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RESUMO

Utilizacao de propolis e probidtico em dietas para leitdes recém-desmamados

A restri¢do ao uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho em dietas animais,
em consequéncia de preocupagdes relacionadas a qualidade e seguranga dos alimentos,
estimula a procura por aditivos alternativos naturais. Com o intuito de investigar aditivos
alternativos naturais na nutri¢do de leitdes recém-desmamados, o objetivo deste projeto de
pesquisa foi estudar os efeitos independentes ¢ da combinagdo da prépolis bruta e do
probidtico, adicionados em dietas para leitdes recém-desmamados, sobre o desempenho
zootécnico, a frequéncia de diarreia, a digestibilidade dos nutrientes e energia da dieta, a
morfometria e peso de 6rgaos (digestorios e baco), a histologia do epitélio intestinal (altura de
vilosidade, profundidade de cripta e relacdo vilosidade:cripta) e a microbiologia do contetido
intestinal (plaqueamento em placa de 4gar), em comparacdo ao uso de um antimicrobiano
melhorador de desempenho (clorohidroxiquinilina). Foram utilizados 120 leitdes recém-
desmamados em um experimento em blocos completos casualizados com cinco tratamentos,
oito repeticdes (blocos) por tratamento e trés animais por unidade experimental (baia). Os
tratamentos foram distribuidos aleatoriamente dentro de cada bloco, obedecendo a um
esquema fatorial 2x2+1, sendo: controle (dieta basal sem adi¢ao de aditivos); propolis (dieta
basal com 0,4% de propolis bruta); probidtico (dieta basal com 0,1% de probiotico); propolis
+ probidtico (dieta basal com 0,4% de prépolis bruta e 0,1% de probidtico) e antimicrobiano
(dieta basal com antimicrobiano). As dietas e a dgua foram fornecidas a vontade durante o
periodo experimental de 35 dias. Os animais foram pesados no 1°, 7°, 21° e 35° dia do
experimento. A ocorréncia de diarreia foi registrada diariamente. Ao final do periodo
experimental, um animal de cada baia foi abatido para a realizacdo da morfometria e pesagem
de orgdos, histologia do epitélio intestinal e microbiologia do conteudo intestinal. Os dados
foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS e as médias comparadas pelo teste de
Dunnett, comparando o tratamento antimicrobiano com os outros tratamentos. A inclusdo de
propolis bruta e probidtico, isolados ou em combinagdo, ndo afetou o desempenho, a
frequéncia de diarreia e a histologia do epitélio intestinal. A propolis influenciou
negativamente na digestibilidade aparente do extrativo nao nitrogenado (p<0,05). A prépolis e
o probidtico, isolados ou em combinacdo, também influenciaram negativamente na
digestibilidade de todos os nutrientes e na energia bruta das dietas em comparagdo a utilizacao
de antimicrobiano (p<0,05). A combina¢do de propolis e probiotico promoveu aumento do
peso absoluto e relativo do intestino delgado em comparacdo ao tratamento antimicrobiano
(p<0,05). No conteudo intestinal do jejuno, a inclusdo do probidtico aumentou a contagem de
bactérias do género Enterococcus (p<0,05). Entretanto, a propolis diminuiu a contagem de
bactérias do género Lactobacillus (p<0.05). No conteudo do ceco, a propolis bruta isolada
promoveu contagem de bactérias do género Enterococcus superior em relacdo ao tratamento
antimicrobiano (p<0,05). E o tratamento antimicrobiano diminuiu a contagem de bactérias do
género Lactobacillus em comparacdo aos outros taratamentos (p<0,05). A inclusdo de
propolis bruta e probidtico, isolados ou em combinagdo, ndo melhorou o desempenho de
leitdes recém-desmamados em comparagdo ao tratamento antimicrobiano neste exprimento.

Palavras-chaves: Aditivo natural; Desempenho; Digestibilidade; Orgéos; Microbiota intestinal
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ABSTRACT

Use of propolis and probiotic in newly weaned pigs diets

Antimicrobial growth promoter restriction in animal diets due to safety concerns
enhanced the research of natural feed additive alternatives. In order to search for natural feed
additive alternatives for weanling pigs, this study investigated independent and combined
dietary effects of crude propolis and probiotic on weanling pigs’ performance, diarrhea,
nutrients and energy digestibility, organ weights (digestive organs and spleen), intestinal
epithelium histology (villus height, crypt depth and villus:crypt ratio), and intestinal microbial
counts (agar plating assay) in comparison to an antimicrobial growth promoter
(chlorohydroxiquinoline). One hundred and twenty 21-d weaned pigs were allotted in a
randomized complete block design experiment with five treatments, eight replications and
three animals per experimental unit (pen). Treatments, arranged in a 2x2+1 factorial design,
were: control treatment consisted in a basal diet without any additive; propolis, basal diet with
0.4% of crude propolis; probiotic, basal diet with 0.1% of probiotic; propolis + probiotic,
basal diet with 0.4% of crude propolis and 0.1% of probiotic and antimicrobial treatment,
basal diet with antimicrobial growth promoter. Feed and water were given ad libitum during a
35-d nursery feeding experiment. Animals were weighed at d 0, 7, 21 and 35 of experiment.
Diarrhea occurrence was registered every day. At the end of experimental period, an animal
per pen was slaughtered for analyses of organ weights, intestinal epithelium histology and
intestinal microbial counts. Data was analyzed by using the MIXED procedure of SAS.
Dunnett test was used to compare antimicrobial treatment with each other treatment. Dietary
crude propolis and probiotic inclusion, isolated and combined, did not affected weanling pigs’
growth performance, diarrhea occurrence and intestinal epithelium histology. Dietary propolis
reduced nitrogen-free extract digestibility (p<0.05). Dietary propolis and probiotic, isolated
and combined, negatively affected nutrients and energy digestibility compared to
antimicrobial treatment (p<0.05). Propolis and probiotic combination increased small
intestine weight in comparison to antimicrobial treatment (p<0.05). In jejunum content,
dietary probiotic increased Enterococcus sp. counts (p<0.05), while dietary propolis
decreased Lactobacillus sp. counts (p<0.05). In cecum content, isolated propolis had higher
Enterococcus sp. counts compared to antimicrobial (p<0.05). Moreover, antimicrobial
treatment lowered Lactobacillus sp. counts compared to all other treatments (p<0.05).
Overall, dietary propolis and probiotic, isolated and combined, did not enhanced growth
performance compared to antimicrobial treatment in the present study.

Keywords: Natural feed additive; Performance; Digestibility; Organs; Microbial counts
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1 INTRODUCAO

Na suinocultura industrial, a intensa procura para maximizar a quantidade anual de
carne produzida por matriz alojada promoveu esforcos para a melhoria na genética dos
animais e nos processos de producdo. Dentre os processos de produ¢do, o desmame precoce
de leitdes, em média aos 21 dias de idade, foi adotado com o intuito de possibilitar com que as
matrizes iniciem um novo ciclo produtivo o mais breve possivel e, dessa forma, produzam um
maior nimero de leitdes por ano (GIROUX; GUY-PIERRE; ROBERT, 2000; ROBERT;
WEARY; GONYOU, 1999; SILVA et al., 2008).

A fase imediatamente apds o desmame € uma das mais criticas no desenvolvimento dos
suinos em razdo do sistema digestorio estar pouco adaptado ao aproveitamento de alimentos
solidos, tendo, como agravantes, fatores estressantes como a separagao dos leitdes da matriz, a
mudanca de ambiente, o reagrupamento de animais de diferentes leitegadas ¢ a mudanga
brusca na alimentacdo (DE ANGELIS et al., 2006; SANTOS et al., 2003; SCANDOLERA et
al., 2008; SILVA et al., 2008). Nesta fase, a imaturidade digestiva propicia a colonizagao do
trato gastrintestinal por microrganismos patogénicos, favorecendo a ocorréncia de diarreia,
comprometendo o desempenho ¢ aumentando os indices de morbidade e mortalidade (DE
ANGELIS et al., 2006; OETTING et al., 2006).

Com o intuito de minimizar tais efeitos deletérios, tem sido comum o uso de
antimicrobianos melhoradores de desempenho em dietas para suinos recém-desmamados, na
tentativa de eliminar ou controlar microrganismos que prejudicam o desempenho animal
(DIBNER; RICHARDS, 2005; GASKINS et al., 2002; MENTEN, 2002; OETTING et al.,
2006; PAGE, 2006; PEDROSO et al., 2005). Ainda que comprovada sua capacidade de
melhorar o desempenho de suinos, o uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho
tem sido restringido em diversos paises, induzindo a realizagdo de pesquisas na busca por
novas alternativas (COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990; EYNG et al., 2014;
NIEWOLD, 2006; OETTING et al., 20006).

A restrigdo ao uso de antimicrobianos como melhoradores de desempenho se deve ao
fato de essas substancias, em doses subterapéuticas, poderem selecionar bactérias resistentes
ou induzirem mutag¢des, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia bacteriana cruzada,
além de possibilitar a presenca de residuos na carcaca dos animais de produgdo destinados ao
consumo humano (BEDFORD, 2000; DANESHMAND et al., 2005; JAHANBAKHSH et al.,
2015; JOHNSTON, 2001; KELLEY et al., 1998; MELLOR, 2000; ROE; PILLAI, 2003;
SALEHA et al., 2009; SIMON, 2005; SMITH, 1975; WEGENER, 2003; ZEYNER; BOLDT,
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2006). Por essas razdes, ¢ crescente a demanda por produtos alternativos que sejam capazes
de substituir eficientemente os antimicrobianos, mantendo os indices de produtividade
condizentes e garantindo a qualidade e seguranca dos produtos finais (ALLAN; BULKE]I,
2005; COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990; EYNG et al., 2014; HUGUET et
al., 2006; JUKNA; JUKNA; SIMKUS, 2005; LODDI et al., 2000; NIEWOLD, 2006). Dentre
as alternativas mais pesquisadas destacam-se probioticos, prebiodticos, acidos organicos e
extratos vegetais (OETTING et al., 2006).

Os probidticos constituem-se de microrganismos vivos que sdo capazes de colonizar o
trato gastrintestinal do animal, auxiliando no estabelecimento e manuten¢@o da sua microbiota
intestinal, propiciando, dessa forma, a colonizagdo por microrganismos benéficos, que irdo
competir por espago e nutrientes com os microrganismos indesejaveis (patogénicos). Também
possuem a capacidade de promover a producdo de enzimas digestivas e vitaminas do
complexo B e estimular a imunidade da mucosa intestinal, promovendo protecdo contra
toxinas produzidas por outros microrganismos (CAMPOS et al., 2014; FULLER, 1989;
LIMA et al., 2003; LODDI et al., 2000).

Outro produto que tem despertado o interesse da comunidade cientifica € a prépolis,
produto proveniente da atividade apicola, devido a sua diversidade de propriedades
funcionais, tais como antibacteriana, antiviral, anti-infecciosa, anti-inflamatéria, antifingica,
antitumoral, imunoestimulante e antioxidante (AL-WAILI et al., 2012; BUFALO et al.,
2009a,b; COLONI et al., 2007; DUARTE et al., 2014; EYNG et al., 2014; FREITAS et al.,
2006; FUNARI; FERRO, 2006; GEKKER et al., 2005; GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI
et al., 2001; ORSI et al., 2000; ORSI et al., 2005a,b; ORSI et al., 2006; SFORCIN et al.,
2000; SFORCIN et al., 2001; VARGAS et al., 2004). Por todas estas propriedades, a propolis
tem sido utilizada frequentemente na medicina humana alternativa (COLONI et al., 2007;
GHISALBERTI, 1979; MOT; TiRZIU; NICHITA, 2014; SFORCIN; BANKOVA, 2011).

Mais de 300 compostos quimicos foram isolados da propolis, sendo os flavonoides o
grupo ao qual se atribui a maioria das propriedades funcionais de interesse. Também, sdo
encontrados aldeidos aromaticos, acidos fenodlicos, acidos organicos, minerais, vitaminas ¢
aminoacidos (ALENCAR et al., 2007; BEYRAGHDAR KASHKOOLI et al., 2011; CASTRO
et al.,, 2007; EYNG et al.,, 2014; LUSTOSA et al., 2008; NAKAMURA et al., 2010;
OLDONI, 2007). A propolis demonstra eficiente atividade bacteriostatica e bactericida em
relagdo a diversos gé€neros de bactérias gram positivas ¢ gram negativas (AL-WAILI et al.,

2012; KORU et al., 2007; ORSI et al., 2005a,b; TORRES et al., 2000).
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A utilizagdo da propolis em dietas animais tem demonstrado efeitos positivos sobre o
desempenho de suinos, frangos de corte, coelhos, vacas leiteiras, caprinos e peixes
(BIAVATTI et al., 2003; CETIN et al., 2010; DANESHMAND et al., 2015; DENLI et al.,
2005; EYNG et al., 2014; FRANCO et al., 2007; FREITAS et al., 2011; GARCIA et al.,
2004; KACANIOVA et al., 2012; LANA et al., 2005; MERESTA et al., 1989; SANCHEZ;
GALARDI, 1988; SHALMANY; SHIVAZAD, 2006; TALAS et al., 2014; TATLI SEVEN et
al., 2008; TEKELI et al., 2011). Dessa forma, a propolis apresenta-se como uma alternativa
ndo-convencional para controlar processos infecciosos. No entanto, estudos sobre os
beneficios da propolis ainda s3o escassos, principalmente como substituto aos

antimicrobianos na suinocultura (COELHO et al., 2010).
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2  HIPOTESE

Considerando as propriedades bacteriostatica e bactericida da propolis, a hipotese do
experimento € que a combinacdo de propolis bruta e probidtico seja capaz de eliminar
microrganismos indesejaveis (patogénicos) e, assim, possibilitar a colonizacdo do trato

gastrintestinal por bactérias benéficas, melhorando, dessa forma, o desempenho animal.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste experimento foi avaliar os efeitos independentes e da combinagdo da
propolis bruta e do probiotico, adicionados em dietas para leitdes recém-desmamados, sobre o
desempenho zootécnico, a frequéncia de diarreia, a digestibilidade dos nutrientes e energia da
dieta, a morfometria e peso de 6rgdos (digestorios e baco), a histologia do epitélio intestinal e
a microbiologia do contetido intestinal, em comparacdo ao uso de um antimicrobiano

melhorador de desempenho (clorohidroxiquinolina).
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4  REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Particularidades da fase pos-desmame

Na producao intensiva de suinos, o desmame € um evento estressante associado com a
transicdo e desarranjo das fungdes protetoras intestinais, aumento da susceptibilidade a
doengas e anorexia, causando significativas perdas econdmicas (LALLES et al., 2007). O
desmame também causa diminui¢do da altura das vilosidades intestinais que resulta no
comprometimento da absorcdo dos nutrientes (BOUDRY et al., 2004).

No periodo pds-desmame, a relacdo entre a microbiota normal do intestino e o
hospedeiro ¢ delicada. Os inumeros fatores que afetam adversamente o leitdo neste periodo,
favorecem o desequilibrio entre as bactérias benéficas e as patogénicas, resultando no
aparecimento de distarbios veiculados pelos componentes desta microbiota (MADEC;
JOSSE; CHANTAL, 1982; TANNOCK, 1997). Assim, ¢ possivel afirmar que, dos varios
géneros de bactérias do trato gastrintestinal, existem aqueles efetivamente patogénicos e
aqueles representados por bactérias que ocasionalmente podem desenvolver quadros de
diarreia (SILVA et al., 2007).

A diarreia pds-desmame pode ser causada, principalmente, pela colonizagdo da
superficie epitelial por patégenos como a Escherichia coli enteroxigénica, a Salmonella
typhimurium e o Clostidium ssp. (OETTING et al., 2006; STEWART; CHESSON, 1993), e
pela presenca de residuos alimentares ndo digeridos e ndo absorvidos, que servem como
substratos para os microrganismos patogénicos. Os residuos alimentares, juntamente com ions
minerais (sodio, potassio e cloro) presentes no epitélio intestinal, contribuem para o aumento
da osmolaridade do conteudo intestinal, dificultando o processo de reabsorcdo de agua e
desencadeando a diarreia (BHANDARI et al., 2010; NABUURS et al., 1993, OETTING et
al., 2000).

4.1.1 Microbiota

As interacdes entre dieta, microbiota e trato gastrintestinal em mamiferos sdo
extremamente complexas. Um correto equilibrio da microbiota do trato gastrintestinal
promove uma digestdo eficiente e maxima absor¢do de nutrientes, melhorando a resisténcia as
doengas infecciosas (DE ANGELIS et al., 2006). Alteragcdes na rotina e dieta causam estresse
no estabelecimento dessas interagdes e afetam a ecofisiologia gastrintestinal
(KONSTANTINOV et al., 2004). Esse ¢ o caso dos leitdes no pds-desmame, que sdo

submetidos a alimentacdo sélida e transporte para outras instalagdes. Essa combinagdo de
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fatores estressantes pode levar a ocorréncia de diarreia, redug¢do no crescimento e, em alguns

casos, a morte.

A populacao microbiana do trato gastrintestinal possui grande influéncia na modulacao
da atividade dos enterdcitos e expressdo sobre as funcdes do tecido, resultando em um
abrandamento dos efeitos do desmame sobre a fungdo intestinal e, subsequente, crescimento
dos leitdes (COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990).

E bem estabelecido que a manipulagio da microbiota intestinal tanto em ruminantes
como ndo ruminantes apresenta efeitos significativos sobre a taxa de crescimento e a
eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, através de fatores associados com a alteracdo no
equilibrio de espécies bacterianas no intestino delgado, incluindo alteragdes na estrutura do
intestino delgado, reducdo na producdo de compostos toxicos como amoénia e aminas e
reducdo na utilizagdo de nutrientes essenciais por algumas espécies bacterianas
(COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990).

A manipula¢ao da microbiota no intestino pode ser realizada pelo estabelecimento de
um grupo especifico de bactérias dentro do trato gastrintestinal pela administracdo oral de
probidticos € compostos naturais (COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990; DENLI
etal., 2005; EYNG et al., 2013; GIANG et al., 2010; JAMROZ et al., 2006; KACANIOVA et
al., 2012; METZLER; BAUER; MONSENTH, 2005; SHAHRYAR et al., 2011; VEIZAJ-
DELIA etal., 2010; ZHANG; LEE; KIM, 2014).

Informacdes sobre a microbiota gastrintestinal de suinos ainda € restrita a alguns
segmentos do trato gastrintestinal, assim como, os efeitos dos componentes da dieta,
terapéuticos e desmame sobre a constituicdo dessa microbiota (FRANKLIN et al., 2002).
Entretanto, ¢ de conhecimento que o trato gastrintestinal de leitdes ¢ densamente habitado por
bactérias que aumentam de 7-9 (log UFC/g) no estdmago, para 9 (log UFC/g) no intestino
delgado e para 10-11 (log UFC/g) no colon. Os géneros caracteristicos encontrados sdo
Lactobacillus, Streptococcus, Peptococcus, Eubacterium, Clostridium, Bifidobacterium e
Bacteroides. Dentre todos esses géneros, os Lactobacillus sdo de particular interesse por

estarem envolvidos na melhoria da fun¢ao intestinal e saude animal (DE ANGELIS et al.,

2006).
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4.2 Aditivos em dietas de leitoes
4.2.1 Antimicrobianos

A cadeia produtiva de suinos se beneficia com a utilizagdo de antimicrobianos
adicionados, em doses subterapéuticas, as dietas animais com o intuito de promover melhores
indices de desempenho (COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990; EYNG et al.,
2014; NIEWOLD, 2007). A inclusdo tem como objetivo prevenir ou reduzir a incidéncia de
microrganismos patogénicos no trato gastrintestinal e, consequentemente, melhorar a saude e
o crescimento animal (COLLINGTON; PARKER; ARMSTRONG, 1990; FEDALTO et al.,
2002; MUHL; LIEBERT, 2007).

Os antimicrobianos melhoradores de desempenho sdo responsaveis por promover
alteracdes na composicdo da microbiota intestinal. Essas alteragdes incluem perda da
eficiéncia de fixacdo de certos microrganismos ao epitélio intestinal, modificagdo no perfil e
na quantidade de substincias produzidas no liumen intestinal e controle de bactérias
causadoras de doengas subclinicas que reduzem o crescimento do animal (DIBNER;
RICHARDS, 2005; GASKINS et al., 2002; MENTEN, 2002; OETTING et al., 2006; PAGE,
2006).

A administrac@o dos aditivos antimicrobianos em niveis subterapéuticos foi proibida na
Europa pelo surgimento de preocupagdes relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos antibidticos, a queda na sua eficiéncia, a permanéncia de residuos ndo
degradéveis nos alimentos, a transmissao de cepas bacterianas ao homem através do consumo
de carne e derivados, as reacdes alérgicas em pessoas previamente sensibilizadas e toxicidade
(DANESHMAND et al., 2015; JAHANBAKHSH et al., 2015; JOHNSTON, 2001; ROE,;
PILLAIL 2003; SALEHA et al., 2009; SIMON, 2005; SMITH, 1975; WEGENER, 2003;
ZEYNER; BOLDT, 2006).

A possibilidade de resisténcia bacteriana e a exigéncia por parte dos consumidores por
produtos saudéaveis, que nao trazem riscos a saude, induziram a procura por aditivos
alternativos, que consistem principalmente de produtos naturais com importantes fungdes
teraputicas capazes de substituir os antimicrobianos (COLLINGTON; PARKER;
ARMSTRONG, 1990; EYNG et al., 2014; NIEWOLD, 2007).
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4.2.2 Probiodticos

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro. Abrangem uma grande
variedade de microrganismos vivos que conferem efeitos positivos a microbiota intestinal e a
producdo de substincias que proporcionam diversos beneficios ao animal (BERNARDEAU;
VERNOUX, 2013; CAMPOS et al., 2014; FULLER, 1989).

O uso de probidticos na alimentagdo animal ¢ indicado por reduzir a morbidade e
mortalidade resultantes da colonizagdo intestinal por microrganismos patogénicos, melhorar o
desempenho e as caracteristicas de produgdo (CAMPOS et al., 2014; FULLER, 1989). Por
serem compostos naturais, os probidticos ndo causam resisténcia as drogas ou residuos
prejudiciais nos produtos finais (FULLER, 1989; KYRIAKIS et al., 1999; RASTALL, 2004;
SCHAREK et al., 2005).

O principal modo de agdo ¢ a exclusao competitiva, exigindo, todavia, a necessidade da
administracdo continuada e de elevadas doses para manifestar seus efeitos. Os probidticos
podem também afetar patogenos através da sintese de bacteriocinas, acidos organicos volateis
e peroxido de hidrogénio ou atuar sobre o metabolismo celular, reduzindo a concentracio de
amodnia no organismo e produzindo enzimas como a lactase (DE VRESE et al., 2001; JIN;
MARQUARDT; BAIDOO, 2000; KOZASA, 1986; NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 1999;
NG et al., 2009; OGAWA et al., 2001).

O mecanismo de agdo por exclusdo competitiva ndo esta bem elucidado, mas algumas
formas de atuagdo destes microrganismos sdo a competicdo por nutrientes, competicao fisica,
producdo de acidos, secrecdo de bacteriocinas, imunidade cruzada, desintoxica¢do causada
por endotoxinas, produgdo de enzimas digestivas, sintese de vitaminas do complexo B e
interagdes com os sais biliares (FEDALTO et al., 2002; ISOLAURI; SALMINEN;
OUWEHAND, 2004; JIN et al., 1997). Dessa maneira, possibilitam menor incidéncia de
microrganismos patogénicos e, consequentemente, influenciam na microbiota, integridade do
epitélio intestinal e maturag@o apropriada do intestino (METZLER; BAUER; MONSENTH,
2000).

O modo de acdo dos probidticos sobre os parametros morfoldgicos ¢ influenciado,
indiretamente, pela alteragdo no padrao de fermentacdo microbiana no trato gastrintestinal
(DOMENEGHINI et al., 2006). Portanto, os acidos graxos de cadeia curta como o acido
acético e butirico, produzidos pelos microrganismos no intestino, podem ter um efeito trofico

sobre enterdcitos e colondcitos, alterando a taxa de renovag¢ao da mucosa intestinal. Dessa
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forma, podem alterar a estrutura das vilosidades e criptas, assim como barreiras de defesa nao
imunoldgicas, como o nimero de células caliciformes e, consequentemente, a camada de
muco no trato gastrintestinal (DOMENEGHINI et al., 2006; MAIR et al., 2010).

A identificacdo de cepas probidticas esta relacionada a capacidade de sobrevivéncia e
permanéncia no hospedeiro, adesdo as células epiteliais e producdo de &cido latico
(BORCHERS et al., 2009; COLLADO et al., 2009; DE ANGELIS et al., 2006). Também, ¢
importante considerar a especificidade do hospedeiro pela bactéria probidtica como um
critério de selegdo (BERNARDEAU et al., 2008; DE ANGELIS et al., 2006).

As bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo residentes naturais da
microbiota do trato gastrintestinal da maioria dos animais e por serem capazes de resistir ao
meio gastrintestinal e produzir substincias antimicrobianas, podem ser selecionadas como
cepas constituintes de probidticos (CHANG et al., 2001; ROSS et al., 2010; SIMPSON et al.,
2004).

Probidticos com cepas de Lactobacillus conferem beneficios a saude de leitdes por
modular suas fungdes imunes (WALSH et al., 2008; WANG et al., 2009). Esses beneficios a
saude sdo, em parte, dependentes da persisténcia da colonizagdo dos Lactobacillus na mucosa
intestinal (OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI, 2002).

A inclusdo de probiodticos a base de Lactobacillus e Enterococcus em dietas para leitoes
desmamados se mostrou benéfica, aumentando o consumo diario de ragdo e,
consequentemente, o ganho diario de peso, assim como a digestibilidade dos nutrientes da
dieta. Esses probioticos também possuem a capacidade de promover melhora da microbiota
intestinal através da maior contagem de bactérias do género Lactobacillus (GIANG et al.,

2010; VEIZAJ-DELIA et al., 2010; ZHANG; LEE; KIM, 2014).

4.2.3 Propolis

A propolis ¢ uma mistura complexa de substincias resinosas, gomosas e balsamicas
coletadas pelas abelhas melifereas de brotos, flores e exsudados de plantas, as quais sdo
transportadas até a colmeia, sendo sua composicdo modificada pelo acréscimo de secregoes
salivares, cera e polen para obtencdo do produto final (SALATINO et al., 2011).

O nome “propolis” é derivado do grego “pro”, em defesa de, e “polis”, a cidade, e quer
dizer “em defesa da cidade ou da colmeia”. De fato, as abelhas usam esta substincia na
entrada da colmeia com a finalidade de fechar as frestas, reduzindo a entrada de vento, insetos
¢ microrganismos, além de ser utilizada para embalsamar pequenos animais mortos que nao

puderam ser retirados da colmeia (INOUE et al., 2007). E também utilizada como material de
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construcdo no interior da colmeia para soldar favos, quadros e envernizar o interior dos
alvéolos, criando um ambiente asséptico, para que a abelha rainha faga postura (MARCUCCI,
1996).

Em geral, a propolis ¢ composta de 50% de resina e balsamo, 30% de cera, 10% de
6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias (BURDOCK, 1998).
Devido a grande complexidade quimica, a propolis € considerada uma das misturas mais
heterogéneas encontradas em fontes naturais. Ja foram identificados e/ou caracterizados mais
de 300 constituintes quimicos, sendo os principais constituintes os compostos fenodlicos,
representados pelos flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres, compostos aos quais sao
atribuidas suas atividades bioldgicas (ALENCAR et al, 2007; BEYRAGHDAR
KASHKOOLI et al., 2011; CASTRO et al., 2007; EYNG et al., 2014; LUSTOSA et al., 2008;
NAKAMURA et al., 2010; OLDONI, 2007).

Dentre os compostos fendlicos presentes na propolis, destacam-se os flavonoides e os
acidos fenolicos. A ingestdo de flavonoides auxilia diversos processos fisiologicos, contribui
na absorcao e agdo de vitaminas, atua nos processos de cicatrizagdo como antioxidante, além
de apresentarem atividade antimicrobiana (MENEZES, 2005).

A composi¢do quimica da propolis € variavel e dependente dos locais de coleta, por
isso, apresenta diferencas na propor¢ao dos seus compostos e, consequentemente, influencia o
tipo de agdo farmacologica e toxicologica de uma amostra (BURDOCK, 1998; CASTRO et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012).

Estudos comparativos revelaram que independentemente das diferengas na composi¢ao
quimica, a propolis sempre demonstra consideravel atividade biologica seja em menor ou
maior grau, uma vez que seu efeito bactericida e fungicida ¢ indispensédvel para preservar a
vida na colmeia (KUJUMGIEV et al., 1999; SEIDEL et al., 2008). Assim, a diversidade
quimica da préopolis pode fornecer informagdes importantes (BANKOVA, 2009).

Ainda que amplamente utilizada na medicina popular, por muito tempo a propolis foi
considerada um subproduto das abelhas. Entretanto, o interesse de pesquisadores de todo o
mundo se voltou para as suas inumeras propriedades terapéuticas. Em extratos etanodlicos,
hidroalcoolicos e aquosos ¢ mesmo em sua forma bruta, a propolis tem sido analisada e
utilizada para diversas finalidades como agente bactericida, antiviral, fungicida, anti-
inflamatério, antiparasitario, imunoestimulante, antioxidante, cicatrizante, anestésico ¢
anticancerigeno (AL-WAILI et al., 2012; BUFALO et al., 2009a,b; FREITAS et al., 2006;
FUNARI; FERRO, 2006; GEKKER et al., 2005; GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI et al.,
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2001; ORSI et al., 2000; ORSI et al., 2005a,b; ORSI et al., 2006; SFORCIN et al., 2000;
SFORCIN et al., 2001; VARGAS et al., 2004).

A acdo bacteriostatica e bactericida in vitro dos extratos de propolis foi testada em
diferentes linhagens de bactérias (AL-WAILI et al., 2012; KORU et al., 2007; ORSI et al.,
2005a,b; TORRES et al., 2000). Essa atividade possui correlagdo positiva com a quantidade
de compostos fenodlicos e flavonoides (ALENCAR et al., 2007; NEDJI; LOUCIF-AYAD,
2014).

Mesmo considerando os flavonoides como responsaveis pelas propriedades terapéuticas
da propolis, sendo sua presenca utilizada como indice para qualificar os produtos
(WILLIAMS; SPENCER; RICE-EVANS, 2004), demonstrou-se que o potencial biologico se
deve também ao sinergismo de todos os seus constituintes (MARCUCCI, 1996).

A atividade antibacteriana da propolis foi testada em diversas bactérias gram-positivas e
gram-negativas, sendo constatada maior acdo sobre as gram-positivas (BIANCHINI;
BEDENDO, 1998; COELHO et al., 2010). A menor sensibilidade das gram-negativas deve-se
provavelmente as diferencas na constituicdo quimica da parede celular destas bactérias,
conferindo maior complexidade quimica em comparagdo a das bactérias gram-positivas
(MARCUCCI et al., 2001; MENEZES, 2005; MOT; TIRZIU; NICHITA, 2014; NEDIJI;
LOUCIF-AYAD, 2014; PINTO et al., 2001; SILVA et al., 2006; VARGAS et al., 2004;
WOITYCZKA et al., 2013).

A propolis preserva a eficdcia da sua acdo antimicrobiana, ao contrario do que ocorre
com os antibidticos sintéticos, aos quais as bactérias desenvolvem resisténcia gradualmente,
sendo necessaria a introdugdo periddica de novos produtos. A eficdcia antimicrobiana ¢
conferida pela variabilidade da propolis, em razdo de ser um produto que tem origem da
disponibilidade de recursos florais encontrados pelas abelhas (MOT; TIRZIU; NICHITA,
2014).

Pesquisas indicam que quando avaliada a atividade antibacteriana da propolis sobre
espécies bacterianas responsaveis por causar infeccdes graves em animais de produgdo, ndo
ha o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a propolis. Esses resultados demonstram a
possibilidade de incluir a propolis como um tratamento alternativo, evitando o
desenvolvimento de resisténcia de cepas bacterianas (MOT; TIRZIU; NICHITA, 2014).

Em frangos de corte, a propolis, na forma bruta e extrato etanolico, promoveu melhora
na saude intestinal por controlar o crescimento de microrganismos patogénicos no trato
gastrintestinal e, consequentemente, melhorou as fungdes digestivas e absortivas. As

vantagens adicionais da utilizacdo da propolis em dietas para frangos de corte derivam da
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melhora no sistema imune e no desempenho de frangos de corte, além da auséncia de residuos
na carcaca que podem comprometer a saide humana (CETIN et al., 2010; DANESHMAND
etal, 2015; DENLI et al., 2005; EYNG et al., 2014; FREITAS et al., 2011; KACANIOVA et
al., 2012; SHALMANY; SHIVAZAD, 2006; TATLI SEVEN et al., 2008; TEKELI; KUTLU;
CELIK, 2011).

Em carpas, a propolis foi capaz de minimizar o dano tecidual causado pelo arsénio,
representando uma alternativa para proteger tecidos e 6rgdos contra as doengas degenerativas

causadas pelo acamulo de arsénio (TALAS et al., 2014).
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5  MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na creche experimental do Setor de Suinocultura do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba — SP, no periodo de novembro de 2014 a janeiro
de 2015. Os procedimentos experimentais foram submetidos a avaliagdo da Comissdo de

Etica no Uso de Animais (CEUA), sendo aprovados sob o niimero de protocolo 2014-36.

5.1 Instalacoes

A sala de creche experimental possui sua construgdo em alvenaria e area de 102,50 m®
(12,50 x 8,20 m), pé direito de 2,85 m, telhado de ceramica e paredes com aberturas laterais
para renovagdo de ar, sendo providas de um sistema de cortinas para controle da temperatura.

A sala de creche ¢ equipada com 20 baias metdlicas suspensas, dispostas em quatro
fileiras de cinco baias. Cada baia possui area de 1,80 m’ (1,20 x 1,50 m), sendo provida de
comedouro semi-automatico e bebedouro tipo chupeta, assim como sistema de aquecimento
proporcionado por ldmpada infravermelha de 250 W. A 4rea abaixo do bebedouro ¢
constituida de piso metalico vazado, enquanto que o restante ¢ de concreto compacto,

correspondente a area adjacente ao comedouro.

5.2 Teste de aceitabilidade

Para estimar o consumo de ragdo com inclusdo de propolis bruta foi realizado teste de
aceitabilidade na creche experimental do Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de
Sao Paulo (USP), Piracicaba — SP, em novembro de 2014 no periodo de sete dias.

Foram utilizados 30 leitdes recém-desmamados, machos castrados e fémeas, com
aproximadamente 6,0 kg de peso vivo e 21 dias de idade, provenientes das ninhadas do
proprio Setor de Suinocultura.

O teste preliminar obedeceu a um delineamento em blocos causalizados (definidos pelo
peso inicial, sexo e ninhada) com cinco tratamentos, trés repetigdes (blocos) por tratamento e
dois animais por unidade experimental (baia), um macho castrado e uma fémea.

Os tratamentos consistiram de um tratamento controle (dieta basal sem adi¢do da
propolis bruta) e quatro tratamentos com inclusdo de niveis crescentes de propolis bruta
(0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,4%). A dieta basal foi formulada de acordo com as recomendagdes

nutricionais para leitdes na fase de creche (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC,
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2012) e corresponde a dieta pré-inicial II do experimento. A composicdo da dieta ¢

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das dietas basais

Ttem Pré-inicial 1 Pré-inicial II Inicial

Ingredientes, %
Milho 49,69 57,08 63,41
Farelo de soja, 46% 25,00 25,00 28,55
Soro de leite desidratado 13,52 6,76 -
Plasma sanguineo desidratado 5,00 2,50 0,50
Aglcar 2,50 4,00 4,00
Oleo de soja 0,52 0,62 -
Fosfato bicalcico 1,09 1,20 1,07
Calcario calcitico 1,04 0,94 0,84
Sal 0,26 0,46 0,58
Oxido de zinco 0,30 0,25 -
L-Lisina.HCI, 78% 0,46 0,51 0,45
DL-Metionina, 99% 0,19 0,19 0,15
L-Treonina, 98,5% 0,13 0,16 0,14
L-Valina, 96,5% 0,04 0,07 0,03
Premix mineral’ 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,15 0,15 0,15
Antioxidante 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00

Composicao calculada
Energia metabolizavel, kcal/kg 3400 3400 3350
Proteina bruta, % 21,72 19,69 19,40
Calcio, % 0,85 0,80 0,70
Fosforo disponivel, % 0,45 0,40 0,33
Lactose, % 10,00 5,00 -
Lisina digestivel, % 1,50 1,35 1,23
Metionina digestivel, % 0,46 0,44 0,41
Metionina + Cistina digestivel, % 0,82 0,74 0,68
Treonina digestivel, % 0,88 0,79 0,73
Triptofano digestivel, % 0,26 0,22 0,20
Valina digestivel, % 0,95 0,86 0,78
Isoleucina digestivel, % 0,77 0,69 0,68

"Fornecendo por kg da dieta: zinco, 100 mg; cobre, 10 mg; ferro, 100 mg; manganés, 40 mg; iodo, 1,5 mg e cobalto, 1
mg.

? Fornecendo por kg da dieta: vitamina D, 2250 UI; vitamina E, 22,5 UI; vitamina Kj, 2,25 mg; tiamina, 2 mg;
riboflavina, 6 mg; piridoxina, 3 mg; cianocobalamina, 30 ug; acido pantoténico, 14 mg; niacina, 30 mg; acido folico,
0,9 mg; selénio, 0,45 mg; biotina, 0,12 mg e vitamina A, 9000 UL
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5.3 Animais

Foram utilizados 120 leitdes hibridos comerciais recém-desmamados, machos castrados
e fémeas, com aproximadamente 6,0 kg de peso vivo e 21 dias de idade, provenientes de uma
granja comercial de suinos em sistema de ciclo completo, situada no municipio de Mogi

Mirim — SP.

5.4 Manejo

Os animais foram transportados em caminhdo, equipado com piso antiderrapante e
portas de abertura vertical independentes. O transporte dos leitdes foi realizado logo pela
manha para evitar calor excessivo durante o trajeto Mogi Mirim — Piracicaba.

No recebimento, os leitdes foram separados em machos e fémeas e pesados
individualmente, o que correspondeu a pesagem do primeiro dia do experimento. A primeira
pesagem foi utilizada para o alojamento dos animais de acordo com o delineamento
estabelecido em fun¢ao do peso inicial e sexo.

As pesagens foram realizadas no 1°, 7°, 21° e 35° dia do experimento, para o calculo do
ganho diario de peso e conversdo alimentar. As racdes e a agua foram fornecidas a vontade
durante todo o periodo experimental de 35 dias. O funcionamento dos bebedouros foi
verificado diariamente. As ragdes foram armazenadas em baldes plasticos de 65 litros
dispostos na frente de cada baia, correspondendo ao tratamento especifico. As sobras e os
desperdicios de ra¢do de cada baia foram anotados para a determinagdo do consumo diario de
ragdo e conversao alimentar.

A limpeza da sala de creche foi realizada diariamente pela manha, utilizando-se

mangueira de agua pressurizada para a limpeza dos corredores e da parte abaixo das baias.

5.5 Delineamento experimental

O experimento seguiu um delineamento em blocos completos casualizados (definidos
pelo peso inicial e sexo) com cinco tratamentos, oito repetigdes (blocos) por tratamento e trés

animais por unidade experimental (baia), um macho castrado e duas fémeas.

5.6 Tratamentos

Os tratamentos consistiram de combinagdes de 2 niveis de propolis bruta (com e sem
adicdo), 2 niveis de probidtico (com e sem adicdo) e um tratamento adicional
(antimicrobiano) com halquinol 60%, obedecendo a um esquema fatorial 2x2+1, conforme

descrito a seguir:



36

- Controle: dieta basal sem a adi¢ao de qualquer aditivo;

- Propolis (P): dieta basal com inclusdo de 0,4% de propolis bruta (definido no teste de
aceitabilidade);

- Probiotico (PRO): dieta basal com inclusdo de 0,1% de probidtico a base de
Lactobacillus (3,5 x 10" UFC/kg de Lactobacillus acidophillus ¢ 3,5 x 10'"' UFC/kg de
Enterococcus faecium);

- Propolis + probidtico (P+PRO): dieta basal com inclusdo de 0,4% de propolis bruta e
de 0,1% de probiotico a base de Lactobacillus (3,5 x 10" UFC/kg de Lactobacillus
acidophillus ¢ 3,5 x 10" UFC/kg de Enterococcus faecium,);

- Antimicrobiano: dieta basal com inclusdo de 120 ppm do principio ativo do

antimicrobiano melhorador de desempenho (clorohidroxiquinolina).

5.6.1 Propolis

A propolis foi fornecida pela Cooperativa Nacional de Apicultores (CONAP), sendo
proveniente da regido de Minas Gerais.

Como foi adquirida na forma bruta (lascas) foi necessario moer a propolis para ser
adicionada, da forma mais homogénea possivel, nas dietas para leitdes recém-desmamados.
Para a moagem da propolis foi utilizado multiprocessador, sendo necessario manter a propolis
em congelador por 12 horas para que essa se encontrasse 0 menos maleavel possivel no
momento da trituragdo. Apds a moagem, a propolis triturada foi acondicionada em sacos
plasticos de aproximadamente 200 g e armazenados em congelador até sua inclusdo nas dietas
experimentais. Essa precaucdo foi adotada para evitar compactagao da propolis.

Por meio do teste de aceitabilidade prévio foi definida a utilizagdo da propolis bruta na

concentragao de 0,4% nas dietas experimentais determinadas como P e P+PRO.

5.6.2 Probiotico

O probidtico foi fornecido pela empresa IMEVE localiza em Jaboticabal — SP. O
produto utilizado foi o DBI Probidtico — P6 para suino que possui niveis de garantia de 3,5 x
10" UFC/kg de Lactobacillus acidophillus e 3,5 x 10'"' UFC/kg de Enterococcus faecium, o
veiculo utilizado pela empresa foi o leite em po integral. De acordo com a especificagao da
empresa foi incluido um quilo do produto por tonelada de racdo nas deitas experimentais

determinadas como PRO e P+PRO.
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5.6.3 Halquinol

O antimicrobiano melhorador de desempenho utilizado foi o halquinol 60%. Com
inclusdo de 120 ppm do principio ativo (clorohidroxiquinolina) na dieta experimental
determinada como antimicrobiano. Essa dieta representou o tratamento controle positivo do

experimento.

5.7 Dietas

As dietas foram confeccionadas na Fabrica de Ragdo do Departamento de Zootecnia da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo
(USP), Piracicaba — SP.

As dietas isonutritivas foram formuladas de acordo com as recomendacdes para leitdes
na fase de creche (NRC, 2012). Foi utilizado um programa nutricional de trés fases: Pré-
inicial I (1 a 7 dias), Pré-inicial II (7 a 21 dias) e Inicial (21 a 35 dias). A adi¢do dos aditivos
foi realizada na forma “on top”, sendo utilizada apenas uma mesma formulagdo acrescida dos

aditivos (Tabela 1).

5.8 Caracterizacao da propolis
5.8.1 Preparo do extrato etandlico de propolis

O extrato etanolico de propolis foi preparado em tubo falcon, utilizando-se 2 gramas de
propolis bruta triturada adicionados a 25 mL de etanol 80% (v/v). A extragdo foi feita a 70 °C,
em banho de agua termostatizado, por 30 minutos, sob agitagdo constante. Em seguida
realizou-se a filtragdo em papel de filtro e o extrato etondlico de propolis foi transferido para
um frasco de vidro ambar com tampa de rosca. O extrato etandlico de propolis foi

armazenado sob-refrigeragao.

5.8.2 Determinacio do teor de compostos fenolicos totais

A andlise do teor de compostos fendlicos totais do extrato etandlico de propolis foi
realizada de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por
Singleton, Orthofer ¢ Lamuela-Raventos (1999), utilizando acido galico como padrdao. O
reagente de Folin-Ciocalteau ¢ uma solucao complexa de ions poliméricos formados a partir
de heteropoliacidos fosfomolibidicos e fosfotungisticos. Esse reagente oxida os fenolatos,

reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W.
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O extrato etanolico de propolis foi diluido na propor¢do de 1:100 e 1:200, sendo uma
aliquota de 0,5 mL da amostra diluida transferida para um tubo com tampa de rosca e
adicionado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua na propor¢do de 1:10. A
mistura permaneceu em repouso por um periodo que variou de 3 a 8 minutos. Em seguida,
foram adicionados 2 mL de carbonato de sddio 4% e os tubos deixados em repouso por 2
horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-mini 1240
(Shimadzu Co.) a 740 nm. Uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condigdes € 0s
resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como equivalente de acido

galico (EAQ).

5.8.3 Determinacao do teor de flavonoides totais

A andlise do teor de flavonoides totais do extrato etanolico de propolis foi realizada de
acordo com o método descrito por Park et al. (1995). O principio desta reacdo se baseia na
formacao de quelatos entre o metal aluminio e os flavonoides, principalmente os flavonois (3-
hidroxiflavonas) como, por exemplo, a quercetina, em solugdes alcoolicas, levando a um
efeito batocromico do espectro de absorcdo dos flavonoides, com alteragao da coloracao
(JURD; GUEISSMAN, 1956).

A reacdo colorimétrica foi realizada pela mistura de 0,5 mL do extrato etanolico de
propolis (1:50 e 1:100), 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de cloreto de aluminio 10% e 0,1 mL
de acetato de potassio 1M. Como controle para as amostras foi utilizado 0,1 mL de acetato de
potassio e 4,9 mL de etanol 80%. Apds 40 minutos de repouso no escuro, a absorbancia das
amostras foi medida em espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co) a 415nm. Os
resultados do teor de flavonoides foram expressos em termos de quercetina, com base em uma

curva padrdo desse flavonoide.

5.84 Determinacio da atividade antioxidante pelo método ABTS+

O método utilizado para avaliar a atividade antioxidante por meio da captura da radical
ABTS" [2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] foi descrito por Rufino et al.
(2007). O radical ABTS" foi formado pela reagdo do ABTS (7 mM) com persulfato de
potassio (140 mM) e incubados a temperatura de 25°C, no escuro, durante 12 — 16h. Uma vez
formado, o radical foi diluido com etanol até a obtencdo do valor de absorbancia de 0,700 nm
+ 0,200 nm a 734 nm. Em ambiente escuro, um volume de 3,0 mL da solu¢do de radical
ABTS" foi acrescentado a 30 pL de cada amostra de extrato etandlico de propolis (1:1150 e

1:1250) e as absorbancias lidas em espectrofotometro a 734 nm, apds seis minutos de
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repouso. Como referéncia, foi utilizado o Trolox, um antioxidante sintético analogo a
vitamina E, nas concentragdes de 0 — 15 pM. Os resultados da atividade antioxidante foram

expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

5.8.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas
de silica gel 60 F,s4 (Merck Co.). Uma aliquota de 10 uL. do extrato etanolico de propolis na
concentracdo de 2 mg/mL foi aplicada na placa. O tempo de desenvolvimento dos
cromatogramas foi aproximadamente 20 minutos, utilizando-se como fase movel o sistema de
solvente composto por acetato de etila:cloroformio (3:7, v/v). As cromatoplacas foram

visualizadas sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 366 nm (OLDONI, 2007).

5.9 Analises bromatolégicas e energia das dietas e fezes

A coleta das amostras da dicta (Inicial I) foi realiza retirando uma porcao de
aproximadamente 100 gramas de cada saco, desconsiderando a por¢do do primeiro e do
ultimo saco, que correspondem ao inicio ¢ o final da retirada da mistura, totalizando uma
amostra de um quilo. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos sob-refrigeracao.

Foi adotado o método de coleta parcial de fezes (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2007),
com a inclusdo de 0,1% de 6xido de cromo (Cr,0;) as dietas (Inicial I) como indicador de
indigestibilidade. O periodo de fornecimento do indicador foi de 14 dias, correspondente ao
fornecimento da ragdo Inicial I, do 21° ao 35° dia de experimentacdo, sendo sete dias para
manuten¢do do fluxo do indicador pelo trato digestorio e sete dias de coleta de fezes.

As amostras de fezes foram coletadas duas vezes ao dia (manha e tarde) de todos os trés
animais em cada baia, diretamente do reto dos animais com auxilio de estimulagdo retal,
sendo utilizada uma luva por baia. As amostras de fezes de cada baia totalizaram
aproximadamente 600 gramas. Apos a coleta, as amostras de fezes foram armazenadas em
sacos plasticos em congelador (-18°C).

Posteriormente, as amostras de ra¢do ¢ fezes foram enviadas ao Laboratorio de
Bromatologia ¢ Minerais do Instituto de Zootecnia (IZ), Nova Odessa — SP, para serem
homogeneizadas e analisadas para matéria seca, proteina bruta, matéria mineral, extrativo nao

nitrogenado e energia bruta, seguindo os procedimentos descritos por Silva e Queiroz (2006).
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5.10 Digestibilidade aparente dos nutrientes e energia bruta

A determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDap) da matéria seca, da
proteina bruta, da matéria mineral, do extrativo ndo nitrogenado e da energia bruta foi

realizada utilizando a equacgao proposta por Matterson et al. (1965):

% marcador na ragao % nutrientes nas fezes
CDap = 100 — 100 x ( ) ( )

X . ~
% marcador nas fezes % nutrientes na ragdo

5.10.1 Determinacao do marcador 6xido de cromo (Cr,;03)

A técnica utilizada para a determinacdo da quantidade do marcador 6xido de cromo
(Cry03) nas ragdes e fezes foi a da fluorescéncia de raios-X com dispersdo por comprimento
de onda.

Essa andlise foi realizada em espectrofotdometro de dispersdo por raio—X SHIMADZU
EDX-720 no Laboratério Multiusuario em Produgdo Vegetal do Departamento de Produgdo
Vegetal (LPV) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade
de Sao Paulo (USP), Piracicaba — SP, sob a supervisao do Dr. Tiago Tezotto.

5.11 Frequéncia de diarreia

A ocorréncia de diarreia foi monitorada diariamente para o célculo da frequéncia,
considerando a presenga (fezes liquidas) ou auséncia (fezes normais) de cada animal em cada

baia.

5.12 Morfometria e peso de drgaos

No 35° dia de experimentagdao, um animal por unidade experimental, o qual mais se
aproximava do peso médio da baia, foi insensibilizado em corrente elétrica e abatido.

Os orgaos digestorios (estdbmago, pancreas, figado e intestino delgado) e o bago foram
pesados para o calculo do peso absoluto e relativo dos 6rgdos, o comprimento do intestino
delgado também foi mensurado para o calculo da densidade do intestino. Os pesos do
pancreas, figado (sem a vesicula biliar), estbmago vazio, intestino limpo e¢ baco foram
determinados em balanca de mesa. O comprimento do intestino delgado foi mensurado com o

auxilio de uma fita métrica afixada na borda de uma mesa.
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5.13 Histologia do epitélio intestinal

Foram coletadas amostras do duodeno (15 cm da valvula pilérica do estdmago), em
seguida foram lavadas em solugdo salina (0,85% de NaCl), fixadas em solucdo de formol
tamponado neutro a 10% e armazenadas até a confec¢do das laminas para a mensuragdo da
altura de vilosidade, profundidade de cripta e relagdo altura de vilosidade:profundidade de
cripta.

As laminas histoldgicas foram confeccionadas pela HISTOTECH Laminas Didaticas, Sdo
Paulo — SP, sendo coradas pelo método azul de toluidina como descrito por AFIP (1994). As
imagens foram registradas utilizando-se um sistema de andlise de imagens acoplado ao
microscopio Optico. Posteriormente, foram realizadas as mensuragdes de altura de vilosidade
e profundidade de cripta. Para o célculo da altura de vilosidade e profundidade de cripta
foram registradas as mensuracdes de aproximadamente 15 vilosidades e criptas por lamina.

O registro das imagens foi realizado em microscopio 6ptico (10x), utilizando sistema de
captura de imagens BELKIN 2000 do Laboratorio de Anatomia e Fisiologia Animal do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba — SP, com o auxilio da Dra. Débora Botéquio

Moretti e da graduanda em Engenharia Agrondmica, Caroline Batista dos Santos.

5.14 Microbiologia do contetdo intestinal

Amostras do contetudo intestinal do jejuno e ceco foram coletadas imediatamente apos
corte do intestino delgado correspondente ao jejuno (150 cm da jun¢do ileocecal) e do ceco
através de abertura da comissura cecal. As amostras de aproximadamente 5 g foram coletadas
com o auxilio de uma lamina de vidro desinfetada com alcool 80% e armazenadas em tubos
falcon de 15 mL estéreis e mantidas em refrigeracdo até o seu processamento.

Para a realizacdo das culturas microbioldgicas, foi necessario pesar 1 g desse material
coletado. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma diluigao 107", onde 1 g da amostra
foi diluido em 9 mL de solugdo salina 0,85% e homogeneizadas em vortex por 30 s, essa
constituiu a amostra mae utilizada para as proximas diluigdes. Assim, procederam-se
dilui¢des seriadas até 107, pipetando-se 100 uL da diluicdo anterior em eppendrof com 900
uL de solugdo salina 0,85%, ¢ homogeneizando em vortex por 10 s. Logo ap6s, uma aliquota
de 100 pL das dilui¢des 10° e 107 foram semeadas por espalhamento em superficie em cada

meio de cultura especifico. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
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Ap6s o periodo de incubacdo, o nimero de coldnias de cada placa foi contado com o
auxilio de uma mesa de luz, utilizando como referéncia a descri¢cdo de coloracdo das colonias
para cada meio de cultura.

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de Genética de
Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo” do Departamento de Genética da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP),
Piracicaba — SP, com auxilio da Profa. Dra. Maria Caroline Quecine Verdi e do técnico do

laboratorio, José Antonio da Silva.

5.14.1 Contagem bacteriana total

Utilizou-se dgar Mueller-Hinton para crescimento e determinagdo da grande maioria dos
isolados clinicos como Staphylococcus spp., Enterococcus spp., enterobactérias e
Pseudomonas aeruginosa. As coldnias de Enterococcus sp. nesse meio apresentaram a

coloragdo branca.

5.14.2 Contagem de enterobactérias

Utilizou-se dgar eosina azul de metileno (EMB LEVINE) para isolamento de bactérias
entéricas gram-negativas. A eosina Y e o azul de metileno sdo indicadores. Estes corantes
desempenham um papel na diferenciagao entre fermentadores de lactose e ndo fermentadores
de lactose, devido a presenca ou auséncia da absor¢do do corante nas colonias de bactérias. O
azul de metileno também funciona como um agente seletivo inibindo as bactérias gram-
positivas para um grau limitado. As colonias de Escherichia coli nesse meio apresentaram a

coloracdo verde metalico brilhante.

5.14.3 Contagem de lactobacilos

Utilizou-se o agar MRS para cultivo e isolamento de Lactobacillus sp. O acetato de
sodio, citrato de amonia, magnésio, manganés e tween 80 atuam como fatores de crescimento
para lactobacilos. As colonias de Lactobacillus sp. nesse meio apresentaram a coloragdo

branca.
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5.14.4 Analise dos dados de microbiologia

Os dados para UFC obtidos foram transformados em log;o e convertido de UFC/100 pL
para UFC/mL. Os dados foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS® (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).

5.15 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes para verificagdo da adequag@o ao modelo linear e,
posteriormente, a analise de variancia utilizando o procedimento MIXED do SAS® (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Para analise de variancia, foram considerados dois

modelos matematicos:

(1)  Incluindo os efeitos fixos dos tratamentos, além dos efeitos aleatérios dos blocos e

erro experimental, conforme segue:
Y(ij) = u+ t(i) + b(j) + &(ij), onde:

Y (ij) = variavel resposta; p = média geral; t(i) = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i =
1,...5); b(j) = efeito aleatorio do j-ésimo bloco (j = 1,...8); &(ij) = erro experimental,

NID (0, 6°).

(2) Incluindo apenas os efeitos fixos dos fatores principais propolis € probidtico e suas
interagdes, além dos efeitos aleatorios dos blocos e do erro experimental, conforme

segue:
Y(ijk) = p + p(i) +1(G) + p*1(3j) + b(k) + &(ijk), onde:

Y(ijk) = variavel resposta; p = média geral; p(i) = efeito fixo do fator propolis (i =
1,2); 1(j) = efeito fixo do fator probidtico (j = 1,2); p*1(jj) = efeito fixo da interacao
entre propolis e probidtico; b(k) = efeito aleatorio do k-ésimo bloco (k = 1,...8); &(ijk)

= erro experimental, NID (0, 02).

O teste utilizado para comparagao de médias dos tratamentos foi o teste de Dunnett

(p<0,05), onde todos os tratamentos foram comparados com o tratamento antimicrobiano.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Teste de aceitabilidade

Pelo teste preliminar, foi possivel observar que a inclusdo de niveis crescentes de
propolis bruta em dietas para leitdes recém-desmamados aos 21 dias de idade nao influenciou
significativamente no consumo didrio de ragdo no periodo de uma semana (Figura 1). Através
desse teste, foi definido o nivel de inclusdo de propolis bruta em 0,4% nas dietas
experimentais.

Os resultados diferiram dos encontrados por Ito et al. (2009), que constataram que a
inclusdo de propolis bruta em altas concentracdes em dietas para leitdes desmamados afeta
negativamente a palatabilidade e, consequentemente, promove menor consumo didrio de
racdo. A diferencga nos resultados pode ser o fato de os animais utilizados nesse experimento
serem desmamados todos aos 21 dias de idade, enquanto que Ito et al. (2009) utilizaram
animais desmamados com aproximadamente 24 dias de idades. Provavelmente, os referidos
autores, utilizaram animais desmamados com diferentes idades ou, eventualmente, ofereceram
uma dieta prévia sem inclusdo de propolis, o que pode ter influenciado para a rejeigdo das
dietas experimentais com inclusdo de propolis.

Em frangos de corte, também foi constatado menor consumo didrio de ragdo ao incluir
propolis tanto na forma bruta quanto na forma de extrato nas dietas (DANESHMAND et al.,
2015; DUARTE et al., 2014; EYNG et al., 2014).

Em funcdo de ser um composto balsamico e, consequentemente, possuir sabor forte e
caracteristico, ¢ importante ponderar sua inclusdo em dietas animais, principalmente, em

dietas para animais que possuem paladar agugado, como em suinos.

300,00
250,00

200,00 -
150,00 -
100,00 -
50,00 -
0,00 - T T T T
0 0,4

0,1 0,2 0,3
% Niveis de inclusiao prépolis

Consumo diario de racao,
g/dia

*Diferente do tratamento controle nelo teste de Dunnet (P<0.05).

Figura 1 - Consumo diario de racdo em diferentes niveis de inclusdo de propolis bruta (teste
de aceitabilidade)
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6.2 Caracterizacio da propolis

A propolis incluida nas dietas para leitdes recém-desmamados foi analisada e
enquadrada como propolis verde pertencente ao grupo G12 (propolis verde). A classificacao
foi comprovada pela analise de cromatografia em camada delgada, comparando-se os extratos
das amostras de propolis utilizada no experimento (AM1 e AM2) com outros dois extratos
comprovadamente pertencentes ao grupo de classificacdo G1 (propolis vermelha) e G12
(propolis verde) (Figura 2). A propolis também foi caracterizada em relagdo a concentracio
de compostos fendlicos, 130,59 mg GAE/g de extrato; concentracdo de flavonoides, 0,04 mg

quercetina/g de extrato e atividade antioxidante, 2235,15 mg TEAC/g de extrato.

Gl G12 AM1  AM2

(G1 —propolis vermelha, G12 — propolis verde, AM1 e AM2 — amostras da propolis utilizadas no experimento).

Figura 2 - Bandas cromatograficas dos extratos de propolis
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6.3 Desempenho

Os resultados para as variaveis de desempenho dos leitdes durante o periodo de 35 dias
de experimentagdo sdo apresentados na Tabela 2. Nao foi observada diferenca significativa
(p>0,05) para os tratamentos sem e/ou com inclusdo de propolis e probidtico em comparagao
ao tratamento antimicrobiano para as variaveis de desempenho de peso vivo, ganho de peso,
consumo de ragdo e conversao alimentar.

Pela observagdo dos dados ¢ possivel perceber uma tendéncia para menor ganho de
peso, no periodo de 7 a 21 dias de experimentagdo, ao incluir propolis bruta em dietas para
leitdes recém-desmamados (p<0,10), demonstrando que a inclusdo de propolis bruta pode
afetar negativamente o ganho de peso de leitdes nesse periodo, sem afetar significativamente
o consumo de racdo no mesmo periodo. Também ¢ possivel verificar uma tendéncia para
melhor conversdo alimentar, no periodo de 21 a 35 dias de experimentacdo, com a inclusdo
concomitante de propolis e probiodtico nas dietas (p<0,10), indicando que a inclusdo do
probidtico minimiza o efeito negativo causado pela propolis sobre a conversdo alimentar.

O tratamento com inclusdo de antimicrobiano apresentou resultados numericamente
superiores para todas as varidveis de desempenho, evidenciando que a inclusdo de
antimicrobianos em dietas animais ¢ capaz de melhorar o desempenho dos animais (Bosi et
al., 2011; Cromwell, 2002; GASKINS; COLLIER; ANDERSON, 2002; NIEWOLD, 2006;
NRC, 2012; PAGE, 2006).

A inclusdo de propolis bruta em altos niveis ¢ um fator para o menor consumo de racao
em leitdes desmamados, influenciando negativamente no ganho de peso (ITO et al., 2009). A
adicdo de niveis crescente de propolis também influencia o consumo de ragdo de frangos de
corte, tanto na forma bruta quanto na forma de extrato, com consequente menor ganho de
peso, mas ndo afetando a conversao alimentar (DANESHMAND et al., 2015; DUARTE et al.,
2014; EYNG et al., 2014). Daneshmand et al. (2015) observaram pior conversao alimentar em
frangos de corte que receberam a combinagdo de propolis e probiotico a base de Lactobacillus
em comparagao aos animais que receberam apenas probiotico.

Silva et al. (2007) também ndo observaram diferenca nos parametros de desempenho
quando incluidos antimicrobianos e probiodtico a base de Lactobacillus spp. em diferentes
concentracdes em dietas para leitdes recém-desmamados. Entretanto, Le Bon et al. (2010)
constataram que a utilizagdo de probidticos a base de Saccharomyces cerevisiae ssp. e de

Pediococcus acidilactici melhoraram a conversao alimentar de leitdes desmamados.
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6.4 Digestibilidade aparente dos nutrientes e energia bruta

Os resultados para a digestibilidade aparente dos nutrientes (matéria seca, proteina
bruta, matéria mineral e extrativo ndo nitrogenado) e energia bruta, referentes a dieta Inicial I
oferecida aos leitdes durante o periodo de experimentacdo, sdo apresentados na Tabela 3.

A inclusdo de propolis bruta reduziu a digestibilidade do extrativo ndo nitrogenado em
dietas para leitdes recém-desmamados (p<0,05). A inclusdo de propolis e probidtico, isolados
e em combinagdo, também influenciou negativamente na digestibilidade de todos os
nutrientes, assim como a energia bruta da dieta (p<0,05).

O tratamento antimicrobiano apresentou, numericamente, os melhores valores para
digestibilidade de todos os nutrientes ¢ também para a energia bruta da dieta. Esses resultados
comprovam o efeito dos antimicrobianos em promover maior digestibilidade dos nutrientes da
dieta (OETTING et al., 2006).

Os menores coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e energia bruta da
dieta podem estar relacionados a inclusao da prépolis ser feita na sua forma bruta, a presenca
de cera, polen e outras substancias organicas podem ter complexado os nutrientes e diminuido

seu aproveitamento pelo animal.
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6.5 Frequéncia de diarreia

Os resultados para a frequéncia de diarreia nos leitdes durante o periodo de 35 dias de
experimentacdo s3o apresentados na Tabela 4. Nao foi observada diferenga significativa
(p>0,05) para os tratamentos sem e/ou com inclusdo de propolis e probidtico em comparacao
ao tratamento antimicrobiano para a frequéncia de diarreia. O tratamento P+PRO apresentou
resultado numericamente inferior para a frequéncia de diarreia na primeira semana de
experimentacdo. Por outro lado, o tratamento antimicrobiano apresentou valores
numericamente inferiores para a frequéncia de diarreia para os periodos de 7 a 21 dias e 21 a
35 dias. Os resultados obtidos no tratamento com inclusdo do antimicrobiano comprovam a
capacidade dos antimicrobianos em controlar a ocorréncia de diarreia em leitdes em fase de
creche (OETTING et al., 20006).

Dierckx e Funari (1999) nao observaram diferenca entre os tratamentos controle e com
niveis crescentes de propolis sobre a incidéncia de diarreia. Entretanto, a inclusdo de
probidticos a base de Bacillus cereus e de Enterococcus faecium em dietas para leitdes recém-
desmamados foi capaz de minimizar significativamente a incidéncia da diarreia pds-desmame,
quando comparados ao tratamento controle (MACHA et al., 2004; TARAS et al., 2005,
2006). Huang et al. (2004) constataram que a adicdo de um complexo probiodtico a base de
Lactobacillus spp. em dietas para leitdes desafiados com Escherichia coli preveniu a

incidéncia de diarreia.
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6.6 Morfometria e peso de 6rgaos

Os resultados para peso de abate, peso absoluto e peso relativo de 6rgdos, comprimento
e densidade do intestino delgado de leitdes aos 35 dias de experimentagdo sdo apresentados na
Tabela 5.

Nao foram constatadas diferencas significativas para as varidveis de peso de abate,
comprimento e densidade do intestino delgado (p>0,05). Entretanto, o peso absoluto e relativo
do intestino no tratamento P+PRO diferiu significativamente do tratamento antimicrobiano
(p<0,05). A combinacdo entre propolis e probidtico aumentou o peso absoluto e relativo do
intestino (p<0,05), mas ndo alterou significativamente seu comprimento (p>0,05), sendo
possivel apenas observar uma diferenga numérica. O maior peso do intestino pode estar
relacionado a um maior didmetro ou espessura do tubo intestinal.

Aumento da espessura da mucosa do ileo de leitdes foi observada por Bontempo et al.
(2006) e Di Giancamillo et al. (2008) ao incluirem probiodticos a base de Saccharomyces
cerevisiae ssp. e de Pediococcus acidilactici em dietas de leitdes desmamados. Entretanto, a
utilizacao de probidtico isolado ndo promoveu o mesmo resultado neste experimento.

Eyng et al. (2014) constataram que a inclusdo de prépolis em dietas para frangos de
corte alterou o peso do proventriculo e apresentou variagdo de peso com a inclusao de niveis

crescentes de extrato de propolis.
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6.7 Histologia do epitélio intestinal

Os resultados para altura de vilosidade, profundidade de cripta e relagdo altura da
vilosidade e profundidade de cripta do duodeno de leitdes aos 35 dias de experimentagdo sdo
apresentados na Tabela 6. Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) para os
tratamentos sem e/ou com inclusdo de propolis e probidtico em comparacdo ao tratamento
antimicrobiano para as referidas varidveis histologicas do duodeno.

A suplementagdo de probidtico, contendo Enterococcus faecium, Lactobacillus
salivarius, Lactobacillus reuteri e Bifidobacterium thermophilum, alterou significativamente a
altura de vilosidade no duodeno de leitdes (MAIR et al., 2010). Alteragdes na altura de
vilosidade e profundidade de cripta também foram observadas com a inclusdo de probidticos a
base de Saccharomyces cerevisiae ssp. e de Pediococcus acidilactici, associadas com
diminuicdo da relacdo vilosidade:cripta e aumento da espessura da mucosa do ileo de leitdes
(BONTEMPO et al., 2006; DI GIANCAMILLO et al., 2008). Contudo, Le Bon et al. (2010)
encontraram que a adi¢do de probidticos a base de Saccharomyces cerevisiae ssp. e de
Pediococcus acidilactici em dietas para leitoes, ndo afeta a profundidade de cripta e espessura
da mucosa.

A propolis bruta adicionada em niveis crescentes em dietas para frangos de corte, ndo
influenciou a altura de vilosidade, profundidade de cripta e relacdo altura de vilosidade e
profundidade de cripta do duodeno e jejuno de frangos de corte com 7 e 21 dias, porém foi
constatada variacdo na profundidade de cripta no ileo aos 21 dias de experimentagdo
(DUARTE et al., 2014). A utilizagdo de extrato de prépolis em niveis crescentes alterou a
altura de vilosidade, profundidade de cripta e relagdo altura de vilosidade e profundidade de
cripta no duodeno de frangos de corte com 21, mas ndo foram observadas alteragdes no jejuno

e ileo (EYNG et al., 2014).
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6.8 Microbiologia do contetido intestinal

Os resultados para a contagem bacteriana do conteudo intestinal dos segmentos
referentes ao jejuno e ceco de leitdes aos 35 dias de experimentacdo sdo apresentados na
Tabela 7.

A andlise microbioldgica do contetido do jejuno de leitdes revelou que a inclusdo do
probidtico, aumentou a contagem de bactérias do género Enterococcus (p<0,05), sendo a
contagem dessas bactérias, nos tratamentos PRO e P+PRO, superior em comparacdo ao
tratamento antimicrobiano. A inclusdo de probidtico a base de Enterococcus faecium em
dietas para leitdes recém-desmamados influencia na microbiota do conteudo intestinal do
jejuno em relagdo ao género Enterococcus, representando efetividade da colonizagdo das
bactérias desse género provenientes do probidtico. Observou-se também que a propolis bruta
diminuiu a contagem de bactérias do género Lactobacillus, evidenciando que a inclusdo da
propolis, isolada ou em combinagdo com o probidtico, inviabiliza as bactérias do género
Lactobacillus (p<0,05).

No conteudo do ceco, a contagem de bactérias do género Enferococcus no tratamento P
foi superior em relagao ao tratamento antimicrobiano (p<0,05). O tratamento com inclusao do
antimicrobiano apresentou a menor contagem de bactérias para esse género de bactérias, o
que pode remeter a acdo do antimicrobiano como modificador da microbiota intestinal. O
tratamento antimicrobiano apresentou diminuicdo da contagem de bactérias do género
Lactobacillus em comparagdo ao outros tratamentos (p<0,05), evidenciando mais uma vez a
capacidade dos antimicrobianos em modificar a microbiota intestinal.

Oetting et al. (2006) e Pedroso et al. (2005) ressaltam a capacidade dos antimicrobianos
em modificar a microbiota intestinal e ndo atuar na redu¢do de microrganismos.

Franklin et al. (2002) observaram uma tendéncia da populacdo de Lactobacillus em
leitdes desmamados ser maior no ceco (9,75 log;o UFC/g) comparativamente com o ileo (9,08
log;o UFC/g) e ocorréncia de populacao intermediaria no jejuno.

Huang et al. (2004) constataram que a inclusdo de um complexo probidtico a base de
Lactobacillus spp. diminuiu a contagem de Escherichia coli nas se¢oes do trato gastrintestinal
de leitdes recém-desmamados. A maior presenga de espécies do género Lactobacillus ¢é
sugestiva de que ao apresentar a capacidade de ligar-se a superficie do epitélio intestinal,
desenvolveram o efeito da exclusao competitiva (SILVA et al., 2007; TANNOCK, 1997).

Le Bon et al. (2010) também observaram redu¢@o na contagem de Escherichia coli em

leitdes que receberam probidticos a base de Saccharomyces cerevisiae ssp. € Pediococcus
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acidilactici, entretanto ndo foi observada diferenca na contagem de Lactobacillus, mas em
funcdo da diminuicdo da contagem de coliformes, ocorreu melhora na relacdo

lactobacilos/coliformes, que representa um indicador de saude intestinal.
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7  CONCLUSAO

A combinagdo de propolis bruta e probidtico em dietas para leitdes recém-desmamados
ndo apresenta a capacidade de eliminar microrganismos indesejaveis e, consequentemente,
possibilitar a colonizacdo do trato gastrointestinal por bactérias do género Lactobacillus,

conferindo melhor desempenho animal.
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