alimentares que constituem uma
matrix de proteccao. Esta formula sera designada por ‘butirato’ ao longo do presente trabalho.

A formulagdo base dos 3 regimes teve em conta as necessidades alimentares dos leitdes
respeitando as recomendacdes do NRC (1998) para leitdes entre 5-20 kg de PV. Foram fabricados 3
regimes experimentais distintos: regime de base que serviu de regime de controlo (RC), regime base
com 0,25 % de butirato (B:0,25) e regime base com 0,50 % de butirato (B:0,50). Assim, o regime RC
doseava 0 ppm, o regime B:0,25 doseava 2500ppm e o regime B:0,50 doseava 5000ppm de butirato.

A preparacao dos regimes comeg¢ou com a moenda do trigo num moinho de martelos méveis com
crivo de 3 mm de diametro. Seguidamente realizou-se a pesagem das diferentes matérias-primas e a
introducdo destas num misturador horizontal com fita em espiral onde todos os ingredientes foram
misturados por cerca de 10 minutos, de maneira a garantir uma boa miscigenagdo e a evitar a
segregacao de constituintes mais densos. Por udltimo, os regimes sofreram um processo de
granulagdo numa prensa granuladora com uma matriz com crivo de 3 mm. Apdés um periodo de

arrefecimento o alimento composto ja granulado foi armazenado.

3.3. Protocolo experimental

O periodo experimental durou cinco semanas, e iniciou-se apds um periodo de adaptacédo dos
leitdes aos regimes que durou trés dias.

O alimento foi distribuido numa refeicdo diaria durante a primeira semana, ap6s o que foi
distribuido em duas refeicbes diarias até ao final do ensaio. O calculo da quantidade a administrar a
cada leitdo era feito de maneira a deixar pelo menos 10 % de refugo, para assegurar um nivel de
ingestdo de alimento ad libitum.

Durante todo o ensaio os animais foram pesados no inicio de cada semana.

Os refugos de alimento foram recolhidos individualmente todas as manhés antes da distribui¢cao
de novo alimento, pesados, agrupados em lotes semanais (segunda a domingo), identificados
individualmente e conservados por congelagéo (-20 °C) em arca frigorifica até ao seu processamento.

As fezes foram recolhidas individualmente todas as manhads durante a primeira e a quarta
semanas de ensaio, pesadas, identificadas individualmente e congeladas a -20 °C em arca frigorifica
até ao seu processamento. Foram também observadas diariamente antes da sua recolha, sendo
avaliada a sua consisténcia segundo uma escala de 0 a 3, de acordo com Marquardt et al. (1999)
(Quadro 8).

Quadro 8 - indice de consisténcia fecal e respectivo estado das fezes.

indice de Consisténcia Estado das Fezes
0 Normais
1 Moles
2 Diarreia Moderada
3 Diarreia Severa
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As urinas foram recolhidas individualmente todas as manhas na primeira e na quarta semana de
ensaio para recipiente onde se havia colocado previamente 5ml de H,SO, (acido sulfurico) a 5 % (por
forma a impedir a rapida volatilizagdo do azoto), pesadas, identificadas individualmente e congeladas
a -20 °C em arca frigorifica até ao seu processamento.

No final das cinco semanas de ensaio os leitdes foram abatidos apds jejum de 12 h.

Ao abate realizou-se a recolha dos conteudos intestinais para posterior determinagéo da MS, dos
AGV, e da actividade enzimatica microbiana. Recolheram-se também amostras de segmentos do
intestino delgado: uma do duodeno (a cerca de 10 cm do piloro), do jejuno (a cerca de 5,5 m do
piloro) e do ileo (a cerca de 60 cm da valvula ileo-cecal), imediatamente fixadas em formol
tamponado, para posterior observagao e medigéo das caracteristicas morfoldgicas das criptas e das
vilosidades intestinais.

O desenvolvimento do TGI foi controlado ao abate a partir do peso do estdmago cheio e vazio, do
peso do intestino delgado cheio e vazio e seu comprimento, do peso do intestino grosso cheio e vazio
e seu comprimento, do peso do bacgo, do peso do pancreas, do peso do figado e do peso da vesicula

biliar. Também foi medido o pH dos conteudos do estdmago, do ileo, do ceco e do cdlon.

3.3.1. Preparacao dos refugos e das amostras dos regimes alimentares,
fezes e urinas

As amostras dos regimes alimentares foram moidas num moinho Retch com um crivo de 1 mm de
diametro para posterior analise.

Os refugos recolhidos foram descongelados e colocados em tabuleiros de aluminio (previamente
desumidificados a 103 °C em estufa durante 4 h) e pesados (peso do refugo humido). Foram levados
a secar em estufa a 103 °C até peso constante, apds o que foram arrefecidos em exsicador e
pesados (peso dos refugos secos) para posterior determinagdo da ingestdo semanal de alimento.

As fezes recolhidas foram previamente descongeladas e homogeneizadas, apés o que se
recolheram amostras que foram introduzidas em tabuleiros de aluminio e pesadas (peso das fezes
hdamidas). Foram levadas a estufa a uma temperatura de 70 °C, onde ficaram a secar até peso
constante, foram posteriormente arrefecidas em exsicador e pesadas (peso das fezes secas). As
fezes ja secas foram moidas num moinho Retch com um crivo de 1 mm de didametro e armazenadas
em frascos individuais para posterior analise com vista a determinar a digestibilidade fecal aparente.

As urinas recolhidas foram previamente descongeladas e homogeneizadas, apoés o que se
procedeu a colheita de uma amostra por leitdo e por periodo que foi novamente congelada em frasco

individual, para posterior determinagéo do balango azotado.
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3.4. Analises

3.4.1. Determinacdo dos Acidos Gordos Volateis

Os AGV foram determinados ao nivel dos contetudos do ileo, ceco e célon pelo método de Jouany
(1982). Apds o abate foram recolhidas amostras dos conteudos do ileo, do ceco e do célon para
frascos onde previamente se colocou 2 ml de &cido ortofosférico (0,03 M) e que foram conservadas a
-20 °C. Para utilizar as amostras estas foram primeiro descongeladas em meio fresco e em seguida
centrifugadas (centrifuga Beckaman J2-HS) a 5000 rpm durante 20 min. Recolheu-se o sobrenadante
resultante para dois eppendorf (1 ml cada) que foram imediatamente congelados a -20 °C. Aquando
da sua utilizagdo as amostras contidas no eppendorf foram descongeladas e adicionou-se 1 ml de
acido metil valérico a 1 % (p/v) e homogeneizou-se antes da injecgdo da amostra (0,3 pl) no
cromatografo (Perkin-Elmer 8410 Gas Chromatograph). O injector e o detector estavam a 120 °C de
temperatura, enquanto o forno se encontrava inicialmente a 120 °C (nos primeiros 7 min), e por cada
minuto que passava foi aumentada em 10 °C até atingir os 170 °C de temperatura. O gas de arraste
utilizado foi o hidrogénio. A separagdo e identificagdo dos AGV (acético, propionico, butirico,
isobutirico e isovalérico) foram realizadas num aparelho Perkin-Helmer, por cromatografia em fase

gasosa, utilizando-se como padréao interno o acido metil valérico.

3.4.2. Determinagao da actividade enzimatica microbiana

Apds o abate foram retiradas amostras do conteldo do ceco e do cdlon para frascos onde
previamente se colocou 10 ml de uma solugédo tampao fosfato (pH 6) e foram conservadas a -80 °C.
Previamente a sua utilizagdo as amostras foram sujeitas a 2 ciclos de congelagao e descongelagéo
de maneira a promover a ruptura das membranas celulares. Depois cada amostra foi submetida a 4
ciclos sucessivos de sonicagbes que consistiam, cada um, em 30 s de sonicagéo (a 9 x 10 %)
seguido de 30 s de repouso, sempre em meio fresco, apds o que se procedeu a centrifugagéo
(centrifuga Beckaman J2-HS) das amostras a 15000 rpm durante 15 min. Recolheu-se o
sobrenadante resultante, em duplicado para as trés enzimas, para tubos de eppendorf que foram
imediatamente congelados a -20 °C. A determinac¢do da actividade das enzimas decorreu de acordo
com o método de Jehl et al. (1996).

Para a determinacao foram utilizados tubos de ensaio contendo 5,25 ml do respectivo substrato
(Pectina de citrinos Sigma P-9135, Xilana Sigma X-0502, Carboximetilcelulose Sigma C-5678) e
1,575 ml de solugédo tampao fosfato (pH 6), aos quais foi adicionado 5,25 yl de amostra e foram
colocados em banho-maria a 39 °C. Os tempos de incubagéo estudados foram: 0 minutos, 30 minutos
e 60 minutos. Para esses tempos foram introduzidos 700 ul de contetdo dos tubos de ensaio para os
eppendorfs onde ja se encontrava igual volume de DNSA (3,5 acido-dinitrosalicilico) activado (1 ml de
sulfito de sddio e 20 pl de glucose por cada 100 ml de DNSA), o que, juntamente com a colocagéo em
banho de gelo, fez com que a reacgéo parasse. Os eppendorfs foram introduzidos num banho-maria

a 100 °C durante 20 min. Apds esse tempo foram retirados e deixados a arrefecer, para que
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adquirissem a cor final e assim se pudesse fazer a leitura da absorvancia (575 nm de comprimento de

onda) no espectrofotdometro (Hitachi U-2001 Spectrophotometer).

3.4.3. Morfologia da mucosa intestinal dos leitdes

A analise da morfologia da mucosa intestinal consistiu na medigao da profundidade das criptas e
do comprimento e largura das vilosidades intestinais no duodeno, jejuno e ileo. Das amostras,
recolhidas apés o abate, de duodeno, jejuno e ileo, foram preparados cortes histolégicos de 7 ym,
corados e fixados com hematoxilina-eosina, sendo observados ao microscépio com objectiva de 10x.
Tiraram-se as fotografias necessarias para reunir um numero minimo de 10 criptas e de 10
vilosidades por segmento e por animal, recorrendo a uma camara digital (Olympus DP11) montada no
microscopio (Olympus BX511). As imagens recolhidas foram posteriormente descarregadas para o
computador e analisadas com o software Olympus DP Soft, permitindo a recolha de medidas das

vilosidades e criptas intestinais.

3.4.4. Determinagoes analiticas a partir dos regimes alimentares, fezes e

urinas

o Matéria seca residual (MS): obtida através da secagem da amostra a 103 ° até peso

constante, sendo expressa em percentagem da massa da amostra.

md
M.S. (%) = (%) % 100

em que:
md — massa, em gramas, de amostra depois da secagem

ma — massa, em gramas, de amostra antes da secagem
e Cinza: obtida através da incineragdo da amostra numa mufla a 550 °C.

e A Fibra Neutro-Detergente (NDF), a Fibra Acido-Detergente (ADF) e a Lenhina Acido-
Detergente (ADL) foram determinadas utilizando o sistema Fibertec de acordo com o

método de van Soest et al. (1991).

e Azofo: utilizou-se o sistema de digestdo 1015 Digester Tecator e a unidade de destilagao
1026 Tecator, com posterior titulagdo manual. Para a férmula entrou-se em linha de

conta com o método de Kjeldahl para o célculo do azoto total.

m

(vl =v2) X N x 14,007 x 1078
Azoto (%) = x 100
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em que :

v1 - volume de acido cloridrico consumido na titulagdo da amostra.

v2 - volume de acido cloridrico consumido na titulagdo do ensaio em branco.
N - normalidade da solugao de acido cloridrico utilizada.

m — massa, em gramas, de amostra.

Para determinar a PB, multiplica-se o valor obtido de azoto por 6,25, considerando que toda a
proteina contém 16 % de azoto. O teor proteico foi calculado nas fezes, no regime alimentar e na

urina.

3.4.5. Medigao do pH dos conteudos do TGl

A determinacdo foi realizada imediatamente apdés o abate de cada animal, procedendo-se a
recolha das amostras do conteudo do estdmago, ileo, ceco e célon que, apés homogeneizagao,
foram medidas com recurso ao aparelho WTW pH 522.

3.5. Calculos

3.5.1. Performances de crescimento

e Ganho médio diario (GMD): razao entre o ganho de peso e o intervalo de tempo (em

dias) entre duas pesagens.

ganho de peso (g)
intervalo de tempo (dias)

GMD =

e Indice de conversdo (IC): quantidade de alimento ingerido pelo animal para este
aumentar 1 kg de Peso Vivo.

alimento ingerido (kg)
ganho de peso(kg)

O alimento ingerido € calculado pela diferenga entre quantidade fornecida e refugada.

3.5.2. Digestibilidade fecal aparente

A digestibilidade fecal aparente exprime a quantidade de um dado nutriente que é absorvido pelo
animal. A digestibilidade foi analisada através do calculo do coeficiente de utilizagdo digestiva
aparente (CUDap) da MS, cinza, PB e fracgdes NDF e ADF.
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ing — exc.fezes>
ing

CUDap = (
3.5.3. Balango azotado

o Coeficiente de retengcdo azotada (CRN): exprime o azoto retido em relagdo ao azoto

absorvido.

N ing — N exc.fezes — N exc.urina)

CRN = (
N ing — N exc. fezes

o Coeficiente de utilizagdo pratico do azoto (CUPN): exprime o azoto retido em relagao ao

azoto ingerido.

N ing — N exc. fezes — N exc. urina)

CUPN = (
N ing

3.6. Tratamento estatistico dos dados

O numero de unidades experimentais foi reduzido a 23 devido a morte de 1 leitdo durante o
ensaio.

Os resultados das performances de crescimento, consisténcia fecal, digestibilidade e balango
azotado dos leitdes foram comparados por analise de variancia utilizando o efeito do regime e do
periodo (semanas experimentais) como variaveis independentes. Esta anadlise de variancia foi
realizada pelo procedimento MIXED do programa SAS (SAS, 1991) devido a existéncia de medidas
repetidas no tempo (Littell et al. 1998).

Os restantes resultados foram comparados por analise de varidncia considerando-se o regime o
unico factor de variagao, para tal recorrendo-se ao procedimento GML do programa SAS.

Sempre que os valores de F da analise de varidncia foram significativos (P<0,05) as médias

ajustadas foram comparadas pelo teste da mais pequena diferenga significativa.
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4. Resultados

4.1. Parametros Zootécnicos

O PV médio inicial dos leitdes foi de 6,73 kg (£ 0,54 kg) e o PV médio final de 24,41 kg (£ 2,96 kg)
e, apesar de as diferencas de PV final entre os regimes ndo serem significativamente diferentes
(P=0,1366), os leitdes do RC apresentaram um PV final numericamente maior e os do grupo B:0,50 o
menor (Quadro 9).

Os resultados obtidos sobre as performances de crescimento indicam que a ingestao de alimento
foi significativamente influenciada pelo Periodo (P<0,0001), mas nao pela inclusdo de butirato de
sédio na dieta (P>0,05). Observa-se assim um crescente aumento da ingestdo (g/d) ao longo do
ensaio.

Observando os dados relativos ao GMD, verifica-se novamente uma grande influéncia do Periodo
(P<0,0001), mas ndo da dieta fornecida (P=0,1525). O GMD foi sempre crescente ao longo do
ensaio, exceptuando-se na ultima semana. Por seu lado, a inclusdo de butirato na dieta reduziu
numericamente o GMD.

Quanto maior a inclusao de butirato na dieta maior o IC, com o regime B:0,25 a necessitar mais
0,13 kg de alimento para aumentar 1 kg de PV do que o regime controlo e o regime B:0,50,
significativamente diferente dos restantes regimes (P=0,0007), a necessitar mais 0,82 kg de alimento
para aumentar 1 kg de PV. O Periodo também influenciou significativamente o IC (P<0,0001), tendo o
IC diminuido até a 3% semana e aumentado nas ultimas duas semanas.

O indice Fecal avalia a consisténcia das fezes, sendo numericamente menor quanto mais
moldadas estiverem as fezes observadas. Verificou-se que a influencia do regime administrado no
indice Fecal foi muito pequena (P=0,7707), mas a influencia do Periodo foi significativa (P<0,0001),

tendo as fezes uma maior consisténcia a partir da 3% semana experimental.
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Quadro 9 - Efeito da composigéo do regime e do periodo experimental nas performances de crescimento e consisténcia fecal de leitdes entre as

3 e as 8 semanas de idade.

Regime Periodo
RCY  B:0,25” B:0,50" @ o @ 5 4@ s | Regime © Periodo® RegxPer®  DP"
n=8 n=7 n=8
PV inicial (kg) 6,77 6,63 6,78 - - - - - 0,8499 - - 0,54
PV final (kg) 25,53 24,96 22,73 - - - - - 0,1366 - - 2,96
Ingestao
g/dia| 832 817 750 313 450 801 1145 1289 0,3873 <0,0001 0,5838 400
g/dia/kg| 58,7 61,4 60,0 428 56,1 716 706 5972 0,4090 <0,0001 0,7368 12,8
GMD (g) 557 547 482 139 267 648 845 746 0,1525 <0,0001 0,9602 299
IC 1,587 1,71 2,40° 3,08 1,99 1,29 1,36 1,76 0,0007 <0,0001 <0,0001 1,05
indice Fecal ? 0,993 1,030 1,190 1,780 1,550 0,820 0,600 0,610 | 0,7707 <0,0001 <0,0001 1,14

" No final do periodo experimental.

@ 0 = Normais, 1 = Fezes moles, 2 = Diarreia moderada, 3 = Diarreia severa.

® RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.

“ Periodo 1: leitdes 25-31 dias de idade. Periodo 2: leitdes 32-38 dias de idade. Periodo 3: leitdes 39-45 dias de idade. Periodo 4: leitdes 46-52 dias de
idade. Periodo 5: leitdes 53-57 dias de idade.
® Valores de P para os efeitos: Regime, Periodo e interacgado Regime x Periodo.

© DP - Desvio Padrao.
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4.2. Conteudos do TGI: determinacao da Matéria Seca e do pH

A composig¢do do Regime ndo exerceu uma influencia estatisticamente significativa (P>0,05) sobre
o teor de MS dos conteudos intestinais dos leitdes (Quadro 10), apesar de este ser numericamente
inferior nos segmentos do ileo e do ceco quanto maior o teor de butirato administrado.

Relativamente ao pH, no estbmago este foi tendencialmente mais acido quanto maior a inclusédo
de butirato no regime (P=0,0909). Nos restantes segmentos analisados, ndo se verificaram grandes

alteracdes no pH dos conteudos intestinais entre grupos e entre segmentos.

Quadro 10 - Efeito da composi¢ao do regime na matéria seca e no pH dos conteudos do

TGL.
RC B:0,25 " B:0,50 "
Regime ? DPR @
n=8 n=7 n=8
MS (%)
ileo 4,70 3,79 3,28 0,1487 1,40
Ceco 10,15 9,39 8,57 0,6381 3,30
Célon 23,80 20,60 22,10 0,4289 4,65
pH
Estémago 2,89 2,45 1,89 0,0909 0,86
ileo 6,95 7,01 7,04 0,6002 0,18
Ceco 6,70 6,95 6,77 0,3079 0,31
Colon 7,02 7,10 7,14 0,4682 0,21

"' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Valores de P para o efeito do regime.
®) DPR - Desvio Padréo da Residual.

4.3. Desenvolvimento do TGI dos leitoes

Relativamente ao desenvolvimento do TGl (Quadro 11), apesar de um PV numericamente inferior,
os leitdes do grupo B:0,50 apresentaram um peso do estdbmago cheio (g/kg PV) significativamente
superior aos outros dois grupos (+7,6 g/kg PV que o grupo RC e +6,5 g/kg PV que o grupo B:0,25;
P=0,0044), bem como um peso do intestino delgado cheio significativamente superior ao do grupo de
controlo (+9,6 g/kg PV; P=0,0353).

Ainda em relacdo ao intestino delgado, observou-se uma tendéncia para o aumento do seu peso
em vazio com o aumento do teor em butirato no alimento composto fornecido (P=0,0733), mas a
influéncia da suplementagao com butirato no seu comprimento ¢é limitada (P=0,1666).

Os dados recolhidos do intestino grosso indicam que a adi¢cdo de butirato ndo teve influéncia no

seu peso em cheio (P=0,8340), em vazio (P=0,8918) ou no seu comprimento (P=0,4309).
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O peso dos 6rgaos anexos ao TGI (pancreas e figado) e do bago foi numericamente superior nos
grupos suplementados com butirato quando comparados com o grupo de controlo, mas sem atingir o
limite da significancia estatistica (P=0,8373; P=0,8631 e P=0,3618, respectivamente). O peso da

vesicula biliar também nao foi significativamente afectado pelo uso de butirato (P=0,4082).

Quadro 11 - Efeito da composi¢édo do regime no peso (g/kg peso vivo) dos componentes

do aparelho digestivo e do bago.

RC @ B:0,25"  B:0,50 "
Regime ? DPR®
n=38 n=7 n=28
PV (kg) 257 25,1 23,2 0,2697 3,07
Estomago
Cheio 10,702 11,802 18,30° 0,0044 4,30
Vazio 7,80 8,10 8,10 0,7658 0,98
Intestino delgado
Cheio| 41,20° 44,10%° 50,80° 0,0353 6,96
Vazio 35,20 36,80 41,30 0,0733 4,93
Comprimento (m/kg) 0,626 0,655 0,710 0,1666 0,086
Intestino grosso
Cheio 30,50 32,00 30,60 0,8340 5,40
Vazio 19,20 18,20 18,40 0,8918 4,50
Comprimento (m/kg) 0,128 0,125 0,137 0,4309 0,018
Pancreas 2,41 2,55 2,52 0,8373 0,48
Figado 25,10 25,80 25,70 0,8631 2,59
Vesicula 1,09 0,98 1,24 0,4082 0,36
Bago 2,35 2,84 2,51 0,3618 0,64

' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Valores de P para o efeito do regime.
®'DPR - Desvio Padrao da Residual.

4.4. Morfologia da mucosa intestinal

As alteracdes promovidas pelo butirato na morfologia da mucosa intestinal foram avaliadas pela
medigdo da altura e largura das vilosidades, profundidade das criptas e racio entre altura das
vilosidades e profundidade das criptas ao nivel do duodeno, jejuno e ileo (Quadro 12).

Apods a analise dos dados obtidos, verificou-se que a utilizacdo de butirato ndo teve influencia
estatistica na morfologia da mucosa intestinal (P>0,05) para qualquer dos segmentos do intestino

delgado (duodeno, jejuno, ileo).

31



4. Resultados

Quadro 12 - Efeito da composi¢ao do regime na morfologia da mucosa intestinal.

RC B:0,25"  B:0,50 "
Regime ? DPR ©
n=38 n=7 n=8
Altura vilosidades (um)
Duodeno 398,8 361,3 394,0 0,3039 49,0
Jejuno 401,5 347,9 396,1 0,1442 54,6
ileo 329,4 363,2 344,0 0,4954 54,2
Largura vilosidades
(um)
Duodeno 204,5 204,2 196,3 0,5423 16,3
Jejuno 170,0 166,0 173,0 0,6802 15,4
ileo 169,4 193,2 180,5 0,1593 22,9
Profundidade criptas
(um)
Duodeno 613,0 554,9 585,3 0,3380 74,3
Jejuno 395,6 399,0 393,1 0,9679 443
ileo 318,1 306,9 341,2 0,2051 36,8
Altura vilosidades /
Profundidade criptas
Duodeno 0,663 0,661 0,689 0,9152 0,145
Jejuno 1,029 0,895 1,026 0,4277 0,220
ileo 1,039 1,206 1,011 0,1591 0,200

' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Valores de P do efeito regime.
® DPR - Desvio Padréo da Residual.

4.5. Digestibilidade fecal aparente

Relativamente a digestibilidade fecal aparente do regime (Quadro 13), verifica-se que, na

generalidade, o factor com maior influéncia foi a idade dos leitdes (Periodo) e ndo a inclusdo de

butirato no regime.

No caso da MS, tanto a inclusdo de butirato como o Periodo de estudo melhoraram

numericamente o CUD aparente, porém sem significancia estatistica (P=0,2205 e P=0,1642,

respectivamente).

Quanto a digestibilidade da fraccdo mineral do regime, a inclusdo de butirato teve tendéncia
(P=0,0558) para melhorar a digestibilidade desta frac¢édo (no periodo 1: B:0,25 +6,9 % e B:0,50 +17,1

% e no periodo 2: B:0,25 +7,7 % e B:0,50 +1,5 %, em relagdo ao regime controlo), ndo tendo o efeito

do Periodo alcangado o limiar de significagao estatistica (P=0,5820).
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Em relagdo a PB, o Periodo aumentou significativamente (P<0,0001) o CUD aparente da PB, mas
o Regime néo teve influéncia significativa (P=0,3651) neste ponto.

No caso da porgéo fibrosa do alimento, o Periodo foi significativamente importante (P<0,0001),
diminuindo o CUD aparente do NDF e do ADF, sendo que o efeito do butirato apenas atingiu o limiar
de significancia estatistica na digestibilidade da fraccdo ADF (P=0,0165), tendo o regime B:0,25
promovido um aumento de +36,0 % e +45,4 % do CUD aparente da fracgdo ADF e o regime B:0,50
um aumento de +45,8 % e +5,9, em relagdo ao grupo RC no periodo 1 e 2, respectivamente.

Analisando a interacgdo dos factores Regime e Periodo, verifica-se que esta foi influente no CUD
aparente das cinzas (P=0,0138) e nas fracgdes NDF e ADF (P<0,05).

Verifica-se também uma influéncia estatisticamente significativa (P<0,05) da interacgao do Regime

e do Periodo na digestibilidade da fraccao mineral do regime, bem como nas fracgdes NDF e ADF.
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Quadro 13 - Efeito da composi¢édo do regime e do periodo experimental na digestibilidade fecal aparente do regime.

el RC ™ RC B:0,25"” B:0,25" | B:0,50" B:0,50"
n=8 n=8 n=7 n=7 n=8 n=8 Regime ®  Periodo® Reg x Per® pp ¥
Periodo ? 1 2 1 2 1 2
Ingestdo (g/dia) 282 1120 257 1190 261 1022 0,2992 <0,0001 0,2055 466
CUDap

MS| 0,860 0,879 0,861 0,883 0,890 0,878 0,2205 0,1642 0,0919 0,024
Cinzas| 0,626° 0,648 0,669%° 0,698 0,733° 0,658 0,0558 0,5820 0,0138 0,066
PB| 0,795 0,848 0,788 0,873 0,822 0,854 0,3651 <0,0001 0,1082 0,043
NDF | 0,749° 0,668° 0,773 0,685° 0,816° 0,652° 0,4827 <0,0001 0,0400 0,079
ADF| 0,419° 0,269° 0,570° 0,391%° 0,611° 0,285° 0,0165 <0,0001 0,0451 0,167

"'RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Periodo 1: leitdes 25-29 dias de idade. Periodo 2: leitdes 46-50 dias de idade.

® Valores de P para os efeitos: Regime, Periodo e interaccdo Regime X Periodo.

“ DP - Desvio padrao.
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4.6. Balanco azotado

O Quadro 14 reune os valores referentes ao balango azotado. O regime fornecido teve um efeito
estatisticamente significativo na quantidade de azoto retida pelos leitdes (azoto retido diariamente
P=0,0285; azoto retido diariamente por kg de PV P=0,0504 e azoto retido diariamente por kg de peso
metabolico P=0,0287), mas ndo atingiu o limiar de significancia estatistica no efeito sobre a
quantidade de azoto ingerida, nem no CRN ou no CUPN (P=0,5115 e P=0,4276, respectivamente).
Contudo, verifica-se que, numericamente e em relagdo ao grupo RC, o regime B:0,25 conduziu a
maiores valores de ingestdo azotada e o regime B:0,50 a valores menores de azoto ingerido. Quanto
a retengao de azoto, e respectivamente em relagdo ao periodo 1 e 2, houve uma diminui¢ao de 13,0
% e um aumento de 24,3 % no grupo B:0,25 e uma diminui¢ao de 6,9 % e de 13,4 % no grupo B:0,50
no azoto retido por dia (P=0,0285), uma diminuigdo de 9,1 % e um aumento de 29,2 % no grupo
B:0,25 e uma diminuigédo, apenas no periodo 2, de 5,0 % no grupo B:0,50 na quantidade de azoto
retida diariamente por kg de PV (P=0,0504), e uma diminui¢do de 11,0 % e um aumento de 28,5 %
com 0,25 % de butirato na dieta e uma diminuigc&o de 3,3 % e de 7,0 % com a inclusédo de 0,50 % de
butirato na quantidade de azoto retido diariamente por kg de peso metabdlico (P=0,0287).

O factor Periodo teve uma influencia estatisticamente significativa (P<0,05) na ingestao e retengéo
de azoto pelos animais, bem como no CRN e CUPN, tendo conduzido a aumentos em todos eles.

E ainda possivel observar que a interacgdo entre os factores Regime e Periodo sé foi
significativamente influente na quantidade de azoto retida por dia (P=0,0130) e na quantidade de
azoto retido diariamente por kg de peso metabdlico (P=0,0320) tendo, do periodo 1 para o periodo 2

e em ambos 0s casos, o grupo B:0,25 registado o maior aumento e o grupo B:0,50 o menor.

No Quadro 15 s&o apresentados os resultados respeitantes a excregéo azotada. O Regime nao
demonstrou ter um efeito estatisticamente significativo quer na quantidade de azoto excretado nas
fezes, quer na quantidade de azoto excretada na urina (P>0,10).

O azoto excretado nas fezes e na urina foi significativamente afectado pelo Periodo, verificando-
se, do periodo 1 para o 2, um aumento na quantidade de azoto excretado diariamente.

A interaccao entre o Regime e o Periodo nao teve qualquer efeito significativo na excrecéao fecal e

urinaria de azoto (P>0,05).
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Quadro 14 - Efeito da composi¢ao do regime e do periodo experimental no balango azotado dos leitbes.

Reai RC ™ RC @ B:0,25" B:0,25" | B:0,50 " B:0,50 "
egime
n=8 n=8 n=7 n=7 n=8 n=8 Regime © Periodo®  Reg X Per ® DP (1)
Periodo ? 1 2 1 2 1 2
N ingerido
g/dia| 8,72 34,69 7,87 36,47 7,76 30,37 0,1349 <0,0001 0,1301 13,60
g/dia/kg 1,20 2,02 1,07 2,22 1,12 2,00 0,3205 <0,0001 0,2289 0,52
g/dia/kg®"® 1,96 4,10 1,75 4,47 1,82 3,93 0,1451 <0,0001 0,1618 1,22
N retido
g/dia| 4,072 20,30° 3,542 25,23° 3,79° 17,58° 0,0285 <0,0001 0,0130 9,43
g/dialkg| 0,55 1,20 0,50 1,55 0,55 1,14 0,0504 <0,0001 0,0628 0,45
g/diakg®”®| 0,912 2,42° 0,812 3,11° 0,882 2,25° 0,0287 <0,0001 0,0320 0,98
CRN 0,548 0,702 0,575 0,797 0,580 0,675 0,5115 0,0018 0,5150 0,17
CUPN 0,436 0,594 0,451 0,695 0,477 0,575 0,4276 0,0002 0,2982 0,15

"' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Periodo 1: leitdes 25-29 dias de idade. Periodo 2: leitdes 46-50 dias de idade.

® Valores de P para os efeitos: Regime, Periodo e interacgdo Regime x Periodo.

“ DP - Desvio Padrao.
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Quadro 15 - Efeito da composic¢ao do regime e do periodo experimental na excregédo azotada.

G IR IR Periodo1®  Periodo 2 ? Regime ®  periodo @ Reg X Per ®) pp ¥
n=38 n=7 n=8
N fezes
g/dia 3,49 3,16 2,93 1,58 4,81 0,3041 <0,0001 0,7485 1,90
g/dia/kg 0,27 0,26 0,24 0,22 0,29 0,3563 0,0004 0,6012 0,06
g/dia/kg.”"® 0,51 0,48 0,45 0,37 0,59 0,3262 <0,0001 0,7095 0,16
N urina
g/dia 6,03 4,59 5,45 2,72 8,00 0,5229 <0,0001 0,6081 4,12
g/dia/kg 0,46 0,38 0,47 0,38 0,49 0,4398 0,0734 0,5287 0,20
g/dia/kg.”"® 0,86 0,69 0,86 0,62 0,98 0,4792 0,0040 0,5598 0,42
N excretado total
g/dia 9,52 7,75 8,38 4,30 12,80 0,4079 <0,0001 0,5443 5,49
g/dia/kg 0,73 0,63 0,72 0,61 0,78 0,3973 0,0070 0,4048 0,22
g/dia/kg.”"® 1,37 1,17 1,31 0,99 1,57 0,4135 <0,0001 0,4662 0,49

"' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.

@ periodo 1: leitdes 25-29 dias de idade. Periodo 2: leitdes 46-50 dias de idade.

® valores de P para os efeitos: Regime, Periodo e interacgdo Regime x Periodo.

) DP - Desvio Padr3o.
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4.7. Actividade enzimatica microbiana

Os dados sobre a actividade enzimatica microbiana reportam-se a actividade da Xilanase,
Pectinase e Celulase de origem microbiana nos segmentos do ceco e do célon (Quadro 16).

Estatisticamente nao foi encontrada qualquer influencia significativa do teor de butirato incluido no
regime na actividade enzimatica para qualquer das enzimas analisadas (P>0,05). Porém,
numericamente detecta-se uma ligeira diminuicdo da actividade enzimatica quanto maior o teor de

butirato fornecido pelo regime, transversal as 3 enzimas e aos conteudos do ceco e do célon.

Quadro 16 - Efeito da composigdo do regime na actividade enzimatica microbiana

(mg/ml).
Rc B:0,25  B:0,50 " Redime @ )
- - _— egime DPR
Ceco
Xilanase|  219,0 220,6 154,7 0,2110 81,0
Pectinase| 2694 237,0 215,1 0,2639 64,6
Celulase 135,7 132,5 99,8 0,2343 437
Célon
Xilanase |  279,3 269,9 263,9 0,9439 91,1
Pectinase 335,9 283,2 279,9 0,3313 81,5
Celulase 163,0 149,8 152,1 0,8328 454
"' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de
butirato.

@ valores de P para o efeito do regime.

® DPR - Desvio padrao da residual.

4.8. AGV nos conteudos intestinais

ileo

Ao analisar os dados dos teores de AGV nos conteudos ileais (Quadro 17), verifica-se que o
regime fornecido influenciou significativamente a produgédo de acido acético (P=0,0003), propionico
(P<0,0001) e isobutirico (P=0,0011), mas ndo no caso dos restantes AGV analisados (P>0,05). Isto
conduziu a uma diminuigdo do teor de acido acético de 84,3 %, no caso do regime B:0,25, e 73,1 %,
no caso do caso do regime B:0,50; uma diminuigdo do teor de acido propionico de 85,6 %, no caso do
regime B:0,25, e 85,4 %, no caso do caso do regime B:0,50; e uma diminuicdo do teor de acido
isobutirico de 80,8 %, no caso do regime B:0,25, e 68,3 %, no caso do caso do regime B:0,50,
quando comparando com os teores encontrados no grupo RC. Assim, constata-se que o Regime

influenciou significativamente o teor total de AGV neste segmento do intestino (P<0,0001), levando o
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regime B:0,25 a uma reducédo de 84,5 % e o regime B:0,50 a uma reducdo de 76,8 %, em
comparag¢ao com o regime de controlo.

Porém, apesar da redugao significativa do teor em AGV neste segmento do TGI, as proporgdes
molares entre os diferentes AGV consideradas nao sofreram alteragdes estatisticamente significativas
(P>0,05).

Quadro 17 - Efeito da composi¢ao do regime nos AGV dos conteudos ileais.

Rc!” B:0,25"" B:0,50"" Regime DPR ?
AGV (mmol/l) @

C2 16,22° 2,55° 4,37° 0,0003 5,76
C3 4,92° 0,71° 0,72° <0,0001 1,05
C4 2,81 0,26 0,42 0,1605 2,77
IC4 1,20° 0,23° 0,38° 0,0011 0,46
C5 0,90 0,27 0,15 0,2888 0,96
Total 26,04° 4,03° 6,05° <0,0001 8,47

Proporcao molar
Cc2:C3 3,15 3,61 3,11 0,8859 2,11
c2:c4 1,86 1,59 0,34 0,4911 2,55
C3:C4 0,70 0,96 0,11 0,5454 1,47
(C2:C3+C4) 2,39 3,18 2,84 0,7955 2,27
(C2:total) 0,63 0,60 0,74 0,1300 0,14

' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ valores de P para efeito do regime. DPR: desvio padrao da residual.

®) C2: Acético, C3: Propidnico, C4: Butirico, IC4: Isobutirico, C5: Isovalérico.

Ceco

Os dados relativos ao efeito do butirato no teor de AGV nos conteudos do ceco (Quadro 18)
permitem constatar que o regime B:0,50 teve uma influéncia significativa no teor em acido butirico
(P=0,0052), isobutirico (P=0,0187) e no total dos AGV analisados (P=0,0145), e que a adi¢cdo de
butirato ao regime promoveu alteragdes significativas no teor em acido isovalérico (P=0,0018), tendo
também demonstrado uma tendéncia no teor em acido acético (P=0,0621) e propiénico (P=0,0553).
Assim, comparando com o grupo alimentado com o regime de controlo, o regime B:0,25 aumentou
significativamente o teor em acido isovalérico (+68,4 %); o regime B:0,50 aumentou significativamente
o teor em &acido butirico (+134,2 %), isobutirico (+43,3 %) e isovalérico (+132,4 %), bem como o total
de AGV (+56,3 %). Sendo o regime B:0,50 aquele que proporcionou as maiores diferengas, é
interessante verificar que, quando comparado com a média dos valores registados nos grupos RC e
B:0,25, levou a produgao de +94,9 % de acido butirico, +35,5 % de acido isobutirico e +44,5 % do
total de AGV.
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As proporgdes molares consideradas foram significativamente influenciadas pelo regime fornecido
aos animais (P<0,01), a excepgédo da proporgdo entre acido acético e propidnico (P=0,3302). A
proporgdo entre acido acético e butirico foi significativamente diferente nos trés regimes e, em
comparacao com o RC, foi 22,4 % inferior no grupo B:0,25 e 44,1 % inferior no grupo B:0,50. A
proporcao entre acido propionico e butirico foi significativamente diferente no regime B:0,50; levando
a uma redugéo de 49,4 % em relagdo ao regime B:0,25 e de 85,9 % em relagado ao RC. A proporgao
C2:(C3+C4) foi significativamente alterada pela adi¢do de butirato ao regime, tendo o regime B:0,25
provocado uma diminuicao de 13,6 % e o regime B:0,50 de 22,3 %, em comparagao com o grupo de
controlo. A proporgéo entre acido acético e o total de AGV analisados foi significativamente alterada,
verificando-se que o regime B:0,50 conduziu a uma redugédo em 10,7 % da mesma, quando
comparando com o RC. Verifica-se assim a utilizagdo de butirato na alimentacao dos leitdes provocou
uma reducao da produgao de acido acético.

Quadro 18 - Efeito da composi¢ao do regime nos AGV dos conteudos cecais.

Rc!" B:0,25" B:0,50"" Regime DPR ?
AGV (mmol/l) @
Cc2| 2986 31,51 41,00 0,0621 9,44
C3 10,44 12,43 14,52 0,0553 3,15
c4 7,612 10,682 17,82° 0,0052 5,62
IC4 2,612 2,912 3,74° 0,0187 4,88
C5 2,50° 4,21° 5,81° 0,0018 1,57
Total| 53,022 61,742 82,89° 0,0145 18,88
Proporgao molar
C2:C3 2,87 2,58 2,82 0,3302 0,38
C2:C4 4,292 3,33° 2,40° 0,0009 0,84
C3:C4 1,582 1,272 0,85 0,0023 0,36
(C2:C3+C4) 1,662 1,44° 1,29° 0,0024 0,19
(C2:Ctotal) 0,562 0,52%° 0,50° 0,0086 0,04

"'RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ valores de P para efeito do regime. DPR: desvio padrao da residual.

® Cc2: Acético, C3: Propionico, C4: Butirico, IC4: Isobutirico, C5: Isovalérico.

Codlon

Analisando os dados relativos ao efeito da adi¢cdo de butirato ao regime alimentar no teor em AGV
dos conteudos do codlon (Quadro 19) verifica-se que ndo houve alteragdes estatisticamente
significativas nos teores dos AGV determinados nem nas proporgdes entre eles (P>0,05). Porém
encontra-se uma tendéncia (P=0,0690) para a redugao do teor em acido propiénico nos conteudos

deste segmento do TGI com o aumento do teor de butirato na dieta.
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Quadro 19 - Efeito da composi¢do do regime nos AGV dos conteudos do célon.

Rc™ B:0,25" B:0,50" Regime DPR @
AGV (mmol/l) @

C2 7,03 6,34 5,59 0,1561 1,34
C3 2,36 2,06 1,74 0,0690 0,48
C4 4,36 3,65 3,49 0,2433 1,02
IC4 1,01 0,75 0,70 0,2680 0,38
C5 1,61 1,29 1,10 0,2390 0,57
Total 16,4 14,09 12,62 0,1412 3,50

Proporgao molar
C2:C3 3,04 3,13 3,18 0,7817 0,39
C2:.C4 1,67 1,83 1,62 0,4778 0,34
C3:C4 0,54 0,58 0,51 0,1991 0,08
(C2:C3+C4) 1,07 1,15 1,07 0,6444 0,18
(C2:Ctotal) 0,44 0,46 0,44 0,6985 0,05

' RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC + 0,25 % de butirato; B:0,50: RC + 0,50 % de butirato.
@ Valores de P para efeito do regime. DPR: desvio padrdo da residual.
®) c2: Acético, C3: Propionico, C4: Butirico, IC4: Isobutirico, C5: Isovalérico.
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5. Discussao

5.1. Parametros Zootécnicos

As diferengas entre regimes no PV final ndo foram significativas, no entanto os leitbes do RC
apresentaram um PV final numericamente maior (RC = 25,53 kg, B:0,25 = 24,96 kg e B:0,50 = 22,73
kg), o que ndo esta de acordo com Biagi et al. (2007), que num estudo com 48 leitdes (6,68 + 0,13 kg
PV) alojados em jaulas individuais durante 6 semanas, verificaram que os leitdes que receberam a
dieta contendo 4000 ppm de butirato de sédio mostraram um PV final numericamente melhor (28 kg
vs 26,8 kg) que os animais de controlo.

A adigao de butirato n&do teve qualquer efeito significativo na ingestdo ou no GMD, o que esta de
acordo com Tonel (2009) e também com Biagi et al. (2007), mas ndo com Weber e Kerr (2008), Galfi
e Bokori (1990), Piva et al. (2002) e Kotunia et al. (2004) (ver Quadro 2). Verifica-se no entanto uma
diminuicdo numérica na ingestéo (g/dia) quanto maior o teor de butirato na dieta, o que poderia levar
a pensar numa menor ingestdo de butirato. Porém tal ndo se verifica, ingerindo o grupo B:0,25
diariamente cerca de 2,04 g de butirato e o grupo B:0,50 quase o dobro (3,75 g de butirato). Verifica-
se ainda que quanto maior a inclusdo de butirato na dieta maior o IC, sendo o IC do regime B:0,50
significativamente maior que os restantes. Isto pode estar relacionado com o facto de o butirato poder
promover outros gastos energéticos, como por exemplo a estimulagdo do sistema imunitario, que irdo
diminuir a eficiéncia de utilizagdo alimentar (Demas et al., 1997, e Pérez-Bosque et al., 2004, citados
por Nofrarias et al., 2007). Esta menor eficiéncia alimentar com o uso de butirato foi também
constatada por Tonel (2009), Piva et al. (2002) e Galfi e Bokori (1990), e que, segundo os autores,
esta provavelmente relacionada com o facto de o butirato ter estimulado o consumo de alimento sem
uma utilizagdo dos nutrientes igualmente eficaz. J& Weber e Kerr, (2008) e Biagi et al. (2007) nao
detectaram qualquer efeito da adigéo butirato no IC geral (ver Quadro 2).

A ingestdo aumenta ao longo do ensaio mediante o aumento da capacidade do estdmago para
armazenagem de alimento e aumento das necessidades alimentares diarias do animal. Também o
facto de os leitdbes estarem sujeitos a um stress multifactorial ao desmame contribui para menores
ingestbes neste periodo, que vao sendo ultrapassadas a medida que o seu TGl e a microflora
presente neste se vao adaptando ao novo tipo de alimentagdo. O GMD aumentou ao longo do ensaio,
acompanhando o aumento da ingestdo e da adaptagdo dos animais aos regimes. Em relagdo ao IC
este diminuiu até meio do periodo experimental e aumentou nas ultimas duas semanas. Este modelo
de variagdo do IC e o menor GMD na ultima semana IC podem ser justificados pela menor ingestao
por kg PV nas ultimas duas semanas, causada pelo aumento da quantidade de alimento refugada
pelos animais, o que esta possivelmente relacionado com as jaulas individuais subdimensionandas
para suinos com mais de 20 kg PV. Também o facto de os animais aumentarem a sintese diaria de
gordura corporal com a idade, que é energeticamente mais custoso do que a deposicao proteica,
pode ter contribuido para os menores valores de GMD e piores de IC na parte final do periodo

experimental.
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Relativamente ao indice Fecal verificou-se que a influencia do Periodo foi mais significativa que o
Regime administrado, tendo as fezes uma aparéncia mais normal quanto mais préximo do final do
ensaio, o que se relaciona claramente com a adaptac&do do animal ao regime. A melhor adaptacéo da
mucosa do TGI e da actividade das enzimas enddgenas dos leitdes e da microflora bacteriana ao
regime fornecido promove a menor incidéncia de diarreias.

Em conclusao, as diferengas na quantidade e na composi¢ao do butirato fornecido aos leitdes nos
diferentes ensaios experimentais, bem como as diferengas na idade dos animais, podem justificar os

resultados contraditérios sobre o efeito deste acido organico sobre o crescimento dos leitdes.

5.2. pH Intestinal

O pH no estdmago mostrou uma tendéncia (P=0,0909) para ser mais acido quanto maior a
incluséo de butirato no regime, mas nos restantes segmentos do TGl analisados ndo se encontraram
diferengas significativas entre tratamentos. Também Tonel (2009) verificou que o pH dos conteudos
dos diferentes compartimentos nao foi significativamente afectado pelo regime alimentar, embora
numericamente o pH no estdbmago tenha sido mais acido nos regimes suplementados com diferentes
fontes de butirato que no regime de controlo. Segundo Bugaut (1987), citado por Manzanilla et al.
(2006), existem duas explicagdes para o facto: (1) a conversao do butirato para outras substancias ou
(2) a absorgéo do butirato na parte esofagica do estdmago, opinido também partilhada por Ichikawa
et al. (2002) citados por Tonel (2009), que defendem que, sendo o butirato de sédio um acido fraco e
ingerido em pequenas em doses, € parcialmente absorvido no estdbmago néo influenciando o pH no
restante TGI. De facto, o acido butirico tem um pK,=4,82, e segundo Partanen e Mroz (1999) a sua
absorgao é muito rapida em pH inferior ao seu pK, (pH do estdmago < 2,9 em todos os regimes), mas
permanece na sua forma dissociada e é fracamente absorvido a pH 5-6 (pH dos intestinos > 6 em
todos os regimes). Porém, o butirato utilizado € uma férmula quimica complexa (com sais de sddio,
célcio e potassio, e ainda acidos gordos alimentares), sendo necessario provar a sua absorgao
anterior a chegada aos intestinos.

Ja no ensaio desenvolvido por Biagi et al. (2007), o pH do estdbmago e do intestino delgado néo foi
afectado pelo tratamento, mas o pH cecal foi linearmente aumentado pelo butirato de saédio, facto

para o qual os autores n&o encontraram explicagao.

5.3. Actividade enzimatica microbiana e os AGV nos conteudos
intestinais

Foi detectada actividade enzimatica da Xilanase, Pectinase e Celulase no ceco e colon, sem
contudo haver diferengas estatisticamente significativas entre tratamentos. Tendo os animais sido
sacrificados com cerca de oito semanas de idade, € normal que ja tenham desenvolvido alguma
maturidade do TGI e estabilizado a microflora intestinal, o que Ihes permite a digestdo de nutrientes

de origem vegetal. Pelo contrario, Tonel (2009) verificou uma diminuicao significativa da actividade da
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celulase e da xilanase no ceco dos animais suplementados com butirato de sodio. Também Castillo et
al. (2006) verificaram que ao usar 3000 ppm de butirato de sodio em leitbes desmamados aos 18/22
dias (6,0+0,1 kg PV inicial) ndo foi detectada qualquer actividade de celulase ou xilanase mas
consideraveis actividades de amilase e amilopectinase, todavia sem diferenca entre dietas, o que,
segundo os autores, pode estar relacionada com uma adaptagdo insuficiente do microbiota a
complexa digestdo dos hidratos de carbono tais como a celulose ou a hemicelulose nos animais
jovens.

O teor de AGV no ileo foi inferior ao teor de AGV determinado no ceco e no cdlon, o que esta de
acordo com a bibliografia (Canibe et al., 2001). Isto justifica-se pelo facto de a populagdo microbiana
no ileo ser inferior e com composic¢ao dispar da populacdo microbiana que se encontra tanto no ceco
como no célon. Segundo Partanen e Mroz (1999), no estdmago e intestino delgado predominam os
Lactobacillus que produzem acido lactico como resultado da fermentagdo dos agucares. Assim, é de
esperar uma maior concentragédo de acido lactico em relagdo ao acético, propidnico e butirico no ileo.

A menor concentragdo de AGV no ileo com o uso de butirato pode justificar-se tanto por uma
menor produgdo como por melhor absor¢do. No entanto, a auséncia de efeitos na morfologia da
mucosa intestinal (Quadro12) ndo parece sugerir um aumento da capacidade de absorgdo, pelo que
sera mais provavel uma redugcdo na quantidade de AGV produzidos. Isto podera ser devido a um
transito digestivo mais rapido, o que ndo pode ser confirmado pelos resultados obtidos, ou por um
efeito do butirato na multiplicagdo dos microrganismos do ileo como, por exemplo, os Lactobacillus
em detrimento das bactérias produtoras de AGV. Isto poderia ser benéfico para a saude intestinal do
leitdo, uma vez que, segundo Ewing e Cole (1994), citados por Castillo et al. (2006), os Lactobacillus
séo reconhecidos como fazendo parte da microflora benéfica.

No ceco os resultados sugerem um aumento da produgdo de &cido butirico, isobutirico e
isovalérico com a utilizagcao de butirato. O aumento do teor de &cido butirico pode traduzir a chegada
deste acido fornecido pelo regime, sendo interessante constatar que a subida & maior no regime
B:0,50 quando os leitdes ingeriam por dia mais de 3,75 g de butirato. O aumento do teor de acido
isobutirico e isovalérico pode também traduzir uma maior degradacdo de compostos azotados no
ceco dos leitdes que receberam a dieta suplementada com butirato. E importante recordar que os
acidos acético, propionico e butirico formam-se por degradacao da fracgao fibrosa da dieta (Partanen
e Mroz, 1999), mas os acidos isobutirico e isovalérico formam-se por degradagdo de compostos
proteicos. A alteragao da proporgao molar dos AGV pode traduzir um efeito do butirato no equilibrio
da microflora cecal com reducdo das bactérias formadoras de acido acético.

A auséncia de efeitos significativos do butirato na concentragéo e proporgdo molar dos AGV ao
nivel do célon esta de acordo com uma actividade enzimatica microbiana que n&o variou entre os
regimes (Quadro 16). Esta consonancia sugere que o butirato parece ndo exercer qualquer efeito na
actividade microbiana do cdélon. O facto de diversos autores sugerirem que o butirato pode ser
absorvido nos compartimentos proximais do tubo digestivo (Bugaut, 1987, citado por Manzanilla et al.,
2006, Ichikawa et al., 2002, citados por Tonel, 2009, Biagi et al., 2007) podera justificar estes

resultados. Contudo, o butirato utilizado neste ensaio é uma férmula quimica complexa, envolvendo
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sais de sddio, célcio e potassio, protegidos por acidos gordos, sendo portanto necessario provar a
sua absorgao antes de entrar no célon para total esclarecimento desta questao.

Em outros estudos, como Manzanilla et al. (2006) e Tonel (2009), verificou-se que o tratamento
com butirato de sédio levou a uma menor produgdo de AGV devido a uma melhor eficiéncia alimentar

e consequente diminui¢gao da actividade fermentativa no intestino grosso.

5.4. Morfologia da mucosa intestinal

Segundo Galfi e Bokori (1990), Manzanilla et al. (2006) e Biagi et al. (2007) ndo se pode esperar
um efeito directo entre o butirato de sodio e o epitélio intestinal, visto nos seus estudos a
concentracdo de butirato ter aumentado no estémago dos animais do tratamento com butirato de
s6dio mas nao no restante TGI. Isto é explicado pelo facto de os acidos organicos indissociados
poderem atravessar facilmente membranas, dificiimente chegando ao intestino grosso se nao
estiverem protegidos.

Apés a anadlise dos dados obtidos neste estudo, verificou-se que a utilizagdo de butirato nao
conduziu a diferengas estatisticamente significativas na morfologia da mucosa intestinal em qualquer
dos segmentos analisados. Se analisarmos estes dados conjuntamente com a influéncia do butirato
no pH dos conteudos do TGI, é possivel especular que o butirato foi em grande parte
dissociado/absorvido no estdbmago, razdo pela qual ndo chegou ao restante TGl nem nele teve
efeitos. Isto esta de acordo com os estudos de Kotunia et al. (2004), Biagi et al. (2007) e Tonel
(2009), nos quais a avaliagao morfoldgica das vilosidades e criptas intestinais ndo revelou diferengas
significativas entre os tratamentos. Porém Galfi e Bokori (1990) e Manzanilla et al. (2006) obtiveram
efeito nas vilosidades do ileo e criptas do ceco, e efeito nas criptas do jejuno, respectivamente
(Quadro 3).

Segundo Biagi et al. (2007), a raz&do para a auséncia de maiores efeitos do butirato na morfologia
intestinal pode ser a rapida metabolizagdo do butirato antes de este atingir os intestinos e/ou o facto
de as amostras de mucosa intestinal serem colhidas no final do ensaio, cerca de 6 semanas apds o
desmame, logo em leitdes com um TGI quase totalmente desenvolvido. Isto porque, segundo Piva et
al. (2002), a eficacia do butirato € maior no periodo imediatamente apdés o desmame em virtude de a

estrutura da mucosa intestinal se encontrar comprometida.

5.5. Desenvolvimento do TGI dos leitoes

Os animais do grupo B:0,50 apresentaram um peso do estdbmago cheio e do intestino delgado
cheio (g/kg PV) significativamente superior aos do grupo de controlo. Sabendo também que o nivel de
ingestdo e o teor de MS nos intestinos foi numericamente menor quanto maior o teor de butirato na
dieta, isto pode indicar que o transito digestivo foi mais lento nos animais suplementados. Ou seja, o
tempo de permanéncia do digesta no TGI foi maior, aumentando assim a sensagao de saciedade dos

animais.

45



5. Discussao

A tendéncia para aumento de peso do intestino delgado vazio no caso dos leitdes que receberam
o regime suplementado com butirato pode indiciar um estimulo deste aditivo no desenvolvimento da
parede intestinal. Contudo a auséncia de efeito significativo do butirato na morfologia da mucosa
intestinal (Quadro 12) ndo permite confirmar esta hipotese.

De acordo com a literatura, Kotunia et al. (2004) verificaram que a adigao de 3000 ppm de butirato
de sddio ao leite fornecido a leitdes com 3 dias tendeu a estimular o crescimento da porgao distal do
intestino delgado, mas Tonel (2009) concluiu uma tendéncia para o decréscimo do peso dos
intestinos consecutivo a ingestdo de um regime com butirato de sédio por leitdes entre as 3 e 8
semanas de idade, porém em nenhum dos casos se atingiu o limiar de significancia estatistica
(Quadro 3).

Estes resultados contraditérios ndo permitem uma conclusao definitiva sobre o potencial efeito do

butirato no desenvolvimento do TGI.

5.6. Digestibilidade e Balanco Azotado

O regime utilizado nao influenciou de forma estatisticamente significativa a digestibilidade da MS,
0 que esta de acordo com os dados obtidos por Tonel (2009). No entanto Manzanilla et al. (2006)
concluiram que a adigéo butirato de sddio a dieta provocou uma menor digestibilidade da MS em todo
o TGI. O efeito do butirato apenas atingiu o limiar de significAncia estatistica na digestibilidade da
fraccao ADF, tendo o regime B:0,25 demonstrado uma melhor performance que o regime B:0,50.
Também a retengdo de azoto aumentou significativamente no regime B:0,25 e diminuiu no regime
B:0,50, sendo que este aumento resultou principalmente dos efeitos aditivos da maior ingestdo de
azoto e do aumento numérico dos valores de CRN e CUPN.

O CUD da fracgao mineral do alimento aumentou do periodo 1 para o periodo 2 excepto no grupo
B:0,50, no qual diminuiu. Relativamente a fracgéo fibrosa (NDF e ADF), verifica-se que no periodo 1
quanto maior o teor de butirato maior o CUD aparente, porém o CUD aparente diminui
significativamente no periodo 2 para todas as fracgdes fibrosas, sendo maior a diminuigdo quanto
maior o teor de butirato na dieta. Porém, apesar desta diminuicdo do CUD aparente da fracgéo
fiborosa do periodo 1 para o periodo 2, na verdade houve um aumento da quantidade de fibra
degradada no TGI (Quadro 20), explicado pelo facto de a ingestdo de alimento, e consequentemente
de fibra, ser superior no periodo 2 em relagdo ao periodo 1. Este aumento na quantidade de fibra
digerida justifica-se pela melhor adaptacdo do TGl dos leitdes e sua microflora a utilizagcdo de

nutrientes de origem vegetal.

Quadro 20 - Variagédo da quantidade digerida (g/dia) da frac¢ao fibrosa do alimento.

Regime RC® Rc® |B:0,25" B:0,25"|B:0,50" B:0,50"
Periodo ® 1 2 1 2 1 2
NDF digerida/dia 26,09 92,4 24,14  99,04| 24,45 76,5
ADF digerida/dia 2,95 7,53 419 13,31 3,84 7,02

") RC: Regime de Controlo; B:0,25: RC +0,25 % de butirato; B:0,50: RC +0,50 % de butirato.
@ Periodo 1: leitdes 25-29 dias de idade. Periodo 2: leitdes 46-50 dias de idade.
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A interacgédo entre o Regime e o Periodo foi estatisticamente significativa na digestibilidade da
fracgao fibrosa do alimento (NDF e ADF), encontrando-se a sua representagéo grafica na Figura 8 e
9, respectivamente. Através da sua observagido facilmente se constata que o regime B:0,50 é o
responsavel pela interacgdo, e que com o passar do tempo este foi 0 regime mais penalizante para a
digestibilidade da fibra. Este modelo de variagédo esta de acordo com a descida da digestibilidade do
ADF descrita para este regime. Podemos assim concluir que a ingestdo de um regime com 5000 ppm

de butirato parece ser penalizante para a utilizagdo digestiva da sua fracgao fibrosa.
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Figura 8 - Grafico que ilustra a interacgao entre o Periodo e o Regime fornecido sobre o
CUD da NDF.
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Figura 9 - Gréfico que ilustra a interacgéo entre o Periodo e o Regime fornecido sobre o
CUD da ADF.
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Através da observagédo da Figura 10 é possivel verificar que o efeito significativo da interacgéo
Regime x Periodo sobre a retengéo azotada é da responsabilidade do regime B:0,25 (menor valor de
retencéo azotada no periodo 1 e maior no periodo 2). Isto poder-se-a dever a efeitos aditivos de um
maior valor numérico de utilizagao digestiva de PB e também de retengédo azotada com este regime,
bem como a uma menor produgao de acido isobutirico no ileo e de acido isovalérico no ceco, o que
traduz uma menor degradacdo microbiana dos compostos azotados e uma consequente melhor
utilizacado da proteina da dieta. Verifica-se assim que a incorporagao de 2500 ppm de butirato na dieta

foi favoravel a retencao de azoto.

23
= 18
Zz
& --@--RC
(@] -——) e R*
g 13 »=--B:0,25
g —8— B:0,50
pd

8

3 )

1 2
Periodo

Figura 10 - Grafico que ilustra a interacg¢édo entre o Periodo e o Regime fornecido sobre

a retengao azotada.
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6. Conclusao

A molécula de butirato utilizada € uma forma complexa que para além de sais de sédio contem
sais de potassio e calcio protegidos por uma matrix de acidos gordos alimentares. Pretendia-se assim
criar uma forma protegida de sais de acido butirico que nao fosse totalmente absorvida nos
compartimentos proximais do TGI.

A adicao desta forma complexa de butirato a composi¢ao da dieta fornecida aos leitdes no periodo
do pos-desmame ndo produziu melhorias significativas nos parametros zootécnicos, na
digestibilidade e no balanco azotado, a excepgdo da melhoria na retencdo azotada com a utilizagao
de 2500 ppm de butirato. Por outro lado, a utilizagdo do butirato aumentou a produgcado de AGV no
ceco, mas a actividade das enzimas microbianas no ceco e no colon nao sofreu alteragdo. Nao foram
observadas alteragées na morfologia da parede intestinal.

Nao foram observadas alteragbes na morfologia da parede intestinal, no desenvolvimento do TGl
nem actividade enzimatica.

Os resultados obtidos neste estudo ndo permitem confirmar um efeito eficaz da utilizacdo de dois
teores de uma forma protegida de butirato na resolugdo dos problemas digestivos dos leitdes na fase

de pés-desmame.
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