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Resumo

Estudou-se o efeito da adicdo de Butirato de Sédio (BS) nos regimes alimentares de
coelhos em crescimento-engorda, assim como no periodo pés-desmame. Para tal,
realizaram-se dois ensaios, que permitiram determinar o efeito sobre os resultados
zootécnicos, a digestibilidade das dietas, a fermentacgao cecal, o desenvolvimento do tracto
digestivo e a morfologia intestinal. No Ensaio Zootécnico utilizaram-se 180 coelhos de 23
dias, que foram distribuidos por dois regimes, um sem (regime Controlo — CTR) e um com
BS. A dose adicionada de BS foi de 5g/kg durante as primeiras 2 semanas pés-desmame e
depois de 3g/kg. O segundo ensaio foi realizado simultaneamente, com 15x2 animais,
ingerindo os mesmos regimes, mas os coelhos foram abatidos ao fim de 2 semanas.

A adicdo de BS melhorou o indice de Converséo (2,30 CTR vs 2,23 BS) devido a
diminuicdo da ingestdo de alimento (P<0,015). Nao se observaram efeitos desta
suplementacdo nem na digestibilidade, na produgao de acidos gordos volateis, registando-
se um aumento na actividade da pectinase no conteudo cecal. Verificou-se um aumento
significativo da profundidade das criptas no duodeno, jejuno e ileo e da relagdo altura das
vilosidades/profundidade das criptas nos dois ultimos segmentos do intestino delgado foi

significativamente inferior com o regime BS.

Palavras Chave: coelho, butirato de sédio, morfologia intestinal, resultados zootécnicos,

fermentacao cecal.



Abstract

We studied the effect of the addition of sodium butyrate (SB) in diets of growing-
fattening rabbits, as well as in the post-weaning period. To this end, there were two trials,
which allowed us to determine the effect on the zootechnical performances, the digestibility
of diets, cecal fermentation, the development of the digestive tract and intestinal morphology.
In Zootechnics Trial were used 180 rabbits with 23 days, which were allocated to two diets,
one without (Control diet - CTR) and one with SB. The dose of SB added was 5 g/kg during
the first 2 weeks after weaning and then changed to 3g/kg. The second test was conducted
simultaneously with 15x2 animals, eating the same schemes, but the rabbits were
slaughtered after 2 weeks.

The addition of SB improved conversion rate (2.30 CTR vs. 2.23 BS) due to
decreased food intake (P <0.015). There were no effects of supplementation on digestibility,
or in the production of volatile fatty acids, registering an increase in the activity of pectinase
in the cecal contents. There was a significant increase in crypt depth in duodenum, jejunum
and ileum and the ratio of villous height / crypt depth in the last two segments of the small

intestine was significantly lower in the BS diet.

Keywords: rabbit, sodium butyrate, intestinal morphology, zootechnical results, cecal
fermentation.



Extended Abstract

The period after weaning is very important because it is especially in this time of
growth that the digestive diseases occurre in the animal (Scapinello et al., 2001; Briens et al.,
2005; Struklec and Maertens, 2006). To prevent this happening for decades were used
antibiotics, but the emergence of multi-resistant bacteria has led to their total banishment in
the EU in January of 2006 (Aarestrup, 2002; Casewell et al., 2003). As a result, there was a
greater interest in the development of potential alternatives that could be used as substitutes
for antibiotic growth promoters (AGP), including, organic acids that appear to be one of the
most promising, which has been given greater attention, because of the positive results
already obtained (Partanen and Mroz, 1999; @verland et al., 2007; Viola et al., 2007). The
butyric acid or butyrate has been studied to a lesser extent although it is an important
nutrient and trophic factor of the intestinal epithelium (Partanen and Mroz, 1990; Knudsen et
al., 2003).

To better understand its effect we studied the addition of sodium butyrate (SB) on
growth and fattening of rabbits, as well as in the post-weaning. To this end, there were two
trials which allowed us to determine the effect on the zootechnical performances, the
digestibility of the diets, cecal fermentation, the development of the digestive tract and
intestinal morphology. In Zootechnics Trial were used 180 rabbits from 23 days to 63 days,
which were allocated to two diets, one without (Control Diet - CTR) and one with SB. The
dose of SB was added to 5 g/kg during the first 2 weeks after weaning and after 3g/kg. The
second trial was conducted simultaneously with 15x2 animals, eating the same diets, but
where the rabbits were killed after 2 weeks.

In the first two weeks average daily gain (ADG) (40.1 vs. 37.0 g / d) and feed intake
(F1) (63.9 vs. 57.2g / d) were significantly higher with the CTR diet than with the BS diet,
although the conversion rate (CR) was lower in the second diet. For the whole period, no
significant differences were obtain in ADG (44.0 vs. 44.8 g / d) between the two regimes and
the CR was significantly more favorable with BS (2.30 CTR vs. 2.23 BS) due to higher daily
weight increase observed in animals feed with SB diet during the last weeks of testing and a
decrease in food intake (P <0.015). In Trial of Post-weaning growth, although the recorded
results in CTR animals were higher than in the BS (P=NS) diet there was a better CR, as in
the Zootechnics Trial (1.53 CTR vs. 1.51 BS).

There were no effects of supplementation on digestibility of nutrients, or in the
production of volatile fatty acids, registering an increase in the activity of Pectinase (64.4
CTR vs. 75.9 BS). There was also a decrease in liver weight (65.7 g CTR vs. 53.5 g BS), but



there were no significant differences in the pH of stomach and cecum contents. In the
intestinal mucosa there was a significant increase in crypt depth (87.2 ym, 91.6 um, 87.9 ym
in the diet CTR vs. 113.1 ym, 130.1 uym, 112.8 um in the BS diet, in the duodenum, jejunum
and ileum, respectively) and the ratio of villous height / crypt depth was significantly lower (P
<0.05) with the BS diet in the last two segments of the small intestine. We also observed the
presence of coccidia in the small intestine being significant in the ileum (1.64 CTR vs. 7.12
BS).

Keywords: rabbit, sodium butyrate, intestinal morphology, zootechnical results, cecal
fermentation.
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I. Introducao e Objectivos

A producdo animal tem-se vindo a adaptar as crescentes exigéncias e técnicas de
um sector agro-industrial extremamente competitivo e a um mercado consumidor cada vez
mais rigoroso com a qualidade dos produtos. Neste sentido, € cada vez mais intensa a
preocupacado com as condi¢cdes sob as quais os animais sao criados € nomeadamente nas
implicagdes que isso pode acarretar para a qualidade do produto final (Michelan et al.,
2002).

A cunicultura € um ramo da produgao animal que para ser uma actividade rentavel
necessita que seja reduzido o custo de alimentagdo e diminuida a mortalidade,
especialmente nos coelhos até aos 50 dias de idade (Gippert et al., 1996; Srikanova e
Marounek, 2002). Estes dois factores estao interligados, pois um dos principais problemas
na producao desta espécie € a sua nutricao, isto &, fornecer nutrientes de forma a obter um
crescimento 6ptimo, mas ao mesmo tempo evitar as desordens digestivas provocadas por
um fornecimento inadequado de nutrientes. Assim, o ideal sera obter uma relagao 6ptima
entre a concentragdo energética e o nivel de fibra, que sao os factores que mais afectam a
alimentacdo destes animais, pois normalmente, alimentos compostos com elevadas
concentragdes energéticas possuem baixos niveis de fibra o que pode ser prejudicial (De
Blas et al., 1986; Gidenne, 1997). A ocorréncia de doengas digestivas, devido aos factores
em cima referidos, principalmente logo apdés o desmame, é a maior causa de perdas
econdmicas numa exploracdo comercial desta espécie. Actualmente, a gravidade do
problema é demonstrada pela existéncia de uma taxa de mortalidade que pode ultrapassar
18-20% (Scapinello et al., 2001; Briens et al., 2005; Maertens e Struklec, 2006).

Ha quase meio século, desde a descoberta e desenvolvimento dos primeiros
antibioticos, que estes tém vindo a ser utilizados na alimentagdo animal de forma a
promover uma melhor eficacia no crescimento (Jukes, 1977; Khachatourians, 1998). A
utilizacdo destas substancias permitiu uma producdo mais rentavel em suinos, pois
verificou-se uma melhoria do indice de conversao e do ganho médio diario que variou entre
2,5% - 7,0% e entre 3,3% - 8,8% respectivamente (Viaene e Verbeke, 1999). Apesar da
melhoria de resultados, em 1986, apds se verificar um aumento no aparecimento de
bactérias gram-positivas multi-resistentes, a Suécia baniu o uso de antibidticos promotores
de crescimento; seguindo-se a Dinamarca que proibiu 0 uso da avoparcina e da
virginiamicina em 1995 e 1998, respectivamente; em 1997 a UE proibiu 0 uso dos primeiros

antibioticos promotores de crescimento (virginiamicina, espiramicina, fosfato de tilosina e



bacitracina de zinco). Por tras desta bani¢ao esteve, tal com ja foi referido anteriormente, a
preocupagado nao soO politica seguindo as exigéncias do consumidor mas também da
comunidade cientifica, que esta resisténcia que se verificava nos animais se pudesse
propagar para o ser humano prejudicando a saude do mesmo. (NRC, 1980; Doyle, 2001;
Aarestrup, 2002; Casewell et al., 2003).

Como tal, em Janeiro de 2006 a Unido Europeia proibiu o uso de qualquer
antibiético como promotor de crescimento em alimentos para animais destinados ao
consumo humano (CE, 2003; Qverland et al., 2007; Qverland et al., 2008).

Esta proibicdo tem colocado um grande desafio aos produtores de carne de coelho,
devido ao peculiar e complexo processo digestivo destes animais (como a pratica de
cecotrofia e a fermentagdo microbiana), pois esta espécie é susceptivel a desequilibrios
digestivos. Estes podem causar diarreias que estdo, temporalmente relacionadas com o
periodo apds o desmame, sendo essa a maior causa da sua mortalidade (Srikanova e
Marounek, 2002; Eiben et al., 2008).

Apés a proibicdo do uso de antibidticos promotores de crescimento (AGP) como
forma de controlo das infecgbes entéricas surgiu uma pressdo cada vez maior de encontrar
substancias alternativas aos antibidéticos promotores de crescimento, substancias essas que
permitam obter resultados semelhantes aos dos antibidticos, que ndo criem resisténcias e
que se adequem a producdo cunicola dos dias de hoje (Knarreborg et al., 2002; Srikanova e
Marounek, 2002; Diebold e Eidelsburger, 2006; Eiben et al., 2008). Entre as alternativas
estudadas, os acidos organicos surgem como uma das mais promissoras, a qual tem sido
dada maior atencao, por ja se terem obtido resultados positivos (Partanen e Mroz, 1999;
@verland et al., 2007; Viola et al., 2007). Contudo, a maioria da informacgao disponivel sobre
acidificantes na alimentacao animal esta focada em suinos (Giesting e Easter, 1985;
Radecki et al., 1988; Ravindraw e Kornegay, 1993) e aves, sendo a informacao relativa a

coelhos muito escassa (Hullar et al., 1996; Carraro et al., 2005; Falcao-e-Cunha et al., 2007).

De forma a tornar mais completa a informacao disponivel sobre a utilizacdo de
acidos organicos, este trabalho teve como objectivo estudar o efeito que a adigdo na dieta
de Butirato de Sédio (BS) provoca no desempenho zootécnico, na mucosa intestinal € na

actividade fermentativa de coelhos em crescimento-engorda.



Il. Revisao Bibliografica

1. O Coelho

Os coelhos sdo mamiferos da ordem dos lagomorfos da familia dos leporideos, em
que os geéneros mais representativos sdo o Oryctolagus e o Sylvilagus, sendo a espécie
mais comum a Oryctolagus cuniculus, ou coelho-europeu. Ao longo dos séculos, devido ao
pequeno porte e grande capacidade de reprodugdo desta espécie foram, inicialmente,
criados em pequena escala para consumo proprio enquanto actualmente o fazem em
producao intensiva. Este aumento da producao levou a ocorréncia de uma seleccdo dos
animais, tendo como alvo a criagao e estabilizagdo das cores do coelho, surgindo assim os
primeiros animais denominados “hibridos”, que sdo o cruzamento entre racas ou estirpes,

todas pertencentes a espécie Oryctolagus cuniculus (Lebas, 2007).

1.1 Particularidades da Produgao Cunicola
A produgao de coelhos € um importante ramo da produgédo animal que se encontra
disperso por todo o mundo, tendo sido principalmente desenvolvido na orla mediterranica e
nos paises da América Latina. A carne de coelho é de elevada seguranga e qualidade, no
entanto, a susceptibilidade dos laparos a doengas infecciosas e de alta mortalidade,
prejudica o desenvolvimento da producdo cunicola e pode levar a perdas economicas

significativas (Srikanova e Marounek, 2002; Kermauner et al., 1996).

Os coelhos em produgédo intensiva sdao mais vulneraveis a perturbagdes digestivas,
podendo estar relacionado com diversos factores, como por exemplo, com a maturagao dos
processos digestivos, as mudangas de habitos alimentares, o aumento do consumo de
alimentos solidos, as caracteristicas nutricionais das racdes e as disbioses microbianas no
ceco (Laplace, 1978; Kermauner et al., 1996; Gidenne, 1997). Perante tais condigbes,
podem desenvolver-se fermentagdes microbianas irregulares, assim como, a proliferacédo de
microrganismos potencialmente patogénicos, podendo dar origem a desordens digestivas
(Kermauner et al., 1996). Durante décadas, foram utilizados os AGP como forma de evitar
tais perdas, no entanto, a preocupagdo com a saude humana tornou necessaria a procura
de novos aditivos alimentares para substitui-los. Assim, surgiu entdo o interesse no
desenvolvimento e utilizacdo dos probidticos, dos acidos orgéanicos, dos prébioticos, das

enzimas e de outras substancias. Estas actuam, de modo a controlar a proliferacdo de
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microrganismos patogénicos, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos desejaveis
e/ou actuando sobre o pH do tracto digestivo. A adicao destas substéncias vai assim,
diminuir os disturbios gastrointestinais e melhorar o aproveitamento dos nutrientes e
desempenho dos animais (De Blas, 1984; Fuller, 1989; Kermauner e Strucklec, 1996).

Estudos tém sido efectuados sobre os efeitos da utilizacdo de acidos organicos ou
dos seus sais, na saude e desempenho produtivo, levando a sua incorporagao nas dietas da
producao intensiva de coelhos (Zi Lin et al., 1996; Hullar et al., 1996; Scapinello et al., 2001;
Abecia et al., 2005).

Considerando que a acgao destas substancias se realiza essencialmente ao nivel do
aparelho digestivo torna-se pertinente conhecer as principais caracteristicas do seu tracto

gastrointestinal.

1.2 Particularidades do tracto gastrointestinal do coelho

O coelho é um animal monogastrico, herbivoro que estd adaptado ao consumo de
alimentos fibrosos, devido a presenca de microrganismos no seu tracto digestivo e pela
pratica de cecotrofia (Falcdo e Cunha, 2000; Pinheiro e Mourao, 2006).

Assim, anatomicamente, os coelhos apresentam um aparelho digestivo caracterizado
por um estdbmago glandular simples, um tracto intestinal longo e um ceco muito
desenvolvido. O ceco no coelho é funcional e é responsavel por promover a proliferacdo
microbiana pelo processo de formacao das fezes duras, o que permite o retrocesso das
particulas mais pequenas ao ceco onde vao sofrer uma fermentagdo adicional (Falcdo e
Cunha, 2000; Amorim et al., 2002).

O aparelho digestivo do coelho (Figura 1) reflecte a sua alimentagéo natural (Falcao
e Cunha, 2000), desenvolvendo-se rapidamente. Quando os animais atingem 2,5 kg ou
cerca de 60 a 70% do peso em adultos, o tubo digestivo possui o seu tamanho final que

varia entre 4,5 a 5 metros (Lebas et al., 1996).
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Figura 1. Representacdo esquematica do sistema digestivo do coelho — valores

numeéricos para um coelho de 2,4 kg (Falcdo e Cunha, 2000, adaptado de Lebas, 1978).

O tubo digestivo inicia-se na boca, seguindo-se um curto eséfago que precede um
estdbmago simples e volumoso que armazena cerca de 90 a 100 g de uma mistura pouco
pastosa de alimentos (Lebas et al., 1996), onde o pH pode variar entre 1 e 5, predominando
os valores entre 1 e 2, dependendo este do local de determinagdo, da presenca ou nao de
cecotrofos, do tempo decorrido apds a ingestdo de alimento e da idade do animal (Pinheiro
e Mourdo, 2006). O estdbmago, com excepcgdo das cardias, apresenta uma musculatura
pouco desenvolvida, pelo que os seus movimentos sdo bastante limitados. No entanto, ha
uma secrec¢ao continua de acido cloridrico (HCI) e pepsinogénio que vao facilitar a digestao

dos alimentos (Pinheiro e Mouréo, 2006).

Ao estdbmago segue-se o intestino delgado que tem aproximadamente 3 m de
comprimento e 0,8 a 1 cm de didmetro. Este 6rgdo € composto por trés segmentos, o
duodeno, o jejuno e o ileo, tendo o seu contetido um pH préximo da neutralidade. E também
aqui o local terminal de digestdo dos alimentos, absor¢do de nutrientes e secregéo
enddcrina sendo essa a razéo pela qual o seu conteudo € liquido e as suas paredes séo
finas e muito vascularizadas. O intestino delgado termina no Ceco (Pinheiro e Mourao, 2006;
Junqueira e Carneiro, 2004). O figado e o pancreas sdo as duas principais glandulas

secretoras para o intestino delgado (Lebas et al., 1996).



O ceco é um compartimento que tem em média 40 a 45 cm de comprimento e um
diametro de 3 a 4 cm, assemelhando-se a uma bolsa que se ramifica para o exterior entre o
intestino delgado e o colon (Lebas et al., 1996). Tem um papel chave na fisiologia digestiva,
pois além de ser o principal local de fermentagdo, representa 40% do tracto digestivo
(Parker, 1976; Marty e Vernay, 1984). Este recebe os residuos alimentares e os produtos
endogenos de excregado que nao foram digeridos no intestino delgado e sdo ai fermentados
dando origem aos acidos gordos volateis (AGV) e a sintese de materiais microbianos, como
as proteinas e as vitaminas do complexo B (Pinheiro e Mourao, 2006).

O pH do conteudo cecal, pode assim ajudar a caracterizar esta fermentagéo, dado
que reflecte a produgdo dos AGV. O seu valor depende da idade dos animais e varia,
normalmente, entre 5,5 e 6,5. Em coelhos adultos a produgdo de AGV assume alguma
importancia, uma vez que, a absorgao destes pode representar 30% do metabolismo basal
(Parker, 1976; Marty e Vernay, 1984). Assim, a populagdo microbiana no ceco dos coelhos
contribui como uma importante extensédo do tracto digestivo e da utilizagdo de nutrientes
(Abecia et al., 2005).

No intestino grosso, o 6rgdo que se segue ao ceco, o colon tem aproximadamente
1,5 m e divide-se em duas partes o célon proximal e o cdélon distal. O primeiro tem cerca de
35 a 50 cm, apresenta dobras e é onde ocorre a produ¢ao de muco. O segundo € liso, com
cerca de 80 a 100 cm de comprimento e é responsavel por grande parte de absor¢do de
agua e minerais (Lebas et al., 1996; Pinheiro e Mourao, 2006). Mais a frente, no capitulo 2.6
serao abordados os efeitos provocados no aparelho digestivo dos animais pela adigao de

acidos organicos.

1.3 Morfologia do Intestino Delgado
O intestino delgado tem um importante papel na defesa contra agressdes antigénicas
em coelhos jovens (Gallois et al., 2005). Além disso, para que as dietas sejam devidamente
digeridas e absorvidas a mucosa intestinal deve apresentar caracteristicas estruturais e
morfofisiolégicas adequadas (Maiorka, 2006), por isso se torna fundamental conhecer e
estudar os efeitos que o regime alimentar e/ou alguns dos seus componentes podem

exercer na sua morfologia.

A mucosa do intestino delgado apresenta varias estruturas que aumentam a sua
superficie de absor¢do denominadas vilosidades intestinais ou vilos, que se podem observar

nas Figuras 2 e 3. Estas s&o projeccdes alongadas da mucosa (epitélio e lamina propria) em
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direccao ao lumen do intestino delgado com cerca de 0,5 — 1,5 mm de comprimento. No
duodeno possuem a forma de folhas, assumindo gradualmente a forma de dedos a medida
que se aproximam do ileo. Entre os vilos existem pequenas aberturas tubulares simples
denominadas glandulas intestinais (também chamadas de criptas), ou glandulas de

Lieberkiihn (Junqueira e Carneiro, 2004).

E nestas aberturas tubulares que ocorre a actividade mitética das células estaminais,

migrando depois os enterdcitos deste local até ao apice da vilosidade, onde ocorre a

apoptose destas células, este é o processo de maturacao dos enterécitos que constituem as
vilosidades (Claus et al., 2007; Maiorka, 2006).

Legenda da Figura 2:

1: Camada Muscular;

2: Camada Sub-Mucosa;

3: Glandulas Intestinais (Criptas)
ou Glandulas de Lieberklhn;

4: Vilosidade Intestinal (Vilo).

Figura 2. Corte histoldgico do jejuno (objectiva de 4x) que permite a observagéo das
diferentes camadas presentes no intestino delgado, utilizagdo do microscépio Olympus BX
511.



Legenda da Figura 3:

: Vilosidade Intestinal (Vilo);
: Lamina Prépria;

: Enterdcitos;

: Célula Caliciforme;

: Glandula Intestinal (Cripta);

: Sub-Mucosa;

N OO O A WODN =

: Muscular da mucosa.

Figura 3. Corte histolégico duodeno (objectiva de 10x) que permite a observagao da

composigao das vilosidades intestinais, utilizagcdo do microscépio Olympus BX 511.

Existem ainda as células caliciformes (Figura 3) que sédo as células responsaveis
pela producdo de glicoproteinas acidas do tipo mucina, glicoproteinas estas que séo
hidratadas e formam liga¢des entre si para originar o muco, cuja fungéo principal é proteger
e lubrificar o revestimento do intestino (Junqueira e Carneiro, 2004).

A preencher o centro das vilosidades intestinais temos a lamina propria (Figura 3).
Esta é composta por tecido conjuntivo laxo com vasos sanguineos e linfaticos, fibras
nervosas e fibras musculares lisas. Estas ultimas encontram-se dispostas verticalmente
entre a muscular da mucosa e a ponta das vilosidades, sendo responsaveis pelos
movimentos ritmicos destas, que constitui uma acg¢do importante para a absor¢ao dos
nutrientes. A camada muscular da mucosa nao apresenta qualquer peculiaridade neste
6rgdo, mas é bem desenvolvida e é composta de uma camada circular interna e outra

longitudinal externa (Junqueira e Carneiro, 2004).

Assim os efeitos que a adicdo de acidos organicos podera provocar no intestino
delgado sdo muito importantes, pois vao influenciar a absor¢do de nutrientes e,

consequentemente, o crescimento dos animais. Este tema é abordado no capitulo 2.5.



1.4 Flora microbiana no tracto digestivo

A microflora do tubo digestivo do coelho varia ao longo da tracto gastrointestinal e a
sua composi¢ao evolui com a idade do animal (Pinheiro e Mourao, 2006).

Em 1965, Smith descobriu que os laparos em aleitamento sdo os unicos, de entre
nove espécies animais estudadas (vitelos, laparos, ratos, pintos, porquinhos-da-india,
leitdes, borregos, cachorros e gatinhos), que apresentam um conteudo estomacal e do
intestino delgado praticamente estéril e onde a implantagcdo bacteriana, ao contrario das
outras espécies, € lenta e irregular, comegando na parte distal do tubo digestivo (Pinheiro e
Mourdo, 2006). Assim, a colonizacdo do tracto gastrointestinal s6 atinge valores
consideraveis (10 a 10" (Pinheiro e Mourdo, 2006)) apds os 16 dias de idade, altura em
que os animais iniciam a coprofagia (Smith, 1965).

Em coelhos jovens, o pH gastrico é elevado (aproximadamente 5; Aboul-Ela et al.,
2000), no entanto, a infeccdo pela E. coli € normalmente reduzida (Lin et al., 1996). Dai,
Canas-Rodriguez e Smith (1966) e Skrivanova e Marounek, (2007) sugerirem que o0s
laparos recebem através do leite materno compostos antimicrobianos ai existentes como
lipidos antimicrobianos, imunoglobinas, oligossacaridos e lactoferrina. Os mais importantes
os acidos gordos saturados de cadeia média da gordura do leite, identificados como os
acidos caprilico e caprico, que sao acidos gordos saturados de 8 e 10 carbonos,
respectivamente.

Por volta das 4 semanas de idade, que coincide com a passagem de uma
alimentagido lactea para uma alimentacdo soélida, da-se um desenvolvimento da flora
celulolitica, mantendo-se a flora anaerdbia total a um nivel elevado e estavel (Pinheiro e
Mourdo, 2006). No animal adulto, o nimero de bactérias varia entre 10° e 3,9 x 10 "' por
grama de conteudo cecal (Gouet e Fonty, 1973; Emaldi et al., 1979) e a flora bacteriana é
caracterizada pela predominancia de espécies anaerdbias estritas, ndo esporuladas
(bacterdides) e pela auséncia de lactobacilos e de protozoarios (Gouet e Fonty, 1973).

A implantagdo da flora intestinal pode ser influenciada pela alimentacdo. Exemplo
disso, € a comparagao entre a alimentagcdo exclusivamente lactea e a tradicional (leite +
alimento soélido), em que a primeira provoca a auséncia de flora celulolitica, mas nao afecta
a flora amilolitica, embora aumente o pH gastrico e cecal. Este feito vai reduzir as
quantidades de acido acético e de acido butirico produzido e aumentar a proporgao de acido
propiodnico no conteudo, o que se traduz num atraso da capacidade digestiva. Além disso,
quando os animais comeg¢am a ingerir alimentos sdlidos, o aumento do teor de fibra da dieta
pode estimular o desenvolvimento de uma flora predominantemente celulolitica (Pinheiro e
Mouréo, 2006).



No tracto digestivo € normal existirem ainda as bactérias coliformes. Em coelhos
saudaveis estas existem em contagem baixa (102-10* por g de conteudo intestinal), mas em
animais jovens, especialmente apdés o desmame estas provocam problemas digestivos que
levam a uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade e consequentemente a importantes
perdas econdmicas por parte dos produtores (Cortez et al., 1992; Licois, 2004). Um dos
efeitos mais importantes dos acidos organicos da-se a nivel do pH que vai afectar a flora

microbiana, esse assunto sera abordado no capitulo 2.3.

1.5 Actividade Enzimatica Microbiana

As condi¢gdes ambientais do ceco (pH, tempo de permanéncia do digesta, humidade
e temperatura) sdo propicias para a sobrevivéncia e proliferagdo de microrganismos,
capazes de produzirem enzimas responsaveis pela degradacido de alguns constituintes da
parede celular vegetal (Pinheiro e Mourao, 2006).

Ao classificarem as bactérias de acordo com a actividade fibrolitica, Boulahrouf et al.
(1991), observaram que nos animais adultos as bactérias xilanoliticas e pectinoliticas eram
as numericamente dominantes, existindo entre 10° e 10" por grama de contetido cecal
fresco e que as bactérias celuloliticas apenas atingiam um numero da ordem das 10’ por
grama. Além disso, a presenga de enzimas de origem microbiana, entre outras, ao longo do
tracto digestivo é o resultado da reingestdo do conteudo cecal e explicam a digestibilidade
parcial de alguns componentes da fibra antes da entrada no compartimento fermentativo
(Gidenne, 1992). Na realidade, Marounek et al. (1995) verificaram a presenga de pectinases
no estbmago e de celulases, xilanases, pectinases, inulinases e ureases no intestino
delgado, este facto comprovando que a reingestdo do conteldo cecal através da cecotrofia,
vai permitir uma melhor digestdo dos polissacaridos ndo amilacios e de outros constituintes
das plantas, pois vai haver uma melhor acgédo destas enzimas. No estdbmago, a actividade
pectinolitica podera ocorrer com uma intensidade semelhante a observada no célon e cerca
de metade da que é observada no ceco. Os efeitos desta actividade pectinolitica no
estdbmago e, também no intestino delgado poderéo traduzir-se por uma digestibilidade pré-
cecal de 50% das pectinas da dieta. Todavia, a actividade destas enzimas podera ser
limitada pela acidez gastrica (Pinheiro e Mourao, 2006).

E importante ainda referir que a acgéo destas enzimas é influenciada pela idade do
animal. Estudos efectuados por Pinheiro et al. (2001), em animais com diferentes idades (6,
10 e 24 semanas) mostraram que animais mais velhos tém uma maior produgado de enzimas

microbianas, nomeadamente, de pectinases e xilanases, cerca de 80 e 50% superior. No
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entanto, a celulase parece nao ser afectada, uma vez que manteve a mesma producao,

independentemente da idade do animal.

1.6 Fermentacgéao Cecal

A hidrélise dos compostos organicos pelos microrganismos e posterior fermentacao
pode seguir diferentes vias metabdlicas, em funcdo da natureza do substrato, podendo
também produzir diferentes produtos finais.

Da fermentacdo cecal surgem como produtos finais os AGV, o amoniaco (NH3),
aminoacidos e gases como o metano (CH4), o didxido de carbono (CO2) e o hidrogénio (H2)
(Pinheiro e Mourao, 2006; Gidenne, 1997).

A producgdo dos AGV cecais dos coelhos tem uma proporcao especifica, podendo
variar o numero presente no conteldo entre valores muito afastados (entre 30 e 110
mmol/L), considerando-se 80 mmol/L como valor médio. Esta variabilidade de valores, tanto
no valor total de AGV produzidos quer na sua proporcéo, deve-se a quantidade e tipo de
fibra que constitui a dieta. O acetato é o acido mais produzido (C2 = 60 a 80 mmol/100 mol),
seguido pelo butirato (C4 = 8 a 20mmol/100 mol) e depois pelo propionato (C3 = 3 a 10
mmol/100mol) (Gidenne, 1997; Falcdo e Cunha, 2000; Pinheiro e Mourdo, 2006). As
proporcdes molares destes AGV no conteudo cecal variam, normalmente entre 63 e 84%
para o acido acético, entre 4 e 13% para o acido propiénico e entre 5 e 29% para o acido
butirico (Pinheiro e Mourao, 2006).

Uma elevada parte dos AGV produzidos pelos microrganismos e absorvidos pela
mucosa do ceco e do célon, cerca de 95 a 99%, contribuem para a cobertura de 10 a 50%
das necessidades energéticas das paredes do tubo digestivo, podendo também ser
metabolizados no figado e noutros tecidos. Chegam mesmo a representar no coelho adulto
cerca de 30% do metabolismo basal (Parker, 1976; Marty e Vernay, 1984; Pinheiro e
Mourao, 2006).

Tanto em animais em crescimento como em animais adultos, o teor dos AGV no
ceco sofre variagdes ciclicas de acordo com o tipo de fezes em formacao, atingindo os
valores mais baixos durante e logo apds a formacdo das fezes moles e os valores mais
elevados imediatamente antes do inicio da producdo de cecotrofos. De acordo com a
variagao da acidez volatil pode ocorrer variagdo do pH do conteudo cecal, assim, os valores
maximos de pH (6,0 a 6,5) sdo observados durante o periodo de cecotrofia e os minimos
(5,5 a 6,0) durante o periodo de excregdo de fezes. (Falcdo e Cunha, 2000; Pinheiro e

Mourdo, 2006). Esta ligeira acidificacdo do meio, pode ainda ter um papel importante no
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crescimento da mucosa do coélon e reduzir a proliferacdo da E. coli e de outros

microrganismos patogénicos (Pinheiro e Mourao, 2006).

2. Os Acidos Organicos na Alimentagdo Animal

Os acidos organicos estdo largamente distribuidos na natureza, sendo constituintes
naturais das plantas ou dos tecidos animais. Estes acidos sao também formados através da
fermentagcdo microbiana dos hidratos de carbono, no ceco e no intestino grosso (Partanen e
Mroz, 1999).

Existe uma longa histéria do uso destes na alimentacdo e na industria alimentar
como conservantes, protegendo os alimentos da destruicdo microbiana e fungicida ou para
aumentar a proteccao de alimentos fermentados, como por exemplo, as silagens (Canibe et
al., 2001; Falcdo-e-Cunha et al., 2007). Podem ainda ser utilizados para acidificar as dietas

alimentares para animais (Doyle, 2001).

Como grupo quimico, considera-se como um acido organico qualquer acido
carboxilico organico, incluindo os acidos gordos e aminoacidos, com a estrutura geral R-
COOH. De facto, os acidos organicos associados a actividade antimicrobiana sido acidos de
cadeia curta (C1-C7), que podem ser simples, como os acidos monocarboxilicos (por
exemplo, férmico, acético e butirico) ou acidos carboxilicos, tendo um grupo hidroxilo (por
exemplo, lactico, malico, tartarico e citrico). Outros acidos ainda, tais como o acido sérbico e
fumarico, apresentam actividade antifungica (Dibner e Buttin, 2002). Outras caracteristicas
também importantes residem no facto destes acidos possuirem valor energético, por
exemplo, o acido propiénico contém 1,5 vezes mais energia que o trigo (embora como
aditivos este aspecto ndo seja relevante) e, normalmente apresentarem odores fortes que
podem reduzir a palatibilidade da dieta (Tsiloyiannis et al., 2001; Diebold e Eidelsburger,
2006; Viola et al., 2007).

Os acidos organicos sao acidos fracos, parcialmente dissociados e na sua maioria,
0s que possuem actividade antimicrobiana apresentam um valor de pKa (o pH na qual o
acido se encontra 50% dissociado) entre trés e cinco (Dibner e Buttin, 2002). Os &cidos
organicos que apresentam mais de um pKa ou misturas de acidos com diferentes pKa
podem manter uma acg¢do antimicrobiana numa maior extensao intestinal, pois tém a

capacidade de se dissociarem a diferentes valores de pH (Viola et al., 2007).
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2.1 Utilizagao dos Acidos Organicos
A utilizagcdo dos acidos orgénicos e dos seus sais ja vem de ha varias décadas,
sendo utilizados ndo s6 na alimentagdo animal, mas também para preservar varios
alimentos consumidos pela populacdo em geral. Podem ser utilizados individualmente ou
em misturas de varios acidos (Dibner e Buttin, 2002; Franco et al., 2005) e actuam
essencialmente de duas formas: através da acidificagcdo das dietas e do seu efeito

antimicrobiano.

A utilizacdo da acidificagao das dietas comegou com a alimentacao dos leitdes como
forma de compensar a baixa producdo de acido gastrico (HCI) que ocorre em animais
jovens, particularmente quando sujeitos a desmame precoce. No entanto, esta reducao do
pH gastrico s6 se obtém pela adicdo de acidos orgénicos e ndo com 0S seus sais.
Eidelsburger et al. (1992) ao adicionar dosagens equivalentes de acido férmico e do seu sal,
formato de calcio, em dietas para leitdes, verificaram que 3 horas apds a ingestdo, o acido
férmico tinha reduzido o pH do conteudo estomacal, apresentando o formato de calcio uma
tendéncia para aumentar o pH desse conteudo. Verificou-se ainda que o seu uso podia
também ser vantajoso nas fases mais tardias do crescimento, quando estes poderiam levar
a um aumento da digestibilidade aparente da energia e da proteina e a absorcgéo e retengao

de alguns minerais (Partanen e Mroz, 1999; Diebold e Eidelsburger, 2006).

Além da fungao anteriormente referida, os acidos orgénicos, principalmente os
acidos acético, butirico, citrico, formico, fumarico, lactico, propidnico, sérbico e tartarico
(Cherrington et al., 1991; Partanen e Mroz, 1999; Dibner e Buttin, 2002), sdo muito utilizados
como aditivos alimentares para o controlo de bactérias patogénicas, ao nivel do estbmago,
ceco e intestino delgado, devido ao seu efeito inibidor no desenvolvimento microbiano
(Gama et al., 2000; Hansen et al., 2007). Assim, os acidos de cadeia curta sdo os mais
usados, pois as bactérias gram-negativas sdo capazes de apreender e metabolizar os
acidos organicos de cadeia média e longa (Canibe et al., 2001; Cherrington et al., 1991;
Dibner e Buttin, 2002).

Os seus efeitos estdo nao so6 relacionados com a sua acg¢ado antimicrobiana directa,
mas também com outros factores como a influéncia sobre a disponibilidade de nutrientes
(Gama et al., 2000; Skrivanova e Marounek, 2007).

Embora a maioria dos autores concorde com o efeito antimicrobiano dos acidos
organicos e que este efeito varia de acido para acido (Chaveerach et al., 2002; Dibner e

Buttin, 2002), discordam quanto a sua forma de actuagdo. Enquanto Chaveerach et al.
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(2002) referem que este efeito é independente da sua concentragédo e pH, Cherrington et al.
(1991) e Russel (1992) consideram que a actividade antimicrobiana esta relacionada com a
reducao do pH, bem como com a sua capacidade de dissociagéo. Ja Canibe et al. (2001) e
Partanen e Mroz (1999) referem que o aumento do efeito dos acidos orgénicos se da com o
aumento da sua concentragdo, assim como, com 0 aumento do comprimento da cadeia de
carbonos e o com o grau de insaturagao.

Apesar da nao concordancia quanto a forma de actuacao, admitem que os acidos
organicos actuam no equilibrio da populagao microbiana no intestino delgado e/ou na
estimulagao da actividade das enzimas digestivas (Knarreborg et al., 2002).

Assim, é importante percebermos como e onde actuam estes aditivos alimentares.

2.2 Modo de acgao dos Acidos Organicos

Os acidos organicos, na sua forma nao dissociada, sdo soluveis em lipidos,
conseguindo assim entrar passivamente na célula microbiana (Cherrington et al., 1991;
Russel, 1992) como se pode observar na Figura 4. Estes difundem-se através da membrana
das bactérias e dissociam-se no seu interior, onde libertam os seus ibes e protdes,
causando a acidificacdo do citosol o que vai comprometer a actividade celular e causar a
morte dos microrganismos (Hunter e Segel, 1973; Cherrington et al., 1991; Presser et al.,
1997; Partanen e Mroz, 1999; Roth, 2000; Canibe et al., 2001; Gravesen et al., 2004; Halm
et al., 2004). Cherrington et al. (1991) acreditam ainda que os acidos podem também
comprometer o transporte de substrato e a sintese de macromoléculas por parte dos

microrganismos.

Os acidos organicos parecem actuar, principalmente, no estdbmago e intestino
delgado, locais em que o seu efeito € mais forte no pH do digesta e na sua accgao
antimicrobiana. Este efeito foi comprovado por Knarreborg et al. (2002), quando a adi¢édo de
acidos organicos, in vitro, levou a um decréscimo do numero de bactérias coliformes no

estdbmago e no intestino delgado.
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Figura 4. Modo de accdo dos acidos orgénicos em bactérias sensiveis aos
gradientes de pH (Exemplo: E.coli, Salmonella sp., Listeria sp., entre outras) (Gauthier,
2002, adaptado de Piva A., Universidade de Bolonha, Italia).

No estdbmago, a presencga dos acidos organicos leva a uma redugédo do pH, o que
permite que se atinja mais rapidamente o valor de 3-4. Este valor de pH € o necessario para
uma o6ptima activagdo do pepsinogénio que vai permitir uma maior hidrélise das moléculas
de proteina e consequentemente uma melhor digestdo desta (Schoéner, 2001). Mroz et al.
(2000) verificaram que a adicao de acidos organicos, nomeadamente, os acidos férmico,
fumarico e butirico, levava a uma melhoria de 6,1%, 4,8% e 7,5%, respectivamente, na
digestibilidade ileal da proteina, que se podera dever a uma melhor digestdo no estdbmago.
Esta adicdo também permite o melhoramento da actividade enzimatica em geral, da
actividade fitica microbiana, assim como da secrecao pancreatica, pois o digesta ao chegar
ao intestino delgado com um valor de pH mais baixo vai levar a uma maior libertagcdo das
enzimas ai produzidas, dificultando ainda a actividade microbiana na parte proximal do
intestino (Radecki et al., 1988; Dibner e Buttin, 2002). Conjugando todos estes factores
podemos obter uma melhoria no desempenho zootécnico do animal (Burnell et al., 1988;
Penz, 1991).

2.3 O que afecta a ac¢ao dos acidos organicos
Foram identificados diversos factores que afectam os beneficios dos acidos
organicos, sendo a capacidade tampao dos componentes da dieta o mais frequentemente
citado (Partanen, 2001; Dibner e Buttin, 2002).
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2.3.1 A capacidade tampao

A capacidade tampao de uma dieta € um dos factores que afectam a resposta dos
acidificantes, é por isso importante a escolha de ingredientes com reduzida capacidade
tamponante no fabrico de ragbes para maximizar o aproveitamento dos nutrientes pelos
animais (Buzen, 2006; Urbaityte, 2009). Os constituintes que mais contribuem para a
capacidade tampdo sdo as proteinas, os minerais e 0 amido. Mas enquanto os dois
primeiros vao ter um efeito positivo sobre a capacidade tampéo, ou seja, vao aumenta-la o
ultimo tem um efeito negativo, isto significa que vai diminuir a capacidade tampéao da dieta
(Dibner e Buttin, 2002; Sauvant et al., 2005).

A adicdo dos acidos organicos, tal como o amido, pode reduzir capacidade tampéo
da dieta, permitindo assim uma acidificagdo do conteudo do sistema digestivo mais eficaz, o
que vai levar a uma melhor digestdo do alimento e a um maior controlo da proliferacao
microbiana (Dibner e Buttin, 2002).

Assim, por definicdo, a capacidade tampao de uma ragdo ou ingrediente, € uma
caracteristica inata dos alimentos, e pode ser avaliada pela capacidade ou ndao em
neutralizar o acido cloridrico (HCI) secretado no estdbmago dos animais, mantendo o pH em
niveis mais elevados (Buzen, 2006; VetAgro, 2006). Esta neutralizagdo do HCI devido ao
efeito tampao diminui a habilidade dos animais em activar as suas enzimas digestivas, uma
vez que no estdbmago, o pH ideal para a actividade enzimatica se encontra por volta de 2,5.
Esta caracteristica é particularmente importante em animais jovens, que possuem o sistema
digestivo imaturo, com capacidade de producao de HCI limitada (Blzen, 2006).

As dietas dadas a leitdes, normalmente, tém uma elevada capacidade tampao e
podem por isso impedir que ocorra uma reducgao satisfatoria da acidez estomacal, sendo um
bom exemplo em que a adicdo de um acido organico iria beneficiar o desenvolvimento dos
animais (Dibner e Buttin, 2002). A capacidade tampao de uma dieta de desmame para
leitdes deve encontrar-se entre os 380 e os 700 mEg/kg de alimento, ndo devendo nunca
exceder os 700 mEqg/kg de alimento (VetAgro 2006; Urbaityte, 2009).

2.3.2 Outros factores
A magnitude da resposta aos acidos organicos pode ainda ser afectada pelos niveis
de adicao na ragao, pela natureza das matérias-primas e pelo seu impacto na flora intestinal
(Dibner e Buttin, 2002).
No que se refere ao impacto dos acidos orgénicos na flora intestinal, tem sido
referido que a acidificacdo da dieta vai impedir a competicdo entre as bactérias intestinais e

o0 hospedeiro pelos nutrientes disponiveis, podendo levar a uma eventual redugao da
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producdo de metabolitos bacterianos téxicos, como a amdnia e aminas, melhorando assim,
0 ganho de peso dos animais. Além disso, a inibicdo do crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas, nos alimentos e no tracto gastrointestinal, vai beneficiar a
saude do animal (Iba e Berchieri, 1995; Thompson e Hinton, 1997). Galfi e Bokori (1990)
verificaram que, ao adicionarem BS a ragdo de suinos, o nimero de bactérias coliformes
diminuia 12,4% no ileo e 6,3% no ceco. Também Qverland et al. (2000) ao suplementarem o
alimento composto com diformato de potassio, observaram uma diminuicao significativa do
conteudo total de bactérias coliformes no duodeno, jejuno e recto. A microflora do estdbmago,
duodeno, jejuno e ileo também sofreu uma redugdo com a adicdo de acido benzdico,
diminuindo o numero de bactérias com o aumento da suplementagéo deste acido (Kluge et
al., 2006).

Um outro factor importante na dieta e que podera afectar a accdo dos acidos
organicos € a presenca de outros antimicrobianos. A presenca de antibiéticos nas dietas em
que se teste a acgdo de acidos organicos é rara, mas outros agentes antimicrobianos
podem estar presentes, como valores elevados de cobre ou substancias coccidiostaticas.
Estes agentes exercem o seu proprio efeito na microflora e podem tornar o efeito do acido
organico redundante (Dibner e Buttin, 2002). Isto ja se verificou em ensaios anteriores,
quando a presenca de prébioticos (Scapinello et al., 2001) ou de probioticos (Michelan et al.,
2002) juntamente com os acidos organicos ndo resultou em melhorias significativas dos

resultados zootécnicos dos animais.

2.4 Accao dos acidos organicos

No caso dos suinos, uma analise de dados referentes aos efeitos dos acidos
organicos como promotores de crescimento em leitdes desmamados, mostrou que os acidos
normalmente melhoram a performance, enquanto a magnitude do efeito varia com a
quantidade de acido utilizado e com os outros componentes da dieta. Exemplo disso € o
ensaio realizado por Biagi et al. (2006) que, utilizando trés valores diferentes na adicdo de
acido gluconico, obtiveram melhores GMD e PF. No entanto, essa melhoria foi menor para a
adicdo de 1,2% do que para os outros dois valores (0,3 e 0,6%). Buhler et al. (2006)
verificaram que fazendo variar o valor de proteina e a percentagem de suplementacado de
acido benzéico, os animais suplementados com o acido apresentaram uma tendéncia para
um maior aumento de peso, 0 mesmo acontecendo nos animais que ingeriam um valor mais

elevado de proteina.
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Varios investigadores evidenciaram que os 4acidos organicos também melhoravam a
digestibilidade e a absorgao de proteinas, minerais e outros nutrientes da dieta (Radcliffe et
al., 1998; Kemme et al., 1999; Partanen e Mroz, 1999; Mroz et al., 2000).

A utilizagdo de elevados niveis de acidos organicos pode levar a ocorréncia de dois
problemas:

1) A diminuicdo da palatibilidade, levando a ocorréncia de refugo de alimento

(Partanen e Mroz, 1999);

2) Dietas acidas sao corrosivas para o cimento e para o ago galvanizado dos

alojamentos.

Para minimizar estes efeitos, a capacidade tampao natural dos alimentos,
relacionada com o conteudo mineral e vitaminico, deve ser avaliada para determinar

efectivamente o valor minimo de acido que deve ser utilizado (Best, 2000).

Para impedir que os problemas ja referidos ocorram podem utilizar-se sais de acidos
organicos, como os formatos e diformatos, que ndo sdo corrosivos e que podem também
levar a aumentos na taxa de crescimento e conversao alimentar significativos, tal como ja foi
comprovado em leitdes durante o desmame (QDverland et al., 2000; Paulicks et al., 2000). A
magnitude da resposta aos agentes antimicrobianos sejam estes acidificantes ou
antibioticos, é fortemente influenciada pelas condigdes higiénicas, por isso um menor efeito
destes pode verificar-se quando a substancia é testada num ambiente limpo e pouco

stressante (Cromwell, 2001).

2.5 Efeitos dos Acidos Organicos na Mucosa Intestinal

Alguns autores referiram que a acc¢ao dos acidificantes sobre a mucosa do intestino
leva a um desenvolvimento microbiolégico similar a dos antibiéticos promotores de
crescimento (Chaveerach et al., 2004; van Immerseel et al., 2004). No entanto, noutros
estudos verificaram que os acidos organicos alteram a populacao bacteriana, reduzindo o
numero de bactérias coliformes presentes no tracto gastrointestinal dos suinos. Esta
diminuicdo na populagao microbiana vai reduzir as necessidades metabdlicas e aumentar a
disponibilidade de nutrientes e energia para o animal hospedeiro, resultando num aumento
do crescimento do animal e da sua eficiéncia alimentar (Jdverland et al., 2000; Canibe et al.,
2001). Assim, é possivel que esta inibicdo da colonizagdo por microrganismos beneficie a
mucosa intestinal e favoreca a estrutura das vilosidades, principalmente na absor¢ao dos
acidos gordos de cadeia curta (acidos acético, butirico e propidnico) que possuem uma

acgéo trofica sobre a estrutura e desenvolvimento intestinais (Sakata, 1987; Dibner e Buittin,
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2002; Chaveerach et al., 2004; van Immerseel et al., 2004; Leeson et al., 2005). A adi¢ao
destes acidos pode proporcionar um aumento do tamanho das vilosidades, isto porque,
estes levam ao aumento da proliferagao celular, resultando numa menor descamacgao e sao
também uma fonte de energia disponivel ao nivel dos enterdcitos. Assim, com este aumento
das vilosidades vamos obter uma maior area de absorgado de nutrientes (Chaveerach et al.,
2004; van Immerseel et al., 2004). Daskiram et al. (2004) e Leeson et al. (2005) em ensaios
em que adicionaram acido fosforico, citrico e butirico as ragdes sugerem que os
acidificantes auxiliam na manutencao da integridade intestinal por reduzirem os desafios
microbiolégicos sobre a mucosa, melhorando assim a capacidade de utilizagdo do alimento
pelos animais e reduzindo os gastos na manutencdo dos tecidos intestinais. Também é
importante o equilibrio da flora microbiana no tracto gastrointestinal, uma vez que actua
como barreira defensiva do animal, aderindo as paredes intestinais e impedindo a fixacao
dos patogénicos (Chiquieri et al., 2007). Muitas vezes, o stress produtivo ou as mudancas
nos padroes alimentares, causados pelo desmame dos animais, levam a um desequilibrio
microbiano que origina um ambiente favoravel a fixagdo de microrganismos patogénicos que
deste modo podem provocar modificacbes na estrutura da mucosa, como o encurtamento
das vilosidades. Este facto leva a uma menor capacidade de absorcao, resultando num
menor desenvolvimento enzimatico e, num menor transporte de nutrientes, predispondo os
animais a uma ma absorcdo, uma possivel desidratacdo e a condicbes favoraveis a
infeccdes entéricas (Cera et al., 1988).

A profundidade das criptas é também uma medida de proliferagcao celular. Assim,
criptas menos profundas indicam melhor estado de saude intestinal (Viola et al., 2007). As
fontes e niveis de fibra dietética também influenciam a morfologia da mucosa intestinal,
alterando a altura das vilosidades, a profundidade das criptas e o nimero de células
caliciformes (Jin et al., 1994; Yu e Chiou, 1997; Klasing, 1998). A relacido desejavel entre as
vilosidades e as criptas intestinais ocorre quando as vilosidades se apresentam altas e as
criptas rasas, pois quanto maior a relagdo entre a altura da vilosidade/profundidade da
cripta, melhor sera a absorcao de nutrientes e menores serdo as perdas energéticas com a
renovacao celular (Li, 1991). Alguns estudos, documentam um aumento do tamanho e
largura da vilosidade com a idade (Keelan et al., 1985; Yu e Chiou, 1997), assim como,
alteragbes na sua forma, passando do formato de dedos, para o de linguas ou folhas (Van
der Hage, 1988).
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2.6 Efeitos dos acidos organicos no tracto digestivo

Os principais efeitos dos acidos organicos nas dietas de leitdes desmamados tém
sido extensamente examinados, consistindo principalmente na melhoria da digestibilidade
da dieta e aumento das performances. Contudo, nem sempre isso se verifica, sendo que
esta melhoria obtida pode ser menor do que a que se obtém com o uso de antibidticos
promotores de crescimento (Ravindran e Kornegay, 1993; Partanen e Mroz, 1999; Cromwell,
2001).

Algumas equipas de investigadores testaram os acidos citrico, lactico e fumarico
tendo-se obtido efeitos benéficos que podem ser atribuidos a acidificacdo do digesta,
aumento da secrecao pancreatica e efeitos tréficos na mucosa (Dibner e Buttin, 2002), em
vez de se deverem a actividade antibacteriana directa. Tonel (2009) verificou que a adigcao
de BS reduzia ligeiramente o peso de alguns o6rgaos gastrointestinais dos suinos,
nomeadamente, do intestino delgado, intestino grosso e figado, nao afectando, no entanto, o

comprimento de nenhum dos intestinos.

3. O Acido Butirico ou Butirato

Desde o conhecimento de que os AGP (Antibiéticos Promotores de Crescimento)
seriam banidos do espaco europeu a partir de 2006, que se tém efectuado diversos estudos
de forma a encontrar substancias que possam substitui-los (Guilloteau et al., 2009).

Os acidificantes tornaram-se entido uma das alternativas mais viaveis, sendo os
acidos citrico, formico, fumarico, lactico e propidnico, ou os seus correspondentes sais, 0s
mais utilizados em ensaios. Apesar da importancia do acido butirico ou butirato enquanto
nutriente e factor trofico do epitélio intestinal, o seu estudo tem sido feito numa menor
extensdo, quando em comparagédo com os outros acidos organicos (Partanen e Mroz, 1990;
Knudsen et al., 2003).

O acido butirico € um acido C4 pertencente aos SCFA (Short-Chain Fatty Acids —
Acidos Gordos de Cadeia Curta de C2 a C5), produzido por fermentagdo microbiana dos
hidratos de carbono alimentares e dos residuos enddégenos, no rumen das espécies
ruminantes e no célon das espécies omnivoras (Knudsen et al., 2003; Kutonia et al., 2004).
Além de serem uma fonte de energia para o animal, os SCFA podem actuar como inibidores
do crescimento de microrganismos patogénicos, facilitando assim a proliferagcao das células
epiteliais e estimulando a capacidade imunolégica (van der Klis e Jansman, 2002).

De acordo com diversos resultados é também atribuido ao acido butirico um papel

importante na manutencao da integridade da mucosa intestinal. Isto acontece pois como é o
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substrato preferido pelos enterdcitos e colondcitos, vai permitir um fornecimento directo de
energia nestas células, aumentando, assim, o fluxo sanguineo no ceco e no coélon e as
secregoes pancreaticas e de outras hormonas intestinais (Sengupta et al., 2006; Sanchez et
al., 2008). Os SCFA, em particular o acido butirico, tem um papel relevante na mucosa
intestinal, como tal é importante que este n&o seja fornecido em excesso ou defeito. Quando
fornecido em menor quantidade, pode provocar o aumento da apoptose associada a
inflamacado, diminuindo a proliferagdo das células nas criptas intestinais; quando
administrado em excesso, pode levar a um decréscimo progressivo do pH, levando a
dissociagdo do sal, provocando alteragdes na permeabilidade das células e
consequentemente a lesdo da mucosa (Argenzio e Meuten, 1991; Butel et al., 1998; Kien et
al., 1999).

O facto de se ter observado que o butirato pode ser rapidamente absorvido através
do estdmago e assim n&o chegar ao intestino, levou a que se utilizasse actualmente os sais
de butirato revestidos; estes sdo gradualmente digeridos no intestino delgado libertando
assim o butirato (Bugaut, 1987; Claus et al., 2007). Embora o &cido butirico seja a forma
utilizada pelas células, a nivel comercial € normal recorrer aos seus sais de calcio e sodio,
pois estes sdo sdélidos e estaveis, possuem menos odor e sdo mais facilmente misturados
na dieta (Roediger (a), 1980; Roediger (b), 1980; Cummings e Englyst, 1995; Kotunia et al.,
2004; Guilloteau et al., 2009).

3.1 O Butirato de Sédio

A possibilidade da utilizagdo de suplementagao com butirato de sédio (BS) tem vindo
a ser testada nos ultimos anos provando-se que a resposta a esta adicdo é variavel,
dependendo deste modo da idade dos animais, da duragdo da suplementagdo e do tipo de
dieta (Weber e Kerr, 2008). Ao contrario de outros acidos organicos utilizados nao diminui o
pH da dieta (Galfi e Bokori, 1990), o que indica que os seus efeitos se devem em geral a
acgodes biolégicas das moléculas em vez do seu caracter acidico (Kotunia et al., 2004).
Também ja se verificou que esta adicdo de BS leva a alteragdes tréficas na estrutura do
estbmago e do intestino delgado (Kotunia et al., 2004), sendo também citado que esta
suplementacdo aumenta significativamente a proliferagao de células estaminais nas criptas
intestinais. Este facto vai afectar positivamente o tamanho das vilosidades intestinais,
aumentando a area de absorg¢do do intestino, principalmente no jejuno e ileo, influenciando
assim favoravelmente a absor¢cdo de nutrientes (Salminen et al., 1998), promovendo

também a absorcédo de agua e sédio (Bond e Levit, 1976). Outra accéo importante é que o
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BS modula a microflora intestinal, dependendo das adaptacdes das bactérias as variacoes
quimicas de acidez (Galfi e Bokori, 1990; Castillo et al., 2006; Mroz et al., 2006).

Treem et al. (1994) e Sengupta et al. (2006) mostraram ainda que o BS induz a
diferenciagao celular e também tem importantes fung¢des reguladoras no que diz respeito ao
crescimento, a proliferagdo e apoptose celular da mucosa coldnica normal. Mentschel e
Claus (2003) verificaram que o butirato produzido no colon pela fermentagao bacteriana
inibe a apoptose da mucosa, ja Clausen et al. (1991) mostraram que embora isso aconteca

o BS também inibe o crescimento das células cancerigenas.

Acresce-se ainda que estudos efectuados com butirato demonstram que este pode
ter um papel muito importante na prevencao do desenvolvimento de cancro do célon (Avivi-
Green et al., 2002). Embora ainda ndo se tenha a certeza de como este actua, Thornton
(1981) propde que a producdo de SCFA pode afectar as fungbes das células e baixar o pH
no colon, prevenindo e reduzindo assim a formacdo de células cancerigenas. Também
Avivi-Green et al. (2002) referem que ja foi demonstrado que niveis elevados de butirato
inibbem a ocorréncia de tumorogénese no célon através do controlo da transcrigdo,

expressao e actividade de proteinas chave envolvidas na apoptose das células.

Como se pode verificar, sdo muitas as vertentes em que ja se estudou a adi¢ao de
BS e, seguidamente podemos encontrar uma sintese dos resultados obtidos por diversos
autores em ensaios relacionados com alimentagao animal.

Estes resultados sdo muito diversificados, variando mesmo dentro da mesma
espécie. A adicdo de butirato de sodio, embora nem sempre resulte em beneficios
significativos, parece melhorar sempre o GMD dos animais (Quadro 1). No entanto, o
mesmo n&o se verifica com a Ql, que apresenta uma grande variabilidade, sendo umas
vezes superior no regime BS e outras no regime de referéncia. Apesar disso, em geral, os
investigadores registaram um melhor IC nos animais suplementados com butirato (Quadro
1).

Quanto ao seu efeito na mucosa intestinal, o butirato tem diferentes efeitos. No
duodeno, como se pode observar nos Graficos 1 e 2, os resultados diferem. Enquanto num
ensaio obtiveram com a suplementagao vilosidades mais curtas e criptas mais profundas
(Kotunia et al., 2004) noutro estudo obteve-se o oposto, com vilosidades mais compridas e
criptas de igual profundidade (Guilloteau et al., 2009). No jejuno (Graficos 3 e 4), tal como
nos resultados do duodeno, obtiveram-se resultados contraditérios nos diversos autores. No
ileo, parte do intestino delgado onde se efectuaram mais estudos sobre a adicdo do BS, no

geral, obtiveram-se vilosidades mais compridas nos animais em que foi adicionado o BS a
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racdo, no entanto, apenas metade dos investigadores observou o efeito esperado da

reducao da profundidade das criptas intestinais (Graficos 5 e 6).
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Quadro 1. Sintese de dados publicados dos efeitos da suplementacdo com Butirato de Sodio na performance de suinos, coelhos e vitelos.

. . | Duracdo do .
A . . . Idade Inicial . N° de Nivel de . . 3 .5
Referéncia Espécie (dias) ensaio Animais BS (%) GMD (g/dia) Ql (g/dia) IC® (G:F)
(dias)
Galfi e Bokori (1990) Suinos 31 215 164 0,17 362 CTR vs 447 BS 1408 CTR vs 1533 BS 3,89 CTR vs 3,43 BS
0,15 2529 BS' 2,80 BS'
Hullar et al. (1996) Coelhos 42 28 30 2670 CTR vs 3,29 CTR vs
0,30 2504 BS? 2,73 BS'
Piva et al. (2002) Suinos 28 53 40 0,80 37355 CTR vs 409+108 BS 64551 CTR vs 645+36 BS 549+13 CTR vs 524116 BS *
0,05 50,2 BS 143 BS 2,84 BS
Carraro et al. (2005) Coelhos 28 42 220 0,10 485CTRvs 49,9BS 138 CTR vs 143 BS 2,85 CTR vs 2,87 BS
0,20 50,0 BS 143 BS 2,85BS
Manzanilla et al. (2006) Suinos 18-22 14 32 0,30 124,7 CTR vs 177,4 BS 238,6 CTR vs 277,0 BS 1,79 CTR vs 1,56 BS
0,10 508 BS 805 BS 628 BS
Biagi et al. (2007) Suinos 28 36 48 0,20 480 CTRvs  493BS 773 CTR vs 777 BS 620 CTR vs 635 BS
0,40 528 BS 835BS 634 BS
0,05 271BS 374BS 727 BS
0,10 258 BS 357 BS 724 BS
Weber e Kerr (2008) Suinos Desmamados 28 180 257 CTR vs 350 CTR vs 732 CTR vs
0,20 261 BS 340 BS 766 BS
0,40 231BS 326 BS 708 BS
Guilloteau et al. (2009) Vitelos 12 145 88 0,30 1139414 F * vs 1177414 BS' 1,54+0,002 F * vs 1,480,001 BS'
0,50 610 BS 961 BS 1,62 BS
Tonel (2009) Suinos 21 35 36 593 CTR vs 905 CTR vs 1,70 CTR vs
0,25 620 BS 964 BS 1,57 BS

Diferencgas significativas: * P<0,05; 2 P<0,01; 3 IC: indice de Conversao; * F: Flavomicina; ° G:F : Gain:Feed (Ganho peso/consumo de

alimento).
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Grafico 1. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na altura

das vilosidades do Duodeno. Ensaios realizados em suinos (Kotunia et al.,, 2004; Tonel,
2009) e vitelos (Guilloteau et al., 2009).
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Grafico 2. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na

profundidade das criptas do Duodeno. Ensaios realizados em suinos (Kotunia et al., 2004;
Tonel, 2009) e vitelos (Guilloteau et al., 2009).
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Gréfico 3. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na altura

das vilosidades do Jejuno. Ensaios realizados em suinos (Manzanilla et al., 2006; Tonel,
2009) e vitelos (Guilloteau et al., 2009).

Profundidade das Criptas (um)

400
350
300
250
200
150
100

50

Sintese dos dados da profundidade das
criptas do Jejuno

m Jejuno Criptas CTR ou F?
®m Jejuno Criptas BS
= Jejuno Criptas BS

Manzanilla Guilloteau et Tonel (2009)
etal (2006F & (2009)°

' F: Flavomicina; 2 P<0,05; 3 P<0,01

Gréafico 4. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na

profundidade das criptas do Jejuno. Ensaios realizados em suinos (Manzanilla et al., 2006;
Tonel, 2009) e vitelos (Guilloteau et al., 2009).
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Gréfico 5. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na altura
das vilosidades do ileo. Ensaios realizados em suinos (Galfi e Bokori, 1990; Kotunia et al.,
2004; Manzanilla et al.,, 2006; Tonel, 2009), coelhos (Carraro et al., 2005) e vitelos
(Guilloteau et al., 2009).
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Grafico 6. Sintese dos dados de ensaios realizados com BS, do seu efeito na
profundidade das criptas do Duodeno. Ensaios realizados em suinos (Galfi e Bokori, 1990;
Kotunia et al., 2004; Manzanilla et al., 2006; Tonel, 2009), coelhos (Carraro et al., 2005) e
vitelos (Guilloteau et al., 2009).
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Il. Materiais e Métodos

O ensaio experimental decorreu nas instalagdes da Secc¢ao de Producdao Animal do
Instituto Superior de Agronomia (ISA) em Lisboa e, teve como objectivo estudar o efeito da
adicdo de Butirato de Sédio na alimentagdo de coelhos apés o desmame, no periodo de

crescimento e engorda.

1. Ensaio Zootécnico

No presente trabalho foram utilizados 180 coelhos dos 23 aos 63 dias. No desmame,
aos 23 dias de idade e com um peso médio de 371 g, os coelhos foram divididos em 2
grupos de pesos homogéneos, de 90 animais cada, recebendo um grupo a dieta Controlo
(CTR) e o outro a dieta com adigdo de Butirato de Sédio (BS) a 30% revestido, cujas
composigdes se apresentam no Quadro 2 e 2.1. Os animais foram alojados dois por gaiola e
tiveram a disposigédo alimento e agua ad libitum. Nas primeiras 2 semanas de ensaio foi
fornecido aos animais do grupo BS uma racdo com 5 g/kg de BS, sendo substituida, apds
este periodo, por uma com 3g/kg de BS, que foi fornecida durante o restante tempo de
ensaio. Os animais foram pesados semanalmente, para calcular o aumento de peso vivo, e

registou-se ainda, duas vezes por semana, a ingestao de alimento e a mortalidade.

Pesagem
dos animais

Distribuicao
de alimento

D1 D40
Figura 5. Esquema representativo das actividades realizadas no decorrer do Ensaio

Zootécnico.

2. Regimes Alimentares

Os regimes alimentares foram formulados tendo por base os valores médios das
analises realizadas a amostras das matérias-primas para conhecer a composigao nutricional
destas, como se pode observar no Quadro 2.

Os regimes alimentares foram entdo efectuados na fabrica de alimentos compostos
na Secgdo de Producdo Animal do Instituto Superior de Agronomia, fabricando-se dois
regimes, um regime de controlo e um em que se adicionava um sal de acido organico, o

Butirato de Sodio, a 30% revestido.
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Na preparagcdo dos regimes alimentares utilizou-se um sistema de pré-moenda,

assim, iniciou-se o processo com a moenda das matérias-primas, utilizando-se um moinho

de martelos com um crivo de 3mm. De seguida, foram pesadas as quantidades de matérias-

primas e misturadas, utilizando um misturador fixo horizontal, com fita em espiral. A mistura

foi entdo granulada, utilizando-se uma matriz de 3mm. Apds o arrefecimento da racgao ja

granulada foram retiradas duas amostras de alimento por regime e por fabrico.

Quadro 2. Composigao das dietas (% alimento) e correspondente Composi¢cao Quimica.

Ingredientes

Dieta Controlo

Dieta Butirato 0,5

Dieta Butirato 0,3

Trigo
Aveia
Bagaco de Soja
Luzerna
Oleo Vegetal
Complexo Mineral e Vitaminico
Carbonato de Calcio
Fosfato Bicalcico

Butirato de Sdédio

Composicao Quimica
em MS

Matéria Seca
Cinza
Matéria Orgéanica
Proteina Bruta
NDF'
ADF?
ADL3
Celulose
Hemicelulose

Energia Bruta (Kcal)

25,7
15,0
20,0
35,0
3,0
0,2
0,5
0,6
0,0

90,5
6,0
93,3
16,8
36,5
20,4
4,1
16,1
16,3

4156

25,2
15,0
20,0
35,0
3,0
0,2
0,5
0,6
0,5

90,2
6,2
93,1
17,2
34,4
18,8
3,1
15,6
15,7
4172

254
15,0
20,0
35,0
3,0
0,2
0,5
0,6
0,3

90,5
6.0
93,4
17,0
35,5
19,6
3,2
15,9
16,4
4174

" NDF = Fibra Neutro-Detergente; 2ADF = Fibra Acido-Detergente; * ADL = Lenhina Acido-Detergente
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Quadro 2.1. Composicdo do Complexo Mineral e Vitaminico por kg de alimento.

Vitaminas Minerais

A (Retinol) 4800 Ferro (Carbonato Ferroso) 2 28

D3 (Colecalciferol)’ 480 Cobre (Sulfato Cuprico Penta-Hidratado) 2 2,4

E (Alfatocoferol) ' 10 Manganés (Oxido de Manganés) 2 7,2

B1 (Tiamina) 2 0,8 Zinco (Oxido de Zinco) 2 24

B2 (Riboflavina) 2 2 lodo (lodeto de Potassio) 2 0,2
B3 (PP ou Niacina) 2 12 Cobalto (Carb. Basico de Cobalto Mono-Hidratado) 2 0,04
B5 (Acido Pantoténico) 2 6 Selénio (Selenito de Sédio) 2 0,04
B6 (Piridoxina) 2 0,8

B12 (Cianocobalamina) 2 0,006

H (Biotina) 2 0,016

Colina (Cloreto de Colina)

3

0,3

" U.l.: Unidades Internacionais; 2 Miligramas; * Gramas

3. Ensaio P0s-Desmame

Foi utilizado um segundo grupo de animais, com 30 coelhos, divididos em dois
grupos de peso homogeneo. Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de
digestibilidade e foram tratados de modo similar aos do Ensaio Zootécnico, ou seja, a um
grupo foi distribuida racdo CTR e ao outro ragdo BS, tendo sido abatidos apds duas
semanas de ensaio. Durante a segunda semana de ensaio foram feitas recolhas de fezes
para a realizagao das analises de digestibilidade.

Apoés o abate dos animais foi recolhido o conteudo estomacal e cecal para medigao
do pH, utilizando-se ainda o conteudo cecal para a determinacdo da matéria seca,
actividade enzimatica e acidos gordos volateis. Registou-se também o peso do aparelho
digestivo cheio com o figado, assim como o peso individual dos 6rgdos, nomeadamente,
figado, estdbmago (cheio e vazio) e ceco (cheio e vazio). Foi ainda medido o comprimento do
intestino delgado e recolheram-se amostras deste para posterior observacdo e medicao
microscopica das vilosidades e criptas intestinais. Todos estes paradmetros foram utilizados

de forma a controlar o desenvolvimento do aparelho digestivo.
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Figura 6. Esquema representativo das actividades realizadas no decorrer do Ensaio

Po6s-Desmame.

4. Andlises
As varias analises executadas quer ao conteudo cecal, quer as fezes e aos regimes
alimentares foram realizadas no Laboratério Pais de Azevedo pertencente a Secgcao de

Producao Animal do Instituto Superior de Agronomia.

4.1 Preparacdo das Amostras

Antes da realizagcao das analises foi fundamental realizar algumas operagées. Para a
utilizacdo das fezes foi necessario previamente seca-las em estufa Memmert a uma
temperatura de 70°C durante 48 horas e depois moé-las num moinho Retsch com um crivo
de 1 mm. Os regimes alimentares antes de serem utilizados foram também moidos no
moinho Retsch com um crivo de 1 mm.

O conteudo cecal foi utilizado para a realizagcdo dos acidos gordos volateis e da
actividade enzimatica. Para o primeiro procedimento as amostras utilizadas foram colocadas
em frascos e mantidas a uma temperatura de -20°C até a sua utilizagao, para a actividade
enzimatica as amostras foram congeladas a -70°C no Departamento de Produgédo Animal e
Agricola, no Instituto Superior de Agronomia, de forma a serem conservadas sem qualquer
alteracgéao.

As pesagens de todas as amostras foram efectuadas em balangas Mettler dos
modelos PJ300, AE160 e AE 200.

4.2 Determinacdo da Matéria Seca, Matéria Orgéanica e Cinza
Foi determinada a Matéria Seca (MS) e Cinza dos alimentos, fezes e contetudo cecal
através do método de Weende, fazendo a analise em ftriplicado nos alimentos e em

duplicado nas fezes e conteudo cecal.
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A Matéria Organica (MO) é calculada através da diferenca:

MO = MS - Cinza.

4.3 Determinacéo da Fibra
A Fibra Neutro-Detergente (NDF), a Fibra Acido-Detergente (ADF) e a Lenhina
Acido-Detergente (ADL) foram determinadas utilizando o método de Van Soest et al. (1991),
para os regimes alimentares e fezes, usando o sistema Fibertec 1021 (Tecator).
Calculou-se ainda os valores de Hemicelulose e Celulose, através das seguintes

formulas:

NDF — ADF = Hemicelulose;
ADF — ADL = Celulose.

4.4 Determinacdo da Proteina Bruta
A Proteina Bruta (PB) foi obtida empregando o método de Kjeldahl nas amostras de
alimentos e fezes. Para tal foi utilizado um Mineralizador 2020 Digestor (Tecador) e um
Destilador Kjeltec System 1026 (Tecador).

4.5 Determinacao da Energia
Avaliou-se ainda a energia presente nos alimentos e fezes, para isso foi utilizado um

Calorimetro Parr 1261.

4.6 Determinacado dos Acidos Gordos Volateis
Esta determinagéo implicou uma preparagao prévia das amostras de conteudo cecal.
Primeiro foi necessario descongelar as amostras que se encontravam congeladas a -20°C e
centrifugar (Beckmann J2-HS) a 5000 rpm durante 15 minutos. Apds centrifugacao foi
retirado 1 ml do sobrenadante, em duplicado, para eppendorfs.
Utilizando o Cromatografo 8410 (Perkin-Elmer) e seguindo o método de
cromatografia gasosa de Jouany (1982), obtivemos os valores de acidos gordos volateis

presentes nas amostras.
4.7 Determinacgdo da Actividade Enzimética

Tal como na determinacdo dos acidos gordos volateis esta analise necessita de uma

preparacao prévia das amostras de conteudo cecal.
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Primeiramente é necessario fazer dois ciclos de congelar e descongelar, mantendo
sempre as amostras a 4°C ou a uma temperatura inferior a essa. Depois disso, seguem-se
quatro periodos de sonicagao de 30 segundos intervalados com periodos iguais de repouso,
utilizando um Sonicador HD 2070 (Bandelin). Centrifugou-se entdo as amostras, recorrendo
a uma Centrifuga Beckmann J2-HS a 15 000 rpm durante 15 minutos, permitindo assim a
separacgao das fases solidas e liquidas destas, que permitiram recolher em ftriplicado 1,5 ml
de sobrenadante para eppendorfs, que foram de imediato congelados a -20°C.

De acordo com o método de Jehl et al. (1996), determinou-se a actividade de trés
enzimas, a xilanase, a pectinase e a celulase. Esta actividade foi contabilizada fazendo
reagir 50 ul de extracto enzimatico com 500 ul de xilana (Sigma X-0502), de pectina de
maca (Sigma P-8471) ou de carboximetilcelulose (CMC, Sigma C-5678) e 150 ul de solucéo
tampao fosfato de pH 6, mantida em banho-maria a 39 °C. As reac¢cbes enzimaticas foram
medidas aos 0 e aos 30 minutos, adicionando-se acido dinitrosalicilico que interrompeu a
reacgdo. Os agucares libertados, glucose, xilanose e acido galactorénico foram doseados de
acordo com o método de Miller (1959), utilizando um Espectrofotometro calorimétrico,
Hitachi U-2001. As leituras foram efectuadas a um valor de 575 nm de absorvancia,
comparando-se o conteudo dos epandorfs com a curva padrao e a actividade enzimatica foi

expressa em mg de agucar libertado por hora e por g de conteudo cecal na MS.

4.8 Determinacao do pH
Ap6s o abate dos animais procedeu-se a medicdo do pH dos conteudos,
nomeadamente do conteludo estomacal e cecal, apds a sua homogeneizacao. Para tal foi

utilizado um potenciémetro Meter 744 (Metrohm).

4.9 Determinacédo da Capacidade Tampéao dos regimes

A determinacdo do Poder Tampéao foi efectuada de acordo com dois métodos.
Primeiro seguindo o método descrito por Blinzen (2006), em que dissolvemos 10g de
alimento em 90g de agua destilada. Apdés homogeneizagdo da mistura mediu-se o pH
endoégeno da ragao utilizando um potenciémetro Meter 744 (Metrohm), ao qual se adicionou
depois HCI 0,1N até atingir pH 4 e depois até pH 3.

O segundo método utilizado foi desenvolvido por Playne e McDonald (1966) e é em
tudo semelhante ao que efectuamos anteriormente, mas primeiro descemos o pH a 2,2 (pois
trata-se do valor médio do pH no estdbmago dos animais abatidos), subindo-o de seguida até
pH 6 com a adicdo de NaOH 0,1N.
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O poder tampao mede-se no primeiro caso pela utilizagdo de HCI, ou seja, o volume
gasto deste acido corresponde ao poder tampdo. No segundo caso, o poder tampao

corresponde ao volume gasto de hidréxido de sédio para elevar o pH de 2,2 até 6.

4.10 Anélise das Mucosas Intestinais

A anadlise das mucosas intestinais foi efectuada na Faculdade de Medicina
Veterinaria de Lisboa, nomeadamente no Departamento de Morfologia e Fungao.

Apods o abate foram recolhidas amostras do intestino delgado de 20 animais, para
posterior observagdo microscopica e medi¢cdo das vilosidades e criptas intestinais. Estas
amostras foram recolhidas do duodeno, jejuno e ileo, cortadas a 40 cm do piloro para o
duodeno, a 40 cm da valvula ileo-cecal para o ileo e cortando no meio do segmento total
considerando ai o jejuno, fixadas em formol tamponado e processadas para inclusdao em
parafina.

Os cortes histolégicos com 7 ym de espessura, foram corados com hematoxilina-
eosina. As ladminas foram observadas ao microscépio Olympus BX 511, utilizando as
objectivas de 4x e 10x, as imagens captadas por uma cémara digital (Olympus DP 11) e
posteriormente colocadas num computador, foi utilizando o programa Olympus DP Soft,
mediu-se a altura e a largura de 10 vilosidades e a profundidade de 10 criptas, integras e

bem orientadas, por segmento intestinal e por animal.

4.10.1 Contagem de Coccidias
Para proceder a contagem de coccidias nos cortes histologicos do intestino dos
animais utilizou-se o seguinte método: para que a contagem fosse completamente aleatdria,
escolhemos comecar pelo lado superior esquerdo do corte e utilizando a objectiva de 100x
do microscopio Olympus BX 511, contou-se o numero de coccidias presentes em 5 campos
microscopicos consecutivos. Esta contabilizagdo foi feita nos cortes das trés zonas do

intestino (duodeno, jejuno e ileo).

5. Parametros Estudados

Durante o periodo de ensaio foram recolhidos dados que permitiram avaliar os

seguintes parametros:

¢ Quantidade Ingerida (Ql) de alimento, que representa a quantidade de alimento que

0s animais ingeriram diariamente calculando-se da seguinte forma:
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Ql = (AD-R) / n° dias,

sendo AD o alimento distribuido e o R o refugo. O resultado foi apresentado em

gramas por dia (g/dia).

¢ Ganho Médio Diario (GMD), representa o quociente entre o ganho de peso e o

numero de dias que ha entre cada pesagem:

GMD = (P2-P1) / n° dias,

sendo P2 o peso actual do animal e P1 o peso anteriormente registado. O resultado

foi apresentado em gramas por dia (g/dia).

« indice de Conversio (IC), que representa a quantidade de alimento necessaria para
que o animal aumente um quilograma de peso. Este parametro calcula-se pelo

quociente entre a Ql e o ganho de peso do animal no mesmo intervalo de tempo:

IC=Ql/Ap,

sendo o Ap o aumento de peso do animal num determinado periodo de tempo.

o Coeficiente de Utilizagdo Digestiva (CUD) que quantifica a digestibilidade e
representa a percentagem do elemento ingerido que é absorvido. Foi calculado o
CUD da Matéria Seca (MS), Matéria Organica (MO), Proteina Bruta (PB), fibras
(NDF, ADF, ADL), Hemicelulose (HEM), Celulose (CEL) e da Energia.

CUDap = [Elemento Ingerido — Elemento Excretado] x 100

Elemento Ingerido

6. Anadlise Estatistica
As analises estatisticas dos resultados foram sujeitas a uma analise de variancia de
1 factor, pela aplicagdo do software SAS System for Linear Models (2002-2003). Para todos

os testes foi usado um intervalo de confianga de 5%.
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IV. Resultados e Discussao

O Butirato de s6dio utilizado neste trabalho € uma marca comercial registada e € um
sal sédico de acido butirico protegido por gordura. A sua finalidade é actuar como
antimicrobiano selectivo na parte final do tubo digestivo, controlando o desenvolvimento da
Salmonella e de outros microrganismos patogénicos e também, estimular o desenvolvimento

das vilosidades intestinais, melhorando assim os resultados de crescimento.

1. Ensaios de Crescimento

Os resultados referentes ao Ensaio Zootécnico encontram-se no Quadro 3. Neste
podemos observar que os coelhos do regime CTR apresentaram melhores resultados
zootécnicos durante as duas primeiras semanas, apresentando diferengas significativas
(P<0,005) no ganho médio diario (GMD) e na quantidade média ingerida (Ql) por coelho,
dos animais do regime BS embora o indice de conversao (IC) tenha sido menor no regime
BS (1,61 com CTR vs 1,58 com BS), ou seja, embora o aumento de peso e a ingestao de
alimento tenha sido menor nos animais do regime BS estes foram mais eficientes na
utilizagdo deste.

No inicio do segundo periodo de ensaio, correspondente as 4 ultimas semanas, 0s
animais do regime BS apresentam um peso significativamente menor que os animais do
regime CTR (859,8g BS vs 930,5g CTR), embora, no final deste periodo os pesos ja ndo
apresentaram diferencas significativas. Este facto deve-se a um maior GMD e um melhor IC
por parte dos animais do regime BS (P=0,05 e P<0,016, respectivamente).

No entanto, e considerando o periodo total, o GMD dos coelhos de ambos os
regimes foi idéntico (44,0 vs 44,8g/d), embora a Ql de alimento com o regime BS ter sido
inferior (P<0,015) a do regime CTR. Este facto reflectiu-se num IC significativamente melhor
(P<0,016) para os animais que ingeriram BS. Esta melhoria deveu-se ao maior aumento de
peso verificado dos animais com regime BS nas ultimas 4 semanas.

E ainda de mencionar que no 1° periodo de ensaio ocorreram 1 morte no regime

CTR vs 2 no regime BS, e no periodo total estes valores foram de 7 mortes vs 10.

Numa menor escala, no Ensaio de Crescimento Pés-Desmame, também foi
contabilizado o crescimento dos animais. E de referir que estes animais sendo abatidos 15
dias ap6s o inicio do ensaio, foram apenas alimentados com a ragédo com 0,5% de incluséao

de BS, um valor um pouco superior ao valor que é sugerido comercialmente (0,3%), com o
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objectivo de verificar se este afectava positivamente os animais, uma vez que estes
sofreram um desmame precoce. No entanto, ao contrario do que se constatou no Ensaio
Zootécnico, neste grupo de 30 animais, nao se verificaram diferengas significativas entre os
dois regimes alimentares (Quadro 4). Embora os resultados registados com os animais do
regime CTR tenham sido superiores aos do regime BS verificou-se um melhor IC, tal como
no Ensaio Zootécnico (1,53 CTR vs 1,51 BS). A menor ingestdo de alimento conduziu assim
a um melhor IC. Podemos por isso dizer que devido ao reduzido nimero de animais
presentes neste ensaio (30 animais) e a uma variabilidade elevada nos valores registados,
nao se obteve diferencas estatisticamente significativas, mas se observarmos os valores do
Ensaio Zootécnico (180 animais) verificamos que a tendéncia que aqui se verifica se torna

real, diferindo os valores significativamente nos parametros anteriormente referidos.

A resposta positiva, mas tardia (no 2° Periodo do Ensaio Zootécnico), da adicdo de
butirato foi oposta a verificada por Piva et al. (2002) num ensaio em leitdes em que
inicialmente ocorreu uma resposta positiva ao BS anulando-se posteriormente. Ja Biagi et
al. (2007) e Tonel (2009), também em leitdes, ndo apuraram efeitos positivos nos resultados
zootécnicos dos animais durante o periodo de suplementagdo com BS. No entanto, tanto
Manzanilla et al. (2006) como Galfi e Bokori (1990) verificaram que a suplementagdo com
BS tinha efeitos positivos, melhorando o IC nas primeiras 2 semanas ap6s o desmame dos
leitdes no primeiro estudo e uma melhoria significativa de todos os parametros estudados no
caso do segundo. O mesmo foi observado por Kotunia et al. (2004) em leitdes recém-
nascidos, que obtiveram uma melhoria de resultados, nomeadamente no GMD e no PF dos
animais.

O BS foi também estudado noutras espécies além dos suinos. Em coelhos, os
resultados variaram, enquanto Carraro et al. (2005) apenas registaram uma tendéncia
positiva com a adicdo de BS, Hullar et al. (1996) obtiveram melhorias significativas no
desempenho zootécnico dos animais, no entanto, esta melhoria deu-se com a inclusdo de
BS mas nao com a concentragao, pois nao se observaram diferengas entre os dois niveis de
suplementacao (0,15 e 0,3%).

Estudos foram também efectuados em frangos (Leeson et al., 2005) e galinhas
poedeiras (Sanchez et al.,, 2008), mas enquanto no primeiro caso ndo se obtiveram
melhorias, no segundo estudo deu-se uma melhoria, ndo s6 do IC mas também de algumas

propriedades do ovo.
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Quadro 3. Efeito do Butirato de Sédio no crescimento e performance de coelhos.

1° Periodo Ensaio 2° Periodo Ensaio Periodo Total Ensaio
indices (2 primeiras semanas) (4 ultimas semanas)

Controlo Butirato P Controlo Butirato P Controlo Butirato P

Pl (g)" 371,0 370,9 NS 930,5 895,8 0,017 370,9 370,9 NS

PF (g) 2 933,2 888,5 0,002 2077.,9 2110,7 NS 2086,8 2110,7 NS

GMD (g/dia) 40,1 37,0 0,002 46,1 48,1 0,054 440 44 8 NS
Ql (g/dia) ® 63,9 57,2 <0,001 121,4 118,2 NS 101,6 96,4 0,015
IC 1,61 1,58 0,026 2,65 2,57 0,016 2,30 2,23 0,016

" PI: Peso Inicial; 2 PF: Peso Final; ®* Ql: Quantidade Ingerida

Quadro 4. Efeito da adi¢ao do Butirato de Sddio no crescimento e performance de coelhos no

Ensaio de Pds-desmame.

Pl(g)" PF(g)? QlTotal(g)®* Ql/d(g/d) AP * 12 Sem. (g) AP 22 Sem. (9) AP Total (g) IC®

Controlo 451,3 1070,0 945,5 67,5 2514 367,2 618,7 1,53
Butirato 450,5 1021,0 854,7 61,0 243,7 326,8 570,5 1,51
P NS NS 0,114 0,114 NS 0,112 NS NS

' Pl: Peso Inicial; 2 PF: Peso Final; ®* Ql: Quantidade Ingerida; * AP: Aumento de Peso; ° IC: indice de Conversao
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Recentemente foi estudada a adicdo de BS em vitelos (Guilloteau et al., 2009),
obtendo-se uma melhoria significativa no GMD e do IC, resultados semelhantes aos obtidos
no 2° Periodo do Ensaio aqui apresentado.

No presente ensaio, os animais foram inicialmente alimentados com uma ragdo com
0,5% de suplementacdo de BS, tendo sido alterada ao fim de 2 semanas para uma com
0,3% de BS. Esta alteracao foi efectuada com o objectivo de ver se uma suplementacéo
mais elevada do que a sugerida comercialmente, 0,3%, afectava positivamente os animais
na totalidade do periodo de crescimento e acabamento. Isto nao se verificou uma vez que
no 1° Periodo de ensaio os animais do regime CTR tiveram uma melhor performance,
invertendo-se a situagdo no 2° Periodo de ensaio, o que leva a sugerir que, nas nossas
condicbes experimentais, o BS provavelmente actuou a longo e ndo a curto prazo, é
também possivel que ndo sejam necessarias doses muito elevadas de suplementacao
(>0,5%). De acordo com Hullar et al. (1996), que tal como referido anteriormente testaram
dois valores de suplementagdo, sugerem mesmo que uma vez que nao se verificaram
diferengas significativas entre 0,15% e 0,3%, utilizar mais de 0,15% de BS n&o sera
vantajoso. No entanto, para que tal seja comprovado serdo necessarios mais estudos com
este aditivo alimentar. E relevante referir ainda, que os bons resultados obtidos em ensaios
que decorreram ha 10, 20 anos atras podem nao estar a verificar-se actualmente, pois a
accao do acido organico € menor em ambientes com baixo stress e contaminacgao, factores
que foram alterados neste periodo de tempo, de forma a melhorar o bem-estar animal
(Cromwell, 2001).

Considerando toda a bibliografia referida anteriormente podemos aferir que a
utilizacdo de BS leva a resultados muito contraditérios, variando com a espécie animal, a
idade inicial dos animais, a duragdo do ensaio e também de acordo com a constituicdo da
dieta (Urbaityte, 2009).

2. Digestibilidade Fecal Aparente

A adigdo de BS na alimentagdo dos coelhos parece nao afectar a digestibilidade
aparente da quase totalidade dos compostos estudados, uma vez que apenas se verificaram
diferengas significativas a nivel do ADL (P=0,012), como se pode observar pelos resultados
no Quadro 5. Estes resultados contrariam os obtidos por Hullar et al. (1996) que registaram
uma melhor digestibilidade de todos os pardmetros estudados. Tonel (2009) com a adigao
de BS apenas obteve melhores digestibilidades da PB e do ADF, mostrando assim a

variabilidade de resultados que envolve esta suplementacao.
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Quadro 5. Efeito da adicéo do Butirato de Sddio na digestibilidade fecal aparente (%).

Cub"MS CUDMO CuUDPB CUDNDF CUDADF CUDADL CUDEN CUDHEM CUD CEL

Controlo 66,3 66,2 85,3 24,7 13,3 11,5 67,0 38,8 13,6
Butirato 66,7 66,6 85,0 253 14,2 6,4 67,1 38,9 15,7
P NS NS NS NS NS 0,012 NS NS NS

' CUD: Coeficiente de Utilizagdo Digestiva
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Embora nos coelhos suplementados com BS se tenha verificado um melhor IC e uma
ligeira melhoria no rendimento de carcaga este parece nao se dever a uma melhor
digestibilidade dos nutrientes, pois embora se verifiquem resultados ligeiramente melhores
para os animais com suplementacdo, ndo se obtiveram diferencas significativas. Este facto
pode dever-se, a termos fornecido o acido organico revestido, o que impossibilitou a descida
do pH no estébmago. Este facto ja havia sido referido por Diebold e Eidelsburger (2006), que
afirmaram que a adicdo de acidos organicos levava a um decréscimo do pH do estdmago,
mas isso nao verificava quando a suplementacao era efectuada com sais destes acidos. No
entanto, Mosenthin et al. (1992), Kluge et al. (2005), e Michelan et al. (2002) que
adicionaram, respectivamente, acido propionico, benzdico e féormico, também nao obtiveram
melhores digestibilidades, contrariando o que foi anteriormente referido.

Podemos assim verificar que a melhoria da digestibilidade dos nutrientes, que
acontece em alguns estudos, com a adigdo dos acidos organicos, nao dependera somente
da forma em que estes sdo fornecidos mas também das condi¢cdes enddégenas do animal,

como o pH do estdmago e a secregéo de enzimas digestivas.

3. Actividade Microbiana Cecal

3.1 pH dos Conteudos e Capacidade Tampao

O pH dos conteudos estomacal e cecal ndo apresentou diferengas significativas
(Quadro 6). Os valores de pH registados estdo dentro do intervalo considerado normal (1,0-
5,0 no estdbmago, predominando entre 1,0 - 2,0 e, 5,5 - 6,0 no ceco (Pinheiro e Mourao,
2006)), embora se verifique um ligeiro decréscimo do pH nos dois 6érgaos dos animais aos
quais foi fornecida a suplementagéo de BS. Tonel (2009) verificou um decréscimo no pH do
estdbmago dos leitdes, sem o verificar no caso do pH do ceco, ileo e célon. Pelo contrario,
Manzanilla et al. (2006), nao encontraram melhorias nem no pH do estbmago nem no do
ceco, apresentando mesmo os leitbes do regime BS um pH superior ao dos animais do
regime controlo. Carraro et al. (2005), num ensaio semelhante ao ensaio em estudo,
também nao obtiveram diferengas significativas, observando-se apenas um decréscimo do
pH do ceco com o aumento da percentagem de adicdo de BS.

O facto de nao se apurarem, no presente estudo, diferencas significativas no pH do
estbmago e do ceco, pode ser tomado como um bom resultado. Pois uma vez que no nosso
BS era revestido, o decréscimo de pH s devera ocorrer no intestino delgado, local onde se
pretende que ocorra a libertacdo do BS, para que s6 ai seja utilizado como fonte de energia

dos enterocitos e ndo em qualquer outro local do tracto digestivo.
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Um dos efeitos mais importantes da adicdo de acidos organicos é a acidificagdo da
dieta e, embora esta nao se tenha verificado neste ensaio, possivelmente devido ao facto do
BS ser revestido, o decréscimo do pH permitiria uma maior activagcdo das enzimas
digestivas, levando a uma maior digestibilidade e absorcdo dos nutrientes e
consequentemente, a um maior aumento de peso. No entanto, o facto de nao se verificar
esta acidificacao do conteudo estomacal esta de acordo com o que foi referido por Galfi e
Bokori (1990), que o BS ao contrario de outros acidos organicos nao actua baixando o pH
mas sim através de acgdes biolégicas das moléculas (Kotunia et al., 2004).

O facto de nao haver alteragdes no pH dos contelidos também se pode dever a
capacidade tampao associada aos componentes da dieta. Ao observar o Quadro 7
verificamos que a capacidade tampao das dietas nao apresenta grandes variagdes,
chegando mesmo a ser mais elevada nas dietas em que ocorreu a adi¢cao do BS.

Este facto contraria o que era esperado, pois em geral os acidos organicos sio
adicionados para reduzir a capacidade tampdo das dietas apds a sua ingestao, permitindo
uma acidificacdo mais eficaz do conteudo do sistema digestivo (Dibner e Buttin, 2002). Este
efeito ja foi comprovado por Blank et al. (1999), quando a adi¢cao de acido fumarico baixou a
capacidade tampéo da racdo, independentemente do poder tampao endégeno do alimento
composto ser elevado ou ndo. A capacidade tampéo das dietas ndo € um assunto muito
desenvolvido em coelhos, como tal, ndo existem valores base que uma ragao deva
apresentar, como acontece para suinos. O primeiro método foi utilizado para se verificar se
a diminuicao do pH afectaria o poder tampao da ragdo. Como isso nao ocorreu utilizamos
um segundo método que nos permitiu simular o decréscimo do pH que ocorre no estémago
dos animais, subindo-o seguidamente tal como acontece na passagem para o intestino

delgado. No entanto, nao se verificaram alteragdes com este método.

Quadro 6. Efeito da adigao de Butirato de Sddio no

pH do estbmago e ceco.

Regimes pH Estoméago pH Ceco
Controlo 2,28 5,76
Butirato 2,04 5,72

P NS NS
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Quadro 7. Efeito da adicdo de Butirato de Sédio na Capacidade
Tampao da dieta (mEq/kg de alimento).

1° Método

Regime pH Inicial CT'a pH4 CT'apH3

Controlo 5,65 79,0 2540
Butirato 0,5 5,58 72,5 256,5
Butirato 0,3 5,58 69,5 241,0

2° Método

Regime pH Inicial CT'apH®6

Controlo 5,67 758,0
Butirato 0,5 5,60 760,0
Butirato 0,3 5,61 795,0

' CT: Capacidade Tampao

3.2 Concentracdo dos Acidos Gordos Volateis

Como se pode comprovar pelos resultados do Quadro 8, a adicédo de BS néo levou a
diferencas significativas na producdo de AGV, encontrando-se todos os resultados dentro
dos valores considerados normais na produgdo de AGV (producgao total entre 30 e 110
mmol/L, C2 entre 63 e 84%, C3 entre 4 e 13% e C4 entre 5 e 29% (Pinheiro e Mouréo,
2006)) No entanto, considerando o valor total destes, observa-se uma maior produgédo por
parte dos animais do regime BS (83,8 mmol/L CTR vs 96,9mmol/L BS), acontecendo o
mesmo nos valores individuais de cada acido (64,4, 6,9, 12,7 CTR vs 75,2, 7,1, 13,5 BS,
para C2, C3 e C4 respectivamente). J& em relagao as proporgdes molares, o acido acético e
propidnico apresentam valores ligeiramente superiores nos animais do regime BS, ndo
acontecendo o mesmo no acido butirico que é ligeiramente superior mas nos animais do
regime CTR (15,1 CRT vs 13,7 BS).

Tal como os resultados obtidos neste estudo, nem Hullar et al. (1996) nem Carraro et
al. (2005), em ensaios também efectuados em coelhos, registaram diferengas significativas
na producéo de AGV. Galfi e Bokori (1990), Manzanilla et al. (2006) e Biagi et al. (2007) em
ensaios com leitdes também nao observaram diferengas significativas na producao de AGV
provocadas pela adicdo de BS. Pelo contrario, Tonel (2009) reportou diferencas

significativas na producio total de AGV, de acetato, propionato e também na proporcao
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molar C3:C4, apresentando os animais do regime BS valores menores que os animais do
regime CTR.

A obtencgéo destes resultados pode dever-se a adicdo do acido organico, ou seja, ao
adicionarmos um &acido, o meio pode ficar ligeiramente mais acido o que reduz a
prolificidade da E.coli, assim como de outros microrganismos patogénicos, conseguindo-se
assim uma maior area livre para a proliferacao de microrganismos favoraveis a fermentacao
cecal e a um ecossistema mais estavel (Pinheiro e Mourao, 2006; Manzanilla et al., 2006). A
referida alteracdo na populacdo bacteriana ja foi verificada no tracto gastrointestinal de
suinos (Dverland et al., 2000; Canibe et al., 2001).

Esta normalidade de valores também é importante, pois quando os SCFA se
encontram em excesso ou em defeito no tracto intestinal, levam a consequéncias
prejudiciais para a mucosa (inflamagcao e lesbes da mucosa) e para o animal, pois vao
afectar a sua capacidade de absorcao dos nutrientes (Argenzio e Meuten, 1991; Butel et al.,
1998; Kien et al., 1999).

Quadro 8. Efeito da adicdo de Butirato de Sédio na concentragao dos Acidos

Gordos Volateis (AGV) no ceco.

Controlo Butirato P
AGV Totais (mmol/L) 83,9 96,9 NS
C2' Total (mmol/L) 64,4 75,2 NS
C3? Total (mmol/L) 6,9 8,1 0,154
C43 Total (mmol/L) 12,7 13,5 NS
Proporgcées molares dos AGV
C2 (mol/ 100 mol) 76,3 77,5 NS
C3 (mol/ 100 mol) 8,6 8,8 NS
C4 (mol/ 100 mol) 15,1 13,7 NS

' C2: Acetato; 2 C3: Propionato; 3 C4: Butirato.
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3.3 Actividade Fermentativa

Na actividade total das enzimas digestivas microbianas a adicdo de BS apenas
afectou significativamente a Pectinase, apresentando os animais do regime BS um valor
mais elevado que os de CTR (75,9 BS vs 64,4 CTR). Os resultados destas analises
apresentam-se no Quadro 9 e estdo de acordo com o que foi referido por Boulahrouf et al.
(1991), que as bactérias em maior nUmero no ceco seriam as pectinoliticas, seguindo-se as
xilanoliticas e por fim as celuloliticas. Assim, podemos sugerir que o coelho apresenta uma
maior capacidade para digerir as hemiceluloses e as pectinas do que as celuloses.

Ao contrario do observado neste ensaio, Tonel (2009) verificou um decréscimo dos
valores na actividade das enzimas microbianas, sendo estes estatisticamente significativos
para a Pectinase e a Xilanase.

E possivel que o BS facilite a actividade da Pectinase, o que pode justificar o
aumento dos AGV nos animais do regime BS, pois uma vez que ha uma maior degradacao
dos nutrientes vai haver uma maior produgao de AGV. Este aumento leva também a supor
que o ligeiro abaixamento do pH estomacal que ocorreu nos animais suplementados com
BS permitiu uma menor actividade pectinolitica no estémago, aumentando esta actividade

no ceco.

Quadro 9. Efeito da adicao de Butirato de Sédio na
actividade total das enzimas digestivas microbianas

(mg/h/g conteudo cecal na MS).

Controlo Butirato P
Celulase 35,8 28,6 0,1090
Pectinase 64,4 75,9 0,057
Xilanase 47 .6 44 5 NS
MS no 24.2 23.8 NS

conteudo cecal
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4. Resultados do Abate

Apds o abate dos animais foram registados os pesos de varios 6rgaos, tanto em
valor absoluto como relativamente ao peso vivo, assim como da carcaga, resultados que
estao registados no Quadro 10.

Nestes podemos notar que com excepgao do peso do figado, que apresenta valores
significativamente menores nos animais do regime BS em comparagdao com os do regime
CTR, (65,79 nos animais CTR vs 53,5g nos animais BS (P=0,005)), nao se verificam
diferencas significativas nos varios parametros estudados. O efeito da adigdo do butirato de
sédio a regimes alimentares de laparos desmamados precocemente, ndo teve efeito no
desenvolvimento dos 6rgdos nas duas semanas seguintes. Mesmo assim, podemos
comprovar que embora nao seja significativo, os animais do regime BS tém pesos mais
baixos nos érgaos estudados, estébmago, figado, ceco e intestino delgado (15,8g, 16,1g e
72,1g no regime CTR vs 14,5g, 15,59 e 68,49 no regime BS, respectivamente).

Tonel (2009) num ensaio em leitdes obteve resultados semelhantes aos registados,
apresentando os animais do regime BS um maior peso do bago, um menor peso do intestino
delgado e intestino grosso vazios e um menor comprimento do segundo.

Quanto ao peso do figado, trata-se de um resultado imprevisto. De acordo com Aiello
et al. (1989) que estudaram o efeito do butirato nos hepatdcitos dos ruminantes, o
propionato é o principal precursor da glicose nos ruminantes, mas este pode ser inibido na
presenca do butirato, isto &, o butirato vai actuar na fase inicial do metabolismo dos AGV,
que é o transporte através da membrana plasmatica inibindo assim, a passagem do
propionato. Portanto, vai influenciar o funcionamento do figado pois vai inibir a sintese
hepatica de glicose. No entanto, este estudo refere-se a ruminantes € ndo a monogastricos,
se se aplicara também aos segundos € uma incognita pelo que seriam necessarios mais
estudos dirigidos para essa area, de forma a comprovar a razdo porque o figado dos
animais submetidos a suplementacao com BS é de dimensdes menores quando em

comparagao com os animais do regime CTR.
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Quadro 10. Efeito da adicao do Butirato de Sédio na carcaga e no
desenvolvimento do aparelho digestivo do coelho (g) e em propor¢gédo com o PV
do animal (g / kg de PV).

Controlo Butirato P

Peso Vivo 1111,7 1052,5 NS

Peso de Carcaca 5475 524.8 NS

Aparelho Digestivo Cheio 347.,4 330,1 NS
Figado 65,7 53,5 0,005

Estdémago cheio 68,7 69,3 NS

Estébmago Vazio 15,8 14,5 NS

Ceco Cheio 87,9 86,8 NS

Ceco Vazio 16,1 15,5 NS

Intestino Delgado 72,1 68,4 NS

Em proporg¢ao (g/kg de PV)

Rendimento em Carcaca 49,1 49,8 NS

Aparelho Digestivo Cheio 314,0 316,1 NS
Figado 59,2 50,4 0,006

Estdmago cheio 62,3 66,0 NS

Estébmago Vazio 14,2 13,7 NS

Ceco Cheio 80,0 84,3 NS

Ceco Vazio 14,6 15,1 NS

Intestino Delgado 65,4 65,8 NS

5. Andlise das Mucosas Intestinais

No Quadro 11 estdo registados os resultados obtidos na analise das mucosas
intestinais dos animais. De acordo com estes, ndo se observaram efeitos da adicdo de BS
na altura (486,2 ym CTR vs 529,2 ym BS no duodeno; 417,7 ym CTR vs 364,8 ym BS no
jejuno; 357,3 ym CTR vs 341,6 ym BS no ileo) e largura das vilosidades (112,3 ym CTR vs
114,2 ym BS no duodeno; 121,5 ym CTR vs 110,7 ym BS no jejuno; 109,5 ym CTR vs

101,9 um BS no ileo) em nenhum dos locais do intestino. No entanto, verificaram-se efeitos
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significativos (P<0,001) a nivel da profundidade das criptas, apresentando sempre o regime
BS valores mais elevados. Este aumento reflecte uma maior maturacido da mucosa e uma
secrecao de muco mais intensa por parte das criptas (Guilloteau et al., 2009). Verificaram-se
ainda diferencgas significativas na relagao entre a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas no jejuno e ileo, apresentando os animais do regime CTR uma relagdo mais elevada
do que os do BS (4,7 CTR vs 2,7 BS e 4,1 CTR vs 3,1 BS respectivamente no jejuno e ileo).
Quanto maior a relagéo altura das vilosidades/profundidade das criptas, ou seja, quanto
mais compridas forem as vilosidades e menos profundas forem as criptas, melhor sera a
absorgao de nutrientes e menores serao as perdas energéticas com a renovagao celular (Li,
1991), no entanto, o que se verificou neste ensaio foi um decréscimo nesta relacédo, que
podera ter levado a uma menor area de absorg¢ao para os animais suplementados.

Resultados semelhantes aos recolhidos neste estudo foram obtidos por Manzanilla et
al. (2006), num ensaio ja referido, embora apenas com efeitos significativos no aumento da
profundidade das criptas do duodeno, ja Tonel (2009) apenas verificou diferencas
significativas a nivel da largura das vilosidades. Pelo contrario, Kotunia et al. (2004)
observaram aumentos em todos os segmentos do intestino delgado, tanto na altura das
vilosidades como na profundidade das criptas, ao adicionarem butirato de sédio em dietas
para leitdbes, Carraro et al. (2005) nado registaram diferencas entre os coelhos
suplementados com BS e os que ingeriram um regime CTR. A relagao Vilosidades:Criptas
(V:C) no trabalho agora apresentado foi menor no jejuno e no ileo de modo semelhante ao
registado pelos autores ja anteriormente referidos (Manzanilla et al., 2006). Galfi e Bokori
(1990) verificaram uma melhoria significativa na altura das vilosidades do ileo, sendo esta a
Unica area do intestino estudada por estes autores, mas esta melhoria ndo se verificou na
profundidade das criptas.

Leeson et al. (2005), utilizando uma suplementacéo de 0,2% de acido butirico em
frangos nao observaram diferencas significativas, nem na altura das vilosidades nem na
profundidade das criptas, no entanto, estes autores apenas recolheram amostras do
duodeno, considerando que o acido butirico livre & absorvido muito rapidamente na zona

superior do tracto digestivo (Bolton e Dewar, 1965).

Embora no presente ensaio ndo se tenha obtido aumentos na altura das vilosidades
que sejam significativos, observando-se apenas uma ligeira melhoria no duodeno, este
aumento podera levar a uma ampliacdo da area de absor¢cdo do intestino, o que vai
influenciar positivamente os processos de transporte de nutrientes e a sua absorcao
(Schoner, 2001; Cromwell, 2001).
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Quadro 11. Efeito do Butirato de Sodio na morfologia intestinal.

ileo

i Duodeno Jejuno
Indices
Controlo Butirato P Controlo Butirato P Controlo  Butirato P
Altura das vilosidades (um) 486,2 529,2 NS 417,7 364,8 NS 357,3 341.,6 NS
Largura das vilosidades (um) 112,3 114,2 NS 121,5 110,7 0,151 109,5 101,9 NS
Profundidade das criptas (um) 87,2 113,1 <0,001 91,6 130,1 <0,001 87,9 112.,8 <0,001
Relacao Vilosidade:Cripta 55 47 0,139 47 2,7 <0,001 41 3.1 0,044
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Isto vai permitir ao animal uma maior utilizacdo destes nutrientes, o que levara a um
melhor indice de conversido e de aproveitamento dos alimentos e como efeito a um maior
aumento de peso.

O facto de néo se ter verificado uma acgao benéfica do BS sobre as vilosidades pode
dever-se ao facto dos animais s6 terem sido suplementados com este aditivo durante 15
dias, que corresponderam ao periodo pds-desmame e, como ja foi observado neste periodo
as vilosidades tendem a encurtar devido a alteragao de alimentacdo e a outros factores
associados ao desmame (Chiquieri et al., 2007).

O butirato pode ainda melhorar a proliferagao, diferenciacdo e maturagao e reduzir a
apoptose dos enterécitos normais, efeitos ja verificados por Sengupta et al. (2006), o mesmo
nao se verificou nos nossos resultados, uma vez que ndo houve melhoria na altura das
vilosidades, mas Guilloteau et al. (2009) que avaliaram a taxa de proliferacdo dos
enterécitos obtiveram um aumento desta taxa na parte superior do jejuno e uma tendéncia
de melhoria nas criptas do duodeno quando adicionaram 0,3% de BS no leite fornecido a

vitelos.

5.1 Contagem de Coccidias

Apods observar os cortes histolégicos para medi¢ao das vilosidades e criptas notou-se
a presenca de coccidias e para averiguar se o BS afectava ou ndo a presenga destes
microrganismos procedeu-se a sua contabilizagdo. A analise estatistica deste procedimento
encontra-se no Quadro 12.

Nestes resultados comprovamos que houve diferengas significativas na presenca de
coccidias no ileo (1,64 CTR vs 7,12 BS), havendo também uma tendéncia para um maior
numero de coccidias no duodeno e no jejuno. Embora ndo haja uma justificagdo pelo qual
isso ocorreu podemos especular sobre o assunto. Dibner e Buttin (2002) referem que
embora ndo seja comum encontrar a presenga de antibiéticos quando ha adigdo de acidos
organicos, outros agentes antimicrobianos como as substancias coccidiostaticas
normalmente estdo presentes. Estas substancias vao exercer o seu proprio efeito na
microflora podendo tornar o efeito do acido organico redundante. Neste ensaio o BS que foi
adicionado pode ter afectado o coccidiostatico que estava presente na suplementacao
mineral e vitaminica.

Apesar desta explicagédo parecer a mais plausivel, Claus et al. (2007) ao adicionarem
butirato de calcio revestido em gordura observaram que comparado com os outros
segmentos do intestino, o jejuno parecia ser privilegiado aquando da absor¢do do butirato.

Além disso, a degradacdo da camada que reveste o butirato € um processo gradual, o que
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pode levar a supor que no ensaio destes autores o butirato teria com alvo o jejuno. Tal pode
também ter ocorrido no nosso ensaio, o BS pode ter-se degradado no duodeno € jejuno, nao
chegando ao ileo, ou chegando em quantidades reduzidas tendo ai um menor efeito, pois
embora nao se verifiquem diferengas significativas nos outros dois segmentos do intestino
existe uma tendéncia para que as coccidias também ai aparegam em maior numero.

E ainda de referir que a presenca destes microrganismos ao competirem com os

animais pelos nutrientes ingeridos podem ter impedido um maior crescimento dos animais
do regime BS.

Quadro 12. Efeito da adigdo do Butirato de Sddio na proliferagao

de Coccidias.
Duodeno Jejuno fleo
Controlo 0,88 1,48 1,64
Butirato 5,10 3,82 7,12
P NS NS 0,055

Coccidias

Figura 7. Corte histolégico do duodeno (objectiva de 4x) que permite a observagao
das coccidias presentes no intestino delgado de um animal do regime BS, utilizagdo do
microscopio Olympus BX 511.
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V. Conclusao

Nas nossas condigdes experimentais, a adicdo de Butirato de Sédio na alimentacao
de coelhos no periodo de crescimento e engorda apenas afectou positivamente o indice de
Conversao, através de uma menor ingestdo de alimento. Este facto podera ser importante,

uma vez que a alimentagdo dos animais é o factor de produgdo mais oneroso.
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