José Miguel Peixinho Martins Ramos

Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producéo animal

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade Ciéncias da Satde

Porto, 2019






José Miguel Peixinho Martins Ramos

Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producéo animal

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade Ciéncias da Salde

Porto, 2019



Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producéo animal

José Miguel Peixinho Martins Ramos

(assinatura)

Trabalho apresentado a Universidade
Fernando Pessoa como parte dos requisitos
para obtencdo de grau de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas.



Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producdo animal
Sumario

Um dos maiores desafios ao nivel da exploracdo animal intensiva € a procura
constante de condic¢Ges que melhorem os indices econdémicos e zootécnicos, 0 que gerou
uma certa dependéncia no que concerne ao uso de promotores de crescimento.

Durante muito anos, desde 1950, o recurso a antibiéticos como promotores de
crescimento em exploragBes pecudrias foi uma pratica corrente. Contudo, a utilizagéo
abusiva destes compostos tornou-se uma preocupacdo devido a eminente possibilidade
de risco para a saude, tanto para a salde humana como para a saude animal, devido ao
aparecimento de resisténcias, somando, ainda, os problemas de contaminacdo ambiental.

Nesta matéria, um dos precedentes positivo adotado pela Unido Europeia, no ano de
2006, foi a proibicdo do uso de antibidticos como promotores de crescimento. A simples
supressdo do uso de antibidticos com esta finalidade traria grandes consequéncias
negativas e, com isto, existiu a necessidade de encontrar alternativas que culminem em
resultados similares ou superiores aos antibioticos. Alguns exemplos desses substitutos
incluem os &cidos organicos, 0s probioticos, os prebidticos, 0s simbidticos, as enzimas
exogenas e 0s 0leos essenciais.

A presente dissertacdo tem como objetivo apresentar o estado da arte dos estudos que
comprovam o potencial das alternativas referidas para serem usados como promotores de
crescimento e a sua contribuicdo para a melhoria na satde dos animais. Adicionalmente,
a acao sinérgica entre as varias alternativas encontra-se também reportada em alguns

estudos de producao animal.

Palavras-chave: Promotores de crescimento; Acidos organicos; Probiéticos; Prebidticos;

Simbidticos; Enzimas exdgenas; Oleos essenciais;
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Abstract

In the intensive animal exploitation, one of the biggest challenges is the continuous
search for conditions that improve economic and zootechnical indices, which has created
some dependence on the use of growth promoters.

For many years, since 1950, the use of antibiotics as growth promoters in livestock
has been a common practice. However, the misuse of these compounds has become a
concern due to the imminent prospect of risk to both human and animal health, the
emergence of resistance and problems of environmental contamination.

In this regard, one of the positive precedents adopted by the European Union, in 2006,
was the ban on antibiotics as growth promoters in animal feed. The simple suppression
of the use of antibiotics for this purpose would have major negative consequences and,
therefore, it was necessary to find alternatives that result in similar or superior results to
antibiotics as growth promoters. Examples of such substitutes include organic acids,
probiotics, prebiotics, symbiotics, exogenous enzymes and essential oils.

This dissertation aims to present the state of the art of studies that prove the potential
of the alternatives referred as growth promoters and their contribution to the improvement
of animal health. Additionally, the synergistic action between the various alternatives is

also reported in some animal production studies.

Keywords: Growth promoters; Organic acids; Probiotics; Prebiotics; Symbiotics;

Exogenous enzymes; Essential oils
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I. Introducéo

No ultimo século, o recurso e a incorporacao de promotores de crescimento na ragdo
animal ou na agua permitiu melhorar as condi¢des de vida animal. Como consequéncia
deste procedimento, ocorreu um decréscimo de custos relacionado com a alimentacao,
uma vez que, ao melhorar a digestibilidade das ra¢des, 0s animais necessitam de menores
quantidades de alimento para obter a quantidade de nutrientes necessarios, ocorrendo

também um aumento no ritmo de crescimento do animal (Angelakis, 2017).

Contudo, alguns compostos utilizados como promotores de crescimento na producao
animal, mais concretamente antibioticos (AB), anabolizantes, [3-agonista, tém sido alvo
de bastante polémica devido as consequéncias negativas, diretas ou indiretas, que a sua
utilizacdo pode provocar na saide do homem, na salde do proprio animal e no meio
ambiente. O uso de AB na exploracdo pecuaria tem assumido dimensdes preocupantes
dado a quantidade de AB, a diversidade de moléculas utilizadas, e a via de administracéo

(oral) prolongada em concentragdes subterapéuticas.

Em 1998, Boatman estimou que foram utilizados, a escala mundial, 27.000 toneladas
de AB para a satde animal. Destes, 25 % foram usados pelos paises da Unido Europeia,
sendo 50% destinados a fins terapéuticos, 25 % incorporados na alimentacdo com o
objetivo de promover o crescimento, e 25 % usados na prevencdo da coccidiose em
frangos e perus de carne, como aditivos alimentares ionéforos. De acordo com um
relatorio publicado pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, do inglés European
Medicines Agency), em outubro de 2019, estimou-se que, entre 2011 e 2017, as vendas
de AB para uso veterinario, em 31 paises da Unido Europeia, tenham reduzido em 32%.
Os resultados demonstram que, as campanhas acerca do uso restrito de AB nos animais,

promovidas pela Unido Europeia, estdo a ter um efeito positivo (EMA, 2019).

Os efeitos dos AB na melhoria do desenvolvimento dos animais de produgdo, mais
concretamente, a acdo dos agentes anti-infeciosos como promotores de crescimento,
foram descobertos, quando Moore et al. (1946) observaram que as aves alimentadas com
uma racgao contendo estreptomicina ou succinilsulfatiazol apresentavam um aumento do
seu peso. Esta observacdo, naquele momento, passou despercebida. Posteriormente,
demonstrou-se que os produtos de fermentagcdo, como o estrume e o suco ruminal, tinham

um efeito promotor de crescimento nas aves, classificando-os como “fatores de
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crescimento ndo identificados”. Verificou-se que estes produtos serviam tambem para
combater a anemia, pelo que se suponha tratar-se da presenca de vitamina B12. Contudo,
muitos estudos de alimentagéo realizados com produtos de fermentacdo indicavam que,
para além desta vitamina, deveriam existir outras substancias. Esta hipdtese foi
confirmada em porcos, em 1950, usando produtos de fermentacdo de Streptomyces
aureofaciens. A partir deste momento, iniciou-se a utilizacdo dos AB para aumentar o

ritmo de crescimento dos animais.

Durante anos, os AB foram utilizados em doses subterapéuticas, incluidos nas racdes
animais, para promover o crescimento, melhorar a digestibilidade das racdes e prevenir
infecdes (Castanon, 2007; Engberg et al., 2000).

Contudo, com o passar dos anos, 0 recurso excessivo ao uso de AB, quer nos animais,
em doses subterapéuticas, como promotores de crescimento, e em situacdes de profilaxia
de infecBes, quer em humanos, tem gerado alguns aspetos negativos, nomeadamente
(Forgetta et al., 2012): a presenca residual de AB em alguns produtos alimentares de
origem animal e o aumento progressivo da resisténcia de algumas bactérias face aos
antibidticos nas infecbes humanas. O combate a ameaca de resisténcia antimicrobiana,
em particular a resisténcia a antibioticos, € uma das prioridades da EMA e da rede
reguladora de medicamentos europeia. Na medicina veterinaria, a EMA tem promovido
0 uso prudente de AB em animais, recolhendo dados sobre o uso de antimicrobianos
veterinarios na Unido Europeia e fornecendo recomendacg6es cientificas sobre o uso de
antimicrobianos especificos em animais (EMA, 2019). O uso de agentes antimicrobianos
em animais pode contribuir para o aparecimento de bactérias resistentes que podem ser
transferidas para os seres humanos, atraves da cadeia alimentar ou por contato direto. Tal
situacdo pode reduzir a eficacia dos antimicrobianos no tratamento de doencas humans.
O aumento constante e a emergente ocorréncia de bactérias resistentes a varios AB
tornaram-se uma ameaca global e uma questdo de Saude Publica devido a falta de opgcoes

terapéuticas para o tratamento de certas infecdes em humanos.

Em 1960, elevaram-se 0s primeiros protestos e criticas contra o uso de AB, como
promotores de crescimento, na producdo animal (Zurita and Mora, 2003). Em 1965,
alguns relatérios evidenciaram o aumento de resisténcias aos AB nas bactérias,
especialmente Salmonella. Em 1968, no Reino Unido, criou-se uma comissdo para a

regulamentacdo do uso de promotores de crescimento, indicando que era necessario
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classificar os AB em duas categorias: terapéuticos e promotores; restringindo o uso com
fins zootécnicos aqueles que ndo sofriam absorcdo e que ndo eram utilizados na terapia
humana. Em 1977, o Mercado Comum Europeu publicou uma lista dos AB cuja utilizacdo
na alimentacdo animal foi autorizada em concentracdes que variam de acordo com a
espécie animal e o objetivo de utilizacdo. Em 1986, na Suécia, os AB deixaram de ser
utilizados como aditivos alimentares. Posteriormente, outros paises adotaram a mesma

proibicdo, nomeadamente Dinamarca e Reino Unido (Zurita and Mora, 2003).

Em 2006, a Unido Europeia proibiu o uso de AB como promotores de crescimento,
dada a forte resisténcia bacteriana. Contudo, nos paises em desenvolvimento, atualmente,
ainda é frequente o uso de AB com esta finalidade devido, principalmente, ao elevado
consumo de produtos animais nestes paises (Khan et al., 2012; Shamlo et al., 2014).

Devido a pressdo crescente para diminuir a utilizacdo dos AB na producao animal,

por questdes relacionadas com a seguranca alimentar e a resisténcia, tém-se investigado

Probiéticos

Enzimas exégenas I Prebioticos

Novas estratégias utilizadas
como promotores de
crescimento

Simbiéticos Acidos orginicos

Oleos essenciais

Figura 1: Exemplos de produtos alternativos utilizados como promotores de crescimento na producéo
animal.

produtos alternativos, de diversas origens, com o intuito de estimular as préprias defesas
do animal, melhorar a sua salde, aumentar os rendimentos produtivos e melhorar os

parametros reprodutivos. Estes aspetos permitem um aumento do ritmo de crescimento e
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uma melhoria no indice de conversao, especialmente quando os fatores ambientais ou de
exploracdo ndo sdo tao favoraveis. Alguns estudos da literatura reportam que é possivel
aumentar o ritmo de crescimento, prevenir patologias e melhorar a digestibilidade da dieta
com a administracdo de probidticos, prebioticos, simbioticos, acidos organicos, enzimas

exogenas e 6leos essenciais (Figura 1).

Tendo como base o enquadramento anterior, neste estudo formularam-se as seguintes

questdes:

e Serdo os grupos de compostos explorados ao longo desta dissertacao, utilizados
como promotores do crescimento, alternativas consideradas promissoras face aos
compostos cuja legislacdo proibe ou restringe a sua utilizacao?

e Quais sdo os principais mecanismos de acdo destes promotores do crescimento?

¢ Quais as vantagens nos possiveis sinergismos?

O objetivo do presente trabalho é, atraves de uma revisdo bibliografica de artigos
pertinentes, efetuar uma analise evolutiva do tema, bem como reunir e retratar o estado
da arte das novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na produgédo
animal. Pretende-se também descrever e explicar os mecanismos de agao, com recurso a
evidéncia cientifica mais atual que comprove o potencial destes compostos como
alternativa aos promotores de crescimento proibidos. Adicionalmente, as vantagens de
possiveis sinergismos entre 0s grupos de compostos explorados como promotores de

crescimento sao reportadas e analisadas.

A pesquisa de informacdo decorreu entre 0s meses de outubro de 2018 e outubro de
2019, utilizando bases de dados como o PubMed, o Science Direct e o Google
Académico. Para a revisdo consideraram-se os estudos mais relevantes no tema. Nas
pesquisas de informacdo foram utilizadas as seguintes palavras-chave, em portugués e no
equivalente em inglés: promotores de crescimento; &cidos organicos; probidticos;

prebidticos; simbioticos, enzimas exdgenas e 6leos essenciais.

Este estudo justifica-se, por um lado, pelo interesse pessoal pelo tema e, por outro,
por uma necessidade académica de aprofundar os conhecimentos nesta area. Quanto a
motivacdo pessoal, pretendeu-se perceber se ha suficientes evidéncias cientificas que
comprovem o potencial das novas alternativas aos AB como promotores de crescimento,

para que estes ndo sejam usados em abuso e, com isso, contribuir para a crescente

4



Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producdo animal

resisténcia bacteriana. Hoje em dia ha pessoas a falecer com infe¢bes por bactérias
multirresistentes causadas pelo uso excessivo de AB no passado. Quanto & motivagdo
academica, a selecdo deste tema resulta do facto de ser uma problemaética bastante atual

em termos de Salde Publica.

Nas seccOes seguintes sdo apresentados varios estudos, que comprovam a eficacia da
utilizacdo destas alternativas como promotores de crescimento em varias espécies animais

com interesse pecuario.
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I1. Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento

Os promotores de crescimento sdo substancias distintas dos nutrientes da racéo
alimentar, que aumentam o ritmo de crescimento e/ou melhoram o indice de conversdo
dos animais saudaveis. O indice de conversdo relaciona o aporte nutricional com a

quantidade de massa proteica que o animal produz (Zurita and Mora, 2003).

Nesta seccao apresentam-se as estratégias mais recentes utilizadas como promotores
de crescimento na producdo animal, nomeadamente os acidos organicos, os probioticos,
0s prebidticos, os simbioticos, as enzimas exogenas e 0s 0leos essenciais. Em cada um
dos grupos, apresentam-se 0s diversos mecanismos de acao e 0s respetivos estudos que
comprovam a veracidade dos mesmos. Adicionalmente, apresentam-se alguns estudos

que focam o sinergismo entre a utilizacdo de varios promotores de crescimento.

11.1. Acidos organicos

Os acidos organicos diferenciam-se dos acidos inorganicos por possuirem na sua
estrutura geral um grupo carboxilo (COOH). Os acidos organicos tém sido considerados
potenciais alternativas ao uso de AB como promotores de crescimento na producao
animal, atuando através de varios mecanismos. Nem todos os &cidos organicos
apresentam efeitos na microflora intestinal. De facto, os acidos organicos com atividade
antimicrobiana especifica e com interesse como promotores de crescimento sdo acidos de
cadeia curta, podendo ser quimicamente divididos em acidos monocarboxilicos simples
(&cidos formico, acético, propidnico e butirico) e acidos carboxilicos possuindo um grupo
hidroxilo no carbono alfa (&cidos malico, lactico, citrico e tartarico), tal como apresentado
na Tabela 1 (Bagal et al., 2016; Suiryanrayna and Ramana, 2015; Cherrington et al., 1991;
Dibner and Buttin, 2002).
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Tabela 1: Formula quimica e caracteristicas fisico-quimicas dos &cidos organicos

utilizados como acidificantes em ragdes para suinos ou aves. Adaptado de Dibner and
Buttin (2002).

Acido Formula MM Densidade pKa Solubilidade
(Massa | (g/ml) (Constante de | €I agua
Molar) acidez)
(g/mol)
Formico HCOOH 46.03 1.220 Liquido 3.75 Soluvel
Acético CH;COOH 60.05 1.049 Liquido 4.76 Soluvel
Propi6nico CH;CH,COOH 74.08 0.993 Liquido 4.88 Soltvel
Butirico CH;3CH2CH2COOH 88.12 0.958 Liquido 4.82 Solavel
Latico CH;3CH(OH)COOH 90.08 1.206 Liquido 3.83 Muito soltvel
Sorbico CH;CH : CHCH : CHCOOH 112.07 1.204 Liquido 4.76 Moderadamente
soluvel
Fumarico = COOHCH : CHCOOH 116.07 1.635 Liquido 3.06 Moderadamente
soluvel
Malico COOHCH2CH(OH)COOH 134.09 Liquido 3.4 Muito soltvel
Tartirico ~ COOHCH(OH)CH(OH)COOH 150.09  1.76 Liquido 2.93 Muito solivel
Citrico COOHCH2C(OH)(COOH)CH2COOH 192.14 1.665 Sélido 3.13 Muito soltvel

O recurso aos acidos organicos como promotores de crescimento tem aumentado ao
nivel mundial, embora ndo exista um consenso relativamente as conclusées reportadas
nos varios estudos realizados sobre a sua utilizacdo. Estes compostos acidos podem ser
encontrados no reino vegetal e animal e podem resultar da fermentacdo bacteriana dos
hidratos de carbono (Ruffino, 2013).

Os &cidos organicos podem ser administrados aos animais através de racGes ou
incluidos na agua de bebida. Os sais de alguns destes acidos tém também demonstrado
possuir propriedades benéficas enquanto promotores de crescimento e, geralmente, sdo
os constituintes de elei¢do para a formulagao devido as suas propriedades inodoras, pouco
volateis e a facilidade de manuseamento no momento da producdo da racdo, visto que
tém uma forma sélida, que dissolve bem em meio aquoso (Huyghebaert et al., 2011). A
mistura dos acidos organicos e dos seus sais tém demonstrado apresentar um efeito

sinérgico no controlo do desenvolvimento bacteriano.

Os acidos organicos apresentam interesse nesta area, uma vez que sdo economicos e
exercem o seu efeito de promotor de crescimento num periodo de tempo curto, 0 que 0s
torna benéficos para a producdo animal. Além disso, a utilizacdo deste tipo de &cidos é

autorizada pela Food and Drug Administration (FDA) para produgdo de carne e
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apresentam a vantagem de ndo possuirem um limite de ingestéo diaria definido para seres

humanos (Mani-Lépez et al., 2012).

A adicdo de alguns &cidos organicos, ou misturas destes, nos alimentos dos animais
ajuda na digestdo de proteinas mal digeridas, aumentando a absor¢édo destas. No caso em
que as proteinas sdo mal digeridas, estas sofrem o processo de fermentagédo por parte das
bactérias, produzindo produtos, como amdnia, acidos gordos volateis, &cidos gordos de
cadeia ramificada, lactato, gases (didxido de carbono, metano e hidrogénio). Alguns

destes compostos podem ter efeitos negativos para o crescimento animal

Como promotores de crescimento, os acidos organicos podem atuar por diferentes

mecanismos de acédo (Figura 2).
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Figura 2: Diferentes mecanismos de agdo dos &cidos orgénicos como promotores de crescimento na
producdo animal.

11.1.1. Inibicéo de bactérias patogénicas

Um dos mecanismos de acdo dos &cidos organicos relaciona-se com a capacidade
destes compostos alterarem as popula¢Ges microbianas, de acordo com 0 seu espectro
antimicrobiano de atividade. Cada acido organico possui propriedades diferentes em
relacdo a cada uma das bactérias envolvidas, as quais dependem de varios fatores,
nomeadamente (Dibner and Buttin, 2002): do pH, da concentracgdo, do valor de pKa, da

capacidade tampdo da racéo, do tempo de retencdo/exposicéo.
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A importancia do pH baixo para a atividade antimicrobiana dos acidos organicos
pode ser explicada pelo efeito deste pardmetro na dissociagdo do &cido. A absor¢do dos
acidos organicos depende dos valores de pKa de cada um dos acidos. Na presenca de um
pH baixo, o0 &cido organico encontra-se essencialmente na forma ndo dissociada. Os
acidos organicos lipofilos na forma ndo dissociada conseguem difundir atraves das
membranas celulares. O pH no interior das bactérias é normalmente 7, i.e. superior ao
valor de pKa dos &cidos organicos que apresentam atividade microbiana (Previdello et
al., 2006). Nestas condicdes, ocorre a dissociacdo do acido, o que provoca uma descida
de pH no interior das células, criando um ambiente de stress oxidativo para as bactérias.
Adicionalmente, a diminuicdo do pH nas células bacterianas interrompe as reacdes
enzimaticas, como por exemplo, a catalase e a descarboxilase, e perturba os sistemas de

transporte de nutrientes (Huyghebaert et al., 2011).

Os efeitos dos acidos organicos ao nivel bacteriano originam disfuncées celulares,
ocorrendo um gasto de energia por parte da bomba ATPase necessario para o processo de
transporte do protdo (H™) livre para fora da célula. Desta forma, verifica-se uma redugao
da disponibilidade de energia para a proliferacdo celular, resultando na posterior morte
da bactéria. Adicionalmente, como consequéncia do processo de dissociacdo dos acidos
organicos, ocorre uma acumulacdo dos anibes, tornando-se toxicos e inibindo varios
processos fisiologicos importantes para o desenvolvimento da bactéria, tais como:
inibicdo da glicdlise, inibicdo da sintese de acidos nucleicos (Figura 3) (Mani-Lopez et
al., 2012; Huyghebaert et al., 2011; Sugiharto, 2016).
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Figura 3: Mecanismo de inibi¢do das bactérias patogénicas pela agdo dos acidos organicos. Adaptado de
Mani-Lopez et al., 2012) e Adil et al., 2010.

Deste modo, as espécies tolerantes ao acido, como as Lactobacillus spp., benéficas
para a salde intestinal, deixam de competir pelos nutrientes e proliferam, contribuindo
para uma flora intestinal mais homogénea (Goodarzi Boroojeni et al., 2014; Nava et al.,
2009; Czerwinski et al., 2010).

Knarreborg et al. (2004) concluiram que, ao inibir o desenvolvimento das bactérias
patogénicas com a utilizacdo dos é&cidos organicos, diminui-se a quantidade dos
metabolitos toxicos produzidos por estas bactérias e que afetam o crescimento do animal,
nomeadamente, a producdo de amonia, produtos da degradacdo da bilis e fendis
aromaticos. Como consequéncia, ocorre uma reducao da inflamacgéo da parede intestinal
do animal, bem como uma diminuicdo do grau de descamacgdo e renovacdo das

vilosidades, tornando a parede mais lisa e fina.

@verland e colaboradores (2007) efetuaram um estudo, envolvendo 60 porcos, as
suas dietas variavam entre: (i) dieta basal, (ii) dieta basal adicionada de 1,0% de acido
formico, (iii) dieta basal adicionada de 0,85% de acido benzdico, (iv) basal dieta
adicionada de 0,85% de acido sorbico, (v) dieta basal adicionada de 1,2% de gordura

revestida Ca-butirato (Ca-butirato revestido normal) e (vi) dieta basal adicionada de 1,5%
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de gordura e Ca-butirato (complexo célcio-butirato) revestido de inulina (25% de inulina;
Ca-butirato revestido de inulina). O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
suplementacdo das dietas com &cidos organicos no desempenho do crescimento, na
composicado da microbiota no trato gastrointestinal (TGI), na concentracdo de escatol e
indol do contetdo digestivo, do plasma e do tecido adiposo e na concentracao de acidos
gordos volateis na conteudo digestivo. O escatol € uma amina, que juntamente com o
indol, sdo produtos da degradacdo do triptofano, estes tém sido estudados pela sua
possivel toxicidade para o hospedeiro. Podem ser eliminados através das fezes, ou serem
absorvidos pelo intestino, ser metabolizado no figado e eliminados através da urina, ou
entdo, também podem ser acumulados na gordura do animal, gerando o odor
caracteristico de macho inteiro. Os resultados demonstraram que a adicdo de &cidos
organicos as dietas ndo teve efeito no aumento do peso diario dos animais ou na
quantidade de alimento ingerido, mas os acidos férmico, benzoico e sorbico tenderam a
melhorar o indice de conversdo alimentar dos porcos quando comparados com 0S porcos
pertencentes ao grupo controlo. A suplementacdo com &cidos orgéanicos ndo afetou os
niveis de escatol, indol ou &cidos gordos volateis na digestdo ou os niveis de escatol ou
indol no tecido adiposo comparado com o controlo. Os niveis de escatol plasmatico foram
reduzidos em porcos alimentados com dietas contendo acido formico e benzéico quando
comparados com 0s porcos do grupo controlo. Os porcos alimentados com é&cidos
organicos apresentaram niveis mais baixos de bactérias produtoras de coliformes,
Enterococcus e bactérias produtoras de acido lactico no TGI. A suplementacéo de dietas

com &cidos organicos ndo afetou os niveis de escatol na digestdo (@verland et al., 2007).

A atividade antimicrobiana dos acidos organicos depende do pH do meio. Estes
compostos sdo eficazes em espécies que sejam sensiveis aos &cidos, reduzindo a
competicdo entre bactérias pelos nutrientes e perdas de azoto endogeno. A secrecdo de
mediadores imunolégicos e a diminuicdo de infecbes gastrointestinais (GI) contribuem
também para reduzir a producdo de metabolitos microbianos toxicos e de amonia que

impedem o crescimento do animal (Suiryanrayna and Ramana, 2015).
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11.1.2. Descida do pH gastrico

Outro mecanismo de acdo incide na capacidade que os &cidos organicos apresentam
em baixar o pH do estdbmago dos animais, inibindo o desenvolvimento das bactérias
patogénicas. Alguns autores constataram que, em determinadas espécies de animais,
COmMo nas aves e Nnos suinos, a descida do pH no estdmago ativa determinados sistemas
enzimaticos responsaveis por melhorar a digestibilidade das proteinas, promovendo um
aumento da absorcdo e, consequentemente, uma diminuicdo da excregdo proteica. A
Figura 4 apresenta uma representacdo esquematica deste mecanismo (Suiryanrayna and
Ramana, 2015).

Nao ha
conversao do Adicdo de acidos
pepsinogénio organicos
pH estomacal em pepsina
de leitdes >
desmamados

e Melhor absar¢da Hidralise das

proteica proteinas

crescimento
aAves e suinos

Figura 4: Processo de acidificagdo estomacal para posterior ativagdo da pepsina, aumento
da absorcdo proteica e, consequente, aumento do crescimento das aves e suinos.

Segundo Suiryanrayna e Ramana (2015), os leitdes durante o periodo de desmame
estdo sujeitos a condi¢des que podem ser stressantes para o animal, reduzindo a ingestéo
de alimentos e, consequentemente, 0 ganho de peso € minimo ou, por vezes, pode ser
nulo. Durante este periodo, o suino é fisiologicamente imaturo e a producgdo de acido
cloridrico encontra-se reduzida, podendo ndo ser suficiente para manter o pH do estbmago
no valor ideal, ou seja, aproximadamente 3,5. Desta forma, o processo de digestdo pode
ficar comprometido (Harada et al., 1988; Suiryanrayna and Ramana, 2015).
Adicionalmente, as dietas para leitbes desmamados apresentam, geralmente, uma
capacidade de tamponamento elevada, o que torna ainda mais dificil atingir a acidez
estomacal pretendida, i.e. um intervalo de pH entre 2 e 3,5, na qual a digestao de proteinas
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€ maxima. Suiryanrayna e Ramana (2015) referem que, nos leitdes desmamados, se o pH
do estdbmago ndo estiver nos valores referidos anteriormente, o0 pepsinogénio (o percursor
da pepsina) ndo é convertido em pepsina, i.e. a enzima proteolitica responsavel pela
digestdo das proteinas. A atividade desta enzima diminui se os valores de pH estiverem
compreendidos entre 5 e 6 e é nula para valores superiores. Nestas circunstancias,

verifica-se, consequentemente, uma diminuigéo da absorcéo proteica.

No periodo de desmame, a mudanca do leite para a racdo pode originar o
aparecimento de perturbacdes ao nivel do trato GI que se traduzem no aparecimento de
diarreias. Desta forma, a lactose que esta presente no leite ndo e fermentada a acido lactico
e, consequentemente, ndo contribui para a diminui¢cdo do pH no estdmago. Na presenca
de um pH elevado, a digestdo da racdo esta dificultada e ocorre a fermentacdo desta no
intestino grosso, podendo originar situacfes de diarreia. Para combater tal problema,
alguns investigadores testaram a adi¢do de acidos organicos na dieta, ocorrendo uma

descida de pH gastrico (Suiryanrayna and Ramana, 2015; Canibe et al., 2001).

Tsiloyiannis et al. (2001) avaliaram a eficacia dos acidos orgénicos na dieta para o
controlo da sindrome da diarreia pds-desmame dos leitdes, patologia causada
principalmente por estirpes enterotdxicas de Escherichia coli (Tsiloyiannis et al., 2001).
Os leitdes foram dividos em oito grupos aos quais foram oferecidas, durante um periodo
de 28 dias, diferentes dietas: (i) dieta base, sem qualquer adi¢do de agente antimicrobiano
(controlo negativo); (ii) dieta base suplementada com 44 p.p.m. de lincomicina e 44
p.p.m. de espectinomicina (pré-mistura Lincospectin® 22, Upjohn) (controlo positivo) e
0s restantes seis grupos foram alimentos com dietas suplementadas com 1% a 0% de &cido
propiodnico, 1% a 6% de acido lactico, 1,2% de &cido férmico, 1,2% &cido malico, 1,5%
de &cido citrico ou 1,5% de acido fumarico. Os grupos foram comparados em relacédo ao
aparecimento de sinais clinicos de diarreia, mortalidade, ganho de peso e conversdo
alimentar. Todos os grupos suplementados com acidos organicos apresentaram incidéncia
e gravidade reduzidas de diarreia e desempenho significativamente melhor que os animais
pertencentes ao grupo controlo negativo (P < 0,05). Apds os 28 dias, as estirpes
enterotoxicas de Escherichia coli foram detetadas no grupo controlo negativo mas ndo no
grupo controlo positivo, i.e. dieta suplementada com antibiéticos. De acordo com 0s
resultados deste estudo, os autores concluiram que o0s acidos organicos, especialmente o

acido lactico, sdo uma ferramenta util no controlo da sindrome da diarreia pos-desmame,
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podendo ser utilizados de uma maneira eficaz como alternativa aos antibidticos
(Tsiloyiannis et al., 2001).

11.1.3. Fonte energética

Os acidos organicos podem ser utilizados como fonte de energia, de uma forma téo
eficaz quanto a glicose, no intestino dos animais. Nestas situacdes, os processos de
gliconeogénese e lipdlise ficam comprometidos (Giesting and Easter, 1985).

Os é&cidos gordos de cadeia curta, como os acidos butirico, propiénico e acético,
produzidos pela fermentacdo das bactérias, através da digestdo das fibras alimentares no
intestino, podem ajudar na manutencao da integridade da mucosa intestinal , uma vez que
os estes acidos gordos de cadeia curta sdo a fonte energética preferida das células
epiteliais, particularmente o butirato. Desta forma, verifica-se um aumento da area de
absorcdo intestinal, permitindo um aumento na absorcdo dos  nutrientes e,
consequentemente, um aumentono crescimento do animal. Por vezes, os acidos gordos
volateis de cadeia curta produzidos pelas bactérias, através da fermentacdo das fibras
alimentares, ndo sdo suficientes, tornando-se benéfico a adi¢do de &cidos organicos
exogenos as dietas dos animais, 0s quais aumentam a digestibilidade dos alimentos (Von
Engelhardt et al., 1989). Alguns dos &cidos organicos podem também estimular o
crescimento das vilosidades intestinais, como o acido butirico (Bedford and Gong, 2018).
Concluindo, é possivel afirmar que os acidos organicos podem ser considerados um
componente nutricional da dieta pois podem prover o aumento da absor¢do de nutrientes

no TGI, levando ao incremento da energia disponivel para o0 metabolismo animal.

Blank et al. (1999) estudaram o efeito de diferentes concentracdes de acido fumarico
na suplementacdo da dieta, e tentaram verificar se a capacidade tampédo da dieta
influenciava a digestibilidade da proteina bruta, da energia bruta e dos aminoacidos ao
nivel do ileo e do contetdo fecal. Neste estudo foram utilizados 12 leitdes, com 14 dias
de idade.Na experiéncia 1, a dieta foi composta por uma base de trigo e farelo de soja,
com acido fumarico na concentragdo de 1, 2 e 3%. Aos animais do grupo controlo foi-
Ihes administrado uma dieta sem nenhum é&cido organico adicionado. Numa segunda
experiéncia, a dieta foi igual a da experiéncia 1, mas suplementada com 3% de

bicarbonato de sodio, de modo a aumentar, a capacidade tampéo da dieta. A incluséo de
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acido fumarico nas dietas com capacidade tampao reduzida aumentou a digestibilidade
no ileo da proteina bruta, da energia bruta e da maioria dos aminoécidos. Dentro das trés
concentragdes de acido usadas, a de 2% foi a que mais aumento os parametros anteriores.
Na experiéncia 2, onde se testou uma dieta com capacidade tampéo elevada, observou-
se, no ileo, uma diminuicéo da digestibilidade dos aminoacidos quando comparado com
a dieta de capacidade tampdo reduzida. Quanto a andlise do conteudo da digestdo fecal
ndo foram observadas alteraces para nenhumas das dietas. Com este estudo foi possivel
estabelecer uma correlacdo positiva entre a suplementacdo com &cido fumarico e
digestibilidade do ileo, na dieta com poder tampéo reduzido. Na dieta com capacidade
tampdo elevada ndo foi possivel estabelecer correlagcBes. Os autores concluiram que, a
suplementacéo da dieta com acido fuméarico aumenta a digestibilidade no ileo. Os autores
também reportaram gue outro mecanismo de acdo possivel € os suinos utilizarem o acido
fumarico como fonte de energia prontamente disponivel para o crescimento de células
epiteliais. Estes efeitos traduzem-se num aumento da superficie de absor¢do dos
nutrientes da dieta e numa rapida recuperacdo da mucosa epitelial do trato GI. O acido
fumarico tem a capacidade de estimular o desenvolvimento da mucosa intestinal, uma

vez que serve de substrato energético.

11.1.4. Utilizagdo de minerais

A racdo dos suinos, por exemplo, é composta em grande parte por ingredientes de
origem vegetal. Nestas dietas, o fosforo encontra-se complexado, em cerca de dois tercos
da sua composicao, na forma de fitato. A enzima responsavel pela degradacao do fitato é
a fitase. Esta enzima é produzida pelas bactérias comensais da flora intestinal, podendo
estar presente em alguns ingredientes das dietas e nas secrecdes digestivas. No caso dos
suinos, a atividade da fitase no TGI € minima, pois a sua producdo enddgena é reduzida
e nem sempre esta ativada devido aos valores de pH do meio. Atendendo a estes aspetos,
a utilizagéo de acidos organicos proporciona uma descida do pH intestinal e permite ativar
a acdo das enzimas, nomeadamente da fitase. Com a ativacdo da fitase, ocorre a
degradacdo do fitato, com consequente, libertacdo do fosforo inorgénico, o qual fica
disponivel para ser absorvido. Este mineral apresenta vantagem para a performance do

animal, uma vez que o fésforo € essencial quer no desenvolvimento 0sseo e dentario, quer
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no metabolismo organico, estando integrado na constituicdo dos fosfolipidos e das

fosfoproteinas do sistema nervoso (Nunes, 1998; McDonald et al., 2010).

Como ja referido, a produgdo enddgena da enzima fitase € reduzida em alguns
animais, como o0s suinos; desta forma, o fitato ndo vai ser hidrolisado, resultando na
libertacdo de fosforo para o0 ambiente. Neste contexto, o fosforo presente nos alimentos
ingeridos pelo animal pode ser considerado ndo sé uma causa de poluigdo, como também
constituir um desperdicio mineral para o animal (Suiryanrayna and Ramana, 2015;
Bertechini, 2012). Outra estratégia usada para aumentar a biodisponibilidade do fosforo
é a adicdo da enzima fitase diretamente a dieta, a qual ajuda a hidrolisar o fitato (mio-
inositol hexacisfosfato) em mio-inositol-2-monofosfato e fésforo inorgénico, tal como

representado na Figura 5.
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Figura 5: Libertacdo do fosforo inorganico do fitato através da a¢do da enzima fitase: a) Mio-inositol
hexacisfosfato; b) Fosforo disponivel para o animal; c) Mio-inositol pentacisfosfato; d) Mio-inositol-2-
monofosfato. Adaptado de Petersen (2001).

Adicionalmente, os acidos organicos podem aumentar a absorcao de outros minerais, tais
como, o cobre, 0 zinco, o ferro, 0 magnésio e o calcio (Suiryanrayna and Ramana, 2015).
O fitato tem um certo poder de guelatacdo. Quando forma complexos com os minerais, 0
composto resultante é insoltvel, resultando numa diminuicdo da biodisponibilidade dos
minerais. Na presenca dos acidos organicos, o pH do TGI desce tornando favoravel a agcao
da fitase, os anides destes acidos formam complexos com o fitato, permanecendo desta
forma os minerais livres e disponiveis para serem absorvidos (Selle et al., 2007; Forbes
et al., 1984). Um outro aspeto a considerar é a formagdo de complexos entre anifes dos
acidos organicos e alguns minerais, como o céalcio, magnésio, fosforo e zinco,

aumentando a sua digestdo e absor¢édo e diminuindo a excrecao, atraves das fezes. Estes
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efeitos contribuem para o aumento da biodisponibilidade destes minerais (Liem et al.,
2008).

11.1.5. Propriedades conservantes

Alguns acidos organicos sdo, frequentemente, usados como conservantes para evitar
que as mateérias-primas e as racOes sofram deterioracdo devido a agdo de fungos,

leveduras e bactérias (Skiivanova et al., 2006; Penz Jr et al., 1993).

A inclusdo de acidos organicos nos alimentos dos animais reduz o pH da racao e,
desta forma, impede o crescimento de microrganismos indesejaveis durante o
armazenamento, podendo mesmo inibir a libertacdo de metabolitos tdxicos
(especialmente micotoxinas) produzidos por fungos (Karlovsky et al., 2016). A ingestao
de alimentos contaminados com micotoxina, mesmo em pequenas quantidades, pode
causar sérios problemas nutricionais e de salde durante a producdo animal, traduzindo-se
em perdas econdmicas significativas. Atendendo a estas considerages, a acidificacdo da
racdo aumenta a qualidade da mesma em termos higiénicos, reduzindo a perda de valor
nutricional durante o armazenamento. Por outro lado, os &cidos organicos diminuem a
capacidade tampdo de alguns ingredientes das ra¢6es, garantindo o pH intestinal ideal, o
que resulta numa melhor digestdo, ou seja, numa melhor absorcdo dos nutrientes,

particularmente em animais jovens (Metzler and Mosenthin, 2007).
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11.2. Probidticos

O conceito de probidtico sofreu varias alteragdes ao longo dos anos. Lilly e Stillwell,
em 1965, utilizaram, pela primeira vez, a designac¢ao de “probidtico” para referir uma
substancia desconhecida produzida por um microrganismo que promoveu o crescimento
de outro microrganismo (Lilly and Stillwell, 1965). Os mesmos autores definiram

também probidticos como sendo o anténimo de antibidtico.

Mais tarde, Parker (1974) definiu probidticos como sendo organismos vivos e
substancias ndo vivas que contribuem para a proliferacao e o equilibrio. Em 1989, Fuller
alterou a palavra “substancias” e definiu probidticos como um suplemento alimentar
microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio
microbiano (Fuller, 1989).

De acordo com a definicdo apresentada pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO, do inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations) (Morelli and Capurso, 2012) e pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro (Bajagai et al.,
2016).

De acordo com estas designacdes, os probioticos sdo culturas de microrganismos
vivos que se alojam no TGI, favorecendo o desenvolvimento de determinadas bactérias
saprofitas necessarias para 0 organismo e, simultaneamente, impedem a proliferacdo de
microrganismos patogénicos. Os efeitos benéficos dos probidticos para os animais
hospedeiros podem traduzir-se num aumento do ritmo de crescimento ou da resisténcia a
doencas. Os microrganismos que constituem os probidticos devem manter-se viaveis,
quer durante os periodos de fabrico, armazenamento, quer apds a sua administracdo. Esta
cultura de microrganismos deve sobreviver, colonizando o TGI, e metabolizar em
ambiente gastrointestinal, suportando o pH baixo e, adicionalmente, devem produzir
substancias antibacterianas para impedir a proliferacdo de bactérias patogénicas (Ezema,
2013).
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A Figura 6 apresenta uma representacdo esquematica dos possiveis mecanismos de

acdo dos probioticos.
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Figura 6: Mecanismos de a¢do dos probiéticos. Adaptado de Bermudez-Brito et al., 2012.

11.2.1. Competicdo dos probidticos por locais de ligacao

Existem alguns microrganismos nao colonizadores, como por exemplo 0 género
Bacillus spp. e a Saccharomyces cerevisae, que apenas acompanham o contetido
intestinal e ndo aderem ao epitélio intestinal. Tal ndo acontece com as bactérias
colonizadoras do TGI, nomeadamente Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus que

utilizam fimbrias para a adesao ao epitélio (Huyghebaert, 2003).

Os probidticos tém a capacidade de colonizar as paredes do intestino, aderindo as
células epiteliais, formando uma barreira fisica e impedindo que as bactérias patogénicas

compitam pelos recetores celulares (Busanello, 2012; Roth, 2000).

Os probidticos conseguem obter e metabolizar os nutrientes luminais mais
rapidamente do que as bactérias patogénicas que ndo estdo aderidas, competindo assim

pelos nutrientes (Busanello, 2012).

Nas aves, as popula¢des microbianas intestinais assumem um estado quase estavel
ao fim de uma semana de existéncia, 0 que deixa uma janela muito pequena para a

remodelacdo permanente da microbiota intestinal. Desta forma, e de um modo semelhante
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ao que acontece com 0s humanos, sd@o os primeiros colonizadores que determinam o
destino da populacdo microbiana, e depois que a microbiota se desenvolve, ha poucas
hipoteses de ocorrer uma modificacdo permanente, uma vez que a populagdo estavel
resiste a mudanca. Baldwin et al., (2018) realizaram um estudo, envolvendo pintos recém-
nascidos. Os animais foram divididos em dois grupos: (i) animais aos quais ndo foi
inoculado probidticos (grupo controlo) e (ii) animais aos quais foram administrados um
liofilizado de Lactocillus spp. com L. reuteri, L. agilis e L. ingluviei durante 28 dias. No
final deste periodo, as aves inoculadas com a mistura probiotica apresentaram pesos
significativamente maiores em relacdo aos animais do grupo controlo. Os autores ainda
verificaram que, embora cada estirpe tenha sido capaz de colonizar o intestino quando
administrada isoladamente, a administracdo da mistura probiotica resultou apenas na
colonizacdo do intestino pela estirpe L. ingluviei. Adicionalmente, verificou-se que a
elevada abundancia inicial de L. ingluviei reduziu lentamente; contudo, os efeitos da
administragdo inicial da mistura de Lactobacillus na modificagdo do desenvolvimento e
estrutura da microbiota persistiram. De acordo com os resultados deste estudo, verificou-
se que a adicdo dos probidticos promoveu uma proliferacdo da microbiota intestinal
homogénea, ocupando 0s espacos que poderiam vir a ser ocupados pelas bactérias
patogénicas por um mecanismo de competi¢do, diminuindo a tendéncia para infecGes e
facilitando a absor¢do dos nutrientes. Os autores concluiram que as bactérias podem atuar
como adjuvantes orais e produzir uma maior resisténcia as infecdes entéricas (Baldwin et
al., 2018).

11.2.2. Producgéo de substancias antimicrobianas

Os probioticos tém a capacidade de produzir substancias bactericidas, denominadas
de bacteriocinas. Estas substancias incluem os acidos organicos (acido acético e acido
lactico), que séo produtos finais resultantes da fermentacao bacteriana, cujo 0 mecanismo
de acdo foi explorado anteriormente. Os acidos acima descritos tém elevado efeito
inibitdrio contra bactérias Gram-negativas. A forma ndo dissociada do acido organico
permeia a membrana da célula bacteriana e dissocia-se no citoplasma das bactérias, como

ja foi acima descrito no capitulo dos acidos organicos.
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Adicionalmente, as bactérias Gram-positivas como, bactérias acido-lacticas,
apresentam a capacidade de produzir péptidos antimicrobianos, como por exemplo
lactacina B de L. acidophilus, plantaricina de L. plantarum e nisina de Lactococcus lactis,
0s quais se ligam as células epiteliais formando poros na membrana e também inibem a
sintese da parede celular, destruindo as células alvo. A nisina forma um complexo com o
ultimo precursor da parede celular, lipido I, inibindo a biossintese da parede celular.
Posteriormente, este complexo agrega-se e incorpora péptidos que vdo formar poros na

membrana bacteriana (Bermudez-Brito et al., 2012; Bierbaum and Sahl, 2009).

11.2.3. Estimula¢éo do sistema imunitério

A microflora intestinal pode afetar as fungdes imunoldgicas do TGI, existindo
evidéncias de que bactérias intestinais normais e, inclusivamente, microrganismos
administrados diretamente por via oral, estimulam o sistema imunoldgico em animais
séos (Zurita and Mora, 2003).

Alguns probidticos de microrganismos atuam como antigénios ao nivel das células
epiteliais do intestino e das placas de Peyer, desencadeando um aumento da producéo de
imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina (IgA), assim como, a migracdo das células T
ao nivel intestinal. Os probioticos conseguem também favorecer a atividade fagocitaria
dos macrofagos alveolares o que sugere uma acdo a nivel sistémico (Perdigon and
Holgado, 2000; Ross, 2002).

Num estudo, envolvendo 696 frangos, os animais foram aleatoriamente divididos em
4 grupos de tratamento (Bai et al., 2013). Os tratamentos variaram de alimentacéo, tendo
sido administrado racdo sem aditivos, ra¢cdo com 100 mg de antibidtico, racdo com 0,1%
de probidticos ou racdo com 0,2% de probioticos. Os resultados demonstraram que a
utilizacdo de probidticos, nomeadamente Lactobacillus fermentum e Saccharomyces
cerevisiae, numa concentracédo de 0,1%, durante o 1° e 0 21° dia, aumentou o peso dos
frangos, em relagdo aos frangos alimentados sem aditivos e com 100 mg de antibidtico.
Os autores verificaram também que a adicdo de probioticos nas ragcBes aumentou o
namero de linfocitos T, ao contrario do verificado nos grupos dos frangos suplementados
com antibidtico. Desta forma, a suplementacdo de probidticos a 0,1% estimula o sistema

imunitario e aumenta o crescimento dos frangos.
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11.2.4. Aumento do efeito nutricional

Os probidticos tém a capacidade de digerir os hidratos de carbono, ajudando na
digestdo dos alimentos, promovendo uma maior disponibilidade dos mesmos, uma maior
absorcéo a nivel intestinal e, consequentemente, contribui para acelerar o crescimento e
0 desenvolvimento celular. Adicionalmente, os probidticos evitam que as bactérias
patogénicas se alimentem dos aminoacidos, minerais e hidratos de carbono, impedindo a
producdo de compostos com acao tdxica. Desta forma, estes produtos contribuem para

uma melhor eficiéncia alimentar e desempenho do animal hospedeiro (Guillot, 2000).

As bactérias produtoras de acido lactico, como por exemplo Lactobacillus spp.,
reduzem o pH intestinal, aumentando o transporte de acidos gordos volateis através do
epitélio intestinal. Uma vez que os acidos em meios com um pH &cido, encontram-se na
sua forma ndo dissociada, o que significa que permeiam mais facilmente que a forma
dissociada (Cherrington et al., 1991). Sendo estes acidos gordos absorvidos vao poder ser
transformados em energia, melhorando a absorgao de nutrientes (Roth, 2000).

11.2.5. Reforco da barreira epitelial

O epitélio intestinal estad em contacto permanente com o conteddo luminal e com a
flora microbiana. A barreira intestinal € um importante mecanismo de defesa usado para
manter a integridade epitelial e proteger o organismo do meio ambiente (Bermudez-Brito
et al., 2012). As defesas da barreira intestinal consistem na camada mucosa, peptideos
antimicrobianos, IgA secretora e 0 complexo de adesédo da juncdo epitelial (Ohland and
MacNaughton, 2010). Quando esta barreira deixa de realizar a sua funcéo, os antigenos
bacterianos e alimentares podem atingir a submucosa, induzindo respostas inflamatorias,
0 que pode resultar em disturbios intestinais. A administracdo de probiéticos pode
contribuir para manter a integridade da funcdo da barreira intestinal. No entanto, os
mecanismos pelos quais 0s probidticos aumentam esta funcdo de barreira ndo sdo

totalmente compreendidos (Bermudez-Brito et al., 2012).

A adesdo a mucosa intestinal é considerada um pré-requisito para a colonizagéo e é

importante para a interacdo entre espécies probidticas e o hospedeiro (Beachey, 1981).
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As células epiteliais excretam mucina, que € uma mistura de glicoproteinas, como por
exemplo imunoglobulinas, proteinas livres, lipidos e sais, dificultando a adesdo das
bactérias patogénicas as paredes do intestino. Alguns probidticos tém a capacidade de
produzir proteinas que, posteriormente, irdo contactar com os enterécitos e colonizar o
intestino, contribuindo para um aumento da funcdo da barreira epitelial, pois as bactérias

patogénicas ndo conseguem aderir a parede (Bajagai et al., 2016).

A proteina de adesdo & mucosa faz a ligacdo dos probidticos ao muco. A presenca de
bactérias patogenicas, como por exemplo E. coli enteropatogénica, estimula as mucinas
a produzirem muco, evitando a adesao das bactérias patogenicas ao intestino. A producgéo
de muco é induzida na presenca de probi6ticos, favorecendo a eliminacdo das bactérias
patogénicas do muco por um mecanismo competicao (Sicard et al., 2017).
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11.3. Prebidticos

O conceito de prebidticos sofreu uma evolucdo ao longo do tempo. Este termo foi
introduzido pela primeira vez em 1995, em que se sugeriu que estes compostos seriam
componentes alimentares ndo digeridos, que, através de estimulagdo do crescimento e/ou
atividade de um unico tipo ou de uma quantidade limitada de microrganismos residentes
no TGI melhoram a condicgéo de saude do hospedeiro (Gibson and Roberfroid, 1995). Em
2004, reformulou-se a defini¢do de prebidtico, referindo-se ao componente fermentado
seletivamente, que permite alteracbes especificas na composicdo e/ou atividade de
microrganismos no TGI, benéfico para a saude e bem estar do hospedeiro (Gibson et al.,
2004). Em 2007, surgiu um novo conceito, ou seja, 0 prebidtico seria um componente
alimentar ndo vidvel que confere um beneficio & salde do hospedeiro associado a
modulacdo da microbiota, por exemplo, que favorecesse a alimentacdo da microbiota
intestinal benéfica para o hospedeiro. Em 2010, Gibson et al. (2010) definiram
prebidticos como sendo “ingredientes seletivamente fermentaveis, ndo digeriveis, dos
quais resulta a alteracdo do crescimento e da atividade de algumas bactérias do microbiota
intestinal, proporcionando beneficios para a saude do hospedeiro”. Mais tarde, em 2015,
referem-se a preboticos como sendo, um composto ndo digerivel que, através da sua
metabolizacdo por microrganismos no intestino, modula a composicéo e/ou atividade da
microbiota intestinal, conferindo, assim, um efeito fisiol6gico benéfico ao hospedeiro
(Bindels et al., 2015; Corzo et al., 2015). Por ultimo, a mais recente atualizacdo da
definicdo feita pela International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP), considera que prebidtico é um substrato que é utilizado seletivamente pelos

microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a saude (Gibson et al., 2017).

Os prebidticos para serem classificados como componentes alimentares devem
apresentar cinco propriedades (Kolida et al., 2002; Slavin, 2013; Wang, 2009): (i) tém de
ser resistentes ao pH acido estomacal; (ii) ndo podem ser hidrolisados nem absorvidos na
parte superior do TGI; (iii) devem ser seletivamente fermentados por uma ou um numero
limitado de bactérias comensais; (iv) como resultado da sua fermentacdo devem ocorrer
alteracOes dos processos metabdlicos e melhoria do sistema imunoldgico, proporcionando
um efeito benéfico na salde do hospedeiro; (v) devem permitir o crescimento seletivo

dos probio6ticos.
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Os prebioticos sdo compostos, na sua maioria, por hidratos de carbono, utilizados
como substratos por alguns microrganismos, como Lactobacillus e Bifidobacterium, que
os utilizam mais rapidamente em comparagd0 com 0S microrganismos patogénicos,
favorecendo assim o seu desenvolvimento. Estes compostos sdo classificados, de acordo
com o numero de carbonos, em: dissacarideos (2 C), oligossacarideos (3-10 C) ou
polissacarideos (> 10 C). A maioria dos prebidticos sdo oligossacarideos. Neste grupo
incluem-se os fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS), xilo-
oligossacarideos (XOS), oligossacarideos da soja (SOS). No grupo dos polissacarideos
sdo de salientar as fibras, que podem ser soltveis ou insoluveis. As fibras soltveis séo
fermentadas rapidamente, enquanto que as fibras insollveis sdo lentamente ou

parcialmente fermentadas (Davani-Davari et al., 2019).

Os prebidticos podem ser divididos em varios grupos (Crittenden and Playne, 2009):
(i) ndo digeridos (ou apenas parcialmente digeridos), (ii) ndo absorvidos no intestino
delgado, (iii) pouco fermentados por bactérias da cavidade oral, (iv) bem fermentados por
bactérias intestinais aparentemente benéficas e (v) mal fermentadas por possiveis
microrganismos intestinais. Os prebidticos mais usados na nutricdo animal sdo: FOS,
GOS, inulina, isomaltooligossacarideos (IMO), XOS, lacticol, lactulose, fibra de cereais.
Ao projetar a composicdo de formulas prebidticas, a determinacdo de uma dosagem
apropriada é essencial. A administracdes de prebidticos em quantidades superiores as
recomendadas pode originar perturbac6es ao nivel do TGI, como a flatuléncia e a diarreia.
Por outro lado, uma grande vantagem de formulas prebiéticas € poderem ser usadas por
um longo periodo de tempo e preventivamente, sem efeitos adversos observados (Olveira
and Gonzélez-Molero, 2016).

Os prebidticos podem ser encontrados naturalmente em algumas plantas e em alguns
alimentos, como por exemplo, cebola, mel, leite, alcachofra de Jerusalém, chicoria. A
concentracdo dos prebidticos nestes alimentos esta compreendida entre 0,3 e 6% de peso
fresco (peso imediatamente apds a colheita), salientando-se a presenca: lactulose (cerca
de 40% de toda a producdo), GOS, FOS, malto-oligossacarideos, ciclodextrinas e
lactossacarose (Khangwal and Shukla, 2019; Jovanovic-Malinovska et al., 2014). Estas
substancias encontram-se em concentragdes reduzidas nos produtos naturais, nao
permitindo por si obter resultados notaveis na producdo animal. Desta forma, os
prebioticos sdo cada vez mais sintetizados, usando métodos quimicos e enzimaticos

industriais (Slizewska et al., 2013).
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11.3.1. Mecanismos de acao dos prebidticos

Considerando os prebidticos como promotores de crescimento na produgdo animal,
estes compostos atuam essencialmente por dois mecanismos de acédo diferentes (Figura
7): interacdo com as células e o sistema imunoldgico do hospedeiro e por modulagédo do

microbiota intestinal do hospedeiro).

Prebidticos

Interagdo com as células e Modulagdo da
o sistema imunoldgico do microbiota intestinal
hospedeiro e Mecanismos o do hospedeiro

Fonte energética das
células epiteliais
intestinais

Bloqueio da adesdo das
bactérias patogénicas a
parede do intestino

Figura 7: Mecanismo de acdo dos prebioticos.

11.3.1.1. Interacdo com as células e o sistema imunologico do hospedeiro

A interacdo entre as celulas epiteliais e as bactérias origina a ativacdo da imunidade
inata e da imunidade adquirida. Constatou-se que a ingestdo de estirpes especificas de
probidticos ou a ingestdo oral de prebidticos estimula a producdo de citoquinas anti-
inflamatorias, como interleucina-10 (IL-10) e TGF-B, ¢ a reducdo da expressdao de
citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-o e IFN-y, conseguindo aliviar a inflamagio

intestinal crénica (Holscher, 2017; Brosseau et al., 2019).

11.3.1.2. Modulagédo da microbiota intestinal do hospedeiro

Os prebidticos favorecem o desenvolvimento de uma microflora benéfica.
Adicionalmente, os prebidticos alcancam o TGI na forma néo digerida, onde sofrem uma
fermentacdo seletiva por algumas bactérias, por exemplo, Bifidobacterium,
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Lactobacillus, Enterococcus faecium, da qual resulta a producdo de acidos gordos
volateis de cadeia curta, ou seja, 0s &cidos acetico, propionico e butirico. Estes acidos sao
responsaveis pela acidificagdo do meio, impedindo a proliferacdo de bactérias
oportunistas, especialmente patogeénicas, tais como Escherichia coli, Clostridium spp. e
Salmonella spp., que sdo sensiveis a ambientes acidos e que ndo degradam tdo bem e tdo

répido os prebidticos acima descritos (Holscher, 2017).

11.3.1.3 Fonte energética das células epiteliais intestinais

Tal como referido anteriormente, como resultado do processo de fermentacao
microbiana dos prebioticos produz-se acidos gordos volateis de cadeia curta. Estes acidos
sdo a fonte energética preferida dos enterdcitos, especialmente o &cido butirico. Desta
forma, verifica-se uma melhor manutencdo da integridade da mucosa que atua como

barreira para as bactérias e as endotoxinas (Pituch et al., 2013).

11.3.1.4- Bloqueio da adesdo das bactérias patogénicas a parede do intestino

Muitas bactérias possuem adesinas ou lectinas superficiais, ou seja, proteinas com
capacidade de unir-se, de forma especifica, aos hidratos de carbono que formam parte da
composicdo de alguns recetores presentes na membrana dos enterécitos. Esta etapa é
considerada essencial para a patogénese destas bactérias. Alguns oligossacarideos, que
entram na composicdo dos prebidticos, sdo analogos estruturais destes hidratos de
carbono, inibindo o processo de unido da bactéria e, consequentemente, previnem as
infecBGes causadas por estas bactérias e favorecem a sua eliminacéo (Figura 8) (Krachler
and Orth, 2013).
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Bactéria patogénica

Adesina : :
Oligossacarideo

P My 1 g
9

Enterocitos

' y _

Figura 8:- Mecanismo de a¢do do bloqueio da adesdo bacteriana a parede intestinal. Etapas 1-2: processo
normal de ligagdo da bactéria patogénica a célula epitelial; 3- ao adicionar prebidticos a alimentagdo vai
deixar de ocorrer a ligacdo da bactéria patogénica.

11.3.2 Estudos prebioticos

Xu et al. (2003) realizou um estudo, envolvendo 240 pintos machos, com um dia de
idade, para avaliar os efeitos da suplementacdo de FOS nas atividades das enzimas
digestivas, na microflora e na morfologia intestinal dos animais. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos por grupos de tratamento: um grupo recebeu uma dieta a base
de farelo de milho e soja (grupo controlo) e nos outros grupos de animais foi adicionado
FOS a dieta basal em diferentes concentragdes (2,0; 4,0 e 8,0 g/Kg de racao), durante um
periodo de 49 dias. A suplementacdo com FOS & dieta basal, numa concentracdo de 4 g/kg
de racéo, teve um efeito positivo no crescimento médio diério dos animais estudados e no
crescimento das bactérias Bifidobacterium e Lactobacillus, com uma inibi¢do simultanea
do crescimento de Escherichia coli no TGI dos animais estudados. A suplementacao de

4,0 g/kg de FOS melhorou significativamente as atividades da amilase e da protease total
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em comparagdo com o grupo controlo. Os dados morfologicos do duodeno, jejuno e ileo
ndo demonstraram diferencas significativas para a altura da vilosidade, profundidade da
cripta ou altura da microvilosidade no duodeno. Por outro lado, a adi¢do de 4,0 g/kg de
FOS aumentou significativamente a altura das vilosidades ao nivel do ileo, a altura da
microvilosidade jejunal e do ileo e as proporc¢des altura da vilosidade/profundidade da
cripta no jejuno e ileo e diminui¢do da profundidade da cripta no jejuno e ileo. No entanto,
a adicdo de 8,0 g/kg de FOS ndo teve efeito significativo no desempenho do crescimento,

atividades de enzimas digestivas, microflora intestinal ou morfologia.

Baurhoo et al. (2007) conduziram um estudo em frangos para avaliar o efeito da
lignina e mananoligossacarideos (MOS) como promotores de crescimento e alternativas
aos antibidticos. Os tratamentos dietéticos envolveram: (i) uma dieta a base de farelo de
soja e milho (grupo controlo negativo); (ii) mesma dieta base suplementada com 11 mg
de virginiamicina/kg (grupo controlo positivo); (iii) dieta base suplementada com MOS
(0,2% até ao 21° dia e 0,1% depois); (iv) e (v) dieta base suplementada com 1,25% ou
2,5 de lignina, respetivamente. O peso corporal e o consumo de ragdo foram registrados
semanalmente por um periodo de 38 dias. Aos 28 e 38 dias, 0 contetdo cecal foi analisado
para quantificacdo de Bifidobacterium e Lactobacillus. O peso corporal e 0 consumo de
racdo nao diferiram entre os tratamentos alimentares. No dia 38, a populacdo de
Lactobacillus foi superior (p < 0,05) nas aves alimentadas com MOS, enquanto as aves
alimentadas com suplemento de 1,25% de lignina apresentaram uma quantidade de
Bifidobacterium superior (p < 0,05) relativamente aos animais suplementados com
antibidtico. A quantidade de Bifidobacterium foi também superior (p < 0,05) em aves
alimentadas com MOS ou lignina em comparacdo com aquelas suplementadas com
antibidtico, tanto no dia 28 como no dia 38. O estudo demonstrou que uma dose prebiotica
excessivamente alta pode ter um impacto negativo no sistema gastrointestinal e atrasar o

processo de crescimento dos animais.

Tzortzis et al. (2005) analisaram 42 leitdes desmamados, administrando-lhes GOS,
numa concentracdo de 4% (m/m), durante um periodo de 34 dias. Os autores reportaram
um aumento significativo (p < 0,001) da contagem de bactérias do género
Bifidobacterium no contetdo do cdlon proximal e distal e da concentracdo de acido
acetico, com reducéo simultanea do pH intestinal (p < 0,001) em comparagao ao grupo

controlo (i.e leitdes alimentados com dieta comercial isolada) e ao grupo de leitdes cuja
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dieta foi suplementada com inulina. Além disso, a suplementacdo com GOS causou forte

inibicdo da adesédo de Escherichia coli (ETEC) e de Salmonella typhimurium.

Ganguly (2013) avaliou o efeito da utilizagdo de uma preparacéo da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae como imunomodulador da resposta imune inata. No estudo
utilizou uma preparacao comercial da parede celular de levedura, a qual foi administrada
por via oral a frangos com 1 semana de vida, em quantidades de 0,4 g ou 0,8 g/kg de racao
durante um periodo de 15 dias. Posteriormente, nos 20 dias seguintes, as aves voltaram a
dieta de base. Os resultados foram comparados com um grupo controlo de aves mantidas
em regime de alimentacdo ndo suplementada. Para a avaliacdo da imunidade inata
procedeu-se a contagem dos neutrofilos, mondcitos e linfocitos. Nos grupos das aves
suplementadas, constatou-se um aumento significativo (p < 0,5) da producdo de
superdxido pelos neutréfilos. No grupo de tratamento suplementado com 0,4 g da
preparacdo comercial, verificou-se uma proliferacdo de linfdcitos e da producéo de IL-2,
0s quais posteriormente diminuiram abruptamente. No grupo suplementado com 0,8 g de
preparacdo comercial, ocorreu uma proliferacdo de linfocitos e da producdo de IL-2;
contudo, a diminuicao destes foi gradual. O autor concluiu que, uma administracdo oral
da preparacéo da parede celular de leveduras em diferentes doses (0,4 ou 0,8 %), durante

15 dias, melhorou a resposta imune inata nos frangos.
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11.4. Simbidticos

O termo “simbidtico” foi definido como sendo “uma mistura de probidticos e
prebioticos que afeta beneficamente o hospedeiro, melhorando a sobrevivéncia e a
implementacdo de suplementos alimentares microbianos vivos no TGI, estimulando
seletivamente o crescimento e/ou ativacdo do metabolismo de uma ou de um ndmero
limitado de bactérias promotoras de salde e, desta forma, melhorar o bem-estar do
hospedeiro”. Os simbidticos caracterizam-se pelo uso combinado de prebidticos e

probidticos de forma a agirem sinergicamente (Alloui et al., 2013; Flesch et al., 2014).

O recurso aos simbidticos baseia-se no facto de que a mistura de probidticos e
prebidticos permite melhorar a sobrevivéncia e a colonizagdo dos probidticos,
consequentemente, ocorre uma promogdo seletiva do crescimento e dos processos
metabolicos realizados pelas bactérias no TGI, podendo trazer beneficios ao hospedeiro
(Yadav et al., 2016).

Os simbioticos fornecem exoenzimas bacterianas e induzem as enzimas digestivas
do hospedeiro: a metabolizagdo dos simbioticos ativa diretamente a biossintese e enzimas

no pancreas e induz a secrecdo de enzimas digestivas no intestino.

Segundo um estudo realizado por Tayeri et al. (2018), envolvendo 308 frangos de
corte, divididos por 5 grupos diferentes em termos de alimentacdo: (i) dieta basal (grupo
controlo negativo), (ii) dieta basal suplementada com flavomicina, (iii) dieta basal
suplementada com prebidticos, (iv) dieta basal suplementada com probioticos, (v) dieta
basal suplementada simbidticos. O periodo de estudo correspondeu a 46 dias. Os autores
constataram que as carcacgas de frangos alimentados com suplemento de simbi6ticos
alcancaram um ganho de peso superior em relacdo aos restantes promotores de
crescimento e ao controlo negativo. A dieta suplementada com AB foi a que obteve um
aumento de peso menor. Os autores concluiram que o uso de promotores de crescimento

como os prebidticos, probioticos e simbioticos é favoravel e bastante promissora.
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11.5. Enzimas exogenas

As enzimas exdgenas sdo proteinas especializadas que catalisam reacfes quimicas
especificas, sendo que as digestivas aceleram a decomposi¢do quimica de nutrientes em

fragdes mais simples, melhorando a absor¢éo destas (Thacker, 2013).

As bacteérias e os fungos produzem varias enzimas através da fermentacdo. Estas
enzimas sdo normalmente usadas nas dietas para aves domésticas, sendo as principais
(Kiarie et al., 2013; Adeola and Cowieson, 2011; Slominski, 2011): carbohidrases
(B glucanase, xilanase, amilase, a-galactosidase), protease, lipase e fitase. As enzimas
apresentam como func@es principais o aumento da digestibilidade, performance, saude
dos animais (Yadav and Jha, 2019).

A intervencdo de enzimas nas dietas pode ser mediada por varios mecanismos de
acao (Figura 9) (Choct, 2009; Kiarie et al., 2013):

- Aumento da digestibilidade dos nutrientes que ndo sdo degradados pelas enzimas

endogenas ou melhorar a digestdo efetiva destas;

- Eliminacdo dos polissacarideos da parede celular e, posterior, libertacdo de nutrientes

como aminoacidos e minerais;

- Degradacdo de fatores anti-nutricionais, como os inibidores de proteases e fitatos,

aumentando o valor nutricional dos ingredientes da racéo;

- Aumento da solubilidade de polissacarideos ndo amilaceos, para posterior fermentacdo

intestinal, gerando energia;

- Suplementacdo de enzimas em animais jovens que tém uma producdo deficiente de
enzimas endogenas, uma vez que 0 seu sistema digestivo ainda ndo esta totalmente

desenvolvido.

32



Novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento na producdo animal

11.5.1 Mecanismos de ac¢édo enzimas exdgenas

11.5.1.1 Aumento da digestibilidade dos nutrientes

A suplementac&o das ra¢des para aves com enzimas exdgenas tem demonstrado ser
uma estratégia promissora para melhorar a producéo de carne, uma vez que aumentam a
digestibilidade de alguns nutrientes e reduzem as suas perdas pelas fezes. Numa revisao,
Alagawany et al. (2018) afirmaram que se ndo fosse a suplementacdo de enzimas, parte
da racdo fornecida as aves ndo iria ser degradada. Com esta estratégia ocorre um maior
aproveitamento do alimento, tornando a alimentacdo mais econémica, bem como reduz a

perda de azoto e fosforo.

Zanella e seus colaboradores (1999) propuseram alterar a formula das racdes,
reduzindo os nutrientes e adicionando enzimas exdgenas, com o intuito de obter os
mesmos valores nutricionais disponiveis para os animais. Desta forma, avaliaram a
digestibilidade das dietas a base de milho e farelo de soja ou de soja tratada por torrefacédo
(
suplementacdo enzimatica melhorou a digestibilidade geral da proteina bruta em 2,9%;
contudo, essa melhoria ndo foi semelhante para todos os aminoéacidos. Dos aminoacidos
mais importantes para os frangos de corte alimentados com dietas a base de milho e soja,
as digestibilidades da lisina, metionina e arginina ndo foram melhoradas ou a sua melhoria
ndo foi significativa pela suplementacdo enzimatica. Por outro lado, a digestibilidade da
valina e do triptofano melhorou 2,3% e 3%, respetivamente. Adicionalmente, 0s autores
demonstraram que a suplementacdo enzimatica da dieta de base aumentou o peso corporal
e a taxa de conversdo alimentar em 1,9% e 2,2%, respetivamente. Os autores ainda
demonstraram que a melhoria da utilizagdo dos nutrientes provocada pela suplementagéo

enzimatica pode compensar um contetido energético reduzido da dieta.

Adicionalmente, Torres et al. (2003) estudaram em 819 frangos de corte, durante 42
dias, a influéncia da suplementagdo enzimética as dietas a base de milho e soja no

desempenho produtivo dos animais. Para tal, os animais foram divididos em grupos de
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21 aves aos quais foram administrados tratamentos dietéticos diferentes: a dieta basal
constituida por soja e milho sem enzimas (grupo controlo) e nos outros grupos foram
realizados 12 dietas diferentes com reducdo de conteudo proteico e energético e adi¢do
de complexo enzimatico (amilase, protease e xilanase) em 0,5; 1,0 e 1,5 g de enzima por
kg de racdo. Aos 28 dias, os autores verificaram, melhores resultados, em termos de ganho
de peso, na dieta suplementada com o complexo enzimatico na concentragdo de 1,0g/kg,
a dieta continha menores niveis de proteina, mas suplementada com enzimas, forneceu
aos frangos um desempenho semelhante aos das dietas com niveis normais de nutrientes
sem afetar o desempenho e com reducdo de custos. Aos 42 dias, a utilizacdo de enzimas
exogenas ndo melhorou os rendimentos das carcagas dos frangos. As conclusées foram
obtidas através de férmulas, que relacionam o consumo de racdo com o peso do animal,
mantendo o desempenho das aves com niveis energéticos ou proteicos reduzidos. Assim,

conclui-se que é possivel formular ragdes com niveis mais baixos de nutrientes.

11.5.1.2 Eliminacao dos polissacarideos da parede celular

As enzimas podem alterar, indiretamente, a microbiota intestinal do animal por dois
mecanismos de acdo, designadamente, reduzindo os substratos ndo digeridos ou
transformando os polissacarideos nao digeriveis da parede celular em oligossacarideos de
cadeia curta, tendo um papel semelhante ao ja referido para os prebidticos (Kiarie et al.,
2013; Celi et al., 2017).

11.5.1.3 Degradagéo dos fatores anti-nutricionais

Na alimentagé@o dos animais, muitos compostos ndo sdo degradados na totalidade ou
ndo sdo degradados pelas enzimas enddgenas. Uma estratégia para digerir tais compostos

é a adicdo de enzimas exogenas as dietas dos animais (Kiarie et al., 2013).

As carbohidrases, como as xilanase, beta-glucanases e proteases, por exemplo,
degradam os polissacarideos ndo amilaceos, melhorando a absorcéo de nutrientes (Kiarie
etal., 2013).
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A fitase € a enzima responsavel por hidrolisar o fitato, presente nos alimentos de
origem vegetal. Esta reacdo enzimatica, ja referida anteriormente, justifica o uso de fitase
nas ragBes para diminuir a libertacdo de gases poluentes como diéxido de carbono,

metano. Apds a acdo da fitase e libertacdo do fosforo do fitato este fica com menos

11.5.1.4 Suplementacdo de enzimas exdgenas em animais jovens

A introducdo de enzimas exdgenas nas dietas aumenta a disponibilidade de vérios
nutrientes. Adicionalmente, descobriu-se que reduzindo a quantidade de nutrientes nas
racdes e acrescentando as enzimas exdgenas, a quantidade de nutrientes disponiveis para
0s animais sdo as suficientes, poupando-se em alguns nutrientes na racdo (Zanella et al.,
1999). Este mecanismo de acao pode ser comprovado pelo estudo de Zanella et al. (1999),

apresentado anteriormente.

11.5.1.5 Aumento da solubilidade de polissacarideos ndo soltveis

A utilizacdo da xilanase melhora a satide animal, uma vez que em aves cuja dieta seja
a base de trigo, milho e soja, esta enzima atua sobre os polissacarideos, degradando-os
em oligossacarideos. Estes compostos sdo usados mais eficazmente como substrato pelas

bactérias benéficas, eliminando as bactérias patogénicas.

Persia et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os efeitos da
suplementacdo enzimatica a dieta de perus em crescimento na disponibilidade de energia,
no desaparecimento do amido ao longo do trato intestinal e na populacdo da microflora
cecal. Para tal, os animais foram alimentados com dietas & base de trigo ou milho como
principal grdo de cereal, com ou sem enzimas adicionadas a dieta. Os resultados
revelaram um desaparecimento consideravel do amido (80%), independentemente da
suplementacdo enzimatica e da fonte de cereais. As aves alimentadas com a dieta & base
de trigo suplementada com enzima melhoraram a utilizacao da ra¢do. Adicionalmente, 0s
autores reportaram uma reducdo significativa na concentracao de bactérias degradadoras
de amido. O acido lactico e o propionato produzido pelas bactérias benéficas tornam-se

toxicos para as bactérias patogénicas. Os autores concluiram que a suplementacao
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enzimatica pode ser uma ferramenta para a manipulagéo dietética da microflora intestinal
(Persia et al., 2002).

11.6. Oleos essenciais

Os 06leos essenciais, denominados também por dleos volateis, séo obtidos através da
extracdo de matéria-prima vegetal. Os 6leos essenciais sdo compostos pelo liquido
hidréfobo de substéncias odoriferas e compostos aromaticos volateis de varias partes das

plantas, como flores, folhas, casca, sementes e ramos (Nazzaro et al., 2013).

Estes compostos podem ser classificados como 0leos essenciais sintéticos ou
naturais, sendo divididos em duas classes principais, os terpenos (carvacrol e timol) e 0s
fenilpropenos (cinamaldeido e eugenol). Os terpenos sdo divididos de acordo com o
numero de anéis de 5 carbonos, ligacdes duplas, presenca de estereoquimica e moléculas
de oxigenio. Dentro da classe dos terpenos existem centenas de moléculas, ja para 0s
fenilpropenos o nimero € bem mais reduzido, cerca de 50. Apenas alguns 6leos essenciais
possuem propriedades antimicrobianas, sendo que os compostos mais utilizados séo o

timol, carvacrol e o eugenol (Mehdi et al., 2018; Omonijo et al., 2018).

11.6.1. Mecanismo de agdo dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais tém vérias propriedades, como por exemplo propriedades

antimicrobianas, anti-inflamat6rias e antioxidantes.

11.6.1.1. Efeito anti-inflamatério

O intestino exerce varias funcdes, nomeadamente: a absorcdo de agua, eletrolitos,
nutrientes; a secre¢do de citoquinas, mucina, imunoglobulinas; e a prote¢do, formando
uma a barreira contra antigénios, toxinas € microrganismos patogénicos. Portanto, esta
porcdo do TGI apresenta um papel importante no sistema imunoldgico (Lallés et al.,
2004). As células epiteliais podem detetar o inicio de uma resposta imune ou inflamacao

através das citoquinas que transmitem a informacgdo as células T e B, neutrofilos,
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macrofagos e células dendriticas, causando posteriormente o processo inflamatdrio
(Pitman and Blumberg, 2000).

A inflamagcdo intestinal dos porcos afeta ndo so a integridade da parede intestinal,
como também o desempenho no crescimento e a perda de peso. Omonijo et al. (2018)
verificaram que o fator nuclear kappa B (NF-kB) e o fator nuclear (eritroide-2)
relacionado com o fator 2 expressdo (Nrf2) sdo fatores de transcricdo que, depois de
ativados por varios indutores pré-inflamatérios, migram do citoplasma para o nucleo e
induzem a expressao de varias proteinas pro-inflamatorios. Os dleos essenciais atuam
nesta fase, inibindo a migracdo destes fatores e a sucessiva producdo de agentes

pré-inflamatorios (Omonijo et al., 2018; Yang et al., 2015).

11.6.1.2. Efeito anti-oxidante

O stress oxidativo proporciona danos bioldgicos, que, por sua vez, podem afetar o
crescimento, o desempenho e a satde em suinos. Os porcos sdo frequentemente expostos
a varios mecanismos de stress, incluindo no periodo do desmame, desnutricdo, doencas,
temperaturas elevadas, contaminacGes da alimentacdo por micotoxinas, transporte e
superlotacdo. Estas situac@es resultam num aumento da producédo de espécies reativas ao
oxigénio (Omonijo et al., 2018). A presenca de 0Oleos essenciais inibe a producdo de
espécies reativas ao oxigénio nas células epiteliais do intestino delgado. Posteriormente,
0 Nrf2 pode ser dissociado da proteina e deslocar-se até ao nicleo para ativar a producéo
dos genes que codifiquem para a producdo de enzimas antioxidantes, como por exemplo,
superoxido dismutase, glutationa redutase, catalase. Estas enzimas ajudam a restabelecer
o0 equilibrio da célula. Baseados nestes acontecimentos, os 6leos essenciais tém sido
considerados uma mais valia para evitar o stress oxidativo e restabelecer o equilibrio nas

células epiteliais (Yang et al., 2015).

11.6.1.3. Efeito antimicrobiano

A concentragdo minima inibitéria (CMI) dos oOleos essenciais corresponde a
concentracdo minima de dleo essencial que inibe a proliferacdo da bactéria. A CMI de

6leo essencial varia de espécie para espécie (Tabela 2). Os 6leos essenciais atuam sobre
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o0s acidos gordos da parede celular, sensibilizando-as e causando danos significativos, que
podem resultar no colapso da integridade da membrana citoplasmatica bacteriana, com
consequente esvaziamento do contetdo intracelular. Estes acontecimentos podem
culminar na morte das células devido a coagulacdo citoplasmatica, eliminacdo de
proteinas da membrana celular, diminuicdo da producdo de ATP e ATPases, alteracao da

morfologia celular, alteracdo da forca motriz dos protdes (Nazzaro et al., 2013).

Tabela 2: Concentragdo minima inibitéria (CMI) dos 6leos essenciais nas varias bactérias.
Adaptado de (Yang et al., 2015; Omonijo et al., 2018).

Oleo Microrganismo patogénico Gram  CMI Referéncia

essencial

Timol Lactococcus piscicum + 320 mg/L (Navarrete et al., 2010)
Streptococcus phocae + 640 mg/L (Navarrete et al., 2010)
Flavobacteriaum psychrophilum - 320 mg/L (Navarrete et al., 2010)
Vibrio anguillarum - 80 mg/L (Navarrete et al., 2010)
Vibrio parahaemolyticus - 320 mg/ (Navarrete et al., 2010)
Pseudomonus sp - 640 mg/L (Navarrete et al., 2010)
Brachyspira hyodysenteriae - 1.25 mmol/L (Vande Maele et al., 2016)
Escherichia coli 0157:H7 - 166 pg/mL (Si et al., 2006)
Salmonella Typhimurium - 233 pg/mL (Si et al., 2006)
DT104
Escherichia coli K88 - 100 pg/mL (Si et al., 2006)
Lactococcus lactis + 1.280 mg/L (Navarrete et al., 2010)

Eugenol Vibrio sp - 156 pg/mL (Lee et al., 2009)
Escherichia coli - 625 pg/mL (Lee et al., 2009)
Salmonella - 156 pg/mL (Lee et al., 2009)
Pseudomonas sp - 325 pg/mL (Lee et al., 2009)
Edwardsiella tarda - 56-125 pg/mL (Lee et al., 2009)
Aeromonas hydrophilla - 625 pg/mL (Lee et al., 2009)
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Oleo Microrganismo patogénico Gram CMI Referéncia
essencial
Brachyspira hyodysenteriae - 2.5 mmol/L (Vande Maele et al., 2016)
Escherichia coli 0157:H7 - 466 pg/mL (Si et al., 2006)
Salmonella Typhimurium - 400 pg/mL (Si et al., 2006)
DT104
Escherichia coli K88 - 300 pg/mL (Si et al., 2006)
Carvacrol Listonella anguillarum - 25 pg/mL (Si et al., 2006)
Brachyspira hyodysenteriae - 1.25 mmol/L (Vande Maele et al., 2016)
Escherichia coli 0157:H7 - 283 pg/mL (Si et al., 2006)
Salmonella Typhimurium - 167 pg/mL (Si et al., 2006)
DT104
Escherichia coli K88 - 100 pg/mL (Si et al., 2006)
Cinamaldeid  Brachyspira hyodysenteriae - 0.31 mmol/L (Vande Maele et al., 2016)
0 Escherichia coli 0157:H7 - 133 pg/mL (Si et al., 2006)
Salmonella Typhimurium - 100 pg/mL (Si et al., 2006)
DT104
Escherichia coli K88 - 133 pg/mL (Si et al., 2006)

O carvacrol e o timol devido as suas propriedades hidrofobas conseguem facilmente

penetrar nas cadeias de acidos gordos das membranas das bactérias constituidas por

fosfolipidos, fazendo com que estas se expandam e se tornem mais fluidas, facilitando a

entrada dos antimicrobianos (Omonijo et al., 2018).
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I11. Sinergismo entre os varios promotores de crescimento

Na producdo animal tem-se investigado a associagdo entre as Vérias estratégias
alternativas para promover o crescimento dos animais com o intuito de se obter um efeito
sinérgico dos compostos. As associa¢des mais reportadas da literatura sdo entre os acidos

organicos e os 0leos essenciais e entre as enzimas digestivas e 0s prebioticos.

I11.1. Sinergismo entre acidos organicos e 6leos essenciais

Omonijo e seus colaboradores reportaram que as adi¢cdes de 6leos essenciais com
acidos organicos as dietas dos animais produzem um efeito sinérgico. As paredes
celulares das bactérias Gram + sdo constituidas por peptidoglicanos, o que facilita a
penetracdo de compostos hidrofobos. As bactérias Gram — sdo constituidas por uma
membrana externa espessa que dificulta a penetracdo dos 6leos essenciais. Desta forma,
as bactérias Gram — possuem uma maior resisténcia aos 6leos essenciais gquando
comparados com as bactérias Gram + (Omonijo et al., 2018). De acordo com estes
autores, 0 mecanismo de acdo do sinergismo entre os 0Oleos essenciais e 0s &cidos
organicos ainda ndo estd completamente esclarecido. Contudo esta bem descrito que o
composto fenol encontrado nos Oleos essenciais, consegue alterar a estrutura da
membrana celular, aumentando a sua permeabilidade e a suscetibilidade da bactéria aos
acidos organicos. Com a descida do pH, devido a presenca dos acidos organicos, ha o
aumento da hidrofobicidade dos 6leos essenciais, permitindo uma melhor passagem pelos

lipidos da membrana celular bacteriana.

Bastos-Leite et al. (2016) realizaram um estudo envolvendo 360 aves, durante um
periodo de 63 dias. Os animais foram divididos em grupos e submetidos a diferentes
tratamentos dietéticos:(i) ragdo sem promotor de crescimento (grupo controlo negativo);
(if) racdo suplementada com virginiamicina; (iii) a racdo suplementada com acidos
organicos; (iv) racdo suplementada com &cidos organicos e 0leos essenciais. Os autores
avaliaram o peso médio e o comprimento dos intestinos. Em termos de peso medio, 0s
resultados foram mais favoraveis para os animais inseridos no grupo (ii), com um ganho
de 818,90¢g/ave, ainda que os resultados dos tratamentos do grupo (iii) (787,23g/ave) e do

grupo (iv) (785,39g/ave) ndo tenham sido muito diferentes. Os autores apontaram varias
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razOes para que estes resultados ndo tenham sido favoraveis as alternativas ao uso do
antibiotico, nomeadamente, o facto de as aves ndo terem sido colocadas em situacoes
extremas de stress, ndo terem estado em contacto com as fezes, condigdes ambientais
favoraveis, o espaco onde foram criadas ser amplo. Contudo, e atendendo a proibi¢édo dos
antibidticos como promotores de crescimento na producdo animal, os autores concluiram
que a utilizacdo dos acidos orgénicos, isoladamente ou em associagdo com os 6leos
essenciais, representa uma alternativa eficaz, uma vez que os resultados de produgéo

seriam idénticos (Bastos-Leite et al., 2016).

I11.2 Sinergismo entre enzimas exdgenas e prebidticos

Hoje em dia, € comum os produtores de aves e suinos recorrerem a enzimas para
digerirem os polissacarideos ndo amilaceos, ou seja, compostos que as enzimas
enddgenas ndo conseguem digerir, e para degradar as paredes celulares de algumas fibras
que contém no seu interior nutrientes aprisionados. Alguns exemplos dessas enzimas

incluem: xilanase, beta-glucanase, alfa-galactosidase e pectinase (Kiarie et al., 2013)

Foi realizado um estudo em frangos de corte, em que foi adicionado xilanase, que
resultou num aumento de 5 vezes mais de acidos gordos de cadeia curta. Num outro
estudo, realizado em suinos desmamados precocemente, 0s autores determinaram o efeito
da suplementacdo de uma dieta a base de trigo com xilanase e fosfolipase, isoladamente
ou em combinacgdo, na digestibilidade dos nutrientes e energia. Os autores concluiram
que a combinacgdo de ambas a enzima, de um modo geral, aumentou mais a digestibilidade
ao nivel do ileo (aproximadamente 2%). Contudo, numa base relativa, este aumento de
2% representa aproximadamente 13% da dieta restante que estava disponivel para
digestdo, uma vez que aproximadamente 15% da dieta ndo foi digerida nos porcos
incluidos no grupo controlo (dieta sem suplementacéo enzimatica). Assim, os beneficios
potenciais na nutricao de porcos desmamados a partir de combinagdes de enzimas devem

ser validados em condigdes praticas (Diebold et al., 2004).

Foi realizado um estudo em que se adicionou NSPases, para degradar 0s
polissacarideos ndo amilaceos em acidos gordos de cadeia curta, mas verificou-se que
com a elevada concentracdo de &cidos gordos de cadeia curta, automaticamente a

populacéo de lactobacilos aumentou (Diebold et al., 2004). Em galinhas a populacao de
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enterobactereaceas reduziu quando as galinhas foram alimentadas por racdo com enzimas

que degradam os polissacarideos ndo amilaceos (Jozefiak et al., 2010).

I11.3 Sinergismo entre acidos organicos e enzimas exogenas

Este efeito foi comprovado num estudo realizado em frangos (Nezhad et al., 2011). Neste
estudo, os autores avaliaram os efeitos combinados do acido citrico e da fitase microbiana
na digestibilidade do célcio e do fosforo e na mineralizac&o do osso da tibia. Neste estudo,
4 réplicas de 15 pintos foram alimentadas com diferentes tratamentos dietéticos,
nomeadamente: (i) dieta basal deficiente em fosforo (grupo controlo), (ii) dieta basal
deficiente em fésforo + 500 FTU (unidade de atividade de fitase)/Kg de dieta; (iii) dieta
basal deficiente em fésforo + 2,5 % de &cido citrico/Kg de dieta; (iv) dieta basal deficiente
em fosforo + 500 FTU + 2,5 % de &cido citrico/Kg de dieta, (v) dieta basal deficiente em
fosforo + 5 % de acido citrico/Kg de dieta; (iv) dieta basal deficiente em fosforo + 500
FTU + 5 % de &cido citrico/Kg de dieta. Os resultados demonstraram que a interacao
entre o acido citrico e a fitase microbiana, nas dietas com baixo teor de fosforo, apresentou
um efeito significativo (p < 0,01) para o contetdo de célcio na tibia. A adi¢do de acido
citrico as dietas com deficiéncia de fosforo aumentou o teor de fosforo na tibia dos frangos
quando comparado ao grupo controle (p < 0,01). Adicionalmente, a adicdo de &cido
citrico as dietas de frango deficientes em fosforo disponivel aumentou significativamente
a digestibilidade do fésforo (p <0,01) e o comprimento da tibia (p <0,001) quando
comparado aos animais no grupo controlo. Os autores concluiram que a adicdo de fitase
microbiana as dietas com baixo teor de fésforo pode melhorar a utilizacdo do fdsforo
presente no fitato. Além disso, a adi¢cdo de acido citrico como quelante a dieta pode
melhorar os parametros de mineralizacdo da tibia em frangos de corte, i.e. promove a

absorcdo de minerais, como o fosforo e o célcio, impedindo que estes sejam excretados.
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IV. Concluséo

O principal objetivo desta dissertacdo foi realizar uma pesquisa seletiva sobre as
novas estratégias utilizadas como promotores de crescimento animal, em alternativa aos
compostos proibidos por legislacdo. Dentro de cada grupo de compostos foram
caracterizados e apresentados 0s respetivos mecanismos de acdo, bem como, os estudos

envolvendo os animais de producao.

Atraveés do estudo das varias estratégias alternativas utilizadas como promotores de
crescimento animal € possivel concluir que existem alternativas que apresentam
resultados, em termos de crescimento e indice de conversao, superiores aos AB, que eram
usados para 0 mesmo efeito e que contribuiram para o aumento da resisténcia bacteriana.
As alternativas exploradas neste trabalho baseadas em evidéncias cientificas incluem os
probidticos, prebidticos, acidos organicos, enzimas exogenas, simbioticos, Oleos

essenciais e misturas entre estes que promoveram um efeito sinérgico.

Mediante os estudos apresentados, é dificil afirmar que um promotor é melhor que o
outro, pois cada um atua de forma diferente no organismo do animal. Contudo, é possivel
sugerir algumas juncbes de promotores de crescimento, porque ao atuarem através de
mecanismos de acdo diferentes, ou, até mesmo, possuirem uma acao sinérgica, podem

contribuir para um bom crescimento do animal.

Depois de se ter estudado as vérias alternativas aos promotores de crescimento,
concluiu-se que, para uma producdo animal rapida e eficaz, o ideal seria a combinacgéo
entre varios promotores. Os simbidticos permitem manter uma flora intestinal homogénea
e, com isso, evitar a aderéncia de bactérias patogénicas as paredes do epitélio intestinal,
fornecer energia as células epiteliais e gerar uma maior area de absor¢do de nutrientes
para o animal. Os acidos organicos produzem uma reducdo do pH estomacal em alguns
animais jovens, e, com isso, conseguem ativar as enzimas responsaveis por degradar as
proteinas e eliminar bactérias patogénicas que sao sensiveis a pH acidos. Eventualmente,
a adicdo de enzimas exdgenas para promover uma maior digestibilidade da dieta e
degradar possiveis polissacarideos ndo amilaceos para posterior libertacdo de
aminoacidos e nutrientes que estejam no seu interior. Os Gleos essenciais apresentam
atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana, pois as suas propriedades hidréfobas véo

destabilizar os acidos gordos das membranas das bactérias criando uma instabilidade e,
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posterior, passagem para o interior das bactérias, dependendo das concentracdes podem
promover a inativacdo de enzimas essenciais a producdo de energia. Podem atuar em
sinergismo com os acidos organicos, facilitando a entrada destes para o citoplasma das

bactérias, colocando em pratica 0 seu mecanismo de a¢do antimicrobiano.

Os beneficios do processamento de alimentos em termos de desempenho animal e
economia ndo sdo questionaveis. No futuro inovacbes estdo prometidas, como o

melhoramento da digestibilidade, desnaturacdo de proteinas.

Estima-se que as enzimas que virao a ser produzidas no futuro, sejam cada vez mais
préximas da perfeicdo, isto é, com atividade catalitica mais rapida e mais eficaz. Uma
melhor resisténcia a protedlise, & termoestabilidade e melhoramento do rendimento
enzimatico a uma maior gama de pH intestinal. Com a evolugdo das préaticas de producdo
em animais, em termos de otimizacao da utilizacdo de nutrientes, em termos da higiene
dos alimentos para animais, eficacia dos aditivos alimentares, saude animal e seguranca
alimentar, o crescimento mais rapido e saudavel dos animais, com 0s novos promotores

de crescimento torna-se mais facil, sem a necessidade de recorrer aos AB.
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