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RESUMO

DO VALE, PATRICIA DE AZEVEDO CASTELO BRANCO, DSc., Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; abril de 2009; Utilizagdo de Oleos
essenciais como pro-nutrientes nas ragdes de leitbe s; Professora Orientadora:

Rita da Trindade Ribeiro Nobre Soares; Co-orientador: Rony Antonio Ferreira.

Foram realizados trés experimentos na Unidade de Apoio a Pesquisa em Zootecnia
do Laboratorio de Zootecnia e Nutricdo Animal, situado na Escola Técnica Estadual
Agricola Anténio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. O primeiro
experimento teve como objetivo avaliar o desempenho dos animais, bem como os
efeitos de antimicrobiano e 06leos essenciais sobre a morfometria dos 6rgaos,
histologia do epitélio intestinal e sobre a microbiologia intestinal de leitdes recém-
desmamados. Foram utilizados 60 leitdes, com peso inicial médio de 7,2 £ 1,3 kg,
distribuidos em um delineamento de blocos casualizados de cinco tratamentos com
quatro repetices de trés leitbes cada. Os tratamentos foram os seguintes: T1-
Racdo basal (sem pré-nutriente); T2- Racao basal + 0,2% antibidtico (Trissulfin); T3-
Racdo Basal + 0,02% o6leos essenciais (Tecnaroma Herbal®);T4- Racdo Basal +
0,04% Tecnaroma Herbal® e T5- Racdo Basal + 0,06% Tecnharoma Herbal®. O
experimento teve duracdo de 42 dias. No final deste experimento foi abatido um
animal por baia para pesagem dos 6rgaos, coleta de segmentos do intestino delgado
para avaliacdo da altura das vilosidades intestinais e avaliacdo da microbiologia
intestinal. O segundo experimento teve como objetivo avaliar o efeito de
antimicrobianos, 6leos essenciais, probiético e &cidos organicos sobre o
desempenho de leitdes. Foi realizado um experimento em delineamento de blocos
casualizados, nos quais foram testados, durante 42 dias, quatro tratamentos, com
cinco repeticdes: T1- racdo basal + 0,2% antibidtico;T2- racdo Basal + 0,06%
Tecnaroma Herbal®; T3- racdo basal + 0,2% Probiético (Bacillus subtillis) e T4- racéo
basal + 0,3% Acido Organico (300 g de acido benzdico, 100 g de acido fumarico,
100 g de acido citrico e 85 g de acido fosforico). Foram utilizados 60 leitbes,
desmamados aos 21 dias de idade, com peso inicial médio de 6,5 kg £ 1,0 kg,

alocados em 20 baias, cada uma com trés leitbes nos periodos inicial (21 a 42 dias)



e final (42 a 63 dias de idade). Nos dois experimentos, foram avaliados o consumo
de racao diario, o ganho de peso diario e a conversao alimentar no periodo inicial
(21 a 42 dias de idade), final (42 a 63 dias de idade) e total (21 a 63 dias de idade).
O terceiro experimento consistiu em um ensaio de metabolismo, com o objetivo de
avaliar os efeitos do antimicrobiano e dos 6leos essenciais sobre a digestibilidade
dos nutrientes das racbOes experimentais. Foi realizado um experimento em
delineamento de blocos casualizados, nos quais foram testados, durante 12 dias,
quatro tratamentos com cinco repeticbes e um animal por gaiola de metabolismo
(unidade experimental). Os tratamentos corresponderam aos mesmos do primeiro
experimento. Foram utilizados 20 suinos machos castrados mesticos, com 63 dias
de idade e peso vivo médio 22,0 kg + 5,0 kg. No primeiro experimento, 0s animais
alimentados com a racao contendo o maior nivel dos Oleos essenciais apresentaram
melhor desempenho, maior peso para o figado, intestino delgado e intestino grosso,
maiores alturas de vilosidades, criptas menos aprofundadas e maior relagcdo AV/PC,
em relacdo aos animais alimentados com racédo controle ou contendo antibidtico.
Para a contagem de bactérias, os animais que receberam o tratamento contendo
antibiético foram os que apresentaram a maior reducdo no numero de UFC/g de
contetdo intestinal. No segundo experimento, os animais alimentados com as
ragcbes contendo antibidtico apresentaram melhor desempenho em relacdo aos
animais que receberam os tratamentos com 6leos essenciais, probiotico e acidos
organicos. No experimento de digestibilidade, os maiores coeficientes de
digestibilidade foram observados nos animais que receberam o tratamento com o

maior nivel de inclusdo dos 6leos essenciais.

Palavras-chave: promotores de crescimento, desempenho, histologia intestinal,

microbiologia intestinal, digestibilidade dos nutrientes.



ABSTRACT

DO VALE, PATRICIA DE AZEVEDO CASTELO BRANCO, Dsc., Darcy Ribeiro Norte
Fluminense State University; april 2009; Essentials oils as growth promoters in
the feed of piglets ; Major professor: Rita da Trindade Ribeiro Nobre Soares; Co-

supervisor: Rony Antonio Ferreira.

Three experiments were accomplished in the Research Nucleous of the Nutrition and
Animal Science Department of the North Fluminense State University, localized in
the Agricultural Technical State School Antdnio Sarlo in Campos dos Goytacazes,
RJ. The first experiment had as objective to evaluate the effects of antimicrobian and
essentials oils on the performance, organs morphometry, height of intestinal vilosity
and intestinal microbiology of weaned pigs 21 days old. One completely randomized
block experiment design was carried out during 42 days to compare five treatments:
T1- base ration (without pro-nutrient); T2— base ration + 0,2% of antibiotic
(Trissulfun); T3- base ration + 0,02% of essentials oils (Tecnaroma Herbal®); T4-
base ration + 0,04% of essentials oils (Tecnaroma Herbal®) and T5- base ration +
0,06% of essentials oils (Tecnaroma Herbal®). In this experiment sixty 21 days of age
pigs weaned with initial weight of 7,2 + 1,3 kg were allotted in 20 pens, each one with
tree pigs and four replications per treatment. At the end of the experiment, one
animal of each pen was slaughtered to weighing the organs and collect the content of
the small intestine for evaluation of the intestinal vilosity height and intestinal
microbiology assessment. In the second experiment, the objective was to evaluate
the effects of antibiotic, essentials oils, probiotic and organic acid on the performance
of weaned pigs at the age of 21 days. One completely randomized block experiment
design was carried out during 42 days to compare four treatments: T1- base ration +
0,06% of essentials oils; T2— base ration + 0,2% of antibiotic (Trissulfun); T3 — base
ration + 0,2% of probiotic (Bacillus subtillis) and T4 — base ration + 0,3% of organic
acids (300 g of benzoic acid, 100 g of fumaric acid, 100 g of citric acid and 85 g of
phosphoric acid). In this experiment were allotted sixty pigs weaned at 21 days of
age with the initial weight of 6,5 kg = 1,0 kg in 20 pens, each one with three pigs at
the both periods: initial period (21-42 days of age) and final period (42-63 days of



age) and four replications per treatment. The third experiment consisted of a test for
metabolism, to evaluate the effects of antimicrobial and essential oils on the
digestibility of nutrients of experimental diets. An experiment was conducted in a
randomized block design, which were tested during 12 days, four treatments with five
replicates and one animal per cage for metabolism (experimental unit). The
treatments were the same as in the first experiment. In this experiment were allotted
twenty pigs at 63 days of age with the initial weight of 22,0 kg + 5,0 kg and one pig
per cage of metabolism. In the first experiment, the animals fed the diet containing
the highest level of essential oils showed better performance, more weight to the
liver, small intestine and large intestine, the greater heights of villi, crypts less depth
and higher AV / PC, than animals fed with control diet or containing antibiotic. For the
bacterial count, animals that received the treatment with antibiotic were those who
had the greatest reduction in the number of CFU / g of intestinal contents. In the
second experiment, the animals fed with feed containing antibiotics showed better
performance in animals that received the treatments with essential oils, probiotics
and organic acids. In the digestibility experiment, the higher digestibility coefficients
were observed in animals that received treatment with the highest level of inclusion of

essential oils.

Keywords: growth promoters, performance, intestinal histology, intestinal

microbiology, digestibility of nutrients.
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1 INTRODUCAO

No sistema confinado de producdo de suinos, o periodo mais critico para
criacdo dos animais vai do nascimento ao final da creche. A reducdo do periodo
lactacional, associado a imaturidade digestiva dos leitdes, fez com que técnicos e
produtores utilizassem controladores sintéticos de microorganismos, sendo 0s
aditivos antimicrobianos (antibioticos, quimioterapicos) os de uso mais generalizado
(Menten, 2001).

O uso de antibidticos como promotores de crescimento é praticado desde os
anos 50, baseado em suas caracteristicas de pro-nutrientes, no que diz respeito a
melhoria na eficiéncia alimentar, reducdo na mortalidade e morbidade devido a
infeccdes clinica e subclinica e melhora na performance reprodutiva.

No entanto, a maioria dos antibiéticos usados como promotor de crescimento
na alimentacao animal foi proibida na Europa em 1999, devido a duas constatacdes,
que fizeram com que o uso desses aditivos antimicrobianos passasse a ser visto
como fator de risco para a saude humana. S&o elas: (a) presenca de residuos dos
antimicrobianos na carne, ovos e leite e (b) inducdo de resisténcia cruzada entre
bactérias patogénicas em humanos (Menten, 2001).

Os primeiros antimicrobianos largamente utilizados na producdo animal a
serem proibidos pela Unido Européia foram: bacitracina de zinco, espiramicina,
virginiamicina, tilosina, carbadox e olaquindox (Cromwell, 1999).

No Brasil, o uso de clortetraciclina, oxiteraciclina, penicilina (Portaria DAS/MA
N° 159 de 23 de junho de 1992), nitrofurazona, furazolidona, cloranfenicol (Portaria
DAS/MA N° 448 de 10 de setembro de 1998) e avoparcina (Portaria SVS/MS N° 819
de 16 de outubro de 1998) como promotores de crescimento j& foi proibido (Soncini,
1999). Atualmente, os aditivos antimicrobianos autorizados pelo Ministério da
Agricultura para uso em racdes, como promotores de crescimento de suinos sao:
avilamicina, colistina, flavomicina, lincomicina, tilosina, salinomicina, espiramicina,
enramicina, eritromicina, tiamulina, clorexidina, bacitracina de zinco e halquinol.

Sendo assim, diversas pesquisas buscando alternativas para minimizar o
impacto da proibicdo e retirada dos antimicrobianos das racdes tém sido

desenvolvidas. Essas substancias alternativas incluem os pré-bioticos, pré-bioticos,
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enzimas, 4cidos organicos e, mais recentemente, 0s extratos vegetais e seus 6leos
essenciais.

Os 6leos essenciais e 0s extratos vegetais foram utilizados durante séculos
para melhorar ou prevenir os efeitos de uma variedade de doencas em seres
humanos. Estes produtos naturais frequentemente séo referidos como fitobioticos.
Certos fitobidticos sdo conhecidos por conter compostos com efeitos
antimicrobianos. Os fitobidticos podem agir como bacteriostaticos (previne a
multiplicacdo bacteriana) ou bactericidas (matam as bactérias). Eles também podem
estimular a alimentagéo através de suas caracteristicas aromaticas e saborizantes.

Os fitobidticos, que contém compostos tais como taninos, flavondides ou
mucilagens, podem reduzir a incidéncia de diarréia devido a suas propriedades
antiinflamatorias. Os flavondides e os extratos de alho, cebola e paprica podem
proteger o suino contra a diarréia pés-desmame, devido a estimulagédo da atividade
dos seus fagocitos. Os fendis, encontrados nos extratos de carvacrol e timol, alteram
as membranas das Salmonelas e da E. coli (e outros patdgenos), causando talvez a
morte da célula, enquanto muitos dos microrganismos benéficos ndo sao afetados.

Os extratos vegetais e seus respectivos 6leos essenciais ainda sao pouco
estudados. Entre os possiveis mecanismos de agdo dos extratos vegetais no
organismo animal, destacam-se o estimulo da digestdo — com um aumento na
digestibilidade e absorcdo de nutrientes, alteracdes na microbiota intestinal, efeito
antimicrobiano e imunomodulador (Mellor, 2000).

Embora alguns efeitos tenham sido demonstrados, h& ainda grande
desconhecimento dos mecanismos envolvidos nos processos.

Particularmente na producdo animal, observa-se nos estudos uma forte
tendéncia pelo uso de plantas aromaticas, considerando-se a composicdo e o
potencial antimicrobiano de seus respectivos 6leos essenciais.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito da utilizagdo de 6leos
essenciais em dietas para leitbes na fase de creche, sobre o desempenho,
parametros morfofisiologicos (peso dos 6rgédos, altura das vilosidades, profundidade
das criptas e relacdo altura das vilosidades e profundidade das criptas),
microbiologia intestinal e digestibilidade das racdes experimentais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos morfofisiologicos do aparelho digestor io de leitdes recém-

desmamados

O conhecimento da fisiologia e da morfologia do aparelho digestorio de leitdes
recém-desmamados € de grande importancia, visto que o estresse decorrente da
desmama, comumente realizada no periodo de 21 a 28 dias de idade, somado a
mudanca de dieta e ambiente, € um grande desafio aos leitbes e aos nutricionistas
(Oetting, 2005).

Normalmente, ha queda de desempenho nos dias posteriores a desmama, 0
gue pode ser justificado por uma série de desafios com 0s quais se depara. Esses
desafios incluem: estresse ambiental (decorrente da separacdo da mae e
reagrupamento social), estresse imunoldgico (auséncia da protecao advinda do leite
materno e pela presenca de potenciais patdogenos — Salmonella, Rotavirus) e
estresse nutricional (mudanca de alimentacdo liquida para solida) (Stokes et al.,
2001).

A retirada de uma dieta liquida (leite materno), altamente digestivel e rica em
gordura, lactose, caseina, e o0 inicio do consumo de uma racdo seca, menos
palatavel, contendo amido, 6leos e proteinas vegetais, associada a imaturidade de
seu sistema digestivo, justificam parcialmente a queda no desempenho
posteriormente a desmama (Branco et al., 2006). Outro fator que contribui para esse
quadro é a limitada capacidade fisica de ingestdo (estbmago e intestino delgado).
Mesmo que o animal ingira quantidades satisfatérias de alimento, a secre¢éo
insuficiente de enzimas digestivas, 4cido cloridrico, bicarbonato de s6dio e muco néao
permite uma digestéo e absorcéo de nutrientes adequada (Molly, 2001).

No momento da desmama, ocorre uma queda drastica na quantidade de
acido lactico no estbmago, o que provoca um aumento no pH estomacal. Com o pH
acima do nivel normal, a pepsina ndo € ativada e a digestdo das proteinas da racao
€ reduzida, acarretando na passagem de substrato fermentavel a outras porc¢des do

intestino delgado (Campadal et al., 1995).
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A ingestéao insuficiente de alimentos, a digestao incompleta e, na maioria dos
casos, a presenca de farelo de soja (fatores alergénicos) nas racbes, levam a
alteracdes na estrutura do epitélio intestinal. Em apenas 24 horas ap0s a desmama,
ha uma reducéo drastica na altura das vilosidades em todos os segmentos do
intestino delgado, devido a uma maior descamacao dos enterodcitos. As vilosidades
deixam de apresentar formas alongadas, semelhantes a dedos, e passam a se
assemelhar com linguas ou folhas (Pluske et al., 1997). Em resposta a este
processo, acelera-se a diferenciacdo celular voltada a criptogénese, causando
aprofundamento das criptas (Pluske et al., 1996; Hedemann et al., 2003).

O encurtamento das vilosidades e o aprofundamento das criptas acarretam
perdas na atividade de algumas enzimas (isomaltase, sacarase, lactase) da borda
em escova dos enterdcitos. As peptidases também apresentam queda de atividade,
principalmente na porcdo proximal do intestino delgado, onde a atrofia das
vilosidades é mais pronunciada (Hedemann et al., 2003).

As vilosidades desgastadas e as criptas aprofundadas apresentam menor
quantidade de células absortivas em comparacdo com as secretoras. Esse fato,
juntamente com os citados anteriormente, ocasiona uma digestdo incompleta de
carboidratos e proteinas, bem como redugdo na absor¢do de liquidos, sodio,
potassio e cloreto, o que altera a osmolaridade do contetdo intestinal, podendo levar
o animal a uma diarréia osmoética. (Nabuurs et al., 1993).

Mesmo com todos esses desafios, € a simples presenca do alimento no trato
digestivo que ira estimular as funcdes digestivas intestinais (secrecdo de horménios
e enzimas e proliferacao celular), até que se alcance a maturidade do sistema e o

animal possa suprir suas exigéncias nutricionais (Kelly e King, 2001).

2.2 Microingredientes promotores do crescimento

Diversos microingredientes sdo utilizados em dietas de leitdes recém-
desmamados, com o intuito de controlar agentes prejudiciais ao processo digestivo,
promovendo melhoras nos indices zootécnicos e maximizagao da producéo.

De acordo com o Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (1998), os

microingredientes sao classificados em 13 grupos quanto a sua natureza e fungao
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(acidificantes, adsorventes, aglutinantes, antioxidantes, anticoccidianos,
antifingicos, aglutinantes, conservantes, aromatizantes/palatabilizantes, corantes,
enzimas, pigmentantes, pro-bioticos e promotores do crescimento e/ou eficiéncia
alimentar) e divididos em 3 classes de acordo com seu modo de agéo especifico ou
caracteristica funcional (pré-nutrientes, coadjuvantes de elaboracéo e profilaticos).

No Brasil, promotores de crescimento sdo considerados aditivos. A legislagcao
qgue regulamenta a inspecéao e fiscalizacdo dos produtos destinados a alimentacéo
animal, Decreto n°® 76986, de 06/01/1976, define, em seu artigo 4°, item VII, que
aditivos sdo “substancias intencionalmente adicionadas aos alimentos, com a
finalidade de conservar, intensificar, ou modificar suas propriedades desde que nao
prejudique seu valor nutritivo, como antibidticos, antioxidantes, corantes e outros”
(Mota, 1996).

Esses aditivos pertencem a classe dos pro-nutrientes (juntamente com
antioxidantes, pré-biodticos, pré-bidticos, acidos organicos, etc), definidos como
microingredientes de alimentacdo, usados oralmente em pequenas quantidades,
promovendo os valores intrinsecos de uma mistura de nutrientes em uma dieta
animal. Podem ser substancias naturais ou sintéticas, ou organismos Vivos,
adicionados a racdo animal, com o0s objetivos de aumentar o ganho de peso,
melhorar a eficiéncia alimentar, diminuir a mortalidade e at¢é mesmo melhorar a

eficiéncia reprodutiva (Zuanon, 1995).
2.2.1 Modos de acdo dos promotores de crescimento

Os promotores de crescimento atuam reduzindo as infec¢des bacterianas
intestinais preservando a integridade da mucosa intestinal, permitindo que haja
melhor absorcao dos nutrientes e desempenho produtivo dos animais (Silva, 1999).

O uso de promotores de crescimento pode promover alteracbes na
composicdo da microbiota em decorréncia da perda da eficiéncia de fixacdo de
certos microrganismos ao epitélio intestinal, alteragdo no perfil e na quantidade de
substancias produzidas no limen intestinal, alteragcdes no nivel de acidos graxos
volateis produzidos e controle de bactérias causadoras de doencas subclinicas que

deprimem o crescimento do animal (Brugalli, 2003).



19

Os promotores de crescimento também podem exercer uma influéncia
significativa sobre a digestibilidade dos nutrientes, pois eles interferem na secrecéo
de enzimas e sucos gastricos e podem promover alteracdes positivas sobre a
histologia do epitélio intestinal, como o aumento da altura das vilosidades e reducao

da profundidade das criptas (Butolo, 1999).

2.2.2 Microingredientes antimicrobianos

Os aditivos antimicrobianos (antibidticos e quimioterapicos) sao o0s
promotores de crescimento e de eficiéncia alimentar de uso mais generalizado na
producdo animal, trazendo grandes beneficios, quando utilizados em doses
terapéuticas nas racoes (Menten, 2001).

Antibioticos sdo agentes antimicrobianos sintetizados por microorganismos
vivos como leveduras, fungos e bactérias. J4 os quimioterapicos sao substancias
obtidas por sintese quimica, com a¢do semelhante aos antibioticos.

Os antibioticos podem ser usados na nutricdo animal nas racdes em niveis
subterapéuticos ou subclinicos (dosagem menor do que a recomendada para acao
medicamentosa), prevenindo doencas e favorecendo uma acdo promotora de
crescimento e na medicina veterinaria como terapéutico com acao curativa. Na
nutricdo, os antibidticos “promotores de crescimento” atuam como potencializadores
dos ganhos nutricionais das dietas, 0s quais sdo obtidos pelo aumento da
disponibilidade dos nutrientes para os animais (Butolo, 1999).

Os antibidticos e quimioterapicos representam um grupo de compostos com
estruturas quimicas heterogéneas e propriedades fisico-quimicas diferentes, que
tém como Unico ponto comum a capacidade antibacteriana, resultando na alteragédo
seletiva da populacdo microbiana do intestino do animal e no estimulo do

crescimento de bactérias benéficas (Zuanon et al., 1998).
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2.2.2.1 Modos de acao

Pode haver dois tipos de acédo direta dos antimicrobianos sobre as bactérias
elou fungos sensiveis: a morte do agente (efeito bactericida) ou a parada de seu
crescimento e reproducdo (efeito bacteriostatico). Esses efeitos podem ocorrer por
interferéncia na sintese da parede celular (antibidticos B-lactanose e bacitracinas),
alteracbes na permeabilidade da membrana citoplasmatica (ionéforos),
interferéncias na replicacdo cromossémica (quinoxalinas) e na sintese protéica
(streptomicinas) (Mellor, 2000).

Os antibioticos promotores de crescimento devem atuar impedindo o
metabolismo bacteriano e reduzindo a competicdo direta pelos nutrientes entre a
bactéria e o hospedeiro. Além disso, reduzir a produ¢do microbiana de metabdlitos
toxicos, como as aminas, amoénia e endotoxinas que afetam o epitélio intestinal e
impedem a absorcéo de nutrientes.

Os possiveis mecanismos de acdo pelos quais os antibioticos estimulam o
crescimento dos animais segundo Prescott e Baggot (1991) e Teixeira (1998) séao:
(1) efeito metabdlico, no qual os antibioticos de alguma forma afetam diretamente a
marcha ou o desenvolver do processo metabdlico do animal; (2) efeito nutricional,
onde os antibidticos podem reduzir as necessidades de certos nutrientes
estimulando o crescimento de certos organismos que sintetizam vitaminas ou
aminoacido, aumentando a disponibilidade de nutrientes através da formacédo de
guelatos, diminuindo os organismos que competem com o animal por nutrientes,
melhorando a capacidade de absorcao do trato intestinal por reduzir a espessura da
parede intestinal; (3) efeito por controle da enfermidade, eliminando os organismos
causadores de manifestagfes clinicas ou subclinicas de doengas, que provocam 0
declinio no ritmo de crescimento; (4) diminuicAo da producdo de substancias
bacterianas toxicas que retardam o crescimento, dentre os quais, a amobnia e as
aminas primarias; (5) aumento da sintese de vitaminas e de outros fatores de
crescimento; e (6) reducdo da renovacao (“turnover”) de células da parede intestinal
e da motilidade do intestino.
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2.2.3 Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais sdo compostos organicos volateis (metabdlitos
secundarios) das plantas, extraidos por destilacdo a vapor ou extracao por solventes
volateis, sendo misturas constituidas por um numero variado de substancias
organicas com estruturas relativamente simples, onde 0s principais componentes
provém de rotas secundarias, no caso monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides. Essas composi¢des naturais se tornaram um conveniente atrativo

devido as suas propriedades biolégicas e organolépticas (Silva et al., 2000).

Existem também os extratos vegetais, que basicamente possuem 0s mesmos
constituintes dos O6leos essenciais. O que os difere € o método de
extragdo/obtencdo. O termo Oleo essencial implica por definicdo no método de
preparacao, isto €, a separagdo das substancias volateis por destilacdo a vapor, a

pressdo atmosférica (Braga, 1971).

As plantas sdo fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, ja
gue as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico.
Inimeras substancias acumulam-se no vegetal para sua defesa contra
microorganismos, algumas delas sendo denominadas de fitoalexinas (Aleu et al.,
2001). As plantas sintetizam e emitem inameros compostos volateis (acidos,
aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores e se defender de herbivoros. No que
concerne a defesa contra herbivoros, as plantas desenvolveram dois tipos de
defesa, a direta e a indireta.

Na defesa direta estdo envolvidas substancias como silica, metabdlitos
secundarios, enzimas e proteinas, além de 6rgdos como tricomas e espinhos que
afetam diretamente a performance do inseto (Braga, 1971).

Na defesa indireta estdo envolvidas substancias emitidas pela planta, que
atraem parasitas e predadores do inseto fitéfago (Lemos et al, 1990). Terpenos e
fenilpropandides volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter, dependendo
do inseto em andlise, propriedades atrativas (alimentacdo, polinizacdo) e/ou
detergentes e inseticidas. Nos ultimos anos, 6leos essenciais obtidos de plantas tém
sido considerados fontes em potencial de substancias biologicamente ativas (Braga,

1971). Enfase tem sido dada as propriedades antimicrobiana, antitumoral e
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inseticida de compostos volateis, além de sua a¢do sobre 0 sistema nervoso central
(Kelsev et al., 1984). Os 0leos essenciais obtidos, por exemplo, de Mentha pulegium
e M. spicata sdo muito eficazes como inseticidas. Pequenas quantidades ja séo
suficientes para causar a morte de inumeros insetos. Os monoterpenos pulegona,
mentona e carvona, 0S principais constituintes do o6Oleo de menta, foram
considerados toxicos para larvas de Drosophila melanogaster (Lemos et al, 1990).

Em um estudo realizado em granja comercial, com 72 leitdes de 21 dias,
observou-se que leitbes tratados com um produto a base de Oleos essenciais
puderam competir eficazmente com relacdo ao ganho de peso e a conversado
alimentar com os leitdes que receberam racdo com e sem antibiético, sem uma
maior incidéncia de episédios diarréicos que nesse periodo poderia ser esperado
como resultado de um aumento da ingestdo de racdo, estimulado pelo aroma do
produto. Os bons resultados gerais e a possivel existéncia de uma atividade
moduladora sobre a microflora intestinal, justificam outras provas mais especificas,
seja in vitro ou in vivo (Tecnessense, 1998).

Em outro estudo realizado pela mesma empresa utilizando o mesmo produto,
0 ensaio envolveu suinos na fase de engorda, tendo duracdo de 110 dias. A
caracteristica avaliada foi o ganho de massa corporal. Os animais do grupo teste
apresentaram maior aumento da massa corpOrea em comparagdo aos animais do
grupo controle, tendo assim, o produto a base de 6leos essenciais um efeito positivo
nao so sobre a saude do rebanho, mas também sobre seu desempenho, refletindo

em maior lucratividade.

2.2.3.1 Modos de acao

Um namero relativamente reduzido de trabalhos é norteado pela idéia de se
usar extratos de plantas ou mesmo seus metabdlitos secundarios para fins
terapéuticos, profilaticos ou como melhoradores do desempenho de animais,
baseando-se em informagfes relacionadas ao efeito antimicrobiano das plantas
disponiveis na literatura geradas com testes in vitro. Dentre 0s possiveis
mecanismos de acdo dos extratos vegetais ou Oleos essenciais no organismo

animal, podem-se citar alteracbes na microbiota e histologia do epitélio intestinal,
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aumento na digestibilidade e absorcdo de nutrientes, melhora da resposta imune,
atividade antioxidante e controle da producdo de amoénia (Oetting, 2005).

Os efeitos exercidos pelas plantas podem ser explicados pela presenca e
constituicdo de seu (s) principio (s) ativo (s). Principios ativos sdo componentes
guimicos presentes em todas as partes das plantas ou em partes especificas, que
conferem as plantas medicinais alguma atividade terapéutica (Martins et al., 1994).
Essas substancias sao produzidas, principalmente, como um mecanismo de defesa
da planta contra fatores externos.

Cada o6leo essencial possui um composto presente em maior quantidade,
considerado como o principio ativo. Esse principio ativo pode ser encontrado em
diversas plantas em menores concentracdes. O timol, por exemplo, apesar de ser
encontrado no tomilho (41%) e no orégano (10%), s6 € considerado principio ativo
do tomilho, uma vez que o principio ativo do orégano € o carvacrol (presente em
60% do Oleo). Apesar de os principios ativos primarios (presentes em maiores
quantidades na planta) serem responsaveis pelo efeito principal exercido no
organismo, acredita-se que exista um efeito sinérgico, onde 0s componentes
secundarios atuariam como potencializadores dos principios ativos primarios (Kamel,
2000).

Para que os principios ativos tenham efeito em produtos comerciais, precisam
ter suas concentrag6es aumentadas.

Os principios ativos dos Oleos essenciais sdo rapidamente absorvidos e
metabolizados, no intestino pelos enterécitos e no figado pelos hepatécitos,
respectivamente. Deste metabolismo, compostos polares sdo obtidos, através da
conjugacao com o glicuronato. Estes compostos sdo excretados na urina. Também
se pode observar a excrecéo de outros compostos pela respiracdo, na forma de CO,
(Martins et al., 2000).

E bem provavel que, pelo fato destes principios serem rapidamente
metabolizados, o risco de acumulo nos tecidos seja bastante reduzido.

Assim como os antibiéticos, o seu uso prolongado pode levar a resisténcia ao

principio quimico (Mancini, 1984).
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a) Atividades Anti sséptica e Antimicrobiana

Os oleos essenciais mostram atividade antisséptica e antimicrobiana com as
varias bactérias patdgenas mesmo nos troncos que sdo somente antibidticos
resistentes. Muitos destes 6leos séo ativos com os fungos responsaveis pela micose
(Candida). As doses recomendadas para a atividade sao geralmente baixas e foram
determinadas por experimentos in vitro transferiveis diretamente no uso interno.
Plantas aromaticas como a santoreggia, canela, timo, cravo, lavanda e eucalipto sao
0s Oleos essenciais com a atividade antisséptica mais marcante. A atividade
antimicrobiana deve-se ao fato de que é bem documentada a atividade dos seus
componentes principais, como por exemplo: fendis, que agem no nivel das
membranas bacterianas; alcoois, que lesam as paredes celulares e favorecem uma
desnaturacao das proteinas; e cetonas, que tém uma atividade lipolitica a cargo dos
lipopolissacarideos (Kalemba e Kunicka, 2003).

Os métodos de avaliagdo mais utilizados para determinar a atividade
antimicrobiana de um 6leo essencial séo o de difusdo em agar e o de diluig&o.

Diversos fatores podem influenciar a determinacdo da atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais: (1) por apresentarem baixa solubilidade em
agua e alta viscosidade, a distribuicdo do 6leo no meio de cultura pode ficar
comprometida; (2) longos periodos de incubacdo também podem resultar em
evaporacao ou decomposi¢do de alguns componentes presentes no 6leo durante o
periodo de teste; (3) a condicdo do meio de cultura (tipo e volume); (4) concentracdo
e validade do inoculo utilizado; (5) temperatura e tempo de incubacao; e (6) tipo de
solvente ou agente dispersor utilizado (Kalemba e Kunicka, 2003).

O efeito antimicrobiano de um 6leo essencial esta principalmente associado:
(1) a alteracédo da permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana; (2)
a relacdo entre a estrutura quimica dos compostos ativos presentes no 6leo
essencial e seu efeito antimicrobiano, sendo estes compostos com caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas (Farag et al., 1989); e (3) ao tipo de microrganismo testado,
principalmente em relagéo as caracteristicas de sua membrana celular.

Geralmente, bactérias gram-positivas sdo mais susceptiveis a acédo dos 0leos
essenciais do que bactérias gram-negativas (Kalemba e Kunicka, 2003). Bactérias

gram-negativas apresentam maior resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos
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por terem wuma superficie hidrofiica na membrana externa rica em
lipopolissacarideos, formando uma barreira contra as macromoléculas hidrofobicas
presentes em alguns Oleos essenciais e antibidticos. Por isso, quanto maior a
quantidade de moléculas lipofilicas presentes em um 0leo essencial, maior sera sua
capacidade antimicrobiana sobre esse tipo de bactéria. Esse efeito foi comprovado
em um estudo realizado por Dorman e Deans (2000), onde o carvacrol e o timol
(compostos fendlicos) foram capazes de atuar sobre a integridade da parede celular
de bactérias gram-negativas, causando a ruptura da parede externa.

Em alguns casos, o0s 0leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana
mais pronunciada do que alguns antibiéticos (Kamel, 2000): o eugenol, por exemplo,
apresentou maior efeito bactericida contra a E. coli, Enterobacter sakazakii e
Klebsiela pneumoniae do que antibidticos e quimioterdpicos como ampicilina,

eritromicina e sulfametazol.

b) Atividade Enzimatica e efeito sobre a digestibilida  de

Os Oleos essenciais podem estimular a producdo de saliva e de suco géastrico
e pancreatico, influenciando positivamente a secrecdo de enzimas pancreaticas, da
sacarase e da maltase, melhorando a digestibilidade dos nutrientes (Mellor, 2000).

Com um aumento na producdo de suco gastrico, havera reducdo do pH
estomacal, formando uma barreira natural contra microrganismos patogénicos e
propiciando condicbes adequadas para atividade das enzimas digestivas do
estbmago, como a pepsina (Jones, 2002). Uma adequada digestdo dos alimentos
refletird positivamente na microbiota intestina, absor¢do de nutrientes, taxa de
passagem do alimento e, conseqientemente, na salude e desempenho do animal
(Jones, 2001).

A altura das vilosidades e a profundidade de criptas do epitélio intestinal
também podem ser utilizadas como parametros para explicar uma melhora na
digestibilidade dos nutrientes. Isso porque estas duas caracteristicas estdo
diretamente relacionadas com a capacidade de absorcdo da mucosa intestinal. A
altura das vilosidades reflete o balanco entre a atividade mitética das células da

cripta e o processo de descamacéo causado por agentes agressores (Manzanilla et
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al., 2004). Alguns pesquisadores encontraram respostas ao uso de 6leos essenciais
sobre a histologia do epitélio intestinal de suinos e aves. Demir et al. (2003)
encontraram uma reducdo na profundidade de cripta de frangos alimentados com
racao contendo tomilho e aumento numérico da altura da vilosidade e relacao altura
da vilosidade e profundidade de cripta de suinos alimentados com rac¢des contendo
uma combinacgdo de Oleos essenciais (Utiyama, 2004).

A morfometria dos érgaos é outro parametro utilizado na tentativa de explicar
as melhoras tanto na digestibilidade dos nutrientes quanto no desempenho dos
animais. Alguns trabalhos relatam redugéo do peso do intestino e aumento no peso
do pancreas (Lewis et al., 2004) pela suplementacao de 6leos essenciais na dieta de
frangos, enquanto outros (Lee et al., 2003b; Hernandez et al., 2004) ndo observaram
efeito significativo.

Embora existam diversas explicacdes, o efeito estimulante dos O6leos
essenciais na producdo de enzimas e secrecdes intestinais € considerado a principal

justificativa para a melhora da digestibilidade dos nutrientes.

c) Atividade Antioxidante

As moléculas biolégicas sensiveis ao ataque oxidativo sdo danificadas pelos
radicais livres, causando a perda do equilibrio dos sistemas biolégicos e
eventualmente a morte celular. A atividade antioxidante dos 0leos essenciais esta
relacionada a presenca de compostos fendlicos. No entanto, outros compostos,
como os flavonodides (presentes no orégano e no tomilho) e terpendides (como timoi,
carvacrol e eugenol), também apresentam atividade antioxidante. A acéo
antioxidante pode ser desenvolvida com diversos mecanismos: (1) inibindo os
processos que levam a formacgdo das espécies radicais reativas; (2) catalisando a
destruicdo dos radicais livres; agindo como “scavengers” (limpadores) de radicais; e
(3) cessando as modificacfes que advém apos a acao dos radicais livres (Botsoglou

et al., 2002b).
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d) Atividade Imuno-modulante

Diversos principios naturais parecem atenuar 0s processos infectivos gracas
ao efeito deles sobre o sistema imunolégico. As defesas imunitarias aumentam por

varios mecanismos como por exemplo: estimulam as fagocitoses dos macrofagos.

2.2.3.2 Oleo Essencial do Eucalipto ( Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora)

Os oOleos essenciais de eucalipto sdo compostos formados por uma complexa
mistura de componentes organicos volateis, freqientemente envolvendo de 50 a 100
ou até mais componentes isolados, e apresentando grupos quimicos como:
hidrocarbonetos, alcodis, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres. Em geral, os 0Oleos
essenciais sdo constituidos de terpenos mais complexos, como o citronelal e o
cineol. (Dorman e Deans, 2000).

Nos eucaliptos, os 0leos essenciais encontram-se basicamente em suas
folhas. Sao produzidos e armazenados por glandulas e estdo distribuidos de forma
abundante no parénquima da folha da maioria das espécies de eucaliptos (Boland et
al., 1991; Chaibi et al., 1997; Oyedeji et al., 1999).

O Eucalyptus globulus, conhecido popularmente como eucalipto, € originario
da Australia. As partes de interesse farmacologico sdo as folhas e principalmente o
Oleo essencial que é extraido das folhas (Vitti & Brito, 1999).

O Eucalyptus citriodora € uma espécie florestal muito utilizada no Brasil,
sobretudo em funcdo das suas satisfatorias caracteristicas silviculturais e
tecnolégicas como a boa adaptacéo da espécie as diferentes regides brasileiras, a
alta densidade béasica da madeira, o bom incremento volumétrico, a boa forma e a
alta capacidade de brotacdo. Também se destaca como produtora de Oleo
essencial, encontrado principalmente nas suas folhas, cujo componente principal € o
citronelal (Xavier, 1993; Taylor, 1996; Vitti & Brito, 1999).

O oleo essencial de Eucalyptus citriodora é largamente utilizado na producéo

de desinfetantes sanitarios e como matéria-prima na fabricacdo de produtos usados
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em perfumaria e cosmética. Dos componentes do 6leo essencial de Eucalyptus
citriodora, os mais utilizados sao: citronelal, citronelol, dimetil-octanol,
hidroxicitronelal, acetato de citronelila, acetato de dimetil-octanila.

No 6leo essencial de Eucalyptus citriodora, como em outros 6leos essenciais,
cada componente tem um perfil caracteristico e cada aroma e sabor é uma
combinacdo dos perfis de seus constituintes. Alguns deles atuam em unissono,
outros competindo entre si ao ponto de se anularem. Em certos casos pode haver
predominéncia de um componente como, por exemplo, do citronelal no 6leo

essencial de eucalipto (Xavier, 1993).

2.2.3.3 Oleo Essencial de Orégano ( Origanum vulgaris)

O odleo essencial de orégano vem despertando interesse por possuir atividade
biologica (antibacteriana, antifingica e antioxidante), combatendo alguns tipos de
bactérias que costumam ser muito resistentes aos antibidticos.

Na industria de alimentos, o 6leo destilado tem larga aplicacéo, levando em
conta sua grande estabilidade de conservacdo e auséncia de contaminacdo
microbioldgica (Varlet, 1993).

O orégano (Origanum vulgaris) é considerado um tonico para o aparelho
digestivo, composto por principios ativos, como o cervacol, cimeno, linalol e tanino
gue garantem as propriedades digestivas (Martins, 1994).

Ha outras evidéncias sobre os beneficios do consumo regular do tempero.
Seus compostos fendlicos combatem os radicais livres no organismo.

E considerado um antioxidante porque impede que as gorduras se acumulem
nas artérias e retarda o processo de envelhecimento.

As propriedades farmacolégicas mais importantes do Oleo essencial séo

propriedades tbnicas, aromatizantes, carminativas, cicatrizantes e estomaticas.
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2.2.3.4 Oleo Essencial de Tomilho ou Timo  (Thymus vulgaris )

O tomilho é originario do Mediterraneo. Suas poderosas propriedades anti-
sépticas e de preservacdo eram conhecidas dos egipcios que o0 usavam para
embalsamar em um preparado com outras ervas.

O timo era inicialmente usado para conservar a carne. Os romanos usavam-
no também como xarope e digestivo. Ao longo dos séculos foi utilizado como
antisséptico durante varias epidemias, mas foi apenas em 1853 que o quimico
francés M. L'Allemand descobriu o principio ativo do 6leo essencial a que chamou
Timol. O timol foi muito utilizado como antimicrobiano em toda a Espanha desde
meados do século XIX até o fim da 22 Guerra Mundial.

O timol é extraido das inflorescéncias e das folhas cobertas de pélos
glandulares e de revestimento. O 6leo essencial € rico em timol, que tem uma acéo
antimicrobiana contra varios agentes, quer bactérias quer fungos, por vezes mesmo
contra micrébios que adquiriram resisténcia aos antibidticos comuns (Matos et al.,
1999).

O tomilho é também rico em flavondides, responsaveis pela agéo
antiespasmaddica sobre a musculatura lisa de varios 6rgaos (brénquios, estdbmago,
intestino). As propriedades farmacoldgicas mais importantes do dleo essencial séo a

digestiva, diurética, antisséptica e purificante (Venskutonis, 1997).

2.2.3.5 Oleo Essencial de Alho ( Allium sativum)

O alho é consumido como alimento e como medicamento desde a
antiguidade. Esta planta nativa do sudoeste da Sibéria e amplamente utilizada no
Brasil apresenta no bulbo os componentes responsaveis por suas acoes.

O alho é usado medicinalmente ha mais de cinco mil anos, e era conhecido
pelos gregos como "rosa de mau cheiro". No século XIX, Louis Pasteur demonstrou
as propriedades antissépticas do alho, informacdo que foi utilizada nas Guerras

Mundiais pelos exércitos ingleses, alemaes e russos.
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O ¢6leo essencial é obtido através da destilacdo por arraste a vapor de bulbos
macerados.

E um 6leo praticamente transparente ou amarelo bem claro que tem o aroma
tipico do alho por causa do composto alicina. Além da alicina, o alho contém ajoeno,
proteinas, acidos graxos, carboidratos, flavondides, vitaminas A, B1l, B2, C e
adenosina. Também foram isoladas duas saponinas esteroidais, tendo estas
apresentado efeito inibitorio sobre a coagulacdo sanguinea (Magalhées, 1988).

InvestigacBes farmacoldgicas realizadas in vitro e in vivo indicaram para o
alho atividade antibacteriana, antimicotica, antiviral, antitumoral, hipotensora,
imunomoduladora, inibidora da agregacdo plaquetaria e diminuidora das taxas de
triglicerideos e colesterol. Ele é tradicional e eficientemente utilizado no tratamento
de infeccbes respiratorias, resolvendo congestbes, fluidificando as secrecoes
(expectorante), promovendo a desinfecgéo e desinflamacéo dos bronquios (Chaibi et
al., 1997)

A teoria mais aceita para explicar as atividades biologicas do alho baseia-se
na reatividade apresentada pela alicina e por alguns de seus produtos de
degradacdo frente a grupamentos sulfidrila de proteinas, uma vez que foi
demonstrado in vitro que a alicina inibe um grande nimero de enzimas, cujos sitios
ativos contém cisteina. Quando o dente de alho é triturado, a enzima liberada
transforma a alicina no acido alil-sulfénico que reage com ele préprio dando amonia,
acido piravico e a alicina - um composto extremamente odorifero. Presume-se que
os constituintes do alho contendo grupamentos di-tio-alila reagem com grupamentos
sulfidrila de enzimas, bem como com a acetil-CoA-SH, unidade fundamental na
biossintese do colesterol e dos triglicerideos (Silva, 2000).

Foram observados, em experimentos utilizando a espécie Allium cepa,
inibicdo das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase, 0 que possivelmente seria a
explicacdo para os efeitos de diminuicdo do colesterol, aumento do tempo de
sangria (devido a diminuicdo na velocidade de agregacdo plaquetaria) e efeito
antiasmético. Os efeitos de substancias isoladas de Allium sativum sobre os
mecanismos do acido araquiddnico e sobre a agregacgéo plaquetaria foram descritos
por Corréa Junior et al.(1994). A alicina € um antibiético poderoso, mas muito
instavel e acaba se polimerizando facilmente e resulta, dependendo das condi¢cbes
(destilacédo a vapor, maceracao do 0leo), em grande niamero de compostos como 0s

dialil-sulfetos, metil-alil-sufetose aloenos.
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Até 0 momento, um dos aspectos mais estudados sobre a farmacologia do
alho é sua atividade antimicrobiana, por conta da alicina. Reconheceram-lhe
propriedades bacteriostaticas e bactericidas, inclusive para Mycobacterium
tuberculosis.

A alicina, por destruir os grupos tiélicos (-SH) essenciais a proliferacdo das
bactérias, € uma substancia mais bacteriostatica (inibidora do crescimento de
bactérias) do que propriamente bactericida (que destrdi bactérias). Ha estudos feitos
mostrando sua acdo em mais de 22 bactérias (Streptococcus haemolyticus,
Salmonela enteridis, Staphylococus aureus) (Adams, 1995).

Os aloenos sdo, aparentemente, responsaveis pelas atividades
antitrombdticas do alho. A literatura cita ainda varios outros compostos com
bioatividade para tratamento de sintomas ou doencas como hipertensao, artrite,
diabete, arteriosclerose.

A acéo antioxidante da alicina e do aloeno justificam o efeito do alho sobre as
LDL, pois inibem a peroxidacdo lipidica por meio da inibicdo da enzima xantina
oxidase e de eicosanoides. O alho também eleva a capacidade total antioxidante do
organismo devido a acao dos bioflavondides quercitina e campferol, por meio de um
mecanismo mediado pelo oxido nitrico e, in vitro, age diretamente como varredor
dos radicais livres. A alicina mostra analogia estrutural com o dimetilsulfeto, o qual
possui uma boa capacidade varredora de radicais livres. A presenca de selénio em
sua composicao também contribui com este efeito. Isto quer dizer que os compostos
sulfurados aliados aos bioflavondides incrementam a agdo medicamentosa do alho
(Ming et al., 1996).

2.2.3.6 Oleo essencial de Aniz ( Pimpinella anisum L.)

O aniz, conhecido popularmente por erva-doce, é originario do Egito onde os
egipcios cultivavam em quantidade para, das suas folhas e sementes tirarem
alimento, bebidas e remédios. Suas sementes em infusdo sdo anti-séptico

reconfortante para constipacoes e tosse.
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O dleo essencial em pequenas doses estimula a respiragdo e a circulagéo e
em doses elevadas provoca perda de memoéria, problemas visuais e sonoléncia. A
esséncia tem suas propriedades de vida ao anetol.

As propriedades farmacolégicas mais importantes do Oleo essencial séo:

digestivas, balsamicas, diuréticas e analgésicas (Medicina Alternativa, 2005).

2.2.3.7 Oleo essencial de Aniz Estrelado (  Illicium verum)

O anis estrelado néo é cultivado no Brasil, sendo importado principalmente da
Europa. Possui coloragdo marrom e forte aroma caracteristico, sendo muito mais
forte que a erva-doce ou o funcho. E muito empregado pela industria farmacéutica,
de bebidas e perfumaria. Sua origem é tida como chinesa.

A parte do vegetal que se utiliza sdo os frutos com suas sementes. Muito rico
em Oleos essenciais, sdo utilizados principalmente como aromatizantes (Guerra et
al., 1998).

As propriedades farmacoldgicas mais importantes do 6Oleo essencial séo:

expectorante e carminativa.

2.2.3.8 Oleo essencial de Ginepro ( Juniperus communis)

O ginepro ou zimbro pertence a familia das Cupressaceas. Seus frutos
(bagas) séo bolinhas azuis ou pretas, de sabor doce e resinoso. Também conhecido
como fruto-de-genebra, junipero. De seus frutos é que se extrai 0 6leo essencial.

As propriedades farmacolédgicas mais importantes do 6leo essencial sdo: anti-

séptica, antimicrobiana, digestiva, diurética, balsamicas e anti-reumaticas.
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2.2.4 Pré-bidticos

O conceito de pro-bidtico tem mudado através do tempo. Foi proposto pela
primeira vez em 1965. Segundo o Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal
(1998), pré-bidtico séo cepas especificas de varias espécies de microrganismos que
agem como auxiliares na recomposicdo da microbiota intestinal dos animais,
diminuindo a concorréncia dos microrganismos patogénicos ou indesejaveis. Para
Fuller (1989), eles sado suplementos alimentares compostos de microrganismos vivos
gue beneficiam a saude do hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal.
Independentemente do conceito utilizado, os pro-bidticos trazem beneficios a saude
do hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem animal e né&o
favorecem resisténcia as drogas (Nepomuceno & Andreatti, 2000).

Nos pro-bidticos as bactérias benéficas sdo introduzidas vivas na é&rea
intestinal. Muitas cepas de bactérias tém sido comercialmente usadas, sendo as
espécies de Lactobacillus, Bacillus subtilis, Bifidobacteria e Streptococci as mais
comuns. Os pro-bidticos podem conter apenas uma espécie de microrganismo ou
mais (Turner et al., 2001). HA& necessidade que as bactérias sejam hospedeiro-
especificas, a fim de que a maxima eficacia do produto seja atingida. Ou seja,
bactérias com acéo pro-bidtica em suinos pode néo ter agcdo em aves.

Kelly e King (2001) relatam que os leitbes nascem livres de contaminacgao

microbiolégica, mas, em questdo de horas, jA ha colonizacdo por Lactobacillus,
Bifideobacteria e Bacteroides, correspondendo a 90% da microbiota normal de um
suino em aleitamento. Outros 5% da microbiota s&o representados por
microrganismos anaerobios facultativos (E. coli e Enterococci) e menos de 1% por
microrganismos como Clostridium e Staphylococcus (Huyguebaert, 2003).
Do ponto de vista da producdo animal, o interesse nos estudos sobre pré-biéticos
estd em elucidar os mecanismos de acdo que resultem em aumento da
produtividade. Os mecanismos de acdo mais provaveis dos pro-bioticos sdo a
exclusdo competitiva, o antagonismo direto, o estimulo ao sistema imune e o efeito
nutricional, mediante as melhorias na digestao e absor¢cao de nutrientes.

Os microrganismos pro-biéticos de exclusdo competitiva, quando adicionados
a dieta e sdo viaveis, logo passam a prevalecer na microbiota, aderindo-se ao

epitélio intestinal. Assim, a adesdo de microrganismos patdgenos € dificultada (Roth,
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2000). Ao mesmo tempo, 0S microrganismos pro-bidticos aderidos a parede do
epitélio intestinal também possuem uma maior facilidade de capturar e metabolizar
nutrientes presentes no limen do que 0s microrganismos patdogenos que nao estao
aderidos. Entretanto, a competicdo pelos nutrientes, como mecanismo da excluséo
competitiva, ainda nao foi claramente demonstrada (Menten, 2001).

O efeito de antagonismo direto se da pela producédo de acidos organicos, ou
substancias antibidticas (bacteriocinas, nisina, acidofilina, peréxido de hidrogénio,
etc.) pelos pré-bidticos (Vanbelle et al., 1990). As bactérias lacteas, por exemplo,
reduzem o pH intestinal pela produgcdo de acidos orgéanicos (principalmente acido
latico). Patogenos como E. coli e Salmonella spp. se desenvolvem em pH mais
elevado, havendo inibicdo do crescimento dessas populacdes. Além disso, as
bactérias lacteas também produzem peréxido de hidrogénio, uma substancia efetiva
contra virus e outras espécies de bactérias (Roth, 2000).

Os proé-bidticos, geralmente anaerdbios, também atuam como removedores
de oxigénio, indisponibilizando o ambiente para bactérias patogénicas e favorecendo
o crescimento de bactérias anaerdbias desejaveis.

A prevaléncia dos microrganismos pro-bioticos no intestino dificulta a fixacéo
dos patdgenos, por exclusdo competitiva e/ou antagonismo direto. Assim, havera
menor producdo de amdnia, toxinas e aminas pelos patégenos, contribuindo para a
integridade do epitélio intestinal. Sugere-se, entdo, que os pro-bidticos afetam a
permeabilidade do epitélio intestinal, proporcionando maior eficiéncia na digestao
(secrecdo de enzimas) e absorcdo de nutrientes (enterdcitos integros). Além de
proteger o epitélio intestinal, os pro-bidticos evitam que os patdgenos utilizem
aminoacidos, minerais e carboidratos para fermentacdo e producdo de toxinas.
Dessa maneira, espera-se que o animal hospedeiro melhore a eficiéncia alimentar e
o0 desempenho.

Os pro-bidticos também produzem enzimas, vitaminas e desconjugam sais
biliares, facilitando a digestdo. Assim, podem transformar compostos razoavelmente
soluveis e ndo digeriveis em compostos altamente solUveis. O Bacillus subtilis e o
Bacillus licheniformis possuem atividade secretora de enzimas proteoliticas,
aminoliticas e lipoliticas, auxiliando o hospedeiro a digerir certos tipos de substratos
(Jensen & Jensen, 1992).

Ha uma terceira possibilidade dos pré-bidticos atuarem na melhora da

nutricdo. As bactérias produtoras de &cido latico reduzem o pH do conteddo



35

intestinal. Esta acidificagdo pode facilitar e aumentar o transporte de 4cidos graxos
volateis através do epitélio intestinal, pois em pH abaixo de 6,0 os acidos se
apresentam na forma dissociada, dez vezes mais absorvida que na forma nao
dissociada (Leedle, 2000). Uma vez absorvidos, parte destes acidos graxos pode se
transformar em energia para os enterdcitos, melhorando o metabolismo celular e,

consequentemente, a absor¢cao de nutrientes.

2.2.5 Acidos Organicos

Os acidos organicos sao substancias que contém uma ou mais carboxilas em
sua molécula. Em geral, quando o termo acido organico é utilizado em nutricdo
animal, refere-se a acidos fracos de cadeia curta, que produzem menor quantidade
de protons por moléculas ao se dissociarem (Partanen & Mroz, 1999).

Por serem compostos acidos, seu modo mais esperado de atuacao é reduzir
o pH do meio no qual ele é inserido; no caso, o trato gastrintestinal dos leitbes. Estes
animais, quando recém-desmamados apresentam-se ineficientes no que diz respeito
a manutencdo do pH gastrico apropriado as dietas a base de milho e soja, o que
diminui o aproveitamento do alimento fornecido (Corassa et al., 2006).

Os acidos organicos apresentam efeitos fisiologicos relacionados com o
sistema imune, com 0 esvaziamento gastrico e motilidade intestinal, absorcédo de
minerais e agua.

Os mecanismos de acdo dos acidos organicos nao sdao completamente
conhecidos, mas seguem trés linhas basicas: 1) a acidificacdo da dieta reduz o pH
dos contetidos gastrico e intestinal, melhorando a funcdo catalitica das enzimas
digetivas; 2) a reducdo do pH estomacal pode diminuir a taxa de passagem gastrica,
aumentando o tempo da digestdo protéica; e 3) reducdo de coliformes e outros
patdgenos no trato digestorio (Moraes et al., 1990).

As propriedades promotoras de crescimento podem ser devidas ao
acidificante tornar os nutrientes mais digestiveis, ou uma melhora no metabolismo,
ou ainda, uma melhora na composicdo da microbiota que ocupa o trato

gastrintestinal. Certos acidos organicos tém comprovada seletividade microbiana.
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O efeito antibacteriano dos acidos organicos é extremamente complexo. Cada
acido organico possui propriedades diferentes contra cada bactéria envolvida
dependendo do pH, de sua concentracdo, de seu estado de dissociacédo, entre
outros fatores (Gauthier, 2005).

Brul e Coote (1999) em uma revisdao sobre a conservacao de alimentos,
listaram os modos de acdo dos acidos organicos sob as bactérias: destruicdo da
membrana celular; inibicdo das fun¢cdes metabdlicas fundamentais; modificacdo do
pH interno e acumulo de anions toxicos nas bactérias.

Esses mesmos autores demonstraram que somente 0s acidos organicos nao
dissociados (ndo ionizados) podem exercer um efeito antibacteriano significativo.
Eles atuam da seguinte forma: quando ndo ionizados, podem se difundir
passivamente através da parede celular das bactérias, dissociar-se, quando o pH
interno € superior, e promover a diminuicdo do pH interno. Dependendo do grau de
reducdo do pH interno, podem-se acumular &nions no interior da célula bacteriana,
modificando a pressao osmatica interna, além de serem toxicos para a bactéria. A
consequéncia € a interrupcéo da sintese de acido nucléico, blogueando as reacdes
enzimaticas e alterando o transporte através da membrana.

Experimentos com suinos mostraram o0s efeitos positivos dos &cidos
organicos utilizados em sua alimentacdo, no que diz respeito ao desempenho
desses animais (Partanen e Mroz, 1999).

Segundo Roth e Kirchgessner (1998), a adicdo de acido férmico na dieta de
suinos ndo afetou grandemente a populacdo bacteriana na digestdo dentro do ileo,
ceco e colon, mas se observou uma reducdo consideravel com relagdo ao numero
de patégenos em potencial, tais como Escherichia coli e Enterococcus. Ao contrario,
a reducdo dos Lactobacilos benéficos foi em geral menor. Estes autores afirmam
ainda que nem todos os acidos tenham igual efeito. Os acidos acético e propiénico
promovem uma melhora pouco significativa sobre o desempenho dos leitdes apos o
desmame e os acidos tartarico, succinico e adipico ocasionam baixa palatabilidade e
menor consumo da racdo fornecida a estes animais.

Maribo et al., 2000, utilizando 2 % de &cido benzoico na racdo de leitdes
lactentes e 1% de &cido benzdico em racdo para leitbes desmamados, detectaram
maior quantidade deste acido benzoico no estdbmago e menor quantidade no
intestino delgado. O numero de bactérias patogénicas foi menor do que nos animais

que receberam ragdo controle, 0 mesmo acontecendo em relacdo a freqiéncia de
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diarréia, também com relagéo aos tratamentos com 0,7% de &cido latico e 0,7% de
acido férmico. Resultados de desempenho, como ganho de peso diario e conversao
alimentar mostraram-se superiores nos animais que receberam racdo com acido
benzdico, em relacdo aos demais tratamentos.

Segundo Adams (1999), a presenca de acidificantes na dieta pode ter
influéncia positiva no metabolismo intermediario, reduzindo a producdo de
poliaminas téxicas e de amoénia no ileo e no ceco. As poliaminas e a amdnia sao
produtos do catabolismo dos aminoacidos. Portanto, pode-se esperar que 0S
acidificantes ajudem na digestibilidade dos aminoacidos se forem acrescentados as
racoes de leitdbes desmamados.

Outros acidos, denominados hidrocarboxilicos (citrico, latico e malico),
também apresentam certa atividade antibacteriana. Isso é provavelmente devido ao

fato deles serem fortes quelatos metalicos.
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3 Material e Métodos

Foram realizados trés experimentos no Setor de Suinocultura da Unidade de
Apoio a Pesquisa em Zootecnia do Laboratorio de Zootecnia e Nutricdo Animal do
CCTA-UENF, na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ, entre os meses de outubro
a dezembro de 2007 e marco a maio de 2008.

Os experimentos | e Il foram conduzidos com leitdes em fase de creche,
desmamados aos 21 dias de idade, tendo duracéo de 42 dias. O Experimento | teve
como objetivos avaliar os efeitos do uso de antimicrobiano e éleos essenciais sobre
o desempenho dos animais, bem como a morfometria dos oOrgaos, histologia do
epitélio intestinal e sobre a microbiologia intestinal dos leitdes. O Experimento Il teve
como objetivo avaliar o efeito de antimicrobianos, 6leos essenciais, pro-bidticos ou
acidos organicos sobre o desempenho de leitdes.

O Experimento Il consistiu em um Ensaio de Metabolismo para avaliar os
efeitos do uso de antimicrobiano e dos 6leos essenciais sobre a digestibilidade dos

nutrientes das ragdes experimentais.

3.1 Instalacdes e animais

3.1.1 Experimentos | e |l

Os animais foram alojados em galpdo de alvenaria coberto com telhas de
cimento amianto, dividido em 20 baias medindo 1,80 m X 2,00 m, com piso de
concreto, comedouro de alvenaria e bebedouro tipo chupeta.

Foram utilizados 60 leitdes mesticos (Landrace X Large White X Pietrain),
machos castrados e fémeas, desmamados aos 21 dias de idade, com peso inicial de
7,2 + 1,3 kg, no experimento | e 6,5 kg + 1,0 kg, no experimento Il. Cada baia foi

composta por 3 animais (unidade experimental).
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3.1.2 Experimento IlI

Para avaliar a digestibilidade das racbes experimentais, 20 suinos machos
castrados, com 63 dias de idade e peso vivo médio 22,0 kg + 5,0 kg foram alojados
em gaiolas de metabolismo, segundo técnica descrita por Fialho (1979), com

algumas modificacdes.

3.2 Ragdes experimentais

A racgao referéncia (tabela 1) foi formulada utilizando-se milho, farelo de soja,
suplementos minerais e vitaminicos, atendendo as exigéncias nutricionais
preconizadas por Rostagno et al. (2005), para as fases pré-inicial e inicial. O
composto a base de 6leo essencial foi adicionado a racéo referéncia em substituicéo
ao inerte nas quantidades de 0,02%, 0,04% e 0,06%. J& o antibiotico, o pré-bidtico e
0 composto a base de &cidos organicos foram adicionados as racbes nas
respectivas quantidades de 0,2%, 0,2% e 0,3%.

O composto com oleos essenciais utilizado, o Tecnaroma ZTA Herbal Mix, foi
doado pela empresa New Products Comercial Agricola e Veterinaria Ltda.

O antimicrobiano utilizado foi o antibiético Trissulfim®, classificado como um
antimicrobiano geral, com propriedades antifingica e antiprotozoaria. @ Seus
principios ativos sdo: Bromexina, Sulfonamidas e Trimetropima.

O pré-biético utilizado foi o Biotop® (Bacilus subtillis - 10° U.F.C/g do produto).

O complexo de &cidos organicos utilizado foi o Ouroforte®, aditivo acidificante
composto por uma associacado de 4cidos organicos e um inorganico (acido benzadico,
acido citrico, acido fumarico e acido fosforico).

Para o composto de Oleos essenciais, foram utilizados trés niveis, sendo o
intermediario (0,04%) o recomendado pelo fabricante para a categoria animal em
estudo.

O suplemento mineral-vitaminico (Polimix suinos) foi formulado pela FATEC

S/A e utilizado em preparacao recomendada pela empresa.
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3.2.1 Experimentos | e Il

Nestes experimentos foram testadas cinco ra¢des (tratamentos)

T1- Racao referéncia (controle); (C)

T2- Racao referéncia + 0,2% antibiotico; (A)

T3- Racéo referéncia + 0,02% Tecnaroma Herbal®; (TH1)
T4- Racéo referéncia + 0,04% Tecnaroma Herbal®; (TH2)
T5- Racao referéncia + 0,06% Tecnaroma Herbal®; (TH3)

3.2.2 Experimento Il

Neste experimento foram testados quatro tratamentos:

T1- Racéo referéncia + 0,06% Tecnaroma Herbal®; (TH)
T2- Racéo referéncia + 0,2% antibiotico; (A)

T3- Racao referéncia + 0,2% pré-biotico; (PO)

T4- Racao referéncia + 0,3% Acido Organico; (AO)

Nos Experimentos | e Il foram utilizadas duas racdes referéncias. A ragao
inicial | foi fornecida do 1° ao 21° dia de experimentacédo, correspondente a 21-41
dias de idade, enquanto que a racao inicial I, do 22° ao 42° dias de experimentacao,
correspondendo aos 42-63 dias de idade. No Experimento Il utilizou-se apenas a
racao inicial Il.

As composicdes percentuais das racOes referéncias, assim como a

composicao quimica calculada, encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1- Composicao percentual e valores calculados das rages basais

Ingredientes (Kg) Racéao Inicial | Racao Inicial 1l
Milho comum 50,40 64,45
Farelo de soja 33,30 30,00
Leite p6 5,00 -
Acucar cristal 5,00 1,00
Oleo de soja 2,30 -
Fosf. Bicalcico 1,40 1,80
Calcario 0,70 0,85
Sal 0,25 0,25
S. vit. e min.* 0,50 0,50
L-lisina HCI 78% 0,30 0,30
DL-metionina 99% 0,15 0,15
L- treonina 0,10 0,10
Inerte (areia)? 0,60 0,60
TOTAL 100,00 100,00
Composicéo quimica calculada
Energia digestivel (kcal/kg) 3400,00 3300,00
Proteina bruta (%) 20,50 19,5
Calcio (%) 0,85 0,85
Fosforo total (%) 0,70 0,70
Fosforo disponivel (%) 0,45 0,42
Lisina digestivel (%) 1,34 1,19
Metionina digestivel (%) 0,46 0,39

'Niveis de garantia por kg do produto: Vit. A — 3.500.000 UI; Vit. Dz — 500.000 UI; Vit. E — 5.000 mg; Vit. K —
1.000 mg; Vit. B; — 400 mg; Vit. B, — 1.600 mg; Vit. Bs — 500 mg; Vit Bi2 — 11.000 mcg; Acido Félico — 350 mg;
Biotina — 10 mg; Niacina — 14000 mg; Pantotenato de célcio — 6.000 mg; Co — 9.000 mg; Fe — 48.000 mg; | — 125
mg; Mn — 25.000 mg; Se — 75 mg; Antioxidante — 2000 mg; Veiculo g.s.p. — 1.000 g

’Nos trés experimentos, os microingredientes testados foram adicionados as ragdes referéncias em substituigao

parcial e/ou total ao inerte.
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3.3 Tecnaroma ZTA Herbal Mix ®©

O produto comercial utilizado como 6leo essencial foi o Tecnaroma ZTA
Herbal Mix®. Esse produto foi doado pela empresa New Products.

O Tecnaroma ZTA Herbal Mix é um produto classificado como aditivo
sensorial, composto por 6leos essenciais aromaticos e extratos de plantas e ervas
aromaticas, em suporte adequado ao cumprimento das normas, conforme decreto lei
n° 107 da Italia e 88/388 da CEE.

Varios componentes contidos no Tecnaroma Herbal® possuem as seguintes
caracteristicas: antibacteriana, antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatoria.

Os 6leos essenciais que compdem a mistura, em po, sdo: aniz, aniz
estrelado, timo ou tomilho, orégano, alho, eucalipto (globulus e citriodora) e ginepro

ou zimbro.

3.4 Experimento | — Ensaio de Desempenho |

Para avaliar o desempenho dos animais e suas caracteristicas
morfofisioldgicas, foram utilizados 60 leitdes mesticos (Landrace X Large White X
Pietrain), distribuidos em delineamento de blocos casualizados com cinco
tratamentos e quatro repeticbes com trés animais por baia, representando a unidade
experimental. O peso inicial dos animais foi utilizado como critério para formacéo
dos blocos.

A temperatura foi verificada diariamente através de termémetro de maxima e
minima, localizado em uma baia vazia a meia altura dos animais. As temperaturas
minimas e maximas, durante o periodo experimental, variaram de 22,45 + 1,50 a
31,54 + 3,12, respectivamente.

Os animais foram alimentados a vontade durante todo o periodo experimental
de 42 dias.
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3.4.1 Caracteristicas Avaliadas

3.4.1.1 Desempenho dos Animais

Como caracteristicas de desempenho, foram analisados o consumo de racao
meédio diario (CRMD), o ganho de peso médio diario (GPMD) e a conversao
alimentar (CA). Para determinacdo do ganho de peso, os animais foram pesados
semanalmente, do inicio ao término do experimento. Para determinar o consumo de
racdo, a quantidade de racdo fornecida e as sobras também foram pesadas
semanalmente. A conversao alimentar foi obtida por meio da relacdo entre o
consumo de racdo e o ganho de peso durante o periodo experimental. Para o
calculo destas variaveis, o periodo experimental foi dividido em trés fases: 1 a 21
dias de experimentacdo; 22 a 42 dias de experimentacdo e 1 a 42 dias de

experimentacao.

3.4.1.2 Morfometria dos 6rgaos

No 42° dia do Experimento |, ap4s um jejum alimentar prévio de doze horas,
um animal de cada unidade experimental (baia) foi abatido, sendo feita a abertura da
cavidade abdominal por incisdo longitudinal, retirando-se e pesando-se 0s 0rgaos
digestivos (trato gastrintestinal total, estbmago cheio, pancreas, figado, intestino
delgado cheio, intestino grosso cheio) e os 6rgdos néo digestivos (baco e rins). Os
dados obtidos referem-se ao peso absoluto dos 6rgdos e foram utilizados para

analise estatistica.
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3.4.1.3 Histologia do epitélio intestinal (Microsco  pia 6tica)

Imediatamente apds a retirada e pesagem do intestino delgado, segmentos
de cerca de 5 cm de comprimento do duodeno (até 15 cm do piloro), jejuno (1,5 m
cranialmente a juncéo ileo-cecal) e ileo (20 cm da juncéo ileo-cecal) foram retirados,
abertos ao longo do mesentério, fixados em papel manteiga e acondicionados em
formol. As amostras foram retiradas imediatamente ap6s o abate para nao prejudicar
a integridade do epitélio intestinal. As amostras foram emblocadas em historesina.
Apds a secagem dos blocos, foram feitos os cortes de 3 um em micrétomo
automatico.

A confeccdo das laminas para as analises morfométricas foi realizada no
Laboratorio de Histologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras, seguindo a técnica descrita por Junqueira &
Jungueira (1983), com algumas adaptacdes.

As analises morfométricas dos cortes histolégicos do intestino delgado dos
leitdes foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (DMV/UFLA), utilizando o
microscopio o6ptico (OLYMPUS BX50) com aumento de 40 vezes. Foram
selecionados e medidos, comprimentos em linha reta de acordo com a unidade
adotada (um), 10 vilosidades e 10 criptas, bem orientadas, de cada regiao intestinal,
por animal. As relacdes das vilosidades com as criptas também foram calculadas. As
medidas de altura de vilosidades foram tomadas a partir da base superior da cripta
até o apice da vilosidade e as criptas foram medidas entre as vilosidades da base

inferior até a base superior da cripta.

3.4.1.4 Microbiologia intestinal — Contagem total d e bactérias

No momento do abate, foram coletadas amostras do conteudo intestinal com a
finalidade de determinar a contagem total de bactérias presentes, como também a

determinacao gram.
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De cada animal abatido, isolou-se uma secdo do intestino delgado, de
aproximadamente 30 cm, separada por ligaduras, removida, acondicionada em
sacos de plastico, colocada em caixa térmica contendo gelo e imediatamente
transportada para o setor de microbiologia do LSA/CCTA/UENF (Laboratério de
Sanidade Animal/Universidade Estadual do Norte Fluminense).

Para analise microbioldgica global, foi utilizada a contagem de bactérias em
placas pelo método de diluicdbes descrito por Neder (1992), com algumas
adaptacoes.

De cada uma das 20 amostras foi coletado 1 ml do conteudo intestinal, entre as
por¢cdes final do duodeno e inicial do jejuno, transferindo esse volume para
“erlenmeyers” e completando-o para 100 ml de solucédo salina (0,84%). Em seguida,
foram realizadas diluicées decimais, de 10" a 10°, em tubos de ensaio contendo 9
ml de solucédo salina (0,84%), transferindo-se 0,1 ml de cada tubo para placas de
“Petri” (em duplicatas) contendo o meio de cultura agar nutriente. Logo apos esse
procedimento, as placas foram incubadas em estufa de cultura bacteriolégica a
37C, por 48 horas. Posteriormente, foram selecionadas as placas que
apresentavam entre 30 e 300 colbnias para contagem de colbnias. Os resultados
obtidos foram expressos como log. na base 10 da contagem, por grama do contetdo
da digesta (UFC/qg).

3.5 Experimento Il — Ensaio de Desempenho I

Para avaliar o desempenho dos animais foram utilizados 60 leitdes mesticos
(Landrace X Large White X Pietrain), machos castrados e fémeas, desmamados aos
21 dias de idade, com peso inicial de 6,5 £+ 1,0 kg.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com quatro tratamentos
e cinco repeticbes com trés animais por baia, representando a unidade experimental.
O peso inicial dos animais foi utilizado como critério para formacéao dos blocos.

Os animais foram alimentados a vontade durante todo o periodo experimental
de 42 dias.
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3.5.1 Desempenho dos Animais

Como caracteristicas de desempenho, foram analisados o consumo de racao
médio diario (CRMD), o ganho de peso médio diario (GPMD) e a conversao
alimentar (CA). Estas avaliagcbes foram realizadas como descrito para o experimento
l.

3.6 Experimento Il — Ensaio de Digestibilidade

Para a determinacdo dos valores de digestibilidade, foram utilizados vinte
suinos machos castrados mesticos, com 63 dias de idade e peso vivo médio 22,0 kg
+ 5,0 kg, em delineamento de blocos casualizados, com cinco tratamentos, quatro
repeticbes e um animal por gaiola de metabolismo (unidade experimental). Os
tratamentos corresponderam a racao referéncia, a racdo com antibiético e aos trés
tratamentos contendo trés niveis crescentes dos 6leos essenciais.

A fase experimental teve duracdo de doze dias, sendo sete dias de adaptacéo
as racOes experimentais e as instalagdes e cinco dias de consumo prescrito com
coleta de fezes.

Foi utilizado o método de coleta total para a determinacéo dos coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes das racdes experimentais. As racdes foram fornecidas
aos animais, de acordo com seu peso metabalico.

As coletas de fezes foram realizadas durante cinco dias (manha e tarde) e teve
inicio apds sete dias de adaptacdo. As amostras de fezes foram acondicionadas em
sacos plasticos identificados e congeladas para posterior analise.

Posteriormente, esas amostras foram descongeladas e homogeneizadas,
retirando-se uma sub-amostra de, aproximadamente, 400 g. As amostras de fezes
foram secas em estufas de circulacdo de ar forgcada, a 65T e durante 72 horas, e
moidas em moinho tipo Willey, em peneira crivada de | mm.

Essas amostras foram enviadas para analise de matéria seca, energia bruta e

proteina bruta.
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As analises bromatolégicas das racBes experimentais e das fezes foram
realizadas no Laboratério de Bromatologia do LZNA/UENF (Laboratério de Zootecnia e
Nutricdo Animal/ Universidade Estadual do Norte Fluminense). A determinacéo de
energia bruta foi feita em bomba calorimétrica automatica modelo PARR 1261. As
analises de matéria seca e proteina bruta foram realizadas de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1980).

Os calculos dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da energia
bruta, proteina bruta e matéria seca das racbes experimentais, pelo método de

coleta total, foram obtidos utilizando-se a equacao (Andriguetto, 1986) abaixo:

CDA (%) = Nutr 1 (g) — Nutr E (g) x 100
Nutr | (g)

em que:

Nutr | = nutriente ingerido, Nutr E = nutriente excretado nas fezes

3.7 Modelo Estatistico e Analise estatistica

O modelo estatistico utilizado para analise de consumo de racdo médio diario
(CRMD), ganho de peso médio diario (GPMD), conversao alimentar (CA), peso dos
orgédos digestivos e nédo digestivos (rins, baco, pancreas, figado, estbmago, intestino
delgado, ceco, intestino grosso), parametros morfolégicos e microbioldgicos fecais
foi:

Yij=H+Ti+Bj+ej

Sendo:

Yj: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco j;

M : média geral;

Ti: efeito do tratamento i, sendo i = 1,2,3,4,5 (exp. l e lll) e i = 1,2,3,4 (exp. );

B;: efeito do bloco k, sendo k =1,2,3,4,5 (exp. I e lll) e k= 1,2,3,4 (exp. ll);

ej - erro aleatdrio atribuido a observacéo Yj que, por hipétese, tem distribuicio

normal de média zero e variancia 2.
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A andlise estatistica dos parametros estudados foi realizada utilizando o
programa SAEG - versdo 7.1 (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas),
desenvolvido pela Universidade Federal de Vicosa, utilizando-se a Analise de
Variancia, sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de Studant
Newman Keuls (SNK), em nivel de 5% de probabilidade.

As caracteristicas de desempenho do experimento | foram submetidas a
Andlise de Regressdo, sendo a resposta das variaveis analisadas avaliada em
funcdo da decomposicdo da soma de quadrados referentes aos niveis do produto
testado (Tecnaroma ZTA Herbal Mix®) em seus componentes (linear, quadratico e

cubico).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Experimento | — Ensaio de Desempenho |

4.1.1 Desempenho dos animais

As médias das variaveis de desempenho séo apresentadas, em gramas, nas
tabelas 2, 3 e 4, respectivamente para os periodos de 1 a 21, 22 a42 e 1 a 42 dias
de experimentacao.

As equacgles de regressdo das variaveis de desempenho, em funcdo dos
niveis de inclusédo do produto Tecnaroma Herbal, sdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 2. Consumo de racdo médio diario (CRMD, g/dia), Ganho de peso médio
diario (GPMD, g/dia) e Conversao alimentar (CA) de leitdes de 1 a 21 dias
de experimentacéo.

Variaveis®
Tratamentos CRMD GPMD CA
Controle 403 239 1,71
Antibiotico 397 245 1,65
Tecnaroma Herbal 0,02% (TH1) 393 251 1,57
Tecnaroma Herbal 0,04% (TH2) 392 292 1,36
Tecnaroma Herbal 0,06% (TH3) 384 239 1,46
Média 394 258 1,55
Coeficiente de Variacéo (CV) (%) 5,608 11,942 14,217

! Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).
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Tabela 3. Consumo de racdo médio diario (CRMD, g/dia), Ganho de peso médio
diario (GPMD, g/dia) e Conversao alimentar (CA) de leitbes de 22 a 42 dias

de experimentacao.

Variaveis®
Tratamentos CRMD GPMD CA
Controle 1.019° 652° 1,56°
Antibiético 1.030° 691" 1,49°
Tecnaroma Herbal 0,02% (TH1) 1.167% 755% 1,552
Tecnaroma Herbal 0,04% (TH2) 1.234? 877° 1,428
Tecnaroma Herbal 0,06% (TH3) 1.158%° 8692 1,34°
Média 1.121 769 1,47
Coeficiente de Variagéo (CV) (%) 7,835 12,772 5,491

1 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste

SNK (P<0,05).

Tabela 4. Consumo de racdo médio diario (CRMD, g/dia), Ganho de peso médio
diario (GPMD, g/dia) e Conversao alimentar (CA) de leitdes de 1 a 42 dias

de experimentacao.

Variaveis®

Tratamentos CRMD GPMD CA

Controle 617° 414" 1,492
Antibiético 633" 447" 1,422
Tecnaroma Herbal 0,02% (TH1) 774% 5032 1,542
Tecnaroma Herbal 0,04% (TH2) 842° 5842 1,442
Tecnaroma Herbal 0,06% (TH3) 773% 6032 1,28"
Média 728 510 1,43
Coeficiente de Variagéo (CV) (%) 13,323 14,294 5,371

1 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).
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Tabela 5. Equacbes de regressao das variaveis de desempenho, em fungéo dos niveis
de inclusdo do produto Tecnaroma Herbal, avaliadas em cada periodo de

experimentacao

Periodo de Variaveis Equacéo de Regressdo R?
experimentacao (dias)

la?l - ns -
CRMD Y=1,0164 + 10,8185**X — 140,166*X> | 0,46
22a42 GPMD Y=0,6726 + 3,8503**X 0,44
CA Y=1,589 —4,0102**X 0,60

CRMD Y=0,6144 + 11,1607**X — 141,208*X* | 0,45

la42 GPMD Y=0,4288 + 3,2475*X 0,51

CA Y=1,546 — 3,5778*X 0,49

' ns= n&o significativo; * significativo a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade

No periodo experimental de 1 a 21 dias ndo ocorreram diferengas significativas
entre os tratamentos (P>0,05) para nenhuma das variaveis avaliadas, isto €, 0 aumento
dos niveis do produto nado influenciou, positiva ou negativamente, o desempenho dos
animais.

Durante os periodos de 22 a 42 e 1 a 42 dias de experimentagdo, 0s animais que
receberam o tratamento TH2 apresentaram maiores consumos (P<0,05), sendo
observado um efeito quadratico negativo dos niveis do produto para esta caracteristica.
Com relacdo ao GPMD, os animais que receberam os tratamentos TH2 e TH3
apresentaram os maiores valores (P<0,05). Para esta variavel, foi observado um efeito
linear positivo dos niveis do produto. Para a CA, o melhor valor (P<0,05) foi observado
nos animais que receberam o tratamento TH3, com um efeito linear negativo dos niveis
do produto testado. Considerando os resultados de ganho de peso, a reducédo no
consumo de ragcdo em detrimento do aumento do nivel do produto néo foi suficiente
para deprimir o desempenho dos animais que receberam o tratamento TH3, o que
pode ser justificado pela melhor conversao alimentar apresentada por estes animais.
A melhor CA pode ter sido resultado de uma melhor absorcéo dos nutrientes, aliada ao
menor gasto de energia e proteina para a manutencdo da integridade do trato
gastrintestinal (Utiyama, 2004).
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Os animais que receberam tratamento sem aditivo (controle) apresentaram
pior desempenho.

O melhor desempenho dos animais que receberam 6leos essenciais na dieta
(TH2 e TH3) pode ser devido ao efeito positivo da atividade enzimatica, que se
baseia no fato de que os 6leos essenciais podem estimular a producéo de saliva e
de sucos gastrico e pancreatico, influenciando positivamente a secrecdo de enzimas
digestivas, melhorando a digestibilidade dos nutrientes (Mellor, 2000).

Ha também o efeito antimicrobiano, considerado o principal modo de acéao
dos Oleos essenciais. O efeito antimicrobiano esta relacionado, principalmente, a
alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana, o que
permite que atuem como agentes bactericidas ou bacteriostaticos, causando efeitos
interativos com a fisiologia do animal, como a economia de nutrientes, o efeito
protetor contra a producao de toxinas no trato gastrintestinal, o efeito no controle de
doencas subclinicas e o efeito metabdlico (Menten, 2002). Além desses efeitos,
pode-se citar também o fato de que a adicao de 6leos essenciais e extratos vegetais
proporcionam o0 crescimento de microrganismos benéficos, favorecendo o
desempenho animal (Zuanon et al., 1998; Lima, 1999).

Os dados encontrados neste experimento diferem dos encontrados por
Utiyama et al. (2006), Oetting et al. (2006) e Costa et al. (2007), que, no geral,
observaram melhor desempenho nos animais que receberam racdes experimentais
com antibidtico, em comparacdo aos animais que receberam racdo contendo
diferentes tipos e niveis de extratos vegetais.

Costa et al. (2007), trabalhando com leitbes de 21 a 35 dias, observaram que
0S animais que receberam o tratamento antimicrobiano apresentaram melhor CA
que a meédia dos que receberam os diferentes tratamentos com extratos vegetais
(extrato de cravo, extrato de orégano e extrato de cravo + extrato de orégano). No
periodo de 21 a 56 dias de idade, os animais do tratamento antimicrobiano também
apresentaram os melhores resultados de consumo diario de racéo, ganho diario de
peso e conversao alimentar, em comparacdo aqueles que receberam os diferentes
tratamentos com extratos vegetais.

Oetting et al. (2006), estudando agentes antimicrobianos e niveis de extratos
vegetais (constituido de 6leo essencial de cravo, tomilho e orégano, acrescido dos
principios ativos eugenol e carvacrol) em dietas de leitdes recém-desmamados,

também observaram aumentos significativos no consumo diério de racédo e no ganho
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diario de peso (GDP) dos animais que receberam antimicrobianos na ragdo em
relacdo aos animais do tratamento controle e dos tratamentos com extratos vegetais.

Utiyama et al. (2006), estudando agentes antimicrobianos, pro-bidticos, pré-
bidticos e extratos vegetais (mistura de alho, cravo, canela, pimenta, tomilho e os
principios ativos cinemaldeido e eugenol), observaram que, nos primeiros 14 dias de
experimentacdo, houve maior consumo diario de racdo (CDR) para os tratamentos
antimicrobiano e pré-biotico, em relacdo ao tratamento com extrato vegetal. No
periodo de 15 a 35 dias de experimentacdo, o CDR foi superior para o tratamento
antimicrobiano em relacéo aos tratamentos pro-biotico e extrato vegetal. O GDP no
periodo de 15 a 35 dias de experimentacao do tratamento antimicrobiano foi superior
aos tratamentos controle, pré-biotico e extrato vegetal, os quais nao diferiram entre
Si.

Algumas teorias podem ser utilizadas para explicar a diferenca entre os dados
obtidos no presente experimento em comparacao aos supracitados.

Uma dessas teorias seria o fato que, para que os 6leos essenciais possam
apresentar os dois efeitos mais comumente observados, isto €, o antimicrobiano e o
de estimulacdo do sistema enzimético, e para que estes possam ser observados in
vivo, 0s niveis de inclusdo na dieta devem ser elevados ou suplementados em
combinacdes de diferentes 0Oleos, cujos diferentes componentes se completam e
reforcam sua acdo sobre o organismo. A forma como estes componentes se
manifestam €& através de seus principios ativos, que precisam ter suas
concentracbes aumentadas para apresentarem efeito em produtos comerciais
(Lambert et al., 2001).

Essa associacdo de principios ativos pode ser explicada através da sinergia
entre os principios ativos. Algumas pesquisas ja demonstraram a existéncia de um
efeito sinérgico entre componentes primarios e secundarios das plantas (Kamel,
2000), sendo que os componentes secundarios (na maior parte, 0s principios ativos
em Oleos essenciais) atuam como potencializadores dos componentes primarios.

As teorias e as pesquisas realizadas podem, possivelmente, explicar os
melhores resultados, neste trabalho, obtidos em animais que receberam os
tratamentos contendo os trés diferentes niveis de 6leos essenciais.

Porém, como os resultados sédo bastante contraditorios com os encontrados
na literatura, bem como a pequena quantidade de trabalhos realizados com oleos

essenciais e extratos vegetais de plantas, varios estudos ainda sao necessarios para
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determinar, com preciséo, a eficacia assim como os niveis ideais de inclusdo e as
melhores combinac¢des de Oleos essenciais, uma vez que pelos resultados deste
experimento, estes produtos podem, com grandes chances de sucesso, ser
utilizados como aditivos alternativos aos agentes antimicrobianos como promotores

do crescimento em dietas de leitdes.

4.1.2 Morfometria dos 6rgaos

Os resultados dos pesos dos 6rgados digestivos, em gramas, encontram-se na
tabela 6. Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os

tratamentos, para os pesos dos rins, bago e estbmago.

Tabela 6. Peso dos Orgdos digestivos de leitbes dos 21 aos 63 dias de idade, de

acordo com os tratamentos.

Peso dos 6rgéos (g)*

Tratamentos®
Rins Baco Figado Estémago Int. delg. Int. grosso
Controle 85 23 362°¢ 188 693" 857 °
Antibiético 762 27  457° 259 745 % 985 @
TH1 82 26 427° 241 665 " 1.139
TH2 75 22 404" 195 660 " 975 @
TH3 90 27 552 @ 237 865 @ 1.234°
CV (%) 14,982 18,541 6,559 29,062 11,807 14,112
T Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).

2 TH1 - 0,02% Tecnaroma Herbal®: TH2 - 0,04% Tecnaroma Herbal®; TH3 - 0,06% Tecnaroma Herbal®

Os animais que receberam o tratamento TH3, com 0,06% de inclusdo dos
Oleos essenciais, apresentaram as maiores médias de peso do figado, intestino
delgado e intestino grosso. O maior peso do intestino delgado e do intestino grosso

no TH3 pode ser explicado pela menor taxa de descamacéo do epitélio intestinal,
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proporcionada pela inclusdo de O6leos essenciais na dieta dos animais que
receberam o tratamento TH3. A descamacdo, em sua maioria, € provocada por
agentes agressores. Isso quer dizer que, provavelmente, este tratamento foi o que
provocou menos agressao a mucosa intestinal dos animais, refletindo em um maior
peso absoluto dos érgdos (Burrin et al., 2001).

Um dos modos de acdo dos agentes antimicrobianos estd relacionado a
reducdo na quantidade de microrganismos produtores de toxinas aderidos ao
epitélio intestinal e, consequientemente, a reducdo da espessura da parede intestinal
(Anderson et al., 1999). Esse efeito proporciona economia de nutrientes pelo animal
para manutencéo dos tecidos do trato gastrintestinal (Lima, 1999), favorecendo seu
desempenho. Esse modo de acdo sobre os microrganismos presentes no intestino
de leitbes pode proporcionar menor fermentacdo microbiana e diminuir a producéo
de acidos graxos volateis que fornecem boa parte da energia exigida para o
desenvolvimento dos enterdcitos (Lin & Visek, 1991). No célon, até 60-70% da
energia utilizada pelas células epiteliais provém dos produtos da fermentacao
microbiana (Cummings & Macfarlane, 1991). Assim, a menor producdo de acidos
graxos volateis pode acarretar menor taxa de replicacédo celular no epitélio intestinal
de leitdes que recebem antimicrobianos na dieta, ocasionando redugdo dos pesos
relativos dos intestinos delgado e grosso, apesar desse efeito nao ter sido
significativo nos animais do presente experimento.

Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com a literatura. Oetting et
al. (2006) observaram que os leitbes do tratamento com antimicrobiano
apresentaram menor peso relativo do trato gastrintestinal total e do intestino delgado
(P<0,05) que os animais do tratamento controle ou com diferentes niveis de extratos
vegetais (constituido de 6leo essencial de cravo, tomilho e orégano, acrescido dos
principios ativos eugenol e carvacrol), tendo sido observado um efeito linear
significativo para os niveis crescentes de extrato na dieta, isto €, a medida que se
aumentou o nivel de inclusdo dos extratos vegetais na dieta dos leites, observou-se
também um aumento no peso relativo do intestino delgado vazio de animais que
receberam o tratamento com o maior nivel de inclusdo dos extratos vegetais.
Utiyama et al. (2006) observaram uma reducdo numérica ndo significativa (P>0,05)
no peso relativo dos intestinos delgado e grosso vazios dos animais que receberam
o tratamento antimicrobiano em comparacdo aqueles que receberam o tratamento

com extratos vegetais (mistura de alho, cravo, canela, pimenta, tomilho e os
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principios ativos cinemaldeido e eugenol). Essa reducdo, no peso do intestino
delgado, encontrada tanto no presente experimento quanto nos experimentos dos
autores supracitados pode ser devida a uma menor fermentagcdo microbiana, com
consequente reducdo na producdo de acidos graxos volateis e reducédo na energia
utilizada pelas células epiteliais, com consequente reducdo na mitose dessas células
e reducdo no espessamento do epitélio intestinal. Costa et al. (2007) avaliando o
efeito de diferentes extratos vegetais sobre a morfometria dos érgaos digestivos de
leitdes na fase de creche, encontraram maior peso relativo dos rins dos animais que
receberam tratamento antimicrobiano quando comparado a média daqueles que
receberam os tratamentos com extrato de cravo, extrato de orégano e extrato de
cravo + extrato de orégano. Porém, numericamente, 0s pesos relativos do figado e
do intestino delgado foram menores no tratamento com antibiético em comparacéo
aos pesos observados nos tratamentos com os diferentes extratos vegetais e suas
combinacdes. Porém, Lee et al. (2003), observaram reducéo de peso do intestino
de frangos alimentados com racéo suplementada com 6leos essenciais.

O peso do figado € outro dado que deve ser considerado. Os animais que
receberam o tratamento TH3 (0,06% 6leos essenciais) apresentaram peso do figado
maior que aqueles que receberam os tratamentos controle e o tratamento com
antibiotico. Sabe-se que o figado é o érgéo principal do metabolismo, principalmente
em se tratando da glicose. Embora ndo seja possivel esclarecer o motivo desse
aumento, vale ressaltar que, em outro experimento, frangos aos 21 dias de idade
recebendo 100 ppm de timol na dieta também apresentaram aumento (P<0,05) no
peso do figado em relagé@o ao tratamento controle (Lee et al., 2003).

Em virtude do reduzido numero de trabalhos com suinos, avaliando os efeitos
dos Oleos essenciais sobre 0 peso dos 6rgaos digestivos, ndo é possivel esclarecer

e comprovar o efeito destes sobre essa variavel.
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4.1.3 Histologia do epitélio intestinal

A tabela 7 apresenta as meédias de altura das vilosidades (AV, um), de
profundidade das criptas (PC, um) e da relacéo altura de vilosidade/profundidade de

cripta (AV/PC) do duodeno, jejuno e ileo, em funcdo dos tratamentos.

Tabela 7. Médias da altura das vilosidades (AV), da profundidade das criptas (PC) e
da relacao altura de vilosidade/profundidade de cripta (AV/PC) no duodeno,

jejuno e ileo dos leitdes ao final de 42 dias de experimentacao

Tratamentos™? CV? (%)
C A TH1 TH2 TH3

Duodeno

CAV (um)  304,11°  414,61%°  34952° 428,75° 424,89° 5664
PC (um)  175555*  122,21° 149,12  152,61°  114,98° 4,801
AV/PC 1,73° 3,40° 2,341 2,82° 3,70° 6,750

Jejuno

AV (um) 316,77 401,95  337,73° 419,88* 406,58" 1,886
PC (um) 182,10 165,96 179,75 169,17 149,41 9,994
AV/PC 1,74° 2,472 1,88° 2,482 2,782 12,071

fleo
AV (um)  251,77°  321,56°  326,51° 37899 378,43% 8,293
PC (um)  200,64°  209,82%  18546™ 173,26° 161,98 6,770

AV/PC 1,26° 1,53° 1,76° 2,19° 2,35° 4,536
T Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste SNK
gP<0,05).

C=controle; A=antibiético; TH1= tecnaroma herbal 0,02%; TH2= tecnaroma herbal 0,04%; e TH3=techaroma
herbal 0,06%
3Coeficiente de variagdo
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Houve diferencas entre os tratamentos (P<0,05) para todas as variaveis, com
excecao da PC no jejuno.

Com relacéo a histologia do duodeno, as maiores alturas de vilosidades foram
observadas nos animais que receberam as racdes contendo os dois maiores niveis
de Oleos essenciais (TH2 e TH3), ndo diferindo das observadas nos animais
alimentados com ragédo contendo o antibiotico. As menores profundidades de cripta
foram observadas nos animais que receberam os tratamentos com antibiético (A) e
com o maior nivel de inclusédo dos Oleos essenciais (TH3). Para a relacdo AV/PC, o
maior valor foi observado nos animais que receberam o tratamento TH3.

Para a histologia do jejuno, as maiores alturas de vilosidades foram
observadas nos animais que receberam a racdo contendo o nivel intermediario dos
Oleos essenciais (TH2). Os valores de profundidade de criptas ndo apresentaram
(P>0,05) diferengas entre si, de acordo com os tratamentos. Para a relagdo AV/PC,
as maiores relacbes foram observadas nos animais que receberam os tratamentos
com antibiotico (A) e com os tratamentos com 0s dois maiores niveis dos Oleos
essenciais (TH2 e TH3).

No que diz respeito a histologia do ileo, os animais que receberam os
tratamentos com o0s dois maiores niveis de O6leos essenciais (TH2 e TH3)
apresentaram (P<0,05) as maiores leituras para altura de vilosidade em comparacéo
aos demais tratamentos. Para a variavel profundidade de cripta, estas se
apresentaram menores (P<0,05) nos animais que receberam os tratamentos TH2 e
TH3 em comparagao aos outros trés tratamentos. Para a relacdo AV/PC, as maiores
relacbes (P<0,05) foram observadas nos animais que receberam os tratamentos
TH2 e TH3 em comparacao aos demais.

Logo apos o desmame, a altura das vilosidades diminui, resultando em uma
menor &area de absor¢do no intestino delgado (Hampson, 1986a) e em menor
absorcdo de fluidos eletrélitos (Nabuurs, 1995). Assim, pode-se inferir que a
utilizacao tanto de antibidtico quanto de 6leos essenciais favoreceu um crescimento
mais acelerado das vilosidades quando comparado aos outros tratamentos. Quanto
maior o tamanho das vilosidades, maior € a capacidade de absorcédo de nutrientes,
ja que uma maior AV pode ser consequéncia de uma maior taxa de renovacao nas
criptas, provocada por estimulos provenientes da acdo dos principios ativos dos

vegetais e seus 0Oleos essenciais.
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A maior PC foi observada, tanto no duodeno quanto no ileo, no tratamento
controle (C) e as menores nos tratamentos com 0Oleos essenciais, seguidos do
tratamento com antibidtico.

A profundidade de cripta indica a intensidade da descamacao do epitélio
intestinal. Quanto maior for essa profundidade, maior terd sido a descamacéo e,
possivelmente, menor é a capacidade absortiva das células da borda de escova,
uma vez que neste local sdo produzidas carboidrases de extrema importancia,
principalmente para leitdes recém-desmamados.

Para a relacdo altura de vilosidade/profundidade de cripta, as maiores
relacbes foram observadas no tratamento TH5, nos trés segmentos do intestino.

A relacdo desejavel entre vilosidades e criptas intestinais ocorre quando as
vilosidades se apresentam altas e as criptas rasas, pois quanto maior a relagcéao
altura de vilosidade:profundidade de cripta, melhor sera a absorgcédo de nutrientes e
menores serdo as perdas energéticas com a renovacdo celular (Nabuurs,
1995).

Uma reducéo na altura das vilosidades € um indicativo de maior descamacao
do epitélio intestinal. O aumento da descamacédo leva a um aumento na proliferacao
celular da cripta (Tucci, 2003). Criptas mais profundas s&o indicativo de maiores
gastos energéticos com renovagdo celular, para garantir a reposicao das perdas de
células da regido apical dos vilos (Pluske et al., 1997). As vilosidades desgastadas e
as criptas aprofundadas apresentam menor quantidade de células absortivas em
comparacao as secretoras, ocasionando uma digestdo incompleta de carboidratos e
proteinas, bem como reducdo na absorcdo de liquidos, sddio, potassio e cloreto, o
que altera a osmolaridade do conteudo intestinal, podendo levar o animal a uma
diarréia osmaotica. (Nabuurs et al., 1993).

Oetting et al. (2006) realizando um experimento semelhante encontraram
diferengas entre os tratamentos (P<0,05) nas variaveis altura de vilosidade no ileo e
relacdo AV/PC do ileo. A maior altura de vilosidade foi observada no tratamento
antimicrobiano em relacdo aos tratamentos com trés niveis crescentes de extratos
vegetais (constituido de 6leo essencial de cravo, tomilho e orégano, acrescido dos
principios ativos eugenol e carvacrol). Para a relagdo AV/PC do ileo, os tratamentos
com extratos vegetais diferiram (P<0,05) tanto do tratamento com antimicrobiano

quanto do tratamento controle.
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Da mesma forma, Utiyama et al. (2006) trabalhando com quatro tipos
diferentes de promotores de crescimento, incluindo extratos vegetais (mistura de
alho, cravo, canela, pimenta, tomilho e os principios ativos cinemaldeido e eugenol)
e antimicrobianos, observaram que a variavel profundidade de cripta do ileo foi
influenciada (P<0,10) pelos tratamentos. Os animais do tratamento antimicrobiano
apresentaram criptas com menor profundidade do que os dos demais tratamentos.

Contrariamente, o tratamento com extrato vegetal proporcionou criptas com
maior profundidade no ileo.

Poucos sédo os dados encontrados na literatura a respeito do efeito de 6leos
essenciais e extratos vegetais sobre a histologia intestinal de leitbes. Presume-se
que estes aditivos estimulem a atividade de enzimas (sacarase e maltase), a
secrecdo exdgena pancreatica (a-amilase e a-lipase) e a secrecdo de sais biliares
(Platel & Srinivasan, 1996), uma vez que possuem como principio ativo comum a
capsaicina, um agente pungente que aumenta a secrec¢ao de saliva e suco gastrico.

Os promotores de crescimento em geral podem alterar a histologia do epitélio
intestinal, como aumento da altura das vilosidades e reducédo da profundidade das
criptas (Miltemberg, 2000).

4.1.4 Microbiologia intestinal — Contagem total de bactérias

Os resultados referentes a contagem total das bactérias na amostra do
intestino delgado de leitdes aos 63 dias de idade, de acordo com os tratamentos,
encontram-se na tabela 8.

Na caracterizacdo do género gram ndo foram identificadas bactérias gram-
negativas. Silva (2000) salienta que as substancias produzidas por bactérias gram-
positivas, incluindo peptidios antibiéticos, bacteriocinas e substancias semelhantes a

antibioticos, podem eliminar as bactérias gram-negativas.
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Tabela 8. Contagem total de bactérias na amostra do intestino delgado de leitdes
aos 63 dias de idade, de acordo com os tratamentos.

Tratamento

Total (UFC/gf no

intestino delgado

Controle Antibidtico TH1 TH2 TH3

Gram-positivo | 6,40 x 10| 4,75x10 | 8,32x10 | 2,60x16 | 1,42x 10

" Log. Na base 10 da contagem, por grama do contetido da digesta (UFC/g)

Observando-se os resultados, verifica-se que o tratamento com antibidtico
demonstrou ser o mais eficiente na reducdo do numero de colbnias bacterianas,
seguido do tratamento com o maior nivel de inclusdo dos 6leos essenciais. A flora
bacteriana predominante pertence ao grupo das fermentadoras de lactose,
representadas pela Escherichia coli.

Estes resultados sugerem que o0s animais deste experimento foram
submetidos a um desafio antigénico que possibilitou que o efeito antimicrobiano do
antibidtico utilizado se evidenciasse. Quando ha desafio, ha melhora no
desempenho dos animais alimentados com promotores de crescimento
antimicrobianos. Este efeito esta relacionado a acdo dos antimicrobianos sobre a
microbiota intestinal (Menten, 1995). No entanto, mesmo com essa reducdo da
microbiota intestinal, proporcionada pelo tratamento com antibiético, os animais
deste tratamento ndo apresentaram os melhores resultados para as caracteristicas
de desempenho avaliadas. Isso sugere que a reducdo pode ter ocorrido mais sobre
0s microrganismos benéficos do que sobre os patogénicos. Isso quer dizer que pode
ter ocorrido mudancas na proporcdo de varias espécies (Menten, 2001),
predominando as patogénicas.

Com relagdo ao tratamento com o maior nivel de inclusdo dos Oleos
essenciais (TH3), a reducdo no numero de bactérias na amostra do contetudo
intestinal dos animais que receberam tal tratamento, em comparacdo aos animais
que receberam o tratamento controle pode ter ocorrido devido a presenca de
compostos fendlicos naturais em maior concentracdo, como carvacrol e o thymol,
fundamentais no controle da acdo antimicrobiana, que agem sobre a membrana
celular bacteriana, impedindo a divisdo mitotica, causando desidratacédo nas células

e, com isso, impedindo a sobrevivéncia destas bactérias patogénicas.
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4.2.1 Desempenho dos animais
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As médias das variaveis consumo diario de racdo, ganho diario de peso e

conversao alimentar nas fases de 1 a 21 e 22 a 42 dias de experimento encontram-

se nas tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 9. Consumo de racdo médio diario individual (CRMDI, kg/dia), Ganho de

peso médio diario individual (GPMDI, kg/dia) e conversédo alimentar (CA) de

leitdes de 1-21 dias de experimentacéo.

Variaveis®
) CRMDI GPMDI
Tratamentos CA
(kg/dia) (kg/dia)
Tecnaroma Herbal 0,426" 0,303% 1,41°
Antibidtico 0,551% 0,325% 1,712
Pro-bidtico 0,426" 0,258" 1,67%
Acido organico 0,433° 0,276° 1,572
Média 0,459 0,394 1,59
Coeficiente de Variacéo (CV) (%) 7,765 9,793 5,491

! Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste

SNK (P<0,05).
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Tabela 10. Consumo de racdo médio diario individual (CRMDI, kg/dia), Ganho de
peso médio diario individual (GPMDI, kg/dia) e converséao alimentar (CA) de
leitdes de 22-42 dias de experimentacao.

Variaveis’
Tratamentos CRMDI GPMDI CA
(kg/dia) (kg/dia)
Tecnaroma Herbal 0,805 0,471° 1,712
Antibiético 0,757° 0,519% 1,44°
Pré-biético 0,741° 0,438 1,692
Acido organico 0,729° 0,410° 1,78%
Média 0,758 0,461 1,66
Coeficiente de Variagéo (CV) (%) 4,426 5,474 7,685

1 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).

Tabela 11. Consumo de racdo médio diario individual (CRMDI, kg/dia), Ganho de
peso médio diario individual (GPMDI, kg/dia) e converséao alimentar (CA) de

leitdes de 1-42 dias de experimentacao.

Variaveis’
Tratamentos CRMDI GPMDI CA
(kg/dia) (kg/dia)
Tecnaroma Herbal 0,615° 0,387° 1.56
Antibidtico 0,6542 0,425% 1.58
Pré-biético 0,584° 0,348° 1.68
Acido organico 0,581° 0,343° 1.68
Média 0,608 0,376 1,62
Coeficiente de Variagéo (CV) (%) 4,621 5,678 7,333

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).

No periodo de 1 a 21 dias de experimentacdo, pode-se observar que os
animais que receberam o tratamento com antibidtico apresentaram consumo de

racao diario superior (P<0,05) aos animais que receberam os demais tratamentos.
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Para o ganho de peso diario, observou-se que 0s animais dos tratamentos A
e TH apresentaram maior valor (P<0,05) para esta variavel, em comparacdo aos
animais dos tratamentos pré-biético e acidos organicos. Para a conversao alimentar,
o tratamento com o tecnaroma herbal mostrou-se superior (P<0,05) em comparacéo
aos outros trés tratamentos, sendo a pior CA atribuida ao tratamento com antibiético.
Uma maneira de tentar explicar esse resultado para a CA é o fato de os animais que
receberam o mesmo tratamento TH no experimento |, terem apresentado vilosidades
menos desgastadas e criptas menos aprofundadas, quando comparadas as mesmas
variaveis do tratamento antibiético. Isso sugere que, vilosidades maiores e criptas
menores, proporcionam um maior aproveitamento dos nutrientes, uma vez que as
principais enzimas digestivas para suinos localizam-se na borda de escova do
epitélio intestinal, no apice das vilosidades.

Durante o periodo de 22 a 42 dias, os animais do tratamento com 6éleos
essenciais foram os que apresentaram melhor (P<0,05) CRMDI e, para o0 GPMDI, o
maior (P<0,05) valor obtido foi para o tratamento com antibiético. O melhor resultado
(P<0,05) para CA foi observado no tratamento com os 6leos essenciais, sendo que o
tratamento com antibiético foi o que apresentou a pior CA. Os tratamentos com pro-
biético e &acidos organicos, de modo geral, apresentaram 0S mesmos valores

(P<0.05) para as variaveis de desempenho. A diferenca de desempenho dos
animais do tratamento com antibiético demonstra que os animais foram submetidoS

a um elevado desafio antigénico, uma vez que o efeito benéfico dos antimicrobianos
€ mais evidenciado quanto maior for o desafio ambiental (Menten, 2002).

Com relacdo ao periodo de 1 a 42 dias de experimenta¢gdo, 0s animais que
receberam o tratamento com antibiético apresentaram melhores resultados (P<0,05)
de CRMDI e GPMDI que os animais que receberam os tratamentos com oOleos
essenciais, pro-biotico e acidos organicos. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos avaliados para a variavel CA.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Utiyama et al. (2006), que
utilizou extratos vegetais, pro-biético, pré-biodtico e antibidtico nas racdes de leitbes
desmamados. De maneira geral, consumo de racao diario e o ganho de peso diario
mostraram-se superiores no tratamento com antimicrobiano, em comparacao aos

demais tratamentos.
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O melhor desempenho dos animais que receberam o tratamento com o
antibiético pode ser atribuido ao efeito deste promotor de crescimento sobre a
microbiota intestinal, uma vez que seu principal modo de acdo € como agentes
bactericidas ou bacteriostaticos, que provoca efeitos interativos com a fisiologia do
animal, como a economia de nutrientes, controle de doencas subclinicas e efeito
metabdlico (Menten, 1995).

A melhor conversao alimentar (1-21 dias) observada no tratamento com 6leos
essenciais, apesar de o CRMDI e o GPMDI ndo terem sido superiores neste
tratamento, pode ser explicada pelo efeito antimicrobiano considerado o principal
modo de agdo. O efeito antimicrobiano dos o0leos essenciais esta relacionado,
principalmente, com a alteracdo da permeabilidade e integridade da parede celular
bacteriana (Lambert et al., 2001). Dorman & Deans (2000), em um estudo in vitro,
observaram que os 6leos essenciais de cravo, tomilho e orégano apresentaram
efeito antimicrobiano pronunciado sobre determinados patdégenos.

Para o tratamento pro-biotico, os resultados encontrados neste experimentam
discordam de alguns trabalhos encontrados. Em uma revisao feita por Stewart &
Chesson (1993), onde reuniram diversos trabalhos utilizando tipos e concentracdes
diferentes de pré-bibticos, concluiram que, em média, ha um aumento de 4,8% no
ganho de peso diario de leitbes na fase inicial. Roth & Kirchgessener (1998),
utilizando pro-bidtico a base de Bacillus também conseguiram resultados positivos
no GDP de leitdes recém-desmamados.

Para o tratamento com os acidos organicos, também foram encontrados
trabalhos na literatura que concordam e que discordam dos resultados deste
experimento. Lyra (2007), ao utilizar diferentes niveis de inclusdo de acidos
organicos nas dietas de leitbes desmamados, observou que os animais né&o
apresentaram melhoria no desempenho em nenhum dos trés periodos avaliados. O
mesmo também foi observado por Araudjo et al. (2001), em uma pesquisa
semelhante. Ja Chiquieri (2007) observou uma relativa melhora de ganho de peso
nos animais alimentados com racao 0,4% de acidos organicos (18,18%) em relacao
aos animais do grupo controle (sem pré-nutriente). Também Maribo et al. (2000)
verificaram melhores taxas de consumo de ragdo, ganho de peso e converséao
alimentar em leitbes desmamados, quando utilizaram acido organico na

alimentacao.
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De acordo com Sanches et al. (2006), a eficacia dos produtos é diretamente
dependente da quantidade e das caracteristicas dos pro-nutrientes, ficando muito
dificil estabelecer um paralelo entre estudos e comparar resultados.

Além disso, no caso dos Oleos essenciais, seus modos de acdo em
experimentos in vivo ndo foram totalmente esclarecidos e comprovados. Alguns
trabalhos relatam resposta positiva do uso de extratos vegetais e 6leos essenciais,
enquanto que outros ndo. Oetting et al. (2006) também encontraram resposta
significativa ao uso de antibiético em leitdes, quando comparada ao resultado de
desempenho de leitdes que receberam dietas com ou sem extrato vegetal. Ja
Jeaurond et al. (2002), trabalhando com leitdes, observaram que a inclusdo de
0,75% de uma combinacdo de extratos vegetais na dieta promoveu maior ganho de
peso em relacdo aos animais do tratamento controle (26 vs -5 g/dia). Da mesma
forma, Kwon et al. (2004), utilizando extrato vegetal na alimentacdo de leitdes,
observaram melhoras significativas na conversao alimentar, ao aumentar o nivel de
inclusdo do extrato vegetal de 0,02% para 0,06%. E possivel explicar essa melhora
com o fato de que determinados extratos vegetais influenciam mais positivamente o
sistema enzimatico de leitbes, promovendo uma maior atividade das enzimas
digestivas, aproveitando melhor os nutrientes da dieta.

Assim, mais pesquisas S0 necessarias para esclarecer e comprovar 0s
possiveis modos de acdo dos diversos 0Oleos essenciais e extratos vegetais, bem
como a melhor combinacéo e concentracdo dessas substancias, para torna-los uma
alternativa viavel ao uso de antimicrobianos como promotores de crescimento em

suinos.

4.3 Experimento Il — Ensaio de Digestibilidade

A tabela 12 mostra as médias dos coeficientes de digestibilidade aparente da

matéria seca (CDMS), da proteina bruta (CDPB) e da energia bruta (CDEB) em

funcdo dos tratamentos.
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Tabela 12. Médias dos coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca
(CDMS), da proteina bruta (CDPB) e da energia bruta (CDEB) em

funcao dos tratamentos.

Coeficientes de digestibilidade aparente® (%)

Tratamentos Matéria Seca Proteina bruta  Energia bruta
Controle 82,03 80,87° 65,86"
Antibiético 85,22 83,892 65,02
Tecnaroma Herbal 0,02% (TH1) 80,49° 74,62° 61,28°
Tecnaroma Herbal 0,04% (TH2) 84,78 80,702 70,842
Tecnaroma Herbal 0,06% (TH3) 86,622 82,732 66,52°
Média 83,83 80,56 65,91
Coeficiente de variacao (%) 2,546 3,649 2,969

T Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada variavel, diferem entre si pelo Teste
SNK (P<0,05).

A inclusdo de niveis crescentes de 0leos essenciais as ra¢cdes promoveu 0
aumento (P<0,05) da digestibilidade da matéria seca em relacdo ao tratamento
controle, sendo este efeito mais expressivo no tratamento com maior nivel de
inclusdo dos Oleos essenciais. Estes resultados estdo de acordo com o0s
encontrados por Oetting et al. (2006) que, trabalhando com leitbes desmamados,
observaram um aumento no coeficiente de digestibilidade da matéria seca, em
relacdo ao tratamento controle, quando da incluséo de niveis crescentes de extratos
vegetais (constituido de 6leo essencial de cravo, tomilho e orégano, acrescido dos
principios ativos eugenol e carvacrol). Hernandez et al. (2004) também encontraram
resposta semelhante as obtidas no presente experimento. Em um estudo com
frangos estes autores observaram um aumento no CDMS, em relacdo ao tratamento
controle, quando se suplementou a dieta com dois tipos de extratos vegetais: um a
base de orégano, canela e pimenta e o outro a base de salvia, tomilho e alecrim.
Entretanto, Utiyama et al. (2006), em experimento com leitdes, utilizando um anico
tipo de extrato vegetal (mistura de alho, cravo, canela, pimenta, tomilho e os
principios ativos cinemaldeido e eugenol), observaram que o tratamento com
antibiético se sobressaiu (P<0,05) em relacdo aos demais tratamentos, sendo que o
tratamento com extrato vegetal apenas foi superior (P<0,05) ao tratamento controle
para o CDMS.
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Com relacdo ao CDPB, os tratamentos néo diferiram (P>0,05) entre si, com
excecao do tratamento TH1, que apresentou CDPB inferior aos demais tratamentos.

Para o CDEB, foi observado que o tratamento TH2 apresentou o maior
coeficiente de digestibilidade em relacédo aos outros quatro tratamentos.

Para se explicar a melhora da digestibilidade da energia, proporcionada pelo
tratamento TH2, pode-se citar que este tratamento apresentou as maiores alturas de
vilosidade e menores profundidades de cripta e, consequentemente, uma maior
relacdo AV/PC. Criptas menos profundas séo indicativo de menores gastos
energeéticos com renovacao celular, para garantir a reposicdo das perdas de células
da regido apical dos vilos (Pluske et al., 1997). Assim, ha uma economia de energia
para ser utilizada nos processos digestivos e de metabolizacdo dos nutrientes.

Outra explicacdo € o possivel efeito antimicrobiano dos o6leos essenciais.
Sabe-se que os microrganismos do intestino delgado e estdmago competem pelos
mesmos nutrientes com os leitdes. Em suinos, até 6% da energia bruta da dieta
pode ser perdida devido a fermentacdo microbiana (Jensen, 1998). O efeito
antimicrobiano proporciona uma consideravel reducdo na populacdo microbiana,
diminuindo a fermentacdo dos carboidratos, aumentando a disponibilidade para
absorcdo. Essa modificacdo da populacdo microbiana também pode ser utilizada
para explicar também a melhora nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca
e da proteina bruta, uma vez que, a reducdo da populacdo microbiana além de
disponibilizar mais carboidratos e aminoacidos para absorcdo, também reduz a
adesdo de bactérias e a producdo de toxinas pelas mesmas, melhorando a
integridade do epitélio intestinal (Butolo, 1999; Baynes & Varley, 2001).

Outra forma de se explicar a melhora na digestibilidade dos nutrientes,
proporcionada, no geral, pelos tratamentos com os 6leos essenciais, € o fato que os
extratos vegetais e 6leos essenciais podem aumentar a secrecdo de saliva, suco
gastrico, suco pancreatico, sais biliares e enzimas do intestino delgado em ratos
(Wang & Bourne, 1998). Esses dois compostos, quando presentes em uma dieta,
proporcionam um aumento na producéo de pepsina e acido gastrico pelo organismo,
contribuindo para uma reducao do pH estomacal e do intestino delgado, estimulando
a secrec¢do pancreatica (Mellor, 2000).
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5 Conclusbes

Os resultados encontrados nesta pesquisa sugerem que o produto
Tecnaroma Herbal ZTA Mix pode, com grandes chances de sucesso, ser utilizado
como aditivo alternativo aos agentes antimicrobianos como promotores do
crescimento de leitdes, uma vez que os tratamentos contendo os niveis de inclusado
de 0,04% e 0,06% melhoraram o consumo de racéo diario, o ganho de peso diario e
a conversao alimentar dos animais em todos os periodos avaliados, bem como
proporcionaram melhora na digestibilidade dos nutrientes.

Em virtude das variacbes nas respostas encontradas nesta pesquisa e na
literatura, sdo necessarios mais estudos para comprovar a eficacia dos oOleos
essenciais e determinar a melhor relagdo entre seus diferentes tipos e suas

concentracdes na dieta para maximizar o desempenho dos animais.
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