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1. Introducao

O periodo p6s-desmame nos suinos engloba diversos desafios, os quais podem
resultar em alteracbes gastrintestinais com ocorréncia de quadros diarreicos e
consequentemente queda nos indices produtivos (PLUSKE et al., 2003). Dentre estes
desafios, citam-se os diferentes estresses: nutricional, com mudanca da dieta liquida —
leite — para solida; social, sendo separados de suas mées e misturados a novos lotes,
disputando assim uma nova hierarquia; fisioldgico, uma vez que seu aparelho digestorio
ndo estd completamente desenvolvido e preparado para a digestdo de sélidos e
componentes de origem vegetal, os quais compdem principalmente a formulagéo de
suas dietas; imunoldgico, ja que a pratica comercial de desmame ocorre em idade média
de trés semanas, anterior ao periodo em que os animais desenvolvem imunidade ativa
(em torno de 35 dias) (MARTINS et al., 2018)

Como resultado destes diversos fatores estressores aliado a imaturidade do
sistema digestorio e as alteracdes na fisiologia intestinal dos leitbes com duas a trés
semanas de idade (SILVA et al., 2008), tornando o ambiente gastrintestinal propicio a
proliferacdo de patdgenos. Desta forma, podem ocorrer alteracdes estruturais e
funcionais no trato gastrintestinal, com altera¢gbes na taxa de turnover da mucosa,
resultando em atrofia de vilosidades e hiperplasia de criptas (maior taxa de apoptose em
relacdo a mitose) (PLUSKE et al.,, 1997). Consequentemente, as capacidades de
digestdo e absorcao dos nutrientes dietéticos sdo reduzidas, propiciando a ocorréncia de
diarreia osmotica (NABUURS et al., 1993).

A utilizacdo de antimicrobianos na producéo animal tem sua capacidade comprovada
na melhoria do desempenho dos animais (TOLEDO et al., 2017). Entretanto, o uso desses
antimicrobianos vém sendo banido na alimentacdo animal, pela possibilidade de conter
residuos na carne e induzir a resisténcia cruzada em humanos por bactérias patogénicas
(TOLEDO et al., 2017).

Desta forma, outros aditivos sdo colocados na dieta como alternativa aos
antimicrobianos. Os prebidticos sdo compostos ndo digestiveis pelo organismo animal,
contudo séo fermentados de forma seletiva, estimula o crescimento e a atividade de
bactérias que agem beneficamente no sistema digestivo (TOLEDO et al., 2017).

Entre as substancias prebioticas mais estudadas estdo os oligossacarideos nao

digestiveis (ONDs), como os Frutoligossacarideos (FOS), Mananoligossacarideos
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(MOS), Galactoligossacarideos (GOS) e B-glucanos, os quais promovem melhorias na
imunidade e desempenho animal (GUILLEN, 2014), estimulando a estabilidade e o
crescimento dos grupos microbianos produtoras de &cidos organicos como o &cido latico
e acético. Além disso, o acido butirico é considerado fonte de energia para o epitélio do
intestino grosso e delgado (GUILLEN, 2014), além de ter a capacidade de promover
melhora do desempenho de leitdes recém-desmamados (DE SOUZA SANTOS, et al.,
2016).

De forma geral, a literatura demonstra resultados benéficos com a utilizacéo
destes prebidticos na dieta de suinos, mas existem duavidas quanto as melhores
combinag0es de utilizacdo dos mesmaos e seus reflexos no desempenho animal. Assim, 0
objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo de f-glucano, MOS, FOS e GOS
em substituicdo de antimicrobiano em dietas de suinos nas fases de creche, sobre o
desempenho, incidéncia de diarreia, caracteristicas morfométricas e microbioldgicas do

trato gastrintestinal.

2. Aspectos da suinocultura brasileira

A suinocultura é uma das mais importantes atividades econémicas dentro do
agronegocio nacional e internacional, com plantel de 2.039.356 matrizes alojadas em
todo o territdrio nacional no ano de 2018, producdo de 3,97 milhdes de toneladas de
carne, representando aumento de 7,75% em relacdo ao ano de 2017 estando em quarto
lugar no ranking mundial de paises produtores de carne suina (EMBRAPA, 2019).

O Brasil também é responsavel por exportar 646 mil toneladas, ocupando o
quarto lugar no ranking mundial de paises exportadores, mesmo com a queda de
exportacdo de 7,32% em 2018, sendo o estado de Santa Catarina o maior produtor
brasileiro com 1.034 mil toneladas de carne e também sendo o Estado que mais
exportou, com 330 mil toneladas. O segundo € o estado do Parand com producédo de 840
mil toneladas e também o terceiro estado em nimeros de exportacdo, com 109 mil
toneladas. O estado do Rio Grande do Sul é o terceiro maior produtor com 748 mil
toneladas e segundo no ranking em exportacdo com 153 mil toneladas, seguido pelo
estado de Minas Gerais com de 476 mil toneladas de proteina suina e 0 quinto maior
exportador com 15 mil toneladas (EMBRAPA, 2019).
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Atualmente, a China é o principal pais comprador de carne suina do Brasil,
importando 34%, seguido de Hong Kong, com 15%. Juntos os dois paises sao
responsdveis 49% da importacdo de carne brasileira (SUINOCULTURA
INDUSTRIAL, 2019).

3. Desmame precoce de leitdes

O desenvolvimento perinatal do sistema gastrintestinal dos leitbes pode ser
dividido em trés fases: fase pré-natal, em que ocorre 0 minimo estimulo do lumen
intestinal; fase neonatal, que esta associada a alteragdes causadas predominantemente
pelo colostro e ingestdo de leite; e o pos-desmame, caracterizada pelas alteragcdes do
sistema gastrintestinal na adaptacdo ao recebimento de alimentacdo sélida (PLUSKE,
2018).

Os suinos recém desmamados sdo expostos a uma série de fatores estressantes.
Além da mudanca da dieta liquida para a dieta sélida, ocorre a separacdo forcada da
mée, o transporte para outras instalacdes, as disputas para estabelecimento de hierarquia
social devido a misturas de individuos provenientes de outras porcas, maior exposi¢do a
agentes patogénicos e antigénicos contidos no ambiente ou na ragdo. Mesmo com estas
condicBes adversas, o leitdo devera se adaptar o mais rapido possivel a nova fase de
vida, pois esses fatores de estresse apds o desmame podem acarretar quadros de diarreia
devido ao baixo consumo de alimento e assim prejudicar o desempenho e elevar a
mortalidade nesta fase de criagdo (CAMPBELL et al., 2013).

As consequéncias decorrentes dos fatores causados pelo desmame fazem com
que ocorram alteraces fisioldgicas no intestino, devido ao baixo consumo de alimento,
fazendo com que ocorra modificacBes na estrutura e funcdo de atividades enzimatica e
de absorcéo ou secrecdo do intestino. Pluske et al. (1997) afirmam que essas alteragdes
fisiologicas diminuem a capacidade absortiva do intestino delgado, influenciando na
eficiéncia digestiva, ocasionando quadros de diarreia nos leitfes.

Pluske et al. (1997) e Boudry et al. (2004) relataram que o desmame precoce
pode induzir na alteracdo das estruturas e nas funcbes de forma agudas e/ou de forma
crénicas no intestino delgado, incluindo a atrofias dos vilos e aumento da profundidade

da cripta apds o desmame.

12



Em funcdo das alteracdes fisioldgicas no intestino e pelo baixo consumo de
racdo, se faz necessério a utilizacdo de alternativas nutricionais para minimizar 0s
efeitos deletérios do desmame precoce. Para esta finalidade, aditivos como o0s
antimicrobianos sdo incluidos na dieta apenas para acdo terapéutica e pela sua
capacidade de promover o melhor crescimento dos suinos (NOSCHANG et al., 2017), e
também os probioticos, prebidticos e os simbidticos (STEFE et al., 2008), auxiliando no
desenvolvimento da microbiota e no funcionamento o trato gastrintestinal, facilitando
desta forma a digestdo de alimentos com substancias que resistem a acdo enzimatica
(DE BRITO et al., 2014).

4. Microbiota dos leitbes p6s desmame e acidos graxos de cadeia curta

O sistema gastrintestinal do suino ao nascer é estéril, assim como em outros
mamiferos. A colonizacdo por microrganismos se da no momento do parto e pés-parto
através do contato com as fezes da matriz ap6s o nascimento e pelo meio ambiente (DE
ASSIS, 2019), produzindo uma barreira contra patégenos e atuando na imunidade, na
morfologia intestinal e na digestdo (ZHANG et al., 2016).

No intestino delgado dos suinos, encontram-se 0s géneros Lactobacillus,
Streptococcus e Bifidobacterium. No co6lon e no ceco os géneros encontrados sao
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus, além de Bacteroides e da familia
Eubacteriaceae (DE ASSIS, 2019). Contudo, 0 desmame provoca queda da quantidade
de acido latico, ocasionado pela auséncia de lactose, diminuindo a populagdo dos
Lactobacillus que utilizam a lactose como fonte de substrato (VIOLA & VIEIRA,
2003), fazendo com que ocorra a proliferacdo dos microrganismos patogénicos
(UTIYAMA, 2004).

Os primeiros grupos de agentes colonizadores do intestino dos leitdes sdo
formados em sua maioria por Clostridiaceae, principalmente pelo Clostridium
perfringens e por enterobacterias (DINIS, 2010). A segunda colonizacdo ocorre ao
terceiro dia de vida, por microrganismos da familia dos Lactobacillaceae até os 20 dias
de vida (DINIS, 2010). A mudanca dos agentes se deve basicamente a ingestdo de
colostro e do leite materno, os quais desempenham funcdo primordial para modular a
microbiota gastrintestinal do leitdo (CANIBE & JENSEN, 2009).
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Além dos géneros benéficos, existem trés géneros patogénicos conhecidos por
coliformes fecais que sdo: Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, sendo a espécie
Escherichia coli a mais conhecida (DE ASSIS, 2019) e Salmonella typhimurium
(STEWART e CHESSON, 1993) responsaveis por secretar enterotoxinas, causando
distdrbios fisioldgicos e diarreia nos primeiros dias pos-desmame (CHAMONE et al.,
2010).

Entretanto, tornou-se essencial a busca por novas tecnologias e ingredientes
dietéticos, capazes de auxiliar de forma eficaz o funcionamento do sistema
gastrintestinal dos animais, de modo a favorecer o bom desempenho. O uso de
ingredientes com alto teor de fibra nas dietas pos-desmame pode estar relacionado com
modulacdo da microbiota intestinal, por conta da fracdo fibrosa ndo ser digerida por
enzimas, 0 que a torna disponivel para fermentacdo microbiana no intestino grosso
(BUDINO et al., 2015).

Devido a isso, os componentes nutricionais da fibra das dietas, ndo séo
diretamente digeridos no intestino delgado, providenciando substrato para a
fermentacdo microbiana no intestino grosso dos suinos (BUDINO et al., 2015). No
colon, as fibras soluveis da dieta sofrem fermentacdo bacteriana, o que contribui para a
producdo dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) (GOULART et al., 2016), os quais
fazem parte principalmente, o &cido acético, o acido butirico e o acido propibnico
(DINIS, 2010).

No entanto, 95% dos acidos graxos de cadeia curta produzidos no célon séo
rapidamente absorvidos pelo lumen intestinal antes de chegar ao reto, trazendo
beneficios a salde do animal (GOULART et al., 2016). O acido butirico é o acido
graxo que mais tem sido relacionado aos efeitos benéficos nos hospedeiros, sendo uma
fonte de energia principalmente para as células do célon e também, promove a absorcao
de glicose pelo aumento da expressdo dos transportadores da glicose, trazendo aumento
de proliferacdo de enterdcitos no ceco (DINIS, 2010).

Outro beneficio dos &cidos graxos é a melhora da morfologia intestinal, gerando
aumento da area de absorcdo e renovacdo das células epiteliais, também atuam como
imunoestimulantes. Esta renovagdo acontece devido a presenca de AGCC no limen do
intestino estimulando a proliferacdo dos enterdcitos, podendo influenciar a profundidade de
cripta no intestino delgado (DUARTE, 2018).

Os é&cidos graxos promoverem a diminuicdo do pH no sistema trato

gastrintestinal, provocando diminuicdo das populacGes de bactérias nocivas, como
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Escherichia coli, Clostridium perfringens, e Salmonella ssp., as quais sdo altamente
sensivéis a ambientes acidos (DE LUNA, 2013). Adams et al. (2019) mostraram que 0
fornecimento de dietas com diferentes concentracdes de fibra de alfafa como prebiotico
para leitdes na fase de creche, melhorou o desempenho, diminuiu incidéncia de diarreia,
além de promover aumento na composicdo e diversidade do microbiota intestinal de
leitdes.

Zhao et al. (2019) concluiram que a utilizacéo de dietas contendo FOS de cadeia
curta, melhorou o desempenho e aumentou a barreira e funcdo intestinal, ocorrendo
aumento da producdo de AGCCs e da microbiota benéfica no interior do trato

gastrintestinal de leitdes recém-desmamados.

5. Aditivos utilizados na dieta de leitdes recém-desmamados

Os aditivos séo ingredientes funcionais utilizados na formulagéo de dietas para
animais de produgdo, como os antimicrobianos, probi6ticos ou prebidticos, que séo
usados com intuito de promover melhora no desempenho do animal. O uso desses
aditivos na dieta de leitdes recém-desmamados pode promover desde a melhora no
consumo de alimentos solidos por meio da aceitabilidade sensorial do paladar
(palatabilizantes ou aromatizantes) até a diminuicdo das acdes prejudiciais dos
microrganismos causadores de patogenicidades e desse modo, auxiliando no controle de
problemas gastrintestinais (LONG et al., 2018), como é o caso dos antimicrobianos,

probidticos ou prebidticos.

5.1. Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo denominados aditivos ndo nutricionais, ou seja, nao
fornecem nutrientes para 0s suinos e sua auséncia ndo trard deficiéncia nutricional
(NOSCHANG et al., 2017), entretanto sdo incluidos na dieta dos leitGes pos-desmame,
com o objetivo de melhorar a microbiota intestinal além de outras fungdes e, por
consequéncia, baixar os indices de diarreia pés-desmame (VONDRUSKOVA et al.,
2010).

Baynes e Varley (2001) mostraram que a inclusdo de antimicrobianos na racéo
em doses subterapéuticas melhorou a conversdo alimentar e o ganho de peso, sendo

observados melhores resultados em animais jovens perante alto desafio sanitério,
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principalmente na fase de creche. Além do mais, podem contribuir para reducdo da
mortalidade e morbidade, ajudando na obtencdo de bons indices produtivos (RIBAS,
2014).

Ainda que os efeitos dos antimicrobianos sejam benéficos, pelo auxilio na
prevencdo de infeccbes do sistema imune do suino, eles trazem efeito sobre a
microbiota intestinal, matando os microrganismos benéficos, que possuem um papel
essencial contra agentes patogénicos e sua eliminacdo, leva a um possivel efeito
colateral indesejado (LEMON, 2012). O uso indiscriminado de antimicrobianos, as
mudancas na alimentacao e situacdes estressantes pds-desmame acarretam desequilibrio
na microbiota intestinal, tornando o leitdo predisposto a doengas (BELKAID e HAND,
2014), pois a microbiota benéfica do intestino desempenha funcéo protetora e estimula
0 sistema imunolégico do hospedeiro, devido a regulacdo da resposta de
hipersensibilidade (DE SOUZA DANIEL, 2018).

Entretanto, 0 aumento do uso de antimicrobianos faz com que os consumidores
dos produtos de origem animal estejam atentos a acdo destes aditivos em um possivel
desenvolvimento de coldnias bacterianas patogénicas resistentes e nao ocorra a
contaminacdo por residuos em consequéncia da utilizacdo dos antibidticos adicionados
na racdo dos animais para a alimentacdo humana (VONDRUSKOVA et al., 2010).

Esta preocupacdo induziu a adocdo de estratégias de seguranca sanitaria e a
retirada de forma gradual dos aditivos antimicrobianos das formulac@es de dietas para
suinos. Em 2006, a Unido Europeia extinguiu o uso de antibidticos como melhoradores
de crescimento. Devido a isso, foram realizadas pesquisas com o enfoque no
desenvolvimento ou teste de substancias a serem utilizadas como aditivos substitutos
dos antimicrobianos para manter a salde e o desempenho dos animais (VON
DRUSKOVA et al., 2010).

5.2. Probidtico

A primeira definicdo de probidticos foi realizada por Lilly & Stillwell (1965),
definindo-os como substancias produzidas por protozoarios que levam ao crescimento
outros microrganismos. Subsequentemente, outras pesquisas foram feitas para verificar
0 modo de atuacdo dos probidticos (TEIXEIRA, 2014; CRISTOFORI et al., 2016;
GELVEZ, 2016).
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Parker (1974) descreveu o0s probidticos como sendo microrganismo ou
substancia que contribui para o equilibrio microbiano intestinal. Xi et al. (2019)
constataram que a inclusdo Lactobacillus johnsonii BS15 na dieta de leitdes pode
melhorar o desempenho, diminuir indices de diarreia e ajudar a equilibrar a microbiota
no intestino delgado.

Weichselbaum (2009) definiu os probidticos como suplementos alimentares a
base de microrganismos vivos, que afetam beneficamente o hospedeiro, quando
administrado em niveis adequados, e atualmente a defini¢do aceita internacionalmente é
que o0s probidticos sdo microrganismos vivos e, quando administrados de forma
adequada, conferem beneficios a satde do hospedeiro (CRISTOFORI et al., 2016).

A utilizagdo de probioticos na alimentacdo de leitdes, mostra influéncia positiva
no sistema imunoldgico, modulando a microbiota benéfica e desenvolvendo o trato
gastrintestinal, mesmo sendo observadas algumas respostas controversas sobre a
influéncia nos parametros de desempenho (CRISTOFORI et al., 2016).

Em dietas para leitdes desmamados, a inclusdo de prebidticos contendo
Lactobacillus e Enterococcus, melhora consumo de racdo, ganho de peso diario e a
digestibilidade dos nutrientes, além de promoverem a melhora da microbiota intestinal
através da maior concentracdo de bactérias do género Lactobacillus (IKEDA, 2015).
Em outro trabalho, o uso de probidticos na dieta também melhorou o consumo de racgéo,

conversdo alimentar e ganho de peso diario dos leitdes (PEREIRA et al., 2018).

5.3. Prebioticos

Nos dias atuais, os prebidticos sdo definidos como ingredientes alimentares que
atuam de forma direta e favoravel, ou indiretamente na homeostase e na microbiota
intestinal benéfica (TRAN et al., 2018) e, por consequéncia, inibem a proliferacdo de
agentes causadores de infec¢bes patogénicas no sistema gastrintestinal. Também séo
chamados prebioticos os sais e acidos que sdo fabricados pelo préprio organismo do
animal (AVCARE, 2003), que aumentam a multiplicacdo das col6nias de bactérias
benéficas, como os lactobacilos e as bifidobactérias, as quais promovem melhorias a
salde do hospedeiro.

A obtencéo destes compostos pode ser feita diretamente de fontes naturais, onde
sdo encontrados em grandes quantidades, como em paredes celular de leveduras, no
leite e em vegetais (SILVA e NORNBERG, 2003), por meio de processo de hidrolise
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acida, enzimatica e parcial de polissacaridios e ainda, através de reacbes de
transglicosilagdo (LEWIS, 1984).

As substancias como os oligossacarideos, amidos resistentes e polissacarideos
ndo digeriveis, sdo utilizadas como prebidticos por conta de serem resistentes a hidrélise
das secrecbes do sistema gastrintestinal (TRAN et al., 2018), onde ocorrera a
fermentagdo dos prebidticos por bactérias anaerdbicas do célon, ocasionando producao
de &cido latico, &cidos graxos de cadeia curta e gases. Em consequéncia, ocorre reducéo
do pH do Iimen e estimulacéo da proliferacao de células epiteliais do célon (UYEDA et
al., 2016)

No entanto, os estudos e o uso dos oligossacaridios ndo digestiveis como
ingrediente na nutricdo tanto humana quanto animal, tém sido desenvolvidos como
prebidticos por conta da sua capacidade de selecdo fermentativa (SILVA e
NORNBERG, 2003).

No grupo de oligossacarideos ndo digestiveis que vem sendo estudados e
utilizados sdo os B-glucanos, mamanoligossacarideos (MOS), os frutoligossacarideos
(FOS) e galactoligossacarideos (GOS), pois segundo Silva e No6rnberg (2003),
estimulam a proliferacdo da populacéo e a acdo dos microrganismos benéficos, atuando
de forma positiva no sistema imunonoldgico, melhorando e modificando as
caracteristicas do epitélio intestinal e a anatomia gastrintestinal, fazendo com que a
resposta do desempenho dos animais seja positiva, por conta da area de contato e

absorcédo dos nutrientes na mucosa do intestino.

5.3.1. p-glucanos

Os B-glucanos sdo mondémeros de polissacarideos de D-glicose unidos pelas
ligacBes B-glicosidicas, presentes na celulose de vegetais, farelo de cereais, paredes
celulares de levedura de panificagcdo ou de fabricagdo de cerveja, em alguns fungos e
bactérias (PARK et al., 2018), atuando na ativacdo do sistema imune por meio de
ligacdo aos receptores das células da imunidade inata (BRAATEN et al., 1994). Assim,
os B-glucanos extraidos de leveduras e fungos, que sdo compostos em sua estrutura
como B (I — 3) (1 — 6) -B-glucanos sdo benéficos quando usados como suplemento
alimentar (VAN DER WERF, 2018), melhorando o desempenho e crescimento de
leitbes recém-desmamados (SISOUVONG et al., 2018).
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Por outro lado, um outro tipo de B-glucanos, retirados de cereais, tem a sua
composicao estrutural diferente dos f-glucanos de leveduras e fungos (descritos como
B- (1 — 3) (1 — 4) - B-glucanos), os quais diminuem eficiéncia de producdo dos
animais, por conta da reducdo da digestibilidade dos nutrientes, especialmente em
suinos mais jovens (VAN DER WERF, 2018).

J& os p-glucanos de Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, quando
adicionados na dieta podem proteger os animais contra infeccdes por E. coli (LIU et al.,
2017). Park et al. (2018) relataram diminuicdo de infecgdo por E. coli de leitdes que
receberam ragdo contendo B-glucano por duas semanas ap0s o desmame. Por conta
disso, a utilizagdo de B-glucano em dietas de leitdes, mostrou 0 mesmo efeito que a
suplementacdo com antimicrobianos no crescimento, na digestibilidade dos nutrientes e
nas caracteristicas das fezes, sugerindo que o B-glucano pode ser utilizados como um
antimicrobiano alternativo e melhorar a produtividade de leitbes recém-desmamados
(PARK et al., 2018).

5.3.2. Frutoligossacarideos (FOS)

Encontrados em alimentos como a alcachofra, alho-poro, aspargo, batata, trigo,
cebola e banana, os frutoligossacarideos (FOS) sdo oligossacarideos ndo digeriveis
(CHANG et al., 2018). O FOS altera de forma especifica a composicao e a atividade da
microbiota gastrintestinal trazendo beneficios para o hospedeiro (GIBSON et al., 2004),
estimulando o crescimento e atividade das bactérias benéficas, como Bifidobacteria e
Lactobacillo (APPER et al., 2016).

Constituido por cadeia longa, o FOS do tipo inulina é principalmente degradado
por bactérias no colon distal, enquanto o FOS produzido a partir de sacarose é formado
por cadeia curta, € fermentado principalmente no colon proximal (ZHAO et al., 2019).

Delgado et al. (2012) e Chang et al. (2018) afirmaram que o0s
frutoligossacarideos podem estimular o crescimento de microrganismos saudaveis como
Bifidobacteria e Lactobacillus no trato gastrintestinal dos individuos, pois os FOS é
capaz de melhorar as funces do sistema imunoldgico e também regular em niveis
normais a imunoglobulina e fortalecer as secre¢Ges dos fatores antinflamatdrios
secretados pelas células imunes presentes no intestino. Em outro trabalho, Apper et al.
(2016) mostrou que o uso de FOS na dieta de leitbes na fase de creche resultou em

melhor desempenho e modificagdes imunoldgicas.
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O FOS incluido na dieta induz a ocorréncia de efeito bifidogénico no colon de
leitdes recém-nascidos, bem como alteracBes nos perfis de expressdo génica das
mucosas do jejuno, relacionadas a funcdo da barreira de imunidade intestinal
(SCHOKKER et al, 2018).

Em estudo feito por Zhao et al. (2019), constatou-se que o consumo de racéo
com adigéo de FOS de cadeia curta, resultou em melhora de crescimento e da fungéo de
barreira intestinal dos leitdes recém-desmamados.

Os mecanismos subjacentes da modulacdo do desenvolvimento da imunidade
intestinal realizado pelo FOS durante o inicio da vida dos leitdes neonatos precisam ser
mais estudados, mas a suplementacdo de FOS pode ser benéfica para salde, por conta
do desenvolvimento da microbiota intestinal, melhora no sistema imune e desempenho
dos suinos recém-desmamados (SCHOKKER et al., 2018).

5.3.3. Galactoligossacarideos (GOS)

Os Galactoligossacarideos (GOS) sdo compostos formados por dois a oito
unidades de sacarideos, sendo uma dessas unidades terminada em glicose (TIAN et al.,
2018), tendo em sua configura¢do de ligagdo a- ou B-GOS. O B-GOS é um agUcar
oriundo da hidrélise enzimética da lactose (KRUGER et al., 2017).

Os GOS da familia da rafinose, os quais estdo incluidos a rafinose, estaquiose e
verbascose sdo um grupo de a-GOS que estdo presentes naturalmente nos grdos e nas
leguminosas (KRUGUER et al., 2017), estando sujeitos a processos de fermentacéo
pela microbiota intestinal (REHMS & BARZ, 1995).

Em sua utilizacdo como prebidtico, o GOS promove a salde intestinal
(MONTEAGUDO-MERA et al.,, 2016), regula a composicdo da microbiota,
aumentando a colonizacdo de bactérias benéficas como Bifidobacterium e Lactobacillus
e reduzindo a colonizacdo de bactérias nocivas como Escherichia coli no intestino
(VULEVIC et al., 2015). Além disso, 0 GOS pode melhorar o metabolismo lipidico
(SHARMA-PURI, 2015), aumentar a absorcdo de elementos minerais (SCHOLZ-
AHRENS et al., 2016), além de ser uma barreira protetora a integridade fisico-quimicas
do sistema intestinal (TIAN et al., 2018).

Wang et al. (2018) constataram que o GOS demonstrou resposta positiva da
composi¢do da microbiota da mucosa e das concentracfes de acidos graxos de cadeia

curta nos leitdes. Entretanto, Viana et al. (2018) concluiram que a dieta contendo GOS e
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FOS para leitbes recém-desmamados, com condi¢des de baixo desafio sanitario, ndo

alteraram o perfil bacteriano do ceco.

5.3.4. Mananoligossacarideos (MOS)

Encontrados na parede celular da levedura, os mananoligossacarideo (MOS)
estdo presentes nas moléculas complexas estando ligadas a uma porcdo de proteina.
Existem dois principais locais com a presenca MOS: (i) nas parede celular de
Saccharomyces cerevisiae (RUSSEL & STEWART et al., 1998) onde estdo ligados as
proteinas da parede celular (LESAGE et al., 2006) como parte de -O e -N grupos
glicosil ou (ii) como elementos de polissacaridos maiores-a-D mannanose (KATH et al.,
1999), que consistem em o- ( 1,2) - ¢ a- (1,3) - ramos D-manose (a partir de 1 a 5
estruturas de anel de comprimento), que estdo ligados a estendido a- (1,6) -D-manose
cadeias (VINOGRADOQV et al., 1998).

O MOS tem a capacidade de se ligar as proteinas na superficie de diferentes
bactérias, como E. coli e Salmonella spp., fazendo com que ocorra inibicdo da adesao
das mesmas no epitélio do trato gastrintestinal (DINIS, 2010), além de estimular a
imunidade sisttmica e da mucosa e de modular a microbiota intestinal em leitdes
desmamados, sugerindo a sua utilizacdo como aditivo na producgdo de suinos de forma
intensiva. Porém, o possivel excesso de estimulo do sistema imunoldgico, por meio do
uso de MOS, pode ser prejudicial para o crescimento dos animais (VALPOTIC et al,
2016).

Em trabalhos realizadas por Halas & Nochta (2012) e por De Souza Vieira et al.,
(2017), a inclusdo de MOS na dieta de suinos leva a trés diferentes respostas: a primeira
resposta mostra o beneficio da modulacdo da microbiota natural do hospedeiro; a
segunda resposta demonstra possivel atuacdo de melhora na fisiologia intestinal, como o
aumento das vilosidades e a terceira resposta é a influéncia das duas respostas do MOS
sobre o desempenho animal.

No estudo realizado por Notcha et al. (2009), constatou-se que inclusdo de 1
g/kg de MOS na dieta melhorou a resposta imune, porém, a suplementacdo com doses
maiores de MOS n&o trouxeram efeitos benéficos sobre a imunidade sistémica dos
leitGes. Por outro lado, De Souza Vieira et al. (2017) relatam que a incluséo na ragéo de
um aditivo com 50% de acido acético, propiénico, formico e 50% de MOS nao

melhorou a digestibilidade e ndo influenciou na incidéncia de diarreia nos animais, no
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entanto, 0 MOS e os &cidos organicos, proporcionaram melhor desempenho de leitdes
desmamados.

Em vista do exposto, 0 uso de prebidticos na dieta de leitGes traz inUmeros
beneficios, entretanto, alguns trabalhos ainda se mostram inconclusivos, em funcéo de
suas doses ou combinacdes.

Desta forma, no Capitulo 2 encontra-se o trabalho que teve como objetivo
avaliar o desempenho, incidéncia de diarreia dos leitdes, morfometria do intestino
delgado microbiota do contedo cecal e concentracdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) do conteudo do cdélon proximal de leitdes desmamados, alimentados com
diferentes misturas de prebidticos.

O capitulo 2 intitulado “Combinacio de prebidticos na dieta de leitdes recém-
desmamados sobre desempenho e saude intestinal” foi escrito de acordo com as

normas do Periddico Asian Australasian of Animal Science.
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Capitulo 2

Combinacéo de prebioticos na dieta de leitdes recém-desmamados

sobre desempenho e saude intestinal
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1. Resumo

Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do uso de diferentes misturas de
prébioticos (B-glucano, Frutoligossacarideo - FOS, Galactoligossacarideo - GOS e
Mananoligossacarideo - MOS) na dieta de leitdes recem-desmamados sobre o
desempenho, incidéncia de diarreia, morfometria do intestino delgado, microbiologia
cecal e concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) do c6lon proximal. Para
isso, foram utilizados 120 (5,90kg + 0,24kg — Exp. 1) e 40 leitdes recém-desmamados
(6,05 + 0,21kg — Exp.2), ambos com 21 dias de idade, num periodo experimental de 37
e 14 dias, respectivamente para os experimentos 1 e 2, distribuidos em delineamento
experimental de blocos ao acaso, com cinco tratamentos e 8 repeticdes, com trés
animais (Exp. 1) e um animal (Exp. 2) por baia (unidade experimental). Os tratamentos
em ambos experimentos foram: C = dieta basal (DB) com adi¢cdo de 40ppm de colistina
na forma sulfato de colistina (8%); MB = DB + MOS e B-glucano (2,0kg/t); GFe1 = DB
+ MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relacdo GOS:FOS de 9:1); GF73 =
DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relacdo GOS:FOS de 7:3);
GFss = DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de
5:5). Para o desempenho, ndo houve diferenca de tratamentos nos periodos de 0 a 16 e 0
a 29 dias, entretanto, no periodo de 0 a 37 dias, os animais do tratamento controle (C)
tiveram melhor (P=0,0598) conversdo alimentar (CA) em relacdo ao animais do
tratamento GFss, ndo diferindo (P>0,06) dos demais tratamentos com prebiéticos (MB,
GF73 e GFo1). Néo houve diferenga (P>0,06) para incidéncia de diarreia, morfometria
intestinal e concentracdo de acidos graxos de cadeia curta. Os animais do tratamento
GFo1 tiveram reducdo (P=0,0165) na quantificacdo de Escherichia coli do conteudo
cecal comparados aos animais do tratamento MB, ndo diferindo (P>0,06) dos demais
tratamentos. Os resultados sugerem que as diferentes combinacdes de prebidticos foram
eficientes na manutencdo do desempenho e salde intestinal dos leitdes desmamados,
podendo portanto, ser alternativa para a substituicdo de antimicrobianos como

promotores do crescimento.

Palavras-chave: aditivos, suinos, desempenho
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Abstract

This study aimed to evaluate the effects of using different mixtures of prebiotics
(B-glucan, Frutolioligosaccharides - FOS, Galactoligosaccharides - GOS and
Mannanoligosaccharides - MOS) in the diet of weanling pigs on performance, incidence
of diarrhea, small intestine morphometry, microbiology and cecal concentration of short
chain fatty acids (SCFA) in the proximal colon. Were used 120 (5.90kg + 0.24kg - Exp.
1) and 40 weanling pigs (6.05 £ 0.21kg - Exp.2), both at 21 days of age (experimental
period of 37 and 14 days respectively, for the experiments 1 and 2), distributed in a
randomized block design with five treatments and 8 replicates with three animals (Exp.
1) and one animal (Exp. 2) per pen (experimental unit). The treatments in both
experiments were: C = basal diet (BD) with addition of 40 ppm of colistin (colistin
sulfate - 8%); MB = BD + MOS and B-glucan (2.0kg/t); GFe1 = BD + MOS and pB-
glucan (1.0kg/t) + GOS and FOS (1.0kg/t) (GOS:FOS ratio 9:1); GF73 = BD + MOS
and B-glucan (1.0kg/t) + GOS and FOS (1.0kg/t) (GOS:FOS ratio 7:3); GFss = DB +
MOS and B-glucan (1.0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (GOS:FOS ratio 5:5). For
performance, there was no difference between treatments from periods 0-16 and 0-29
days, however, in the period from 0-37 days, the animals fed control treatment (C) had
better (P = 0.0598) feed conversion (CA) than animals fed GFss treatment, not differing
(P> 0.06) from the other treatments (MB, GF73 and GFg1). Diarrhea incidence, intestinal
morphology and short chain fatty acids concentration were not different (P>0.06) among
the treatments. The animals fed GFo: treatment decreased (P = 0.0165) Escherichia coli
content in cecal compared to animals fed MB treatment, not differing (P> 0.06) from the
other treatments. The results suggest that these different combinations of prebiotics were
effective in maintaining performance and intestinal health of piglets weaned, and may

therefore an alternative to the replacement of antibiotics as growth promoters.

Keywords: additives, pigs, performace
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2. Introducao

O manejo do desmame dos leitdes, comumente realizado aos 21 dias de idade,
submete o animal as disputas de hierarquia, devido ao alojamento em baias coletivas,
separagdo da matriz, exposicao a agentes patogénicos e mudanca da alimentacdo liquida
para dieta solida. Estes fatores resultam em quadros de diarreia e diminui¢cdo no
desempenho (SANTOS et al., 2016).

Também, em funcdo da composicdo da racdo, fatores antinutricionais presentes
nas dietas a base de vegetais, ocorrem alteracdes fisiologicas ocasionada pela
imaturidade do trato digestivo (DUARTE, 2018), fazendo com que a secre¢do de acido
cloridrico e enzimas digestivas no estbmago ndo seja suficiente para diminuir pH
gastrico e assim acarretando problemas de digestdo que contribuem para diarreia pos-
desmame e em certos casos, resulta na morte de animais (UPADHAYA et al., 2018).

No intuito de minimizar esses transtornos intestinais, Noschang et al. (2017)
sugerem o uso de antimicrobianos em pequenas quantidades na dieta para reduzir ou
controlar agentes prejudiciais ao sistema gastrintestinal (NOSCHANG et al., 2017).
Entretanto, ha indicios sobre a utilizacdo constante de antimicrobianos na dieta dos
animais destinados a alimentacdo humana provocando resisténcia bacteriana, podendo
ter transferéncia das bactérias patogénicas resistente a humanos (SILVA JUNIOR,
2016).

Portanto, se torna importante a busca por novos ingredientes para se adicionar as
dietas, que substituam 0s antimicrobianos promotores do crescimento e que sejam
capazes de auxiliar de forma eficaz o funcionamento do trato gastrintestinal e melhorar
desempenho dos animais. O uso de ingredientes fibrosos nas ragdes pos-desmame, pode
ser responsavel por possivel modulacdo de colénias de microrganismos na microbiota
intestinal, devido a fracdo fibrosa ndo ser digerida por enzimas, tornando-se disponivel
para fermentacdo microbiana no intestino grosso e propiciando producdo de &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (BUDINO et al., 2015).

Neste contexto, os prebioticos adicionados a dieta ndo sofrem digestdo pelo
organismo do animal; porém sdo fermentados seletivamente, com a finalidade de
estimular o crescimento e a atividade de um grupo de bactérias que atuam de forma

benéfica no trato gastrintestinal. Estes compostos tem a capacidade de reduzir o pH do
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limen junto com outras substancias antibacterianas e enzimas, inibindo a proliferacao
dos microrganismos patogénicos, como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella,
(TOLEDO et al., 2017).

Dentre os prebidticos utilizados como aditivos na alimentacdo dos animais, estao
o P-glucano, Frutoligossacarideo (FOS), Galactoligossacarideo (GOS) e
Mananoligossacarideo (MOS). Em trabalho realizado por Park et al (2018) a
suplementagdo dietética com B-glucano para leitbes recém-desmamados melhorou o
desempenho, a digestibilidade dos nutrientes e diminuiu a contagem de coliformes
fecais. Outro prebidtico, 0 GOS quando utilizado na dieta de leitdes também pode
melhorar o desempenho e a funcéo da barreira intestinal (TIAN et al., 2018).

O FOS por sua vez, quando incluido na dieta de leitdes na fase de creche
melhora o desempenho e a morfologia intestinal (WANG et al.,, 2018), aumenta
producdo de AGCC e modifica microbiota no intestino grosso (ZHAO et al., 2019). De
Assis et al. (2014) verificaram que a adi¢cdo de MOS nas rac¢des proporcionaram melhor
ganho de peso e peso final em leitdes na fase de creche. Entretanto, no mesmo trabalho,
os autores constataram que o MOS em associagdo a -glucano ndo tiveram influéncia na
incidéncia de diarreia e nas caracteristicas morfo-intestinais.

Por outro lado, a combinacdo de prebidticos pode ndo ter efeito sobre o
desempenho dos animais. Luna et al. (2015) verificaram que a combinagdo de MOS ¢ [3-
glucano na dieta de leitdes desmamados, ndo melhorou o desempenho e incidéncia de
diarreia. Em trabalho realizado por Pivetta et al. (2014) verificaram gque o uso de FOS
na dieta de leitdes na fase de creche ndo trouxe beneficios aos animais. Em outro
trabalho, Viana et al. (2018) concluiram que a combinagdo dos prebioticos MOS, B-
glucano, GOS e FOS em dietas para leites recém-desmamados, ndo alterou o perfil
bacteriano no ceco em condig¢des de baixo desafio sanitario.

Desta forma, em funcdo das divergéncias sobre os beneficios dos prebioticos e
suas combinac¢des sobre os animais, quando incluidos na dieta, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar os efeitos de diferentes combinacdes de prebidticos em dietas de
leitbes recém-desmamados sobre o desempenho, microbiota intestinal e producdo de

acidos graxos de cadeira curta.
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3. Material e Métodos

3.1. Instalagéo experimental e animais

Foram realizados dois experimentos na Unidade de Pesquisa da Area de
Suinocultura da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnhia (FMVZ), UNESP —
Campus de Botucatu, SP e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(Protocolo nimero 133/2016). Em ambos os experimentos, os leitdes foram alojados em
baias suspensas, com piso anterior concretado e posterior ripado pléstico, com area de
1,70m?, equipadas com bebedouro tipo chupeta, comedouro tipo calha e campanulas

com resisténcia elétrica, para controle da temperatura ambiental.

3.2. Delineamento e dietas experimentais

Para o Experimento | foram utilizados 120 leitbes recém-desmamados de
linhagem comercial e provenientes de granja comercial com idade média de 21 dias
(5,90kg + 0,24kg), distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com
cinco tratamentos, oito repeticdes e trés animais por baia (unidade experimental). O
periodo total do experimento foi de 37 dias. Para o Experimento Il foram utilizados 40
leitBes recém-desmamados com idade média de 21 dias (6,05 + 0,21kg), distribuidos em
delineamento experimental de blocos ao acaso, com cinco tratamentos, oito repeticdes e
um animal por baia (unidade experimental) e periodo experimental de 14 dias. Os
tratamentos (Tabela 1) em ambos os experimentos foram:

o C: dieta basal (DB) com adi¢cdo 40 ppm (partes por milhdo) de colistina
(sulfato de colistina 8%) como melhorador de desempenho;

o MB: DB + MOS ¢ -glucano (2,0kg/t);

o GFo1: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relacao
GOS:FOS de 9:1);

o GFr3: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relacao
GOS:FOS de 7:3);

o GFss: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relacao
GOS:FOS de 5:5).
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Tabela 1. Niveis de inclusdo (%) de mananoligossacarideo (MOS), B-glucano,
galactoligossacarideo  (GOS), frutoligossacarideo (FOS) e do antimicrobiano

melhorador de desempenho (C) nas dietas experimentais

Dietas experimentais, %

C MB GFo1 GFzz  GFss
MOS + B-glucano - 020 010 0,10 0,10
GOS - - 0,09 0,07 0,05
FOS - - 0,01 0,03 0,05
Colistina (Sulfato de colistina 8%) 0,04 - - - -

Adotou-se o programa de alimentacdo em trés fases, sendo dieta pré-inicial 1 (0
a 16 dias); dieta pré-inicial 2 (17 a 29 dias) e dieta inicial (30 a 37 dias), sendo todas

elas isonutritivas e formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais minimas

dos animais, de acordo com Rostagno et al. (2017) (Tabelas 2 e 3) e fornecidas a

vontade. Os niveis de inclusdo dos aditivos testados estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2. Composicao percentual das dietas experimentais nas fases pré-inicial I, pré-

inicial 11 e inicial

Ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
Milho, Grédo 52,540 57,820 58,484
Soja, Farelo (45%) 19,000 22,000 29,000
Plasma sanguineo 4,000 2,500 -
Soro de leite 7,500 2,500 -
Acucar 4,000 4,000 4,000
Maltodextrina 2,000 - -
Oleo de soja 2,900 3,000 2,500
Farelo de glaten de milho (60%) 2,500 3,000 1,500
Calcario 0,675 0,770 0,830
Fosfato Bicélcico 1,900 1,800 1,500
Cloreto de sddio 0,280 0,450 0,510
L-Lisina HCI (78%) 0,700 0,600 0,405
DL-Metionina (99%) 0,250 0,180 0,116
L-Treonina (98%) 0,240 0,180 0,115
L-Triptofano (98%) 0,060 0,045 0,020
L-Isoleucina (99%) 0,135 0,050 -
L-Valina (99%) 0,175 0,100 0,015
Oxido de Zinco (73%) 0,340 0,200 0,200
Cloreto de colina 0,090 0,090 0,090
Adsorvente? 0,250 0,250 0,250
Antioxidante (BHT) 0,015 0,015 0,015
Mistura mineral? 0,100 0,100 0,100
Mistura vitaminica® 0,150 0,150 0,150
Inerte (caulim)* 0,200 0,200 0,200
TOTAL 100,000 100,000 100,000

! Adsorvente NOTOX®; 2Mistura mineral fornecendo por kg de ragdo: 100mg Fe, 10mg Cu, 0,45mg Se, 40mg Mn, 80mg Zn, 1mg
Co, 1,5mg 1, 79,70mg S, 0,30mg Mg; *Mistura vitaminica fornecendo por kg de ragdo: 9000 Ul vit. A, 2700 Ul vit. D3, 48 Ul vit. E,
2,5mg vit. K, 2,03mg vit. B1, 6mg vit. B2, 3mg vit. B6, 30mg vit. B12, 0,9mg &cido félico, 14,03mg &cido pantoténico, 30mg
niacina, 0,12mg biotina; “Inerte caulim substituido para inclusdo dos aditivos experimentais: C = 40 ppm de colistina na forma de
Sulfato de colistina (8%); MB, GFg;, GF73, GFss foram incluidos, respectivamente: 0,20% de MOS+ B-glucano; 0,10% de MOS+§-
glucano, 0,09% de GOS e 0,01% de FOS; 0,10% de MOS+ B-glucano, 0,07% de GOS e 0,03% de FOS; 0,10% de MOS+p-glucano,

0,05% de GOS e 0,05% de FOS.
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Tabela 3. Valores nutricionais calculados para as fases pré-inicial I, pré-inicial 1l e
inicial*

Nutrientes Pré-inicial I Pré-Inicial 1l Inicial
Energia metabolizavel, kcal/kg 3.400 3.375 3.303
Proteina bruta, % 20,00 21,00 19,18
Célcio, % 0,85 0,83 0,77
Fésforo digestivel, % 0,45 0,41 0,38
Lisina digestivel, % 1,45 1,33 1,17
Metionina digestivel, % 0,41 0,37 0,33
Met +Cist digestivel, % 0,81 0,75 0,65
Treonina digestivel, % 0,91 0,84 0,74
Triptofano digestivel, % 0,26 0,24 0,21
Valina digestivel, % 1,00 0,92 0,81
Isoleucina digestivel, % 0,80 0,73 0,64
Leucina digestivel, % 1,45 1,33 1,17

Valores nutricionais dos ingredientes propostos por Rostagno et al. (2017).

3.3. Experimento 1

3.3.1. Desempenho

Para avaliacdo do desempenho, os animais, a racdo fornecida e as sobras foram
pesados no inicio e no final de cada fase do experimento, para determinar o ganho diario

de peso, 0 consumo diério de racdo e a conversao alimentar.

3.3.2. Incidéncia de diarreia

Durante o periodo experimental (37 dias) os leitbes de cada baia foram
observados duas vezes ao dia (as 7h e as 16h) com a finalidade de determinar a
incidéncia de diarreia. O monitoramento das fezes foi realizado quanto a sua
consisténcia e aspecto, de acordo com a metodologia proposta por Heo et al. (2009) com
modificagdes, com o0 uso de escores subjetivos numa escala de trés pontos, sendo 1 =
fezes normais (bem formadas), 2 = fezes pastosas e 3 = diarreia. Calculou-se a
incidéncia média de diarreia (%), a partir da ocorréncia de escore 3 para cada baia
(unidade experimental) nos dois periodos do dia durante os 37 dias de experimento.
Posteriormente, transformaram-se os valores obtidos de incidéncia de diarreia

percentual para arco-seno para posterior analise estatistica.
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3.4. Experimento 2

Neste experimento, quando os animais atingiram 35 dias de idade em média (14°
dia experimental), eles foram insensibilizados por eletronarcose e sacrificados por
sangria para posterior coleta de amostras para realizagdo das seguintes avaliages:

3.4.1. Morfometria do intestino delgado

Porcbes de aproximadamente trés centimetros dos segmentos do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) foram coletadas e fixadas em 40mL de solugdo de
formol tamponado a 10% por 48h, e posteriormente enviadas a Unidade de Pesquisa
Experimental — UNIPEX - Faculdade de Medicina, Unesp, Botucatu. Apds a
desidratacdo em serie crescente de alcodis e da passagem por bateria de xilol, as
amostras foram incluidas em parafina e microtomizadas para a montagem das laminas
histoldgicas. A coloragdo dos cortes foi realizada com hematoxilina-eosina (HE). Foram
realizadas 30 leituras da altura das vilosidades (AV) e profundidade das criptas (PC) em
cada um dos segmentos do intestino delgado, utilizando o microscopio Leica DM 750
equipado com camera ICC 50, e o programa de analise de imagens ImageJ®. A partir
dos resultados de AV e PC, foi calculada a relagdo AV:PC. As mensuracdes da area das
placas de Peyer foram avaliadas nos cortes histoldgicos da submucosa do ileo corados
com HE, segundo Behmer et al. (1976), nas mesmas laminas confeccionadas para a
medida de AV e PC, utilizando o0 mesmo microscopio para captura e registro das

imagens e 0 mesmo programa de analise de imagens para as medidas.

3.4.2. Microbiologia intestinal

Coletou-se 0 ceco dos animais imediatamente apds o abate, os quais foram
mantidos resfriados em caixas isotérmicas com gelo e posteriormente enviados para
analise microbioldgica no laboratério de pesquisa da Inspecdo de Alimentos do
Departamento de Higiene Veterinaria e Salde Publica — DHVSP, FMVZ, Unesp,
Botucatu. O ceco de cada animal foi aberto, pesando-se 25g de conteldo e
posteriormente adicionaram-se 225mL de &gua peptonada tamponada (APT) a 0,1%
(diluicdo 101). A partir da primeira diluicdo iniciaram-se diluices seriadas em tubos de
ensaio contendo 9mL de APT 0,1% (diluicdo 10°). A contagem (35°C) do grupo
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Coliformes e Escherichia coli foi realizada com auxilio do Petrifilm (Placa 3M™
Petrifilm™ para contagem de Escherichia coli/Coliformes) a partir de 1mL das
diluicbes 107, 103, 10°, 107, 10° conforme a especificacdo do fabricante. Para a
contagem de bactérias &cidos laticas e Clostridium Sulfito-Redutores utilizaram-se as
metodologias descritas por Hall et al. (2001) e Silva et al. (2001), respectivamente. O

isolamento de Salmonella foi realizado segundo metodologia de Andrews et al. (1995).

3.4.3. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta

Para avaliacdo da concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), uma
amostra do contedo do célon proximal foi retirada e congelada imediatamente apds a
coleta a -20°C para posterior analise no Laboratério de Nutricdo Animal — UNESP,
Campus Jaboticabal.

Apo6s o descongelamento, foram transferidos 2mL das amostras e colocadas em
eppendorfs numerados previamente e centrifugados em 5.000 RPM a 10°C por 15
minutos; o sobrenadante foi pipetado e centrifugado com acido formico e utilizado para
a determinacdo das concentracdes de AGCC (acido acético, butirico, isobutirico,
valérico e isovalérico), que foram realizadas por meio de cromatografia de gasosa.

Os dados foram colocados em férmulas para a obtencdo de cada pico dos
acidos: P1, P2, P3, P4 e P5. Assim as formulas indicam as quantidades dos acidos

necessarias para a leitura destes picos no cromatografo (Erwin et al., 1961).

3.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de variancia utilizando o procedimento
PROC GLM do SAS (2002), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey e

consideradas significativas quando P<0,06.

4. Resultados
4.1. Desempenho
Nos periodos de 0 a 16 e 0 a 29 dias de experimento ndo houve diferenca de

desempenho entre os tratamentos (P>0,06). Entretanto, no periodo total de experimento
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(0 a 37 dias), os animais do tratamento controle (C) tiveram melhor (P=0,0598)
conversao alimentar (CA) em relacdo ao animais do tratamento GFss ndo diferindo
(P>0,06) dos demais tratamentos com prebioticos (MB, GF73 e GFe1). Também, ndo
houve diferenca (P>0,06) para incidéncia de diarreia em todos os periodos avaliados
(Tabela 4).

Tabela 4. Consumo diério de racdo (CDR), ganho diario de peso (GDP), conversdo
alimentar (CA) e incidéncia de diarreia (ID) dos leitdes durante o periodo experimental
(37 dias)*

Variaveis C MB GFo1 GF7z  GFss CV (%)? P
Dias 0 a 16

CDR () 333 361 347 339 340 12,30 0,7195

GDP (g) 268 282 281 267 266 12,30 0,7582

CA 124 128 124 127 1,28 4,86 0,4299
Dias 0 a 29

CDR () 549 587 566 563 578 9,25 0,6727

GDP (g) 390 395 387 380 390 7,32 0,8901

CA 141 149 146 149 148 4,36 0,0962
Dias 0 a 37

CDR (g) 659 663 643 643 674 12,00 0,7759

GDP (g) 444 434 420 411 428 8,82 0,2642

CA 1,498 153% 153 156 158 4,91 0,0598

ID (%) 220 270 169 237 355 72,85 0,9289

IMédias na linha, seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P>0,06); C: dieta basal (DB) com adigdo de
40ppm de colistina (sulfato de colistina — 8%); MB: DB + MOS e fB-glucano (2,0kg/t); GFs:: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) +
GOS e FOS (1,0kg/t) (relagcdo GOS:FOS de 9:1); GF73: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS
de 7:3); GFss: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 5:5), 2CV = Coeficiente de variagio.

4.2. Morfometria, microbiologia e concentracéo de acidos graxos de cadeia

curta

Ndo houve efeito (P>0,06) dos tratamentos para morfometria intestinal no
duodeno, jejuno e ileo (Tabela 5).

Os animais do tratamento GFg1 apresentaram reducdo (P=0,0165) na
quantificacdo de Escherichia coli do contetdo cecal comparados aos animais do
tratamento MB, ndo diferindo (P>0,06) dos demais tratamentos (Tabela 6). Para a
concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta do conteudo do colon proximal, ndo

houve diferenca (P>0,06) dos tratamentos (Tabela 7).
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Tabela 5. Altura média de vilos (AV), profundidade média de criptas (PC), relagédo
AV:PC e area de Placas de Peyer (PP) dos leitbes aos 35 dias de idade (14° dia de

experimento)?

Variaveis C MB GFa1 GFrzs  GFss CV (%)? P
Duodeno
AV/(um) 372 396 414 400 390 21,04 0,8679
PC (um) 171 165 167 180 166 11,66 0,6163
AV:PC 2,21 2,32 2,48 2,11 2,34 22,95 0,6599
Jejuno
AV (um) 422 428 375 401 351 19,02 0,2703
PC (um) 137 136 126 132 123 10,65 0,2345
AV:PC 3,16 3,16 2,58 3,04 2,84 17,73 0,3897
lleo

AV(um) 270 275 295 256 244 14,98 0,1918
PC (um) 115 122 118 123 112 13,70 0,8213
AV:PC 2,37 2,26 2,52 2,09 2,20 11,86 0,0999
PP (um?) 370 347 341 327 335 16,84 0,6975

IC: dieta basal (DB) com adigdo de 40ppm de colistina (sulfato de colistina — 8%); MB: DB + MOS e B-glucano (2,0kg/t); GFe: DB
+ MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 9:1); GF3: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e
FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 7:3); GFss: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de

5:5), 2CV = Coeficiente de variagdo.

Tabela 6. Microbiologia do contedldo do ceco dos leitbes aos 35 dias de idade (14° dia

de experimento)?

Cv

Variaveis? C MB  GFeu GFi  GFss 3 P
(%)
Coliformes totais (|og.UFC.g'1) 3,71 4,67 3,72 4,62 3,44 27,50 0,1081
E. coli (log.UFC.g%) 3,10  444% 288" 4,16® 2,92% 31,14 0,0165
B. 4cido laticas3(log.UFC.g?) 11,11 10,28 10,59 10,33 10,43 11,38 0,6902
Clostr. sulf. red.* (log.UFC.g?) 6,31 6,03 6,63 6,87 6,38 13,39 0,3817

Salmonella sp.

Ausente ausente ausente Ausente Ausente

!Médias na linha, seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P>0,06); C: dieta basal (DB) com adicdo de
40ppm de colistina (sulfato de colistina — 8%); MB: DB + MOS e B-glucano (2,0kg/t); GFe:: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) +
GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 9:1); GF73: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS
de 7:3); GFss: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 5:5); 2E. coli = Escherichia coli; B.
acido laticas = Bactérias acido laticas; Clostr. sulf. red. = Clostridium sulfito redutor; *CV = Coeficiente de variagao.
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Tabela 7. Concentragdo de &cidos graxos de cadeia curta (mmol/L) do conteudo do
colon proximal dos leitdes aos 35 dias de idade (14° dia de experimento)?

Variaveis C MB GFoa1  GFz  GFss CV? P

Acético 77,630 81,831 73,105 80,840 85,984 18,49 0,5288
Propidnico 29,658 31,002 30,122 30,357 30,676 20,72 0,9960
Butirico 18,197 16,616 15,328 15,393 15,632 21,68 0,3951
Isobutirico 0,447 0,669 0567 0,682 0,696 61,70 0,7066
Valérico 1,489 1,619 2,347 1,685 2,345 47,70 0,2654
Isovalérico 1,104 1,334 1,107 1,221 1,318 34,86 0,7088

1 C: dieta basal (DB) com adigfo de 40ppm de colistina (sulfato de colistina — 8%); 2MB: DB + MOS e B-glucano (2,0kg/t); *GF91:
DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo GOS:FOS de 9:1); *GF73: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) +
GOS e FOS (1,0kgft) (relagdo GOS:FOS de 7:3); SGF55: DB + MOS e B-glucano (1,0kg/t) + GOS e FOS (1,0kg/t) (relagdo
GOS:FOS de 5:5); 2CV = Coeficiente de variagao.

5. Discussao

5.1. Desempenho

Neste experimento, o desempenho animal foi semelhante entre aqueles
alimentados com as combinacdes de prebidticos e com o antimicrobiano sulfato de
colistina, demonstrando efeito positivo das moléculas prebidticas, o que se refletiu de
forma benéfica sobre o desempenho. Este resultado com diferentes combinacfes de
moléculas prebioticas € interessante, pois a maioria dos estudos que observou melhorias
para varidveis de desempenho de leitdes avaliou substancias prebidticas de forma
isolada ou com combinacdes de até duas moléculas (Davis et al., 2002; Correa-Matos,
2003; Castillo et al., 2008; Tsukahara et al., 2009; Corassa et al., 2012; Zhao et al.,
2012; Lei et al., 2018).

Com excecdo do tratamento GFss (0,10% de MOS e B-glucano; 0,05% de GOS e
0,05% de FOS), os animais alimentados com MB (0,20% de MOS e B-glucano), GFo:
(0,10% de MOS ¢ B-glucano; 0,09% de GOS e 0,01% de FOS) e GF773 (0,10% de MOS
e B-glucano; 0,07% de GOS e 0,03% de FOS) tiveram CA semelhante (P=0,0598) ao
tratamento Controle (40ppm de colistina) no periodo de 0-37 dias. Os prebidticos
avaliados, principalmente MOS (Taylor et al., 1990), GOS (Shoaf et al., 2006) ¢ -
glucanos (Brown e Gordon, 2001; Herre et al., 2004), possuem capacidade de aderéncia
a receptores especificos de bactérias patogénicas gram-negativas (como E. coli e
Salmonella spp.), impedindo a adesdo destas bactérias ao epitélio intestinal, prevenindo

infeccOes e danos a saude animal (Kogan e Kocher, 2007), mostrando-se portanto,
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eficiente para substituir o antimicrobiano como promotor do crescimento. Mesmo em
leitbes recém-desmamados desafiados com lipopolissacarideo de Escherichia coli, a
inclusao de B-glucano na dieta melhorou o ganho de peso e peso final dos animais,
quando comparados aos animais do grupo controle, reforcando a ideia de que os
prebidticos usados proporcionaram ambiente intestinal favoravel para melhor
desempenho (Wu et al., 2018).

De forma geral, pode-se inferir que ocorreu efeito benéfico das diferentes
moléculas prebidticas, os quais de forma direta e indireta proporcionaram condi¢fes
para melhor mantenca do equilibrio da saldde intestinal, refletindo-se de forma
sistémica, conferindo melhorias as variaveis de desempenho animal (Brown et al., 2002;
Gantner et al., 2003; Willment et al., 2003; Herre et al. 2004; Kocher e Kocher, 2007,
Yin et al., 2008).

5.2. Morfometria, microbiologia e &cidos graxos de cadeia curta

As variaveis de morfometria intestinal ndo foram afetadas pelos tratamentos, o
que demonstra que as combinacdes de prebidticos foram semelhantes ao antimicrobiano
em manter o epitélio do intestino delgado dos animais preservado. Outros estudos
corroboram para os resultados encontrados na presente pesquisa, 0s quais demonstraram
que as moléculas prebioticas possuem a capacidade de preservar o epitélio intestinal de
leitbes e outros animais, por adsorcdo direta de bactérias patogénicas e micotoxinas
(Firon et al., 1983; Baumler et al., 1997; Yiannikouris 2004a; 2004b; Srobarova et al.,
2005), estimulo da imunidade local do intestino (Davis et al. 2002; Davis et al., 2004;
Yin et al., 2008), reducBes de inflamacdes exacerbadas e reacBes alérgicas (Tsukahara
et al., 2009; Sangwan et al., 2015), ou por estimulo ao processo mitotico epitelial por
metabdlitos gerados pela microbiota benéfica, modulada pelo uso de prebiéticos (Silva
e Norberg, 2003; Gibson et al., 2010; Berding et al., 2016; Fransen et al., 2017;
Schokker et al., 2018). Todas essas possiveis a¢bes dos prebidticos sobre a saude
intestinal, pode indicar reducdo de processos alérgicos e inflamatdrios, melhorar as
capacidades digestiva e absortiva (Tsukahara et al., 2009), o que reflete diretamente
sobre a conversdo alimentar dos animais, como encontrado neste trabalho.

Neste estudo, o tratamento GFg1 proporcionou redugdo da quantificagcéo de E.
coli no contetdo cecal dos leitdes em comparacdo ao grupo MB, mas nédo diferiu dos

demais tratamentos. Também, as combinacdes GFo1, GF73 e GFss proporcionaram

47



eficiéncia de manutencdo da populacdo de E.coli em relagdo ao antimicrobiano
colistina, pois esses tratamentos possuiam FOS e GOS em sua composicdo. Esse
resultado pode ser atribuido ao fato de que alguns tipos de prebidticos, principalmente
frutoligossacarideos (FOS) e galactoligossacarideos (GOS) sdo capazes de modular
beneficamente a microbiota intestinal, aumentando populacdes especificas de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., reduzindo a quantificacdo celular de géneros
como bacteroides, Clostridium spp. e Fusobacterium spp. (Gibson et al., 1995; Davis et
al.,, 2011) ou prevenir a aderéncia de estirpes patogénicas bacterianas ao epitélio
intestinal (Kogan e Kocher (2007), como € o caso da bactéria E. coli.

A auséncia de efeitos dos tratamentos sobre a quantificacdo de &cidos graxos de
cadeia curta no célon dos animais pode ser explicada pelo uso de ingredientes altamente
digestiveis nas dietas (aminoacidos sintéticos, soro de leite, aclcar e plasma sanguineo),
0 gue pode ter mascarado o padréo fermentativo e a producdo de acidos graxos no colon
dos animais (Castillo et al., 2008). Os tipos de acidos formados a partir da fermentacédo
microbiana no intestino dos animais dependem, em grande parte, da proporcdo e
composicdo de substratos disponiveis e da taxa de crescimento de microrganismos

especificos (Salyers e Leedle, 1983).

6. Conclusdo

De maneira geral, as diferentes combinacdes de prebidticos foram eficientes na
manutencdo do desempenho e salde intestinal dos leitdes desmamados, podendo
portanto, ser alternativa para a substituicdo de antibiéticos como promotores do

crescimento.
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Implicagdes

O presente estudo auxilia os produtores, empresas e pesquisadores que atuam na
nutricdo de suinos, por ter demonstrado que o uso de combinacGes de prebiodticos que
foram estudados para suplementacdo de dietas de leitdes recém-desmamados, tiveram
atuacdo semelhante que o antibiético sulfato de colistina no desempenho e no controle
de quadros de diarreia.

A utilizacdo de antimicrobiano em excesso, acarretou problemas para as
organizacbes de salde mundial, como o aparecimento de estirpes de bactérias
patogénicas resistentes aos usos de antimicrobianos em humanos e animais. Devido ao
fato de se reduzir ou banir os antimicrobianos em formulacdo de dietas para animais,
principalmente em animais jovens, ocorreram problemas de aumento da taxa a
mortalidade e morbidade dentro do sistema de producdo. Sobre estas circunstancias, a
identificacdo e estudo de substancias bioativas, é de grande importancia para substituir
os antimicrobianos utilizados como promotores de crescimento animal, trazendo
beneficios a salde e integridade intestinal e melhora no desempenho animal, além de
gerar maior retorno financeiro ao produtor.

Contudo, deve-se levar em consideragdo que o uso de forma isolada de aditivos
jamais sera eficiente sem a realizacdo de manejos profilaticos e produtivos dentro da
propriedade suinicola. Tais medidas visando a melhoria da eficiéncia de producédo e de
qualidade sanitaria devem ser seguidas para que a utilizacdo de aditivos seja uma
estratégia a mais para o crescimento da producgdo na suinocultura.

Novos estudos devem ser feitos para avaliacdo de novas combinagfes de
substancias prebidticas e acompanhamento desde o desmame até a fase de terminacao,
trazendo a hipdtese de melhoria sobre a salde dos animais acarretada pela adi¢do de
prebidticos na fase de creche, podendo diminuir os dias para o abate e assim reduzindo
0s custos de permanéncia dos animais dentro da granja. Pode-se também, realizar
investigacdo utilizando prebioticos entre o 1° ao 15° dia em todo lote, que s&o o periodo
mais agressivos a saude dos leitGes, ou nas baias onde os animais apresentarem quadros
de diarréia da fase de creche, podendo ainda comparar o custo de se aplicar o uso nesta

fase com a utilizagdo em todo o periodo de creche.
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