UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS BOTUCATU

PREBIOTICOS EM SUBSTITUICAO A ANTIMICROBIANO EM DIETAS DE LEITOES
RECEM-DESMAMADOS

PATRICIA VERSUTI ARANTES ALVARENGA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Zootecnia como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
Doutora em Zootecnia.

BOTUCATU - SP
Marco - 2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS BOTUCATU

PREBIOTICOS EM SUBSTITUICAO A ANTIMICROBIANO EM DIETAS DE LEITOES
RECEM-DESMAMADOS

PATRICIA VERSUTI ARANTES ALVARENGA

ZOOTECNISTA

Orientador: Prof. Dr. Dirlei Antonio
Berto

Coorientador: Prof. Dr. Marcos Livio
Panhoza Tse

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Zootecnia como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
Doutora em Zootecnia.

BOTUCATU - SP
Marco — 2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Alvarenga, Patricia Versuti Arantes.

Prebidéticos em substituicdo a antimicrobiano em dietas
de leitdes recém-desmamados / Patricia Versuti Arantes
Alvarenga. - Botucatu, 2019

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jilio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia

Orientador: Dirlei Antonio Berto

Coorientador: Marcos Livio Panhoza Tse

Capes: 50403028

1. Alimentos - Aditivos. 2. Prebidéticos. 3. Dietas. 4.
Leitdo (Suino) - Desempenho. 5. Saude animal.

Palavras-chave: aditivos; desempenho; satde; suinos.




BIOGRAFIA DO AUTOR

Patricia Versuti Arantes Alvarenga - nascida em 13 de abril de 1991, na cidade de Santos/SP,
filha de Marcelo Alvarenga e Janete Versuti, ingressou no curso de Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Unesp - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, CaAmpus de Botucatu, em marco de 2009 e graduou-se em dezembro
de 2013. Em marco de 2014 iniciou o curso de Mestrado em Zootecnia da Unesp - Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal, onde foi bolsista pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), e graduou-se em janeiro de
2016. Em margo de 2016 iniciou o curso de Doutorado em Zootecnia da Unesp - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu, onde foi bolsista pela
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Durante a pos-

graduacdo, atuou na area de nutricao e producao de suinos.



Dedicatoria

A minha mée Janete,
Pelo amor, paciéncia, ensinamentos de vida e espelho profissional.

Ao meu pai Marcelo,
Pelo amor, ensinamentos e base de forca.

Ao meu irméo Douglas,
Pelo amor e exemplos de dogura e paz.

Aos meus avés Orlando e Maria do Carmo (in memoriam),

Pela base familiar, pelos exemplos de vida e profissionais, pelo amor incondicional.

Com muito amor e gratidéo,
DEDICO.



Vi

Agradecimentos

A minha familia, pela base que me proporcionou oportunidades e capacidade de chegar até

aqui;

Ao Andrew, por todo 0 amor, paciéncia e ajuda neste periodo;

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, pelo ensino gratuito ¢ de

qualidade desde a minha graduacao;

Aos Departamentos de Zootecnia pelas bases de ensino e estrutura fisica e humana excelentes

e unicas;

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001;

Aos Professores Dirlei Antonio Berto e Marcos Livio Panhoza Tse, pela oportunidade de
orientagdo, amizade, pelos exemplos pessoais e profissionais e por toda ajuda durante a
conducdo deste trabalho;

Ao Professor Ricardo de Oliveira Orsi pela amizade, ensinamentos e ajuda imprescindiveis

para a execucao de analises e interpretacdo de resultados;

Ao Professor Carlos Roberto Padovani pela ajuda com as analises estatisticas e atencdo as

dividas;

A todos os Professores dos Departamentos de Zootecnia, pelos ensinamentos e pelo convivio;

Aos amigos e funcionéarios do setor de Suinocultura, Franco e Sérgio, pela ajuda nas coletas

de sangue e manejo dos animais, assim como pela amizade e ensinamentos;

Ao Laboratério UNIPEX e aos seus funcionarios Leandro, Lucas (in memoriam), Renata e
Maria Regina, pela ajuda, receptividade e paciéncia na conducdo de analises laboratoriais e

elucidacéo de davidas;



Vil

Aos amigos e colegas de grupo de pesquisa, Vinicius, Silvia, Mayra e Filipe, pela amizade,

boas lembrancas e por toda a ajuda no preparo e conducao dos experimentos;

Ao Rafael, pela amizade, paciéncia e pelo tempo despendido em me ajudar durante as

analises;

Aos alunos Yasmim, Sérgio, Gustavo, Felipe e Angélica pela ajuda na conducdo dos

experimentos;

Aos amigos de Republica Vinicius, Evelyn, Caio e Marconi, pelas boas lembrancas

compartilhadas e vivéncia;

Aos amigos Erick e Samantha, pelo amor fraterno, entendimento de minhas auséncias e apoio;

Ao Olinto Rodrigues de Arruda Janior, pela parceria no fornecimento dos leitbes para

conducéo dos experimentos;

A empresa YES Synergy®, pela parceria e financiamento da pesquisa;

A todos que direta e indiretamente contribuiram para a realizacao deste trabalho;

Muito obrigada!



Vil

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1. Composicdo percentual das dietas experimentais nas fases pré-inicia I, pré-iniciais
LR ol - TSR 61

Tabela 2. Valores nutricionais calculados para as fases pré-iniciais I, pré-iniciais Il e iniciaist
........................................................................................................................................ 62

Tabela 3. Niveis de inclusao (%) de mananoligossacarideo (MOS), B-glucano,
galactoligossacarideo (GOS), frutoligossacarideo (FOS) e do antimicrobiano melhorador de
desempenho nas dietas experimentais de leitGes recém-desmamados.............ccccueeveenee. 62

Tabela 4. Consumo diario de racdo (CDR), ganho diario de peso (GDP), conversao alimentar
(CA) e incidéncia de diarreia (ID) dos leitdes durante o periodo experimental (41 dias)65

Tabela 5. Altura média de vilos (AV), profundidade média de criptas (PC), relacdo AV:PC,
area de superficie de vilos (AS) e area de Placas de Peyer (PP) dos leitdes aos 35 dias de idade
........................................................................................................................................ 66

Tabela 6. Microbiologia do contetdo do ceco dos leitdes aos 35 dias de idade ............ 66

Tabela 7. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta do conteddo do cdlon proximal dos
leitfes a0S 35 dias A8 IAAUE..........ceiveie e e 66



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

.....

......................................................................................................................................... 79

Tabela 3. Niveis de inclusdo (%) de mananoligossacarideo (MOS), p-glucano,
frutoligossacarideo (FOS), galactoligossacarideo (GOS), e do antimicrobiano melhorador de
desempenho nas dietas experimentais de leitdes recém-desmamados..............cceeveeeneen. 79

Tabela 4. Eritrograma e plaquetas dos leitdes antes e trés horas apos o desafio com LPS83
Tabela 5. Leucograma dos leitdes antes e trés horas apds o desafio com LPS............... 84

Tabela 6. Producdo de espécies reativas de oxigénio (H202) e nitrogénio (NO2) no sangue
periférico dos leitBes antes e trés horas ap6s 0 desafio COM LPS..........ccccooevviienccnn. 84

Tabela 7. Citocinas séricas antes e trés horas apds o desafio com LPS.............c.c.......... 85
Tabela 8. Imunoglobulinas séricas dos leitdes antes e 15 dias apds o desafio com LPS 85

Tabela 9. Proteina C-reativa e haptoglobina séricas dos leitdes antes e 24 horas ap0s o desafio
COM LPS ettt h et b et et e s be e et e e be e e nbe e naneenees 86

Tabela 10. Proteinas totais, albumina, globulinas e relacdo albumina:globulina do soro dos
leitdes antes e 24 horas apds 0 desafio COM LPS...........ccccooviiveeiecec e 86



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

A = Albumina

AJ/G = Relacéo albuminas:globulinas

AGCC = Acidos graxos de cadeia curta

ANVISA = Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
APT = Agua peptonada tamponada

AS = Area de superficie de vilos

AV = Altura de vilos

AV:PC = Relacao altura de vilos:profundidade de criptas
CA = Conversao alimentar

CDR = Consumo diéario de racéo

CHCM = Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
CV = Coeficiente de variacdo

DAMP = Padrdo molecular associado a lesdo

DB = Dieta basal

DC = Células dendriticas

ERN = Espécies reativas de nitrogénio

ERO = Espécies reativas de oxigénio

FAO = Organizacao das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentagéo
FDA = Food and Drug Administration

FMVZ = Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
FOS = Frutoligossacarideo

G = Globulinas

GALT = tecido linfoide associado a mucosa do trato gastrintestinal
GDP = Ganho diario de peso

GOS = Galactoligossacarideo

ID = Incidéncia de diarreia

IFN = Intérferon

IL = Interleucina

IN = Instrucdo Normativa

LPS = Lipopolissacarideo

MALT = Tecido linfoide associado a mucosa

MAPA = Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento



Xl

MHC = Complexo de histocompatibilidade principal
MOS = Mananoligossacarideo

NK = Células Natural Killer

OIE = Organizacdo Mundial de Saude Animal
OMC = Organizac¢ao Mundial do Comércio
OMS = Organizagdo Mundial da Salde

ONDs = Oligossacarideos ndo digestiveis
PAMP = Padrdo molecular associado a patdgeno
PC = Profundidade de criptas

PC = Proteina C-reativa

PFA = Proteinas de fase aguda

PRR = Receptor de reconhecimento padrao

PT = Proteinas totais

RDW = Amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos
TGI = Trato gastrintestinal

Th-1 = Linfécitos T helper 1

Th-2 = Linfécitos T helper 2

TLR = Receptor celular do tipo TOLL

TNF-a = Fator de necrose tumoral-a

VCM = Volume cospuscular médio

ZnO = Oxido de zinco

CuSO4H,0 = sulfato de cobre

Zn = Zinco

Cu = Cobre

Co = Cobalto
Mn = Manganés
| = lodo

Se = Selénio

Fe = Ferro

H,0, = Perdxido de hidrogénio
NO = Oxido nitrico
OCI = Anion hipoclorito



SUMARIO
CAPITULO Lottt 18
CONSIAEIAGOES INICHALS ....c.veveiieieeiieee ettt 19
1. REVISAO DE LITERATURA ......co oot eeeeee e ses s sesiss st assan st sssen s 20
1.1 Desenvolvimento fisioldgico e imunoldgico de leitdes..........ccovvvvevvevvcicvvenee, 20
1.2 Sistema iMUNE A0S SUINOS .....c..eiueiueiieiieieiesieiesie e sie e e seesaeseesae e sresressesseeseeseeseens 22
1.2.1 SiStemMa IMUNE INATO.....c.veieiiiteiie ittt bbb 23
1.2.2 Sistema imune adaptatiVo ...........ccoeiieiiiieiie e 28
1.3 Aditivos utilizados Na SUINOCUITUIA ........c.eoviiieiieiecieeee s 30
1.3.1 Antimicrobianos melhoradores de desempenho...........cccocevveviiesi s 32
1.3.2 PrEDIOTICOS ...ttt bbb 35
1.3.2.1 B-GIUCANOS ...ttt 36
1.3.2.2 MananoligoSSaCAITUROS .........eiveerreiieeireeie st e et e sttt ste e e e ra e ens 39
1.3.2.3 FrutoligoSSaCAriiROS ......cveiveeiierieitieitecee st e ste ettt sre et re e ens 40
1.3.2.4 GalactoligoSSACAITAROS .......ccveueeiiriiieieiienieiee sttt 42
2. OBJIETIVOS ...ttt bbb 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiiiniiniineineissieessissssesssssssessssssssnens 43
CAPITULO 2.ttt 56
I | ) oo Vo= Lo TSP 59
2. Material € MELOUOS .......cueiuieiieiieie ettt 60
2.1. Instalag@o experimental @ anIMAIS ..........ccooeiriiiineniniee s 60
2.2 Delineamento e dietas eXPeriMENntais .........cocvoveieeiieiie i 60
2.3 VariQveis @naliSAdas.........c.cveieriiieie e 62
2.3 L EXPEIIMENTO L ...ttt bbbt 62
2.3. 2 EXPErIMENLO T .ooeiieieice et e nae s 63
2.4 ANALISE BSTALISTICA ... eviiveieieiieieie ettt 64
3. RESUITATOS. ...ttt et e s te e e s e nteeneesreenreeneeereenneens 64
3.1 DESEMPEINNO ...ttt bbbttt bbbt 64
3.2 Morfometria, microbiologia e concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta...... 65
A, DISCUSSAO ... veveeveeseesteesteeseesseesseeseesseesseassesseesseaseeaseeaseassesseesseassesseesseaseessesssenssnssenssenns 66
4.1 DESEMPEINNO .....cuiitiitieiieiete ettt bbbt bbbttt b e bbbt b 66
4.2 Morfometria, microbiologia e acidos graxos de cadeia curta .............ccccceeeveeveennen, 68
] (=] =] o] - LSRRI 69
CAPITULO 3 ..ottt 73
I g1 oo VT Lo USSP 76
2. Material @ METOTOS ..........eeiieieciere ettt nre e e e e 77

2.1 Instalacao experimental € @niMAaIS .........ccoouiiririirene e 77

Wl



X

2.2 Delineamento e dietas eXPerimentaisS.........c.coviveiieerieiieeieere e esie s se e 77
2.3 Desafio imunologico e coletas de SANQUE ........ccecveieiieie e 79
2.4 VariQveis @NaliSAUAS ..........ccciveierieiiie et 80
2.4.1 Hemograma cOmpleto € CItOCINGS .........ccveiveiiiieeiesie s este et sie e sra e 80
2.4.2 Quantificacdo de proteinas de fase aguda.........ccccceeveevveieiiesiese e 80
2.4.3 IMUNOGIODUIINGS. ..o s 81
2.4.4 EXPlOSA0 RESPITALONIA. ... ccuveveieiesieeie ettt sre e 81
2.5 ANALISE ESTALISTICA. .. e.viiveiveieieieeieie ettt b e 82
3. RESUITATOS ...ttt sttt be e sne e sbeebeaneenreenne s 82
4. DISCUSSED .....vevetieteestesieste st st s bt ese et e e et bbb bt bt e st e s et et e st e e bt s bt e b e e s e e st et e b e sbenbeebeen e e 86
4.1 Hemograma COMPIELO .........covveiiiic e 86
4.2 EXPlOSA0 FESPIFALOTTA. .. c.vereeveeteiesieieiteieiesie sttt sne e 87
4.3 Citocinas e imunoglobulings............ccciiiiiiiii i 88
4.4 Proteinas de fase aguda e proteinas SEriCas..........cccvvevveieeieeiesieeseese e e 89
=] (1 (=] o] =TSSR 91

] ] [ToF Voo LSRR ROPRS 96



XV

Prebidticos em substituicdo a antimicrobiano em dietas de leitbes recem-desmamados

RESUMO

O objetivo deste trabalno foi avaliar combinacbes dos prebidticos
mananoligossacarideo, B-glucano, frutoligossacarideo e galactoligossacarideo, em
substituicdo ao antimicrobiano halquinol, em dietas de leitbes recém-desmamados, sobre o
desempenho, incidéncia de diarreia, saude intestinal, parametros hematologicos e
imunolodgicos. Foram realizados trés experimentos, utilizando o total de 200 leitdes recém-
desmamados com idade média de 21 dias, distribuidos em delineamento em blocos
inteiramente casualizados, com cinco tratamentos e oito repeticdes. Os tratamentos foram
constituidos: CON = dieta basal (DB) + 120 ppm de halquinol; M = DB + MOS e B-glucano
(3,0 kg/t); FgG; = DB + MOS ¢ B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relacdo
FOS:GOS 9:1); F;G3z = DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relacdo
FOS:GOS 7:3); FsGs = DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relacéo
FOS:GOS 5:5). No periodo de 0-15d, os animais dos tratamentos CON e FqG;, apresentaram
melhor (P<0,05) conversao alimentar (CA) que os animais do tratamento M. No periodo de
0-28d, os animas do tratamento FqG; apresentaram tendéncia de melhor (P<0,10) CA. No
periodo de 0-41d, os animais do tratamento CON apresentaram melhor (P<0,05) CA em
comparacdo aos animais do F;Gs, ndo diferindo dos demais tratamentos. Ao 14° dia
experimental, 40 leitdes foram abatidos para coleta de amostras, e outros 40 leitbes receberam
injecdo via intramuscular de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (O55:B5). Para as
variaveis de morfometria, no duodeno, houve maior (P<0,05) altura de vilos (AV) nos
animais dos tratamentos CON, MP e F9G; em relacdo aos animais do tratamento F;G; e
também maior (P<0,05) area de superficie de vilos (AS) nos animais dos tratamentos Mf} e
FoG; em relacdo aos animais do F;G3. No jejuno, houve maior (P<0,05) relacdo altura de
vilos:profundidade de criptas (AV:PC) nos animais que receberam CON comparados aos
animais do tratamento F;Gs. Para o hemograma, apds o desafio, houve reducéo (P<0,05) na
contagem de eritrdcitos, hemoglobina e hematdcrito nos animais do grupo FeG;, porém,
aumento (P>0,05) da concentracdo de hemoglobina corpuscular média, comparando com o
momento anterior ao desafio. Todas as variaveis do leucograma foram reduzidas (P<0,05)
apos o desafio, para todos os tratamentos. Antes do desafio, os leitdes que receberam o
tratamento CON apresentaram maior (P<0,05) contagem de neutrofilos segmentados
comparada com os leitdes do grupo FsGs. Com relacdo a explosdo respiratoria, apds desafio

com LPS, somente os animais do tratamento F¢G; aumentaram (P<0,05) a producdo de
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peroxido de hidrogénio (H,0,), e somente os animais dos grupos FeG; e CON mantiveram
(P>0,05) a producdo de oOxido nitrico (NO), com relacdo a0 momento anterior ao desafio.
Houve aumento (P<0,05) na producdo de proteina C-reativa (PC) nos leitbes dos grupos
CON, M e FyG;, comparando os momentos antes e apos desafio. Conclui-se que leitdes
alimentados com dietas contendo a combinag&o de prebidticos na proporcéo 0,20% de MOS e
B-glucano, 0,09% de FOS e 0,01% de GOS (FyG;) apresentaram melhorias sobre o
desempenho e saude dos animais, de forma semelhante ou melhorada ao uso do

antimicrobiano halquinol.

Palavras-chave: aditivos, desempenho, salde, suinos
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Prebiotics in substitution to antimicrobial in diets of weanling pigs

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate prebiotic combinations of mannanigosaccharide,
B-glucan, fructoligosaccharide and galactoligosaccharide, in substituin to antimicrobial
halquinol, in diets of weanling pigs, on the performance, diarrhea incidence, intestinal health,
hematological and immunological parameters. It were carried out three experiments, using a
total of 200 weanling pigs, 21 d-old in average, distributed in a completely randomized block
design with five treatments and eight replicates. The treatments were: CON = basal diet (BD)
+ 120 ppm of halquinol; Mp = BD + MOS and B-glucan (3.0 kg/t); FsG; = BD + MOS and -
glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 9:1); F;G3 = BD + MOS and j-
glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 7:3); FsGs = BD + MOS and f3-
glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS:GOS ratio 5:5). In the period of 0-15d, the
animals of CON and FqG; treatments presented better (P<0.05) feed conversion ratio (FCR)
compared to the animals of Mp treatment. In the period of 0-28d, the animals from FqG;
treatment tended to improve (P<0.10) FCR. In the period of 0-41d, animals fed CON
treatment showed better (P<0.05) FCR compared to the animals fed F;G3, not differing from
the other treatments. On the 14th experimental day, 40 piglets were slaughtered to collect
samples, and others 40 piglets received intramuscular injection of Escherichia coli LPS
(O55:B5). For morphometric variables, in the duodenum, there was higher (P<0.05) villus
height (VH) in animals fed CON, Mp and FqG; treatments compared to those of F;G3 and also
higher (P<0.05) villus surface area (SA) for the animals fed M and F¢G; compared to
animals of those of F;Gs. In the jejunum, there was a higher (P<0.05) villus height crypt depth
ratio (VH:CD) in the animals fed CON compared to the animals from F;Gs treatment. For
blood count, after challenge, there was a reduction (P<0.05) for the erythrocyte, hemoglobin
and hematocrit counts in FgG; group, but also an increase (P>0.05) in the mean corpuscular
hemoglobin concentration, compared to period prior challenge. All leukogram variables were
reduced (P<0.05), after challenge, for all treatments. Prior to challenge, piglets from CON
group had higher (P<0.05) segmented neutrophil counts compared to piglets of FsGs group.
Regarding the respiratory burst, after challenge with LPS, only F¢G; animals increased
(P<0.05) hydrogen peroxide (H20,) production, and only animals fed FgG; and CON kept (P>
0.05) nitric oxide (NO) production, compared to the moment before challenge. There was an
increase (P<0.05) in the production of C-reactive protein (CP) in the piglets of the CON, Mp

and F9G; groups, comparing the moments before and after LPS application. It is concluded
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that piglets fed diets containing a combination of prebiotics in the proportion of 0.20% of
MOS and B-glucan, 0.09% of FOS and 0.01% of GOS (FeG;) led to improvements in
performance and health of the animals, similarly or better than the use of the antimicrobial

halquinol.

Keywords: additives, health, performance, swine
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Consideracoes Iniciais
O desmame é um manejo critico na producdo de suinos, devido a acdo de diversos

agentes estressores, de ordens social (separacdo abrupta da porca e leitegada, mistura a novos
lotes), ambiental (troca de galpdo) e nutricional (troca de leite para racdo sdlida). Estes
eventos, associados a imaturidade fisiolégica e imunoldgica dos animais na idade de
desmame, podem tornar o ambiente gastrintestinal propicio a proliferacdo de bactérias
patogénicas, levando a ocorréncia de quadros diarreicos e danos ao epitélio, com reducao da
area absortiva e, consequentemente, queda nos indices de desempenho (Pluske et al., 2003).

Para controlar a proliferacdo de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal,
compostos antimicrobianos tém sido comumente utilizados como melhoradores de
desempenho, porém, seu uso exacerbado tem sido associado a selecdo de cepas bacterianas
resistentes a antimicrobianos utilizados na medicina humana (Thacker et al., 2013). Desta
forma, véarios paises limitaram ou mesmo proibiram o uso destes compostos como
melhoradores de desempenho, reforcando a necessidade de estudos com outros compostos
bioativos naturais capazes de melhorar a satde geral e 0 desempenho dos suinos.

Neste sentido, os prebidticos vém sendo amplamente estudados como aditivos
alternativos aos antimicrobianos, os quais definem-se como compostos que ndo séo digeridos
ou absorvidos pelo organismo animal, porém servem como substrato para bactérias benéficas
do trato gastrintestinal, levando a melhorias na satde e desempenho do hospedeiro (Gibson e
Roberfroid, 1995). Entre as substancias prebioticas mais estudadas estdo os oligossacarideos
ndo digestiveis (ONDs); como os frutoligossacarideos (FOS), mananoligossacarideos (MOS),
galactoligossacarideos (GOS) e PB-glucanos; os quais sdo fermentados seletivamente por
microrganismos benéficos no intestino grosso (Roy e Gibson, 1998). Dentre estes destacam-
se as bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, que produzem substancias
estimulatorias para o sistema imune local do intestino, além de produzirem acidos orgéanicos,
reduzindo o pH do meio e assim controlando indiretamente a proliferacdo de bactérias
patogénicas (Silva e Nornberg, 2003).

Diferenciando a funcionalidade dos ONDs, o MOS adsorve bactérias patogénicas
gram negativas com fimbrias tipo-1 especificas (Escherichia coli e Salmonella spp.),
impedindo-as de infectar enterdcitos, sendo eliminadas nas fezes (Firon et al., 1983). Os [3-
glucanos, como moléculas imunomoduladoras, estimulam diretamente células imunoldgicas
especificas, favorecendo a atividade antimicrobiana e citotdxica, e assim, aumentam a
capacidade de induzir resposta imunoldgica mais rapida e eficiente por meio de maior

producéo de mediadores pro-inflamatérios (Williams et al., 1996; Rice et al., 2004). Os FOS e
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GOS possuem alta capacidade bifidogénica, ou seja, sdo altamente seletivos por bactérias do
género Bifidobacterium, que promovem uma série de melhorias na saide do animal, através
da producdo de metabolitos que estimulam o sistema imune local intestinal e ativam uma
cascata de reacdes imunoldgicas celulares e humorais (Xu et al., 2002; Tzortis et al., 2005).
De forma geral, a literatura demonstra resultados benéficos com a utilizacdo de
prebidticos na dieta de suinos, porém, ndo ha estudos com leites no periodo de creche
avaliando os quatro compostos (MOS, B-glucano, FOS e GOS) combinados, em diferentes

doses nas dietas, o que demonstra a importancia de estudos com essa finalidade.
1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Desenvolvimento fisiologico e imunolodgico de leitbes

A placenta da fémea suina, denominada epitélio-corial, ndo permite a passagem de
macromoléculas ao feto e dentre estas moléculas incluem-se as imunoglobulinas, de modo
que 0s suinos nascem imunologicamente imaturos e recebem imunidade passiva somente ao
ingerir o colostro materno. A ingestdo do colostro pelos leitdes é de suma importancia,
especialmente nas primeiras 24 horas, periodo em que as barreiras fisicas intestinais do
neonato ainda permitem a absorcdo das imunoglobulinas (Rooke e Bland, 2002). Contudo,
ap6s as primeiras horas do nascimento, o intestino delgado dos recém-nascidos segue se
desenvolvendo e sofrendo alteragdes, podendo alterar a capacidade de absorcdo de
macromoléculas, de modo que a absor¢do méaxima de imunoglobulinas é atingida 4 a 12 horas
apOs o nascimento, declinando posteriormente (Varley, 1995). Desta forma, o manejo de
assisténcia ao parto é essencial para menor taxa de mortalidade, sendo a orientacdo a mamada
um estimulo a ingestdo de colostro nas primeiras horas pés-parto (Sobestiansky et al., 1998).

A taxa de sobrevivéncia na maternidade, por sua vez, ndo depende somente da
absorc¢do satisfatdria das imunoglobulinas colostrais pelos neonatos (imunidade passiva), mas
também da capacidade dos leitdes desenvolverem adequadamente a imunidade ativa, que
inicia seu desenvolvimento nas primeiras semanas de vida e atinge grau adequado de protecéo
aproximadamente aos 35 dias de idade (Brown et al., 1961). Além da imunidade adquirida
pelas imunoglobulinas absorvidas via colostro, a imunidade inata, composta por células de
defesa inespecificas, ainda estd em desenvolvimento nas primeiras semanas de vida dos
suinos (Miller e Stokes, 1993).

A idade de 21 dias, quando normalmente tem sido realizado o desmame nas
suinoculturas tecnificadas no Brasil, os leitbes sdo fisiologicamente e imunologicamente

imaturos, contudo, através do leite, recebem componentes biologicamente ativos (enzimas,
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hormonios e fatores de crescimento), responsaveis por estimular o desenvolvimento do trato
gastrintestinal (Xu et al., 2000). O desmame abrupto é desvantajoso do ponto de vista
fisioldgico, ja que os animais passam a receber nutrientes oriundos de ingredientes de origem
vegetal, principalmente, os quais sdo menos digestiveis e contém antigenos que provocam
reagdes de hipersensibilidade transitéria no intestino (Ludke et al., 1998). Nesta idade de
desmame, o leite da porca apresenta baixa quantidade de imunoglobulinas; além disto, o
estresse imposto aos leitdes provoca imunossupressdo devido a maior secrecdo de corsitol e
catecolaminas, hormdnios que induzem secre¢cdo de citocinas pro-inflamatorias e causam
mobilizacdo energética e proteica e, por consequéncia, menor disponibilidade de nutrientes
para crescimento e producdo de proteinas responsaveis pela protecdo inata e adquirida
(Tizard, 2014).

O desmame, portanto, se caracteriza como manejo critico na producdo suina, pois 0s
leitdes sdo expostos a varios agentes estressores, de ordens social (separacdo abrupta da porca
e leitegada, mistura a novos lotes), ambiental (troca de galpdo) e nutricional (troca de leite por
racao solida), que causam mudancas bruscas no comportamento e fisiologia dos animais. Nos
primeiros dias pds-desmame observa-se queda no consumo de racdo que associado a
imaturidade fisiol6gica dos animais causam mudancas no turnover intestinal, com diminuicdo
das taxas de mitose e aumento nas taxas de apoptose das células epiteliais. Como
consequéncia, ocorre atrofia dos vilos e aprofundamento das criptas, devido a menor
migracdo de células das criptas para os vilos (Pluske et al., 1997). Com menor nimero de
enterdcitos funcionais, ha reducdo brusca da area digestiva e absortiva intestinal, diminuindo
a digestibilidade dos nutrientes dietéticos e, consequentemente, ocasiona queda nos indices de
desempenho.

Durante o aleitamento, o elevado teor de lactose presente no leite garante a
proliferacdo de bactérias acido laticas, principalmente Lactobacillus spp. (Tannock, 1992),
que produzem &cido latico suficiente para diminuir o pH do estbmago, ndo havendo
necessidade de secrecao de grandes quantidades de acido cloridrico (HCI). Com o desmame, a
disponibilidade de substrato as bactérias laticas é reduzida e, consequentemente, a producéo
de acido latico diminui, contudo, o leitdo recém-desmamado possui baixa capacidade de
producéo de acido cloridrico (Manners, 1976; Efird et al., 1982), tendo dificuldade em manter
0 adequado pH estomacal para a ativacdo de pepsinas, que é ativada a partir de seu zimogénio
(pepisonogénio) em pH préximo a 3,0 (Prohaszka e Baron, 1980). Além disso, muitos dos
ingredientes das dietas pré-iniciais possuem elevada capacidade tamponante (principalmente

fontes de proteinas e de minerais), 0 que torna o trato gastrintestinal mais propicio a
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multiplicacdo de patogenos. Segundo Delforge (1987) e Bartels e Penz Jr (1996), quando a
capacidade tamponante da dieta for maior que 750 meq/kg a proliferagéo de Escherichia coli
é favorecida.

Com menor atividade proteolitica estomacal, maior quantidade de proteinas da dieta
ndo é digerida, tornando-se substrato para bactérias proteoliticas no intestino dos leitGes. Estas
bactérias produzem metabdlitos toxicos como aminas biogénicas e compostos que agridem o
epitélio intestinal e se caracterizam como agentes etioldgicos de diarreias pds-desmame.
Muitas destas bactérias sdo patogénicas oportunistas, como as Escherichia coli e Salmonella
spp., que secretam enterotoxinas causando diarreia e outros distarbios fisiologicos (Chamone
et al., 2010). Segundo Jensen (1998), a microbiota intestinal de leitdes pds desmame leva de
duas a trés semanas para se recuperar, sendo que, especialmente na primeira semana pos-
desmame, a microbiota é instavel.

Com relacdo a producdo enzimatica, esta € influenciada pela idade do animal, porém,
acima de tudo, é substrato dependente. As enzimas responsaveis em digerir os dissacarideos
da dieta ou oriundos da acdo da amilase e isomaltase sdo: lactase, maltase e sacarase, que sao
encontradas na membrana apical de enterdcitos (Cunningham, 2004). Durante o aleitamento,
a quantidade elevada do substrato lactose induz a alta secrecdo de lactase. A sacarase e a
maltase tém atividades baixas apds o nascimento e aumentam com o decorrer do tempo,
atingindo niveis satisfatorios aproximadamente as quatro semanas de idade dos leitdes, sendo
0 aumento na producdo dependente da inclusdo de substratos na dieta, como os carboidratos
complexos presentes em ingredientes de origem vegetal (Puppa, 2008).

A secrecdo de enzimas pancredticas esta diretamente ligada a producdo hormonal
estimulada pela ingestdo proteica e energética (principalmente glucagon) (Kelly et al., 1991),
contudo, a ativacdo dos zimogénios pancreaticos secretados depende do potencial tamponante
da secrecdo pancreatica e do pH do quimo intestinal. Sendo assim, os fatores ligados ao
desenvolvimento da maturidade fisioldgica de leitbes estdo relacionados a muitos fatores,
como a idade de desmame, presenca de antigenos alimentares, proliferacdo de patogenos,
digestibilidade dos nutrientes das dietas, proliferacdo de enterdcitos e migracdo cripta-vilo,
entre outros (Pluske et al, 1997).

1.2 Sistema imune dos suinos
O sistema imune constitui as defesas corporais conjuntas, sendo complexas interagdes
de reacOes celulares e bioquimicas. Estas interagdes se organizam em vias distintas, definidas

como imunidade inata (ou inespecifica) e adaptativa (ou adquirida). A entrada de um
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microrganismo estranho no organismo animal desencadeia mudangas na expresséo de
inimeras moléculas, a fim de assegurar a destruicdo do invasor e garantir a salde e
sobrevivéncia do individuo (Abbas et al.,, 2015). Como primeira defesa contra
microrganismos invasores, tem-se as barreiras fisicas, como a pele e processos de
“autolimpeza”, por exemplo, dos tratos respiratorio, gastrintestinal e urinario, como tosse,
espirro, fluxo gastrintestinal, fluxo de muco, vomito, diarreia, fluxo de urina, baixo pH do
sistema urinario, ente outros (Wood, 2006).

A presenca de uma grande populacdo bacteriana comensal na pele e trato
gastrintestinal elimina muitos invasores potenciais, por competicdo com a microbiota
patogénica e producdo de metabdlitos tdxicos e acidos organicos, que reduzem o pH do meio
e tornam o ambiente desfavoravel a proliferacdo bacteriana patogénica (Colditz, 2002). O
microrganismo que consiga ultrapassar estas primeiras barreiras fisicas a invasdo sera
confrontado pelas vias de defesa do sistema imune (Figura 1). A seguir serdo descritas as vias

inatas e adaptativas do sistema imune.
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Exemplos: Anticorpos,
imunidade mediada por
células

Figura 1. Trés principais barreiras do organismo animal contra invasdes microbianas
(adaptado de Tizard, 2014).

1.2.1 Sistema imune inato
A imunidade inata € composta por uma rede de subsistemas conectados, que nao
apresenta memoria, sendo inespecifica aos agentes microbianos. A exemplo da imunidade

inata tem-se as barreiras fisicas, células e proteinas especificas. Dentre as principais células
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envolvidas estdo os neutrdfilos, os mondcitos/macrédfagos, as células dendriticas (DC) e as
celulas Natural Killer (NK) e dentre as proteinas podemos citar as proteinas do sistema
complemento, as proteinas de fase aguda e as citocinas (Levinson, 2016).

As células NK representam 15% dos leucocitos sanguineos dos suinos, e possuem
funcdo de destruir outras células, como células cancerosas, e ainda possuem importante
funcdo de combate a infecgbes causadas por virus, bactérias e protozoarios (Wood, 2006).
Quando um microrganismo atravessa as barreiras fisicas, células especializadas e mecanismos
bioquimicos sdo ativados, para reconhecimento e diferenciacdo destes potenciais patdgenos
das proprias células dos animais. Uma maneira do organismo conter a infeccdo é por meio de
isolamento, dado pela inflamacgdo, impedindo que a infec¢cdo se alastre para outras areas e
tecidos nédo infectados (Tizard, 2008). A inflamacdo aguda se desenvolve rapidamente apds
dano tecidual, sendo o mais importante processo dos subsistemas inatos, desencadeando a
migracdo de leucdcitos e proteinas protetoras da corrente sanguinea para o local de infeccéo.

Alguns sinais desencadeiam mecanismos da imunidade inata, como padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs), que se caracterizam como moléculas de
superficie de microrganismos (exemplos: acidos nucleicos e lipopolissacarideos) e padrbes
moleculares associados a lesfes ou alarminas (DAMPS), que sdo moléculas liberadas por
tecidos lesionados ou moléculas oriundas de células lisadas. Os PAMPs e DAMPs se ligam a
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) (Figura 2) localizados nas superficies ou interior
das células “sentinelas” (principalmente mondcitos/macrofagos, mastdcitos, células
dendriticas e células epiteliais) (Tizard, 2014).

Os receptores celulares do tipo TOLL (TLRs) constituem a mais importante familia de
PRRs. S&o receptores glicoproteicos que podem estar localizados na superficie ou interior de
células sentinelas. Quando um PAMP se liga ao seu TLR, a célula recebe sinais que induzem
a producdo de moléculas pro-inflamatorias - citocinas, como fator de necrose tumoral-o
(TNF-a), interleucinas (IL-1p, IL-6) e intérferon-p (IFN-B) (Kawai e Akira, 2006).

As citocinas pro-inflamatérias (TNFs, IL-1, quimiocinas) possuem funcdo de mediar a
comunicacdo entre o0s leucdcitos e tém efeitos autdcrinos, paracrinos e enddcrinos,
possibilitando a comunica¢do do sistema imunolégico com outros sistemas fisioldgicos,
permitindo o restabelecimento da homeostase frente a infecgdes (Adachi et al., 1994). A
secrecdo destas moléculas por leucocitos e células endoteliais, principalmente, geram
respostas sistémicas que promovem reacOes de febre, neutrofilia, letargia e catabolismo
proteico, com mobilizagdo de aminodcidos para o aumento da sintese de proteinas envolvidas

no sistema de defesa, como anticorpos e proteinas de fase aguda (Tizard, 2008).
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Diferentes TLRs desencadeiam a producdo de diferentes misturas de citocinas, e
diferentes PAMPs desencadeiam respostas distintas. Além de estimular a inflamac&o, os

TLRs estimulam células imunes relacionadas as vias da imunidade adaptativa (Tizard, 2014).

CITOPLASMATICOS LIGADOS f&
MEMERANA

Colectinas TLRs3.7.8.9 RIG-1 TLRs
Ficolinas Similares a NOD Lectinas
Complemento Receptores de peptideos Receptor de manose
Pentraxinas Receptores de DNA Dectinas
Receptor scavenger
Integrinas

Figura 2. Exemplos de receptores de reconhecimento padrdo e suas localizacdes
(adaptado de Tizard, 2014).

Quando ocorre a ligacdo PAMPs-PRRs, as vias de sinalizacdo das células sentinelas
ativam 0s genes que levam a sintese e secrecdo de trés importantes citocinas pro-
inflamatorias: TNF-a, IL-1. O TNF-a ¢ produzido no inicio da inflamagédo, sendo que a seguir
ocorrem as ondas de IL-1. Além das citocinas, as células sentinelas estimuladas secretam
proteinas quimiotaticas, as quimiocinas, que atraem leucécitos aos sitios de invaséo
microbiana, bem como secretam lipideos inflamatérios, como as prostaglandinas e
leucotrienos (Murphy et al., 2010). Caso os PAMPs sejam oriundos de DNA ou RNA viral, as
celulas sentinelas serdo induzidas a secretarem duas citocinas especificas: IFN-o e IFN-$
(Volman et al., 2008).

A inflamagdo aguda provoca, no local da infeccdo, calor, rubor, dor, aumento de
volume e até perda de funcdo tecidual. Imediatamente apds a lesdo, moléculas vasoativas
(aminas: histamina; peptideos: C3 e C5, cininas, neutopetideos; lipideos vasoativos:
leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas) promovem reducdo transitéria do fluxo
sanguineo de capilares adjacentes ao tecido lesionado (Tizard, 2014). Posteriormente, ocorre a
expressao de selectinas pelas células endoteliais, promovendo adesdo com leucocitos, que
reduzem a velocidade nos capilares, induzindo as células endoteliais a secretarem fator
ativador plaquetario (FAP). Os leucdcitos em rolamento pelas células endoteliais iniciam
entdo a secrecdo de integrinas, e assim, ocorre uma cascata de eventos que induz a secre¢ao
de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e lipideos inflamatorios, atraindo mais leucocitos

ao local e aumentando a permeabilidade vascular, o que permite a passagem dos leucdcitos
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entre as células dos capilares para o tecido lesionado, processo chamado de diapedese
(Osborn, 1990).

Os neutrofilos sdo de acdo primaria em tecido lesionado, uma vez que sdo as células
mais moveis dos leucdcitos sanguineos (Rosales, 2018). Todos os leucdcitos sdo atraidos por
moléculas quimiotaticas por diferenca de gradiente de concentracdo destas moléculas, ou seja,
sdo atraidos para onde ha maior concentracdo das mesmas. Dentre as moléculas quimiotéticas,
as mais importantes sdo o peptideo C5a do sistema complemento e outras quimiocinas, as
quais sdo constituidas por aproximadamente 50 citocinas quimiotaticas de baixo peso
molecular (8 a 10kDa) (Tizard, 2014).

Quando uma célula fagocitica (neutréfilos e macréfagos) chega ao local primério da
infeccdo, ocorre eliminacdo do microrganismo estranho ap6s fagocitose (interiorizacdo e
destruicdo). Primeiramente ocorre reconhecimento do organismo estranho, opsonizado ou
ndo, por meio de interagdo com receptores especificos (receptor Fc (FCR) — microrganismos
opsonizados por anticorpos; receptor de complemento (CR) — microrganismos opsonizados
por peptideos do sistema complemento; e ligacdo com PRRs especificos, como receptores de
manose) e apos internalizacdo, o microrganismo é envolto por um fagossomo (vacuolo
fagocitario) (Abbas et al., 2015).

A destruicdo de microrganismos fagocitados ocorre por meios oxidativos (explosao
respiratéria) ou ndo-oxidativos (liberacdo de enzimas liticas e peptideos antimicrobianos nos
fagossomos citoplasmaticos). Na explosdo respiratria, segundos ap6s a ligacdo com o
microrganismo, os fagocitos aumentam o consumo de oxigénio em quase 100 vezes,
resultando na ativacdo da enzima de membrana NADPH oxidase, convertendo NADPH em
NADP+, liberando elétrons e formando peréxido de hidrogénio que, por sua vez, € convertido
a compostos bactericidas por acdo da enzima mieloperoxidase, principalmente o OCI™ que
ataca rapidamente moléculas bioldgicas por oxidacdo de suas proteinas, além de aumentar a
atividade de enzimas lisossomais, as quais destroem paredes celulares bacterianas (Volman et
al., 2008).

Fagdcitos ativados por citocinas pré-inflamatorias expressam a enzima sintase de
oxido nitrico (NO), que oxida NADPH, convertendo L-arginina para produzir grandes
quantidades de NO e citrulina. O NO pode reagir com 0 &nion superoxido para produzir
derivados toxicos, tais como o peroxinitrito e o radical dioxido de nitrogénio, bem como se
ligar a enzimas especificas (ribonucleotideo redutase), impedindo a sintese de DNA e a
respiracao celular (Volman et al., 2008), resultando na destruicdo efetiva de bactérias, fungos,

alguns helmintos, protozoarios e células tumorais.
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Os macrofagos sdo fagocitos menos moveis que neutréfilos, contudo, possuem meia
vida maior, e assim, maior efetividade, além disso, diferentemente dos neutréfilos, podem
repetir e manter a fagocitose e secretam diversas proteinas que exercem papel-chave na
regulacdo da imunidade, principalmente citocinas: IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF-qa, além de
enzimas lisossomais e componentes do complemento (Abbas et al., 2015).

O TNF-a, produzido no inicio da inflamagdo, ¢ secretado por células sentinelas,
linfdcitos, células endoteliais e fibroblastos, apos estimulo de seus receptores especificos
TLRs, sendo que a maioria das células corporais possuem receptores para esta citocina
(TNFR1), enquanto as células do sistema imune possuem um receptor especifico (TNFR2)
(Murphy et al.,, 2010). O TNF-a ¢ um potente mediador da inflamagdo, mediando e
prolongando a mesma em conjunto com a IL-1P, e desencadeia a libera¢do de quimiocinas de
células préximas, promove adesdo, migracdo, atracdo e ativacdo de leucdcitos, assim como
liberacdo de proteinas de fase aguda por hepatocitos (Oliveira, 2011).

Apos a secrecdo de TNF-o, ocorrem ondas de secregdo de IL-1, que é produzida
principalmente por macrofagos ativados, sendo que a IL-1B é produzida em maior quantidade
em comparacdo com a IL1-a. Estas citocinas, uma vez na circulacdo, causam letargia, mal-
estar, perda de apetite e agem nas células musculares mobilizando aminoacidos para a
formacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos, assim como imunoglobulinas por
linfocitos B (Levinson, 2016). A IL-1 estimula a producdo de proteinas de fase aguda e ativa
linfdcitos, principalmente T auxiliares-2 (Th-2), que produzem outras citocinas e estimulam
linfocitos B a produzirem anticorpos (Tizard, 2014).

Sob a influéncia do TNF-a e IL-1 as células hepaticas aumentam a sintese e secre¢ao
de proteinas de fase aguda (PFA), com picos entre 24 e 48h. Dentre as PFA, citam-se 0s
componentes do sistema complemento, PRRs sollveis, fatores de coagulacgdo, inibidores de
proteases e proteinas ligantes de ferro (Colditz, 2002; Wood, 2006). As PFA mais abundantes
em suinos sdo principalmente a proteina C-reativa (PC) e a haptoglobina. A PC se liga a
membrana celular de muitas células, inclusive de linfocitos, ativando-os, mas também se
conjuga a neutréfilos e promove a fagocitose e remocdo de células e microrganismos
danificados, assim como inibe a producdo de superoxido e degranulacBes neutrofilicas
(Tizard, 2014). A haptoglobina possui funcdo de ligar-se a hemoglobina livre, liberada pela
destruicdo intravascular das hemacias, conservando o ferro corpéreo e prevenindo sua
utilizagcdo na multiplicagdo bacteriana (Gutteridge, 1987).

Nos suinos, segundo Kushner (1990), as proteinas de fase aguda incluem ainda as

glicoproteinas al-acidas, ceruloplasminas e o2-globulinas séricas. Algumas proteinas
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diminuem seus niveis durante a inflamacgdo aguda, sendo denominadas de proteinas de fase

aguda negativa, que em suinos, incluem a albumina, a-lipoproteina, fetuina e a transferrina.

1.2.2 Sistema imune adaptativo

Os microrganismos invasores, especialmente os de baixa viruléncia, sdo rapidamente
eliminados pela inflamacdo. Contudo, a inflamagdo exacerbada e continua é danosa e
desconfortavel, e nem sempre capaz de conter os invasores. Assim sendo, 0 organismo
animal, para ser efetivamente protegido, deve possuir sistemas de defesas que detectem e
eliminem os invasores microbianos de forma eficaz, preferencialmente sem produzir dano
tecidual e desconforto. Tal tarefa € inerente ao sistema imune adaptativo, que, para ser
desencadeado, deve capturar o microrganismo estranho e processa-lo em fragmentos menores,
que posteriormente serdo apresentados as células que podem reconhecé-los, as chamadas
células processadoras de antigenos (Levinson, 2016).

As principais células envolvidas na apresentacdo de antigenos exdgenos sao as células
dendriticas, macrdfagos e linfocitos B, sendo as células dendriticas as mais eficientes em
processar e apresentar antigenos e somente elas podem estimular efetivamente linfocitos T
naive (nunca antes estimulados). As células dendriticas sdo atraidas ao local de infec¢do por
moléculas PAMPs e DAMPs, e ativadas pelos mesmos estimulos que desencadeiam a
inflamagdo (Tizard, 2014).

As células dendriticas e os macrofagos sdo células sentinelas e processadoras de
antigeno, como resultado, o processamento antigénico pode ser iniciado ao mesmo tempo em
gue o invasor esta sendo eliminado pelas defesas inatas. Apds fagocitados, 0s microrganismos
invasores serdo processados intracelularmente e fragmentados em peptideos menores, que
serdo acoplados aos receptores especializados de apresentacdo de antigeno, denominados
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), sendo posteriormente
transportados até a superficie da célula, de modo que o desencadeamento da imunidade
adaptativa se da quando estes peptideos ligados ao MHC sé@o reconhecidos por receptores
especificos de linfocitos (Tizard, 2008).

Os linfécitos, portanto, sdo células capazes de reconhecer e responder a antigenos
estranhos, sendo diferenciados pelas moléculas de superficie celular, que sdo classificadas
pelo sistema de grupamento de diferenciacdo (CD) em duas populages, os linfdcitos T e B,
responsaveis pela imunidade celular e humoral, respectivamente (Wood, 2006).

Os linfécitos sdo originarios de precursores na medula Ossea e maturados

principalmente no interior de 6rgdos linfoides primarios, 0s quais em suinos citam-se o timo e
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placas de Peyer. Posteriormente, migram e vao residir em 6rgdos linfoides secundarios, onde
encontram e respondem a antigenos estranhos. Em suinos, os 6rgdos linfoides secundarios sdo
0 proprio timo, tonsilas, baco, linfonodos periféricos e de mucosa e tecido linfoide associado a
mucosa (MALT), como as placas de Peyer. Em suinos a estrutura dos linfonodos € invertida,
ou seja, a regido cortical é interna e a medular, externa (Rothkotter, 2009).

Quando maduros e ativados, os linfocitos podem se diferenciar em linfécitos T CD8
citotoxicos, capazes de destruir células infectadas, ou linfocitos CD4 auxiliares, capazes de
ativar outras células (Fort, 2010). As principais subpopulac@es de linfocitos T auxiliares (Th)
sdo: Thl, que séo estimulados por IL-12 e em resposta secretam IL-2 e IFN-y e, de forma
geral, promovem as respostas imunolégicas mediadas por células, e Th2 que secretam IL-4,
IL-13 e IL-10 e, de forma geral, promovem resposta imunoldgicas mediadas por anticorpos
(Levinson, 2016).

Linfécitos T expressam receptores de antigenos (TCRs) compostos por duas cadeias
peptidicas pareadas, a e B/y e 3, capazes de se ligarem a peptideos antigénicos acoplados a
MHC de células apresentadoras de antigenos, sendo que ha duas classes de moléculas MHC: |
e Il. As moléculas de MHC classe | sdo produzidas por todas as células nucleadas, ligando-se
a antigenos endodgenos (antigenos intracelulares - virais) e possuem funcdo de apresentar
antigenos enddgenos aos linfocitos T CD8+, enquanto as moléculas do MHC classe 11 séo
restritas as células processadoras de antigeno especializadas (células dendriticas, macréfagos
e linfécitos B) e se ligam a antigenos exdgenos (antigenos extracelulares), cuja fungdo é
apresentar antigenos exogenos para os linfocitos T CD4+ (Thacker, 2004; Guedes e Franca,
2007). Os linfécitos também possuem receptores para citocinas, imunoglobulinas e peptideos
do sistema complemento (Abbas et al., 2015).

Os macréfagos também atuam como células apresentadoras de antigeno, porém, como
também os fagocitam, sdo muito menos eficientes nesta funcdo, em comparacdo as células
dendriticas. Os linfécitos B atuam como células apresentadoras de antigenos, e sao
especialmente eficazes durante a resposta imune secundéria, podendo expressar multiplos
receptores (BCR). Os linfécitos B podem reconhecer a maioria dos antigenos sem
processamento prévio, porém, resposta efetiva ideal por este tipo celular normalmente requer
a estimulacdo por linfécitos T auxiliares, assim como coestimulagao por citocinas (Murphy et
al., 2010).

Os linfocitos B respondedores podem se tornar células de memdria e plasmaocitos
secretores de imunoglobulinas, que sdo os progenitores dos linfécitos B diferenciados para

secretarem grandes gquantidades de imunoglobulinas, sendo que a diferenciag@o dos linfocitos
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B em plasmocitos ocorre nos centros germinativos dos linfonodos e outros érgéos linfoides
secundarios (Tizard, 2014). Os anticorpos sdo subdivididos em classes: 1gG, a classe
predominante no soro (85%) constituida por cinco subclasses (1gG1, 1gG2a, 19G2b, 19gG3,
IgG4); IgM, correspondente a 12% das imunoglobulinas séricas, produzida somente apés
primeiro contato com um novo antigeno; IgA, correspondente a 3% das imunoglobulinas
séricas, constituida por uma subclasse dimérica (IgAa e IgAb) e encontrada em secregdes,
como no muco, saliva, suor, leite e colostro; IgE, presente em baixa concentracdo no soro,
envolvida em processos alérgicos e a IgD, ausente em suinos (Varley, 1995; Wood, 2006;
Barcellos et al., 2007).

1.3 Aditivos utilizados na suinocultura

Com relacdo a legislacdo sobre os aditivos, ha referéncias internacionais, dentre as
quais destaca-se 0 Codex Alimentarius, que se constitui como um programa conjunto da
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAQO) e da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), objetivando o estabelecimento de normas internacionais na area de
alimentos. Os paises da Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) sdo encorajados a
harmonizar suas legislacdes nacionais com as internacionais (ANVISA, 2016).

No Brasil, a legislagdo sobre o uso dos aditivos é controlada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), por meio da Instru¢cdo Normativa (IN) 13/04 (alterada pela Instru¢cdo Normativa n°
44/15) e pelas regras dispostas no Decreto n® 6.296/07 e demais legislacbes relacionadas
(MAPA, 2018). A IN 13/04 define como aditivo para produtos destinados a alimentacédo
animal toda “substdncia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado
intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou
ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacédo
animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as
necessidades nutricionais”. Os aditivos devem ser incluidos em quantidades estritamente
necessarias para a obtencdo do efeito desejado e de acordo com a IN 13/04, podem ser
classificados, de acordo com suas funcdes e propriedades, nas seguintes categorias:

a) Tecnologicos: substdncia adicionada ao produto destinado a
alimentacdo animal com fins tecnoldgicos. Incluem-se o0s aglomerantes,
adsorventes, antioxidantes, conservantes, espessantes, antiumectantes, entre

outros;
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b) Sensoriais: substancia adicionada ao produto para melhorar ou
modificar as propriedades organolépticas ou as caracteristicas visuais dos
produtos. Incluem-se 0s corantes e pigmentantes, aromatizantes e palatabilizantes;

c) Nutricionais: substancia utilizada para manter ou melhorar as
propriedades nutricionais do produto. Incluem-se as vitaminas, aminoacidos,
oligoelementos e uréia;

d) Zootécnicos: substancia utilizada para influir positivamente na
melhoria do desempenho dos animais. Incluem-se os prebidticos e probidticos,
enzimas, simbioticos, nutracéuticos, acidos organicos e melhoradores de
desempenho;

e) Anticoccidianos: substancia destinada a eliminar ou inibir protozoarios.

O MAPA disponibiliza listas de aditivos que podem ser utilizados na alimentagédo
animal e os que tiveram seu uso proibido. Dentre as substancias proibidas, incluem-se vérios
antimicrobianos melhoradores de desempenho, sendo a colistina, molécula anteriormente
muito utilizada na suinocultura, a Gltima proibida até entdo (22/11/2016) (MAPA, 2017).

As condicBes comerciais modernas de producao de suinos, destacando-se 0 manejo de
desmame, impdem varias condi¢cBes de estresse aos animais, tendo como consequéncias
alteracbes marcantes na fisiologia, microbiologia e imunologia intestinal e sistémica. Estas
alteracbes geram prejuizos econémicos, ja que prejudicam o desenvolvimento dos animais,
causando morbidade e/ou mortalidade (Pluske, 2013).

Para reduzir os prejuizos econébmicos da queda de desempenho no periodo pos-
desmame, compostos antimicrobianos farmacoldgicos e minerais [exemplos: 6xido de zinco
(ZnO) e sulfato de cobre (CuSO4H,0)], tém sido incluidos em larga escala nas dietas pos-
desmame de suinos (Verstegen e Williams, 2002). Contudo, tem sido questionado o0 uso
exacerbado destes compostos pelo fato de poderem levar ao surgimento de cepas bacterianas
resistentes aos antimicrobianos existentes, resultar na presenca de residuos em produtos
carneos e determinar reagdes de hipersensibilidade em humanos (Palermo Neto, 2012), bem
como causar poluicdo ambiental, devido ao acimulo de metais no solo e lencol freatico (Lusk
et al., 2006). Tendo em vista esta preocupagéo, a Unido Europeia implementou proibicdo total
no uso de antimicrobianos em doses subterapéuticas para animais a partir de janeiro de 2006,
e seguindo o exemplo europeu, varios paises e regides produtoras tém sofrido pressdo pela
diminuicdo ou total proibi¢do no uso destes compostos em dietas de animais.

Estudos mais recentes também tém mostrado que hé correlacéo positiva entre o uso de

doses farmacoldgicas de minerais como Zn e Cu e a propagacdo de genes de resisténcia
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bacteriana, especialmente em estirpes virulentas para animais e humanos (Salmonella spp., E.
coli, Staphyloccocus aureus), enfatizando o problema de uso destes minerais em conjunto
com antimicrobianos em dietas animais, em funcdo da possibilidade de contaminacao
ambiental com bactérias patogénicas super-resistentes (Cavaco et al., 2011; Holzel et al.,
2012; Jietal., 2012; Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2018).

Sendo assim, a busca por novas estratégias de producéo, visando melhorias na saude e
desenvolvimento animal, com diminuicdo no uso de antimicrobianos melhoradores de
desempenho, € essencial para a sustentabilidade da suinocultura (Pluske, 2013). Dentre as
novas estratégias, destacam-se o uso de compostos bioativos naturais, como os prebioticos,

probidticos, simbidticos, cidos organicos e fitogénicos (Miguel et al., 2004).

1.3.1 Antimicrobianos melhoradores de desempenho

Os antimicrobianos usados no tratamento de doencas infecciosas podem ser
categorizados em compostos obtidos a partir de microrganismos - os antibiéticos - e 0s
obtidos de forma sintética, apresentando assim componentes quimicos sintéticos e semi-
sintéticos — os quimioterapicos (Mota et al., 2010). Os antimicrobianos podem possuir
atividade antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiviral e antitumoral. Os resultados
benéficos do uso destes compostos no tratamento de doencas sdo provenientes da morte
microbiana (efeito microbiocida) ou inibicdo de crescimento microbiano (efeito
microbiostatico). Os mecanismos de acdo principais dos antimicrobianos sdo: inibicdo da
sintese proteica; inibicdo da sintese de acidos nucleicos; alteracdo de vias metabolicas;
alteracdo da permeabilidade da membrana externa, e inibicdo da sintese da parede celular
(Salabi et al., 2013).

Alguns antimicrobianos possuem largo espectro de acéo, tendo atividade microbiocida
ou microbiostatica contra diversos microrganismos, e outros possuem curto espectro de acéo,
sendo mais especificos para determinados grupos bacterianos. Os antimicrobianos, de acordo
com seus modos de acdo, classificam-se como [-lactimicos, aminoglicosideos,
glicopeptideos, espectrograminas, macrolideos, lincosaminas, nitroimidazolicos, tetraciclinas,
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas e oxazolidinonas (ANVISA, 2016).

Segundo Barcellos et al. (2009), existem quatro formas de medicagdo com 0 uso de
antimicrobianos: melhoradora de desempenho, metafilatica, profilatica e terapéutica. Na
funcdo de “melhorador de desempenho”, um antimicrobiano ¢ utilizado em doses baixas de
principio ativo antibacteriano, sendo que o principal modo de acdo seria reduzindo a

incidéncia de doengas subclinicas. A medicacdo “metafilatica” se define como uso de
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antimicrobianos para tratamento de infeccGes em animais apds os primeiros sinais clinicos da
doenca, tendo a vantagem dos animais entrarem em contato com o patdgeno, estimulando a
resposta imune adaptativa. O uso de antimicrobianos de modo “profilatico” ocorre quando ha
uma probabilidade alta de certa doenca se manifestar em individuos de determinada faixa
etaria, aplicando-se a medicacdo em doses terapéuticas por um periodo curto de tempo,
tomando-se como exemplo os “pulsos” de antimicrobianos adicionados as dietas de leitdes em
fase critica de pds-desmame. A medicagdo “terapéutica” ocorre quando ¢ necessario tratar um
individuo ja acometido com a(s) infeccao(des) (Barcellos et al., 2009).

O sucesso do uso de antimicrobianos na medicina veterinaria se deu na década de
1940, e os resultados benéficos do seu uso em baixas dosagens como melhoradores de
desempenho foram se tornando evidentes, de forma que em 1951 o Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o0 uso de antimicrobianos na alimentacdo animal sem
necessidade de prescricdo veterinéria (Gonzales et al., 2012). Dentre os beneficios observados
com a utilizagdo de compostos antimicrobianos como melhoradores de desempenho na
suinocultura, citam-se: aumento do ganho diario de peso, melhora na conversdo alimentar,
reducdo da mortalidade, da ocorréncia de diarreias e da ocorréncia de infeccdes clinicas e
subclinicas (Cromwell, 2002).

Principalmente na fase pds-desmame, os leitdes sdo acometidos por patdgenos
entéricos, que aumentam a incidéncia de diarreias, causando piora nos indices zootécnicos
(Pluske et al., 2003). O uso de antimicrobianos em doses subclinicas nesta fase traz beneficios
sobre a salde e desempenho animal, devido a capacidade destes compostos em modular a
microbiota intestinal através da reducdo da carga microbiana patogénica, evitando assim
danos que patdgenos poderiam causar, como modificagdes na estrutura do epitélio,
competicdo por nutrientes, producdo de metabolitos que deprimem as capacidades de digestao
e absorcdo e, consequentemente, o desenvolvimento animal (Miguel et al., 2004).

Desde o banimento europeu ao uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho
no ano de 2006, muitos paises produtores tém restringido 0 uso destes compostos na
alimentacdo animal, inclusive o Brasil. Segundo a ANVISA (2017), o uso racional de
antimicrobianos € uma das metas definidas pela Organiza¢do Mundial da Satude (OMS) para o
século XXI. Até a presente data, os antimicrobianos melhoradores de desempenho permitidos
no Brasil sdo: avilamicina, bacitracina, enramicina, flavomicina, halquinol, lasalocida,
lincomicina, monensina sddica, narasina, salinomicina, tiamulina, tilosina e virginiamicina
(MAPA, 2017).
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Contudo, recentemente, em Portaria N° 171 (13/12/2018) da Secretaria de Defesa
Agropecuaria, ligada ao MAPA, publicada no Diério Oficial da Unido (19/12/2018), informa-
se sobre a “intensdo de proibicdo de uso de antimicrobianos com a finalidade de aditivos
melhoradores de desempenho de alimentos”. Em tal portaria declara-se que “0 uso dos
antimicrobianos tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina com a
finalidade de aditivos melhoradores de desempenho em animais produtores de alimentos seré
proibido”. A partir da Portaria N°15 (01/02/2019), abriu-se prazo de 45 dias para
manifestacdes técnicas que possam refutar tal decisdo de proibi¢do. A Portaria considera os
compromissos assumidos pelo governo brasileiro com a OMS e com a Organiza¢do Mundial
de Saude Animal (OIE) com relagdo a preservacdo da efetividade de antibioticos, através de
restricdo completa de todas as classes de antimicrobianos importantes na medicina humana
para promocao de crescimento de animais produtores de alimentos.

O halquinol (5,7-dicloro-8-quinolinol, 5-cloro-8-quinolinol e 7-cloro-8-quinolinol), do
grupo dos antimicrobianos quinolonas, possui amplo espectro de acdo contra bactérias (gram
positivas e gram negativas), fungos e alguns protozoarios, em suinos e em aves (Jukes e
Swick, 1996). As quinolonas sdo inibidores da sintese de DNA por atingirem complexos da
enzima topoisomerase, responsavel por regular a estabilidade da molécula de DNA durante
seu processo de replicacdo, de modo que determina interrupcdo da replicacdo e do
crescimento celular (acdo bacteriostatica), com posterior inducdo de apoptose celular
(Kohanski et al., 2010; Salabi et al., 2013).

A utilizacdo de doses subterapéuticas de halquinol e de outros antimicrobianos nas
dietas animais objetivam reduzir ou impedir a multiplicacdo exacerbada de microrganismos
no TGl, evitando prejuizos a digestibilidade dos nutrientes da dieta e a conversdo dos mesmos
em proteina animal. Assim, o uso destas substancias promovem melhorias na eficiéncia
alimentar, diminuem a mortalidade, morbidade e previnem infec¢es (Cromwell et al. 2002;
Sarensen et al., 2009; Cheng et al., 2014). O antimicrobiano halquinol, nas Gltimas décadas,
vem se tornando alternativa frente a outros antimicrobianos utilizados na nutrigdo de suinos e
aves, uma vez que possui acdo ndo-microbiocida e baixa absorcéo intestinal (Heseltine e
Campbell, 1960), tendo menores efeitos sisttmicos e chances de induzir resisténcias
bacterianas (Cardoso, 2000). Contudo, faltam estudos epidemiologicos a campo e a longo
prazo com o uso desta substdncia e de outros antimicrobianos, utilizando-se nutricdo
balanceada e de qualidade as diferentes categorias animais da granja, as quais adotem
programas de manejo adequados e medidas de biosseguridade, a fim de comparar a realidade

vivida 60 anos atrds com a atual (Aarestrup et al., 2010).
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Com relacéo aos efeitos deletérios do uso de antimicrobianos, um estudo realizado por
Kalghatgi et al. (2013) demonstrou que em células epiteliais humanas alguns bactericidas de
classes especificas, como as quinolonas, levam a aumento do estresse oxidativo mitocondrial,
com producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, danos as
membranas celulares e aos tecidos. As quinolonas possuem alto nivel de atividade contra uma
extensa gama de bactérias (Jukes e Swick, 1996), assim, também podem reduzir a microbiota
intestinal benéfica, que possui importante funcdo na mantenca da salde intestinal e,
indiretamente, na saude geral do hospedeiro, tendo em vista que alteracfes na microbiota
intestinal podem induzir imunossupressdo indireta e maior demanda por producdo e
maturacgdo de leucdcitos (Kalghatgi et al., 2013).

A crescente preocupacdo com o uso de antimicrobianos na alimentacdo animal tem
desafiado os cientistas a buscarem aditivos alternativos, que tragam ndo somente beneficios a
salde e desempenho dos animais, como também garantam seguran¢a na produgdo e consumo
de produtos carneos. Estudos indicam que o uso de probidticos, prebioticos, simbiéticos,
acidos organicos e fitogénicos sdo capazes de trazer beneficios semelhantes ao uso dos
antimicrobianos, representando assim alternativas possiveis de serem utilizadas a campo
(Menten, 2002).

1.3.2 Prebidticos

Prebioticos sdo compostos que podem ser intencionalmente adicionados a dieta ou
estarem presentes naturalmente no alimento, ndo sdo digeridos ou absorvidos, porém sdo
fermentados seletivamente por bactérias benéficas no trato gastrintestinal (TGI) dos animais,
promovendo assim melhorias a saude e desempenho. Entre os compostos prebioticos, citam-
se alguns carboidratos (oligossacarideos e polissacarideos), alcodis derivados de agUcares,
peptideos, proteinas e lipideos (Gibson e Roberfroid, 1995), contudo, os oligossacarideos ndo
digestiveis (ONDs) vém sendo preferencialmente estudados (Mosenthin e Bauer, 2000).

Dentre os ONDs com capacidade prebidtica mais estudados estdo 0s
frutoligossacarideos  (FOS),  B-glucanos,  galactoligossacarideos (GOS) e os
mananoligossacarideos (MOS), que possuem um ou mais dos seguintes modos de acdo: séo
fermentados por bactérias benéficas do TGI dos animais, modulando beneficamente a
microbiota (Mathew et al., 1993; Gebbink et al., 1999; Macfarlane e Cummings, 1999;
Strickling et al., 2000); impedem a fixacdo de bactérias patogénicas especificas (Baumler et
al., 1997); adsorvem micotoxinas das dietas (Srobérové et al., 2005; Yiannikouris et al.,

2004a,b); estimulam o sistema imune local entérico e o sistema imune de forma sistémica
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(Herre et al. 2004; Gantner et al., 2003; Willment et al., 2003; Brown et al., 2002) e melhoram
o0 desempenho e satde dos animais (Bengmark, 1998; Xuan et al., 2001; Mappley et al., 2012;
Guerra-Ordaz et al., 2013).

A capacidade de fermentacdo dos ONDs por bactérias benéficas no TGI do
hospedeiro, com destaque para bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, resulta
na producdo de substancias estimulatorias para o sistema imune, bem como de &cidos
organicos, que reduzem o pH do meio e controlam indiretamente a proliferacdo de bactérias
patogénicas (Silva e Nornberg, 2003).

Alguns dos ONDs possuem afinidade por sitios de ligacdo especificos de células
imunes ndo especificas, aumentando suas capacidades de reconhecer e eliminar patégenos,
bem como de secretar citocinas pro e anti-inflamatérias e, consequentemente, de induzir de
forma mais eficaz a sintese de grandes quantidades de imunoglobulinas (IgA, IgM e IgG)
(YYasui e Ohwaki, 1991; Silva e Nornberg, 2003; Kogan e Kocher, 2007).

Muitos estudos tém demonstrado beneficios do uso de prebidticos em dietas de leitdes
desmamados, tanto na forma isolada quanto combinada, porém, nem sempre resultados
benéficos tém sido evidenciado devido, principalmente, as variacbes nas condi¢bes

experimentais e imposicdo de desafios sanitarios (Miguel et al., 2004).

1.3.2.1 g-glucanos

Os B-glucanos sdo polissacarideos com ligagdes B-glicosidicas, constituintes da parede
celular de leveduras, fungos e cereais, sendo que, dependendo da sua origem, se diferenciam
por diferentes tipos de ligacdo entre as unidades glicosidicas e por suas ramificacdes
(Magnani, 2008). Como principal fonte de B-glucanos tém-se a parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, sendo composto por unidades variadas de polimeros de glicose
com ligagdes do tipo B(1-3) e cadeias laterais com ligagoes tipo (1-6) (Magnani, 2008).

Estudos tém demonstrado que o uso de fontes ricas em [B-glucanos, ou a propria
molécula isolada, trazem beneficios a salde e desempenho animal, devido aos seus efeitos
imunomodulatorios, antitumorais, antimutagénicos, antinflamatorios, entre outros (Robertsen,
1999; Kogan e Kocher, 2007; Magnani, 2008). Segundo Kumar et al. (2005), o p-glucano
derivado da parede celular de leveduras, talvez pelas diferengas estruturais de suas cadeias,
séo capazes de promover maiores beneficios.

A molécula de B-glucano é considerada imunomoduladora, sendo capaz de modificar
respostas biologicas, j& que possui a capacidade de ligacdo com receptores de membrana

especificos de células fagociticas, tornado-as mais ativas e eficazes (Robertsen, 1999). Além
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do efeito imunomodulador, como um OND, este polissacarideo é fermentado seletivamente
por bactérias benéficas no TGI do animal, controlando de forma indireta o desenvolvimento
exacerbado de bactérias patogénicas e também indiretamente promovendo melhorias sobre a
salde do intestino (Pretus et al., 1991).

Os B-glucanos, uma vez em contato com as placas de Peyer intestinais, que se constitui
em tecido linfoide associado & mucosa (mucosa-associated lymphoid tissue — MALT), mais
especificamente tecido linfoide associado a mucosa do trato gastrintestinal (gut-associated
lymphoid tissue — GALT), sdo internalizados pelas células M e fagocitados pelos macréfagos.
Apos a fagocitose das moléculas de B-glucanos, ocorre degradacdo lenta gerando particulas
menores fragmentadas, que caem na corrente sanguinea e se ligam a receptores de membrana
especificos de granuldcitos, atingindo diferentes érgdos e tecidos do corpo (Vetvicka et al.,
1997; Novak e Vetvicka, 2008).

Os receptores conhecidos com afinidade para moléculas de B-glucanos sdo 0s
receptores tipo scavanger, lactosilceramida, CR3 e a dectina-1, sendo os dois ultimos os
principais. O CR3 é um receptor de membrana (encontrado em diversos tipos celulares, como
macrofagos e neutrofilos) do peptideo C3 do sistema complemento, o qual, quando ativado, se
liga a superficie microbiana, marcando o patdgeno para posterior destruicdo por leucdcitos
(Vetvicka et al., 1997; Vetvicka, 2011). Segundo Vetvicka (2011), quando um iC3b, que é o
produto da clivagem proteolitica do peptideo C3, se liga aos CR3 de fagdcitos e células
Natural Killer, ha opsonizagdo das moléculas de B-glucanos, com posterior estimulo a
degranulacdo citotdxica, entretanto, isso requer o reconhecimento de polissacarideos
especificos pela proteina de ligacdo lectina, componente do receptor CR3, para diferenciacao
de microrganismos de células do hospedeiro. Os polissacarideos soluveis dos B-glucanos de
leveduras tém a capacidade de se ligar as lectinas do CR3 e desencadear estimulo a
degranulacdo, sendo importante para maior capacidade de citotoxidade de células tumorais
(Vetvicka et al., 1997; Vetvicka, 2011).

A dectina-1 € um receptor de membrana encontrado em macréfagos, sendo
importantes na deteccdo e fagocitose de fungos, podendo se associar & outros receptores,
como TLR-2 (importante familia de receptor de reconhecimento padréo - PRR), que se liga a
um padrdo molecular associado a patégeno (PAMP) de origem fangica, transmitindo um sinal
a celula para producdo de moléculas pro-inflamatdrias, como as citocinas (Vetvicka, 2011).
As células fagociticas e células capilares estimuladas por PAMPs e DAMPs (padrdes
moleculares associados a leses) secretam citocinas pro-inflamatérias, principalmente IL-1 e

TNF, sendo que estas citocinas, sobretudo TNF, estimulam processos intracelulares dos
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préprios fagocitos, como a explosao respiratoria, apos fagocitose, resultando na producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que promovem lise celular dos compostos
fagocitados pela peroxidacdo de lipideos de membranas (Tizard, 2014).

O receptor de superficie lactosilceramida é um glicoesfingolipidio, que interage com a
molécula de B-glucano promovendo a explosdo respiratoria e sua funcdo oxidativa de
membrana, induz a produ¢do da citocina fator nuclear kappa B (NFxB) e a produgdo da MIP-
2 (quimiocina) pelas células do epitélio alveolar (Wakshull et al., 1999; Hahn et al., 2003).

Estudos tém demonstrado a capacidade de B-glucanos, suplementados em dietas de
suinos jovens e adultos, promover maior protecdo dos tecidos epiteliais, e assim, maior
protecdo contra infec¢bes virais e bacterianas que acometem o0s tratos respiratério,
reprodutivo e gastrintestinal, assim como melhorar os indices de desempenho (Kogan e
Kocher, 2007). Em estudo com leitbes em fase de creche desafiados com LPS de E. coli, Wu
et al. (2018) observaram que os animais que receberam B-glucano apresentaram maior ganho
diario de peso durante as semanas 4 e 5 do experimento, resultando em maior peso final.
Comparando os momentos antes e apds o desafio, somente os animais do grupo controle
tiveram aumento significativo da temperatura retal e da IL-6 sérica, demonstrando que o f-
glucano foi capaz de promover maior efetividade imunol6gica com concomitante melhoria no
desempenho dos animais.

Schoenherr et al. (1994) e Dritz et al. (1995) demonstraram resultados positivos no
desempenho de leitdes alimentados com dietas contendo B-glucano, e, neste sentido, Mendes
et al. (2010) avaliando niveis crescentes de B-glucano (60, 120, 180 e 240 ppm) na dieta de
leitdes em fase de creche, verificaram efeito linear positivo para ganho diario de peso, com
aumento de 3,2% na dose de 240ppm. Li et al. (2005) em estudo com leitbes recém-
desmamados desafiados com ovoalbumina e alimentados com dietas contendo 50ppm de -
glucano, observaram melhoria em parametros imunes dos leitdes que receberam o prebidtico,
com reducdo na secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e aumento de citocinas anti-
inflamatdrias, demonstrando assim maior efetividade imunoldgica, evitando possiveis danos
teciduais com um prolongamento desnecessario da inflamagdo. Stuyven et al. (2010)
constataram melhoria na imunidade humoral de leitdes que receberam B-glucanos na dieta,
pois promoveu aumento na concentragdo da IgM sérica.

Por outro lado, Hiss e Sauerwein (2003) e Ledur et al. (2012) nédo verificaram melhora
no desempenho e nas variaveis imunoldgicas de suinos com a inclusdo de p-glucanos nas
dietas e Mao et al. (2005), incluindo 500 e 1000ppm de B-glucano extraido da erva Astragalus

membranaceus também n&o obtiveram respostas significativas no desempenho de leitdes. As
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divergéncias nas respostas fisiologicas ao uso de B-glucanos podem estar relacionadas as
diferentes propriedades fisico-quimicas dos B-glucanos que, por sua vez, determinam efeitos
bioldgicos diversos, dependendo de sua estrutura, ramificacfes e peso molecular (Vetvicka et
al., 2014).

1.3.2.2 Mananoligossacarideos

Mananoligossacarideo (MOS) é um oligossacarideo obtido da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae, que representa de 25 a 50% da parede celular (Moran,
2004). A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ formada por glucanas (B-D-
(1,3) e B-D-(1,6)-glucana), mananas (mananoproteinas, sendo a B-D-manana a porcdo de
carboidrato) e quitina, em quantidade aproximada de 1% do peso (Kogan e Kocher, 2007).

O MOS ¢ fermentando seletivamente no intestino grosso dos animais, promovendo
modulacdo da microbiota intestinal, além disto, estudos também indicam acdo deste
prebidtico no estimulo ao sistema imune e adsor¢do de micotoxinas (Kogan e Kocher, 2007),
modos de acdo que resultam em melhorias no ambiente intestinal e integridade do epitélio,
favorecendo o desempenho (Silva e Nornberg, 2003).

Especificamente, o MOS também possui capacidade de adsorcdo de certas bactérias
patogénicas gram-negativas com fimbrias tipo-1 especificas para manose, como Salmonella
spp. e Escherichia coli, blogueando sitios de ligacdo especificos das fimbrias destas bactérias,
impedindo assim sua fixacdo e posterior producdo de metabdlitos tdxicos que danificam o
epitélio intestinal. A fixacdo destas bactérias no epitélio intestinal se da através da interacdo
das fimbrias com as glicoproteinas da superficie de enterdcitos, as quais sdo ricas em manose
(receptores de lectina) (Firon et al., 1983).

Os modos de acdo especificos do MOS na melhora da imunidade ainda ndo estdo bem
elucidados, contudo, estudos com varias espécies tém comprovado esse efeito (Savage et al.,
1996; Newman e Newman, 2001; Kogan e Kocher, 2007). Segundo Ofek et al. (1995), o
MOS interage com receptores especificos e manose de células fagociticas, estimulando a
fagocitose destas células sem que haja opsonizagdo prévia, como ocorre com os B-glucanos. A
ativacdo de leucdocitos especificos pela ligagdo de manana com receptores de manose das
células pode servir como estimulo para as fases iniciais da reposta imune (Miguel et al.,
2004).

A suplementacdo de 1000ppm de MOS em dietas de leitdes desmamados aumentou a
imunidade especifica contra o virus da doenca de Aujeszky (Notcha et al., 2009) e aumentou a

atividade de linfocitos apds exposicdo dos animais & imundgenos (Nochta et al., 2010). De



40

maneira semelhante, em estudo de White et al. (2002) houve aumento na concentracdo de IgG
sérica em leitdes alimentados com manana oriunda de levedura e Davis et al. (2002; 2004)
demonstraram que o uso de MOS em dietas de leitbes aumentou a porcentagem de linfocitos
T maduros no TGI destes animais.

Em estudo que avaliou inclusdo de 2000ppm de MOS em dietas de leitdes
desmamados, Valpoti¢ et al. (2018) observaram aumento significativo na porcentagem de
linfécitos CD4+ e CD8+ e maior atividade fagocitaria de neutréfilos no sangue periférico dos
animais. De forma semelhante, a suplementacéo dietética com MOS foi capaz de aumentar a
resisténcia a doencas em leites, uma vez que promoveu maior apresentacdo antigénica,
promovendo assim resposta imune adaptativa mais rapida e eficiente (Halas e Nochta, 2012).

Estudos de Kim et al. (2000) e Davis et al. (2002) comprovaram beneficios no
desempenho de leitdes, quando adicionaram MOS fosforilados nas dietas. Zhao et al. (2012)
verificaram diminuigdo no escore de diarreia de leitdes que consumiram dietas com MOS,
porém, ndo observaram diferencas nos teores de 1gG, glébulos brancos e vermelhos e de
linfécitos no soro dos leitdes, comparados aos animais alimentados com dietas contendo ou
ndo antibidticos. Resultados semelhantes para as varidveis de desempenho tém sido
verificados em pesquisas comparando a inclusdo de MOS e de antibidticos nas dietas de
leitdes, demonstrando que este oligossacarideo foi capaz de substituir os antimicrobianos das
dietas (Utiyama et al., 2006; Corassa et al., 2012).

1.3.2.3 Frutoligossacarideos

Os frutoligossacarideos (FOS) sdo oligossacarideos que podem ser encontrados na
natureza, ou serem obtidos de forma sintética (Marubashi et al., 2010). Consistem em
polimeros de frutose compostos de 1-kestose, nistose e frutofuranosil nistose, em que as
unidades de frutosil sdo ligadas na posi¢do (2,1) da sacarose (Yun, 1996).

Comercialmente, os FOS podem ser categorizados em dois grupos em funcdo do
método de obtencdo. Pode ser produzido por hidrélise enzimatica de inulina, que ocorre
naturalmente em diversas plantas, principalmente em chicéria, alcachofra, beterraba, aspargo,
alho, cebola, yacon, entre outras (Yamashita et al., 1984; Goto et al., 1995; Yun, 1996),
consistindo de uma a sete unidades lineares de frutosil, podendo conter ou ndo uma unidade
final de glicose, ou por transfrutosilacdo enzimatica de residuos de sacarose, consistindo em
cadeias lineares e ramificadas de frutosil (uma a cinco unidades) (Hidaka et al., 1986,
Hartemink et al., 1997).
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O FOS tem poder adocante semelhante & sacarose e estudos tém demonstrado sua acéo
prebidtica para humanos e animais, pelo fato de ser capaz de modular beneficamente a
microbiota intestinal. Este oligossacarideo é fermentado seletivamente por bactérias dos
géneros Lactobacillus, Bifidobacteria (efeito bifidogénico) e Acidophilus no TGI dos
animais, que, por sua vez, produzem &cidos organicos, diminuindo o pH do intestino grosso e
controlando a proliferacdo de bactérias patogénicas e putrefativas (E. coli, Clostridium spp. e
Salmonella spp.), que tém 0 meio préximo ao neutro como ideal para multiplicacdo (Wang e
Gibson, 1993, Spiegel et al., 1994, Gibson e Roberfroid, 1995, Gibson et al., 1995; Hartemink
et al., 1997). A modulacéo da microbiota pelo FOS melhora as condic¢des de salde intestinal,
preservando o epitélio e mantendo as capacidades de digestdo e absorcdo, propiciando melhor
desempenho animal (Silva e Norberg, 2003).

Budifio et al. (2010), avaliando niveis de inclusdo de FOS (0,2; 0,4 e 0,6%) na dieta de
leitdes, estimou que o nivel 6timo de adicdo para maximizar o ganho diario de peso dos
animais nos primeiros 12 dias pos-desmame foi de 0,31%. Comparando a incluséo de parede
celular de levedura (rica em B-glucanos e MOS), FOS, parede celular de levedura + FOS e um
antimicrobiano melhorador de desempenho em dietas de leitbes, Zhao et al. (2012) relataram
que os prebidticos, juntos ou isolados, determinaram resposta semelhante ao antimicrobiano,
quanto a melhora no ganho diario de peso dos animais no periodo de 0-14 dias p6s-desmame.

Em estudo de Xu et al. (2002), foi comprovada a capacidade do FOS promover
melhorias na integridade e saude intestinal de suinos. Os autores avaliaram a inclusdo de
2000, 4000 e 6000ppm de FOS em dietas de fémeas suinas em crescimento (peso inicial
médio de 20,8kg), verificando que doses de 4000 e 6000ppm promoveram melhora na
eficiéncia alimentar e ganho diario de peso. Ainda, para estas mesmas doses, houve aumento
nas concentracdes de bactérias dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, além de
diminuicdo nas populacdes de E. coli e Clostridium; maior atividade de enzimas digestivas no
intestino e maior relacdo altura de vilos:profundidade de criptas no jejuno dos animais.

Avaliando doses de FOS de 100, 500 e 1000ppm nas dietas de leitbes desmamados,
Lei et al. (2018) observaram aumento linear do ganho diario de peso e do consumo diario de
racdo, bem como melhora da digestibilidade da dieta e maior contagem de bactérias &cido
laticas fecais. Trabalhando com leitGes em aleitamento, Schokker et al. (2018) demonstraram
que a administracdo de FOS via oral por 12 dias (2-14 dias de idade) foi capaz de exercer
efeito bifidogénico no intestino grosso, melhorar as caracteristicas morfométricas e modular a

expressao génica do epitélio do jejuno. Bactérias do género Bifidobacterium sdo capazes de



42

digerir e utilizar frutanos devido a alta capacidade de produgdo de enzimas f-
frutofuranosidase (Imamura et al., 1994).

Por outro lado, outros estudos ndo demonstraram efeitos deste oligossacarideo sobre o
desempenho de suinos (Farnworth et al., 1992; Howard et al., 1995; Mikkelsen et al., 2003),

sendo necessario mais estudos que comprovem sua eficacia.

1.3.2.4 Galactoligossacarideos

Os galactoligossacarideos (GOS) séo produzidos a partir da lactose por atividade de
transgalactosilacdo da enzima [-galactosidase e os oligossacarideos resultantes desta reacdo
sdo formados por estruturas com ligagdes B-1,4 e B-1,6 (Macfarlene et al., 2008). Também
podem ser obtidos por meio da enzima a-galactosidase, a partir da galactose, resultando em
estruturas com ligagdes do tipo a (Goes e Ribeiro, 2002)

Poucos estudos foram feitos até entdo avaliando a inclusdo de galactoligossacarideos
na dieta de suinos, porém, com humanos e ratos, tém-se mostrado efeitos benéficos deste
prebidtico, pela sua capacidade em modular a microbiota intestinal, reduzir infecgdes
bacterianas, promover melhorias na absorcdo de minerais e reduzir alergias (Sangwan et al.,
2015).

Bactérias benéficas do TGI de leitGes apresentam alta capacidade de fermentacdo de
moléculas de GOS, como demonstrado em estudo feito por Tzortzis et al. (2005) com leitbes
desmamados. Os autores avaliaram os efeitos da inclusdo de GOS e da associa¢do de GOS e
inulina, observando aumento das col6nias de Bifidobacterium e Lactobacillus, e que a dose de
4% de GOS aumentou a populacdo de Bifidobacterium e a concentracdo de acido acético, com
consequente reducdo no pH do célon.

Tsukahara et al. (2009) avaliaram o uso de GOS nas doses de 1,17 e 0,03%, em dietas
de leitbes desmamados, e demonstraram que a utilizacdo deste prebiotico, quando comparada
a uma dieta controle, foi capaz de diminuir a infiltracdo de eosinéfilos no intestino delgado
dos animais. A infiltracdo intestinal exacerbada deste leucdcito indica reacdes alérgicas
agudas, que podem reduzir o potencial de desenvolvimento dos animais. Além disto, houve
aumento no ganho diario de peso do dia 3 ao dia 10 do estudo, e melhoria na conversao
alimentar do dia 0 ao dia 10.

Estudos ainda sugerem que o consumo de substancias prebidticas especificas por
leitbes, como o GOS, é capaz de alterar beneficamente a microbiota dos animais, com maior
producéo e absor¢do de acidos graxos de cadeia curta (Smiricky-Tjardes et al., 2003; Fleming

et al., 2017). Segundo estudo de Fleming et al. (2017), o consumo de GOS foi capaz de
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aumentar a producdo de serotonina pelo sistema nervoso e de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) pela microbiota intestinal de leitGes, aumentando a concentracdo destes &cidos no
colon, sangue e cérebro. A maior secrecdo destes compostos foi associada a menores
indicadores de estresse pos-contengdo, podendo-se inferir que estes beneficios podem tornar o
animais bioquimicamente menos susceptiveis ao estresse, e assim, aos danos fisiologicos

causados pelo mesmo.

2. OBJETIVOS
O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo de combinacgdes de prebidticos
(MOS, B-glucano, FOS e GOS), em substituicio a antimicrobiano melhorador de
desempenho, em dietas de leitdes em fase de creche, sobre o desempenho, incidéncia de
diarreia, saude intestinal (morfometria do intestino delgado, concentracdo de acidos graxos de
cadeia curta do conteudo do célon, microbiologia do contetido do ceco), perfil hematoldgico
(hemograma completo) e imunoldgico (concentracfes de imunoglobulinas, citocinas,

proteinas de fase aguda e explosao respiratdria).
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CAPITULO 2

O capitulo 2 intitulado “Prebidticos em substituicdo a antimicrobiano sobre a
saude intestinal e desempenho de leitdes recéem-desmamados” foi escrito de acordo com as

normas do Periddico “Animal Feed Science and Technology”.
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Prebidticos em substituicdo a antimicrobiano sobre a saude intestinal e
desempenho de leitdes recém-desmamados

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a inclusdo dos prebidticos
mananoligassacarideo (MOS), B-glucano, frutoligossacarideo (FOS) e galactoligossacarideo
(GOS) em substituicdo a antimicrobiano, em dietas de leitdes recem-desmamados, sobre 0
desempenho, incidéncia de diarreia e saude intestinal. Foram realizados dois experimentos
(Exp.), com 120 leitdes recém-desmamados (média de 21 dias e 6,85 kg = 0,83 kg - Exp. 1) e
40 leitbes recém-desmamados (média de 21 dias e 7,03 £ 0,53 kg - Exp. 2), distribuidos em
delineamento em blocos ao acaso, com cinco tratamentos e oito repeti¢cdes. Os tratamentos
foram: CON= dieta basal (DB) + 120 ppm de halquinol; M= DB + MOS e -glucano (3,0
kg/t); FoG1= DB + MOS ¢ B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relacdo FOS:GOS
9:1); F7Gs= DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relacdo FOS:GOS
7:3); FsGs= DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relagdo FOS:GOS
5:5). No Exp. I, no periodo de 0-15d, os animais dos tratamentos CON e FqG; apresentaram
melhor (P<0,05) conversao alimentar (CA) gue os animais do tratamento M. No periodo de
0-28d, os animas do tratamento F9G; apresentaram tendéncia de melhor (P<0,10) CA. No
periodo total de experimento (0-41d), os animais do tratamento CON apresentaram melhor
(P<0,05) CA em comparagdo aos animais do tratamento F;Gs, ndo diferindo dos demais
animais. No Exp. 11, no duodeno, houve maior (P<0,05) altura de vilos (AV) nos animais dos
tratamentos CON, M e F9G; em relagdo aos animais do tratamento F;G3; e também maior
(P<0,05) area de superficie de vilos (AS) nos animais dos tratamentos Mp e FqG; em relacéo
aos animais do tratamento F;Gs;. No jejuno, houve maior (P<0,05) relagdo altura de
vilos:profundidade de cripta (AV:PC) nos animais que receberam o tratamento CON
comparados aos animais do tratamento F;Gs. Ndo houve diferencas estatisticas (P>0,05) entre
o0s tratamentos para a quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta do conteldo do célon e
microbiologia do contetdo cecal dos animais. Desta forma, conclui-se que as combinacgdes de
prebioticos testadas, com excecdo da proporcéo do tratamento F;Gz, promovem melhorias a
salde intestinal e desempenho animal, de forma semelhante ao uso de antimicrobiano, para

leitdes em fase de creche.

Palavras-chave: aditivos, desmame, salide, suinos
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Prebiotics in substitution to antimicrobial on intestinal health and performance
of weanling pigs

ABSTRACT: The aim of the study was to evaluate the inclusion of prebiotics
mannanoligosacharide (MOS), B-glucan, fructoligosaccharide (FOS) and
galactoligosaccharide (GOS) in substitution to antimicrobial, in diets of weanling pigs, on
growth performance, diarrhea incidence and intestinal health. Two experiments (Exp.) were
carried out, using 120 weaned piglets (21 days and 6.85 kg + 0.83 kg in average — Exp. 1) and
40 weaned piglets (21 days and 7.03 £ 0.53 kg in average — Exp. IlI) in a completely
randomized block design with five treatments and eight replicates. The treatments were: CON
= basal diet (BD) + 120 ppm of halquinol; Mp = BD + MOS and B-glucan (3.0 kg/t); FeG; =
BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 9:1); F;G3 =
BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 7:3); FsGs =
BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS and GOS (1.0 kg/t) (FOS:GOS ratio5:5). In Exp. I,
in the first evaluated period (0-15d), the animals of CON and FyG; treatments presented better
(P<0.05) feed conversion ratio (FCR) compared to the animals of Mp treatment. In the period
of 0-28d, the animals from FqG; treatment tended to improve (P<0.10) FCR. In the total
experiment period (0-41d), animals fed CON treatment showed better (P<0.05) FCR
compared to the animals fed F;Gs, not differing from the other treatments. In the Exp. I, in
the duodenum, there was higher (P<0.05) villus height (VH) in animals from CON, Mf and
FoG; treatments compared to those of F;G3 treatment and also higher (P<0.05) villus surface
area (SA) for the animals fed MB and FgG; compared to animals of F;G3 treatment. In the
jejunum, there was a higher (P<0.05) villus height crypt depth ratio (VH:CD) in the animals
fed CON treatment compared to the animals from F;G3 treatment. There were no statistical
differences (P>0.05) among the treatments to the short chain fatty acids of the colon content
and microbiology of cecal content of the animals. Thus, it is concluded that the prebiotics
combinations tested, with exception of the F;G3 proportion, lead to improvement on intestinal
health and animal performance, similar to antimicrobial effects to nursery piglets.

Keywords: additives, health, swine, weaning
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1. Introducéo

O banimento ou reducédo do uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho por
diversos paises tém pressionado os demais a também adotarem estas medidas, devido ao
surgimento de cepas bacterianas patogénicas resistentes aos antimicrobianos existentes na
medicina humana e veterinaria (Meek et al., 2015). A restricdo do uso destes compostos em
dietas animais é especialmente preocupante na fase pos-desmame na suinocultura, uma vez
que, comercialmente, os leitdes sdo desmamados em idade em que o desenvolvimento da
maturidade fisiol6gica e imunoldgica é insatisfatorio (Brown et al., 1961; Pluske et al., 2003).

Nesta fase os animais nao possuem secre¢do satisfatdria de acido cloridrico estomacal
e enzimas intestinais (Strube et al., 2013), tornando o ambiente gastrintestinal propicio a
proliferacdo exacerbada de cepas bacterianas especificas, como Escherichia coli, Clostridium
spp. e Salmonella spp., principais agentes etiolégicos de quadros diarreicos em leitdes
(Zimmerman et al., 2012). Estas alteracdes na microbiota, associadas a redu¢do no consumo
de racdo na fase pos-desmame, geram desordens nas taxas de turnover das células epiteliais
intestinais, com consequente alteracdo da morfometria intestinal e reducdo da area digestiva e
absortiva (Yang et al., 2014; Lee et al., 2016), ocasionando prejuizo no desempenho dos
animais (Lee et al., 2016).

Deste modo, estudos com novos aditivos alimentares, como o0s prebidticos,
probidticos, simbidticos e extratos herbais tém recebido atencdo como alternativas ao uso dos
antimicrobianos (Sethiya, 2016; Kiczorowska et al., 2017). Os compostos prebidticos, que
ndo sdo digeridos ou absorvidos, porém servem como substrato a cepas bacterianas benéficas
no trato gastrintestinal (TGI) dos animais (Roberfroid, 2007), possuem efeitos comprovados
benéficos no desempenho e saude intestinal de leitbes (Wang et al., 2009; Tsukahara, 2009;
Che et al., 2010; Zhao et al., 2012; Lei et al., 2018; Schokker et al., 2018; Wu et al., 2018),
contudo, faltam estudos com possiveis combinacdes e efeitos sinérgicos de diferentes
moléculas prebidticas.

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de diferentes prebidticos
(mananoligossacarideo, B-glucano, frutoligossacarideo e galactoligossacarideo) como
possiveis substituidores do antimicrobiano halquinol, sobre o desempenho, a incidéncia de

diarreia e saude intestinal de leitdes recém-desmamados.
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2. Material e Métodos

2.1. Instalacéo experimental e animais

Os experimentos foram realizados na Unidade de Pesquisa da Area de Suinocultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP — Campus de Botucatu, SP,
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo nimero 133/2016). O
Exp. | objetivou avaliar o desempenho e incidéncia de diarreia dos leitGes, enquanto o Exp. Il
objetivou avaliar a morfometria do intestino delgado, microbiologia do contetido do ceco e
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) do contetdo do colon dos animais. Os
leitbes foram alojados em baias suspensas, com piso anterior concretado e posterior ripado
pléstico, com area de 1,70 m?, equipadas com bebedouro tipo chupeta, comedouro tipo calha e

campanulas com resisténcia elétrica.

2.2 Delineamento e dietas experimentais

Para o Exp. | foram utilizados 120 leitdes recém-desmamados com idade média de 21
dias (6,85kg + 0,83kg) e o periodo experimental foi de 41 dias. No Exp. Il, foram utilizados
40 leitbes recém-desmamados com idade média de 21 dias (7,03kg + 0,64kg) e o periodo
experimental foi de 14 dias. Os animais foram distribuidos em delineamento experimental de
blocos ao acaso, com cinco tratamentos, oito repeticdes e trés (Exp. 1) ou um (Exp. )
animal(ais) por baia (unidade experimental). Os tratamentos foram: CON: dieta basal (DB)
com adicdo halquinol (clorohidroxiquinolina 60%) como melhorador de desempenho (120
ppm); Mp: DB + MOS e B-glucano (3,0 kg/t); FoG1: DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS
e GOS (1,0kg/t) (relagdo FOS:GOS de 9:1); F7G3: DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e
GOS (1,0 kg/t) (relagdo FOS:GOS de 7:3); FsGs: DB + MOS ¢ B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e
GOS (1,0 kg/t) (relacdo FOS:GOS de 5:5). Os niveis de inclusdo dos aditivos testados nas
dietas foram estabelecidos em experimentos anteriores do grupo de pesquisa (dados ndo
publicados) e sdo apresentados na Tabela 3. Adotou-se o programa de alimentacdo em trés
fases: dieta pré-inicial 1; dieta pré-inicial 2 e dieta inicial, sendo as dietas isonutritivas
formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais minimas dos animais, de acordo com

Rostagno et al. (2011) (Tabelas 1 e 2) e fornecidas a vontade.
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Tabela 1. Composicéo percentual das dietas experimentais nas fases pré-inicia I, pré-iniciais
Il e iniciais

Ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
Milho, moido 52,240 57,842 56,884
Soja, farelo (45%) 19,000 22,000 29,000
Plasma sanguineo 4,000 2,500 -
Soro de leite 7,500 2,500 -
Sacarose 4,000 4,000 4,000
Maltodextrina 2,000 - -
Oleo de soja 2,900 3,000 2,500
Farelo de gluten de milho (60%) 2,500 2,500 1,500
Calcério calcitico 0,675 1,800 1,500
Fosfato bicalcico 1,900 0,770 1,500
Cloreto de sadio 0,280 0,450 0,830
L-Lisina HCI (78%) 0,700 0,610 0,510
DL-Metionina (99%) 0,250 0,190 0,405
L-Treonina (98%) 0,240 0,185 0,116
L-Triptofano (98%) 0,060 0,045 0,115
L-Isoleucina (99%) 0,135 0,060 0,020
L-Valina (99%) 0,175 0,110 0,015
Oxido de Zinco (73%) 0,340 0,200 0,200
Cloreto de colina (60%) 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)* 0,180 0,180 0,180
Clorohidroxiquinolina (60%)° 0,020 0,020 0,020
Prebiéticos® 0,300 0,300 0,300
TOTAL 100,000 100,000 100,000

'Adsorvente NOTOX®; “Premix mineral fornecendo por kg de racdo: 100mg Fe, 10mg Cu, 0,45mg Se, 40mg
Mn, 80mg Zn, 1mg Co, 1,5mg I, 79,70mg S, 0,30mg Mg; *Premix vitaminico fornecendo por kg de racéo: 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 4cido félico, 14,03mg 4cido pantoténico, 30mg niacina, 0,12mg biotina; “Inerte caulim somente utilizado
nas dietas experimentais CON; *Melhorador de desempenho halquinol (clorohidroxiquinolina 60%) somente
utilizado nas dietas experimentais CON; ®Nas dietas experimentais M, FyG;, F;Gs, FsG5 foram incluidos,
respectivamente: 0,30% de MOS+p-glucano; 0,20% de MOS+p-glucano, 0,09% de FOS e 0,01% de GOS;
0,20% de MOS+B-glucano, 0,07% de FOS e 0,03% de GOS; 0,20% de MOS+f3-glucano, 0,05% de FOS e 0,05%
de GOS.
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Tabela 2. Valores nutricionais calculados para as fases pré-iniciais I, pré-iniciais Il e iniciais!

Nutrientes Pré-inicial | Pré-Inicial 11 Inicial
Energia metabolizavel, kcal/kg 3400 3375 3303
Proteina bruta, % 20,00 21,00 19,18
Célcio, % 0,85 0,83 0,77
Fosforo disponivel, % 0,50 0,45 0,40
Lisina digestivel, % 1,45 1,33 1,17
Metionina digestivel, % 0,41 0,37 0,33
Metionina + Cistina 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. (2011).

Tabela 3. Niveis de inclusio (%) de mananoligossacarideo (MOS), [-glucano,
galactoligossacarideo (GOS), frutoligossacarideo (FOS) e do antimicrobiano melhorador de
desempenho nas dietas experimentais de leitdes recém-desmamados

Dietas experimentais, %

CON MB FgGl F7G3 I:SGS

MOS + B-glucano - 0,30 0,20 0,20 0,20
FOS - - 0,09 0,07 0,05
GOS

- - 0,01 003 0,05
Halquinol (Clorohidroxiquinolina 60%) 0,02 - - - -

2.3 Variaveis analisadas

2.3.1 Experimento 1

Desempenho animal: 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, o consumo diario de racao e conversdo alimentar.

Incidéncia de diarreia: Durante o periodo experimental (41 dias) cada leitdo da baia
foi observado todas as manh&s e tardes 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 modificagcdes, com 0 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 animal da baia (unidade experimental) nos dois periodos do
dia durante os 41 dias de experimento, totalizando 246 observagcdes em cada unidade

experimental, usando a seguinte formula: [(ocorréncia de escore 3 total da baia x 100) + 246
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observagdes totais]. Posteriormente, transformaram-se os valores obtidos de incidéncia de
diarreia percentual para arco-seno, para posterior analise estatistica.

2.3.2 Experimento 11

No 14° dia do experimento os animais foram sacrificados por meio de sangria
posteriormente a eletronarcose para a coleta de amostras e posterior avaliacdo das seguintes
variaveis:

Morfometria do intestino delgado: Porcdes de aproximadamente trés centimetros do
duodeno, jejuno e ileo foram coletadas e fixadas em 40 mL de solucéo de formol tamponado a
10% por 48h, e posteriormente enviadas & Unidade de Pesquisa Experimental — UNIPEX —
Faculdade de Medicina, Unesp, Botucatu. Apds a desidratagdo em série crescente de alcodis e
da passagem por bateria de xilol, as amostras foram incluidas em parafina e microtomizadas
para a montagem das laminas histologicas. A coloracdo 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 andlise de
imagens ImageJ®. A partir dos resultados de AV e PC, foi calculada a relagdo AV:PC. As
mensuracOes da area das placas de Peyer foram avaliadas nos cortes histologicos da
submucosa do ileo corados com HE, segundo Behmer et al. (1976), nas mesmas laminas
confeccionadas para a medida de AV e PC, utilizando o mesmo microscépio para captura e
registro das imagens e 0 mesmo programa de analise de imagens para as medidas. Em todas
as laminas, calculou-se a area de superficie de vilos (AS), de acordo com Argenzio et al.
(1990).

Microbiologia intestinal: Apds o abate, os cecos dos animais foram imediatamente
retirados encaminhados ao laboratério de pesquisa da Inspecdo de Alimentos do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica — DHVSP, FMVZ, Unesp, Botucatu,
em caixas isotérmicas e refrigeradas. As amostras foram retiradas das embalagens e colocadas
em recipientes estéreis. O ceco de cada animal foi aberto com auxilio de uma pinga e um
bisturi ambos estéreis, pesado 25 gramas do contetdo cecal em sacos estéreis e adicionados
225 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) a 0,1% formando a diluicdo 10™. A partir da
primeira diluicdo iniciaram-se diluigcdes seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de APT
0,1% até a diluicdo 10-9. A contagem do grupo coliformes a 35° e Escherichia coli foi
realizada com auxilio do Petrifilm (Placa 3M™ Petrifilm™ para Contagem de Escherichia

coli/Coliformes) a partir de 1 mL das diluices 10™, 103 10° 107, 10° conforme a
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especificacdo do fabricante. Para a contagem de bactérias acidos laticas e Clostridium Sulfito-
Redutores utilizou-se a metodologia descrita por Hall et al. (2001) e Silva et al. (2001),
respectivamente. O isolamento de Salmonella seguiu conforme a metodologia proposta por
Andrews et al. (1995).

Concentracéo de acidos graxos de cadeia curta: Para avaliacdo da concentracdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no conteudo do célon proximal, uma amostra de
aproximadamente 2 g do conteudo do colon proximal foi retirada e congelada imediatamente
apos a coleta a -20°C para posterior analise no Laboratorio de Bromatologia da USP — Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - Piracicaba. Ap6s o descongelamento, as mesmas
foram centrifugadas a 5.000 RPM a 10°C por 15 minutos, e 0 sobrenadante foi novamente
centrifugado com 4&cido férmico a 16%. O sobrenadante obtido foi pipetado e utilizado
posterior determinacdo das concentracdes de AGCC (acidos acético, propidnico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico), que foram realizadas por meio de cromatografia gasosa
(Erwin et al., 1961).

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia utilizando o procedimento PROC
GLM do SAS, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05) e tendéncias
consideradas quando 0,05 <P <0,10).

3. Resultados

3.1 Desempenho

No periodo de 0-15 dias, houve diferenca (P<0,01) entre os tratamentos para
conversao alimentar (CA) (Tabela 4), de modo que os animais que receberam os tratamentos
CON e FyG; apresentaram melhor CA em relacdo aos leitdes do tratamento Mp. Para o
periodo de 0-28 dias, houve tendéncia (P=0,0603) de melhor CA para os animais do
tratamento F9G;. Para todo o periodo experimental (0-41 dias), os animais do grupo CON
apresentaram melhor (P<0,05) CA em relagdo aqueles do tratamento F;Gs, ndo diferindo
(P>0,05) dos demais tratamentos com inclusdo dos prebioticos, e tendéncia (P=0,0521) de

reducdo da incidéncia de diarreia para os animais do tratamento FoG; (Tabela 4).
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Tabela 4. Consumo diario de racdo (CDR), ganho diario de peso (GDP), conversao alimentar
(CA) e incidéncia de diarreia (ID) dos leitdes durante o periodo experimental (41 dias)

Variaveis CON Mp FoG;  F:Gs  FsGs cV* P
Dias 0 a 15

CDR (g) 309 301 305 325 332 14,54 0,6049

GDP (g) 243 211 241 239 249 14,60 0,2503

CA 1,28 146° 127* 1,37* 138" 6,33 0,0007
Dias 0 a 28

CDR (g) 535 514 531 563 573 10,04 0,1989

GDP (g) 343 322 345 347 356 11,55 0,5347

CA 1,56 1,60 1,54 1,63 1,61 4,06 0,0603
Dias 0 a 41

CDR (g) 719 708 714 720 748 8,17 0,7021

GDP (g) 413 399 401 394 411 9,55 0,8443

CA 1,74 1,78 1,78 183" 1,82% 3,35 0,0320

ID (%) 5,95 7,32 4,22 6,10 8,89 29,76 0,0521

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).
CV = Coeficiente de variagio (%).

3.2 Morfometria, microbiologia e concentracao de &cidos graxos de cadeia curta

Os animais dos tratamentos CON, Mp e FqG; apresentaram maior (P<0,05) altura de
vilos (AV) no duodeno em relacdo aos animais do tratamento F;Gs, ndo diferindo (P>0,05)
dos animais do tratamento FsGs, enquanto a area de superficie de vilos (AS) foi maior
(P<0,05) nos leitdes dos tratamentos Mf3 e FoG;, comparado aos animais do tratamento F;G3.
No jejuno, os animais do grupo CON apresentaram maior (P<0,05) relacdo altura de
vilos:profundidade de criptas (AV:PC) em relacdo aos animais do tratamento F;Gs, nédo
diferindo (P>0,05) dos demais tratamentos. No ileo, houve tendéncia (P=0,0993) de
diminuicdo da profundidade de criptas (PC) e tendéncia (P=0,0775) de aumento da AV:PC
para 0s animais do tratamento FsGs (Tabela 5).

N&o houve efeito dos tratamentos (P>0,05) na composicdo da microbiota do contetdo
cecal (Tabela 6) e na concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta do contetdo do célon
proximal dos leitdes (Tabela 7).
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Tabela 5. Altura média de vilos (AV), profundidade média de criptas (PC), relacdo AV:PC,
area de superficie de vilos (AS) e &rea de Placas de Peyer (PP) dos leitbes aos 35 dias de idade

Variaveis COM MB FoGy F-G; FsGs CVl p
Duodeno
AV, um 392,99 412,58* 387,21* 321,02° 373,37* 11,11  0,0101
PC, um 124,67 135,03 125,02 133,03 130,37 15,16  0,8534
AV:PC 3,22 3,14 2,92 3,00 2,92 16,46  0,6901
AS, um2 (x10°) 1,88° 2,04 2,112 1,38  1,74* 18,89  0,0100
Jejuno
AV, um 379,19 361,18 399,96 34591 397,82 20,53  0,6451
PC, um 111,18 114,16 118,68 116,09 112,09 13,02  0,8772
AV:PC 3,89°  324® 336* 303" 357 1431 0,0363
AS, um2 (x10°) 1,04 0,98 1,21 1,01 1,30 28,64  0,2754
lleo
AV, um 225,72 197,43 198,95 21452 222,20 11,31  0,1628
PC, um 91,92 98,01 89,44 90,04 84,17 9,97 0,0993
AV:PC 2,62 2,06 2,52 2,38 2,69 17,38  0,0775
AS, um2 (x10°) 0,63 0,55 0,58 0,58 0,64 15,90 0,3655
PP, pm? 24557 226,55 217,21 264,58 244,22 17,10 0,2393
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).
CV = Coeficiente de variacao (%).
Tabela 6. Microbiologia do contetdo do ceco dos leitdes aos 35 dias de idade
Variaveis CON MB FoG, F-Gs FsGs CVl P
Colif. totais?, UFC/g 4,28 3,81 4,15 3,70 3,67 21,09 10,4877
Escherichia coli, UFC/g 3,50 2,94 2,72 2,70 2,72 54,13 0,8251
Bactérias laticas, UFC/g 8,02 7,32 7,09 7,34 7,41 18,58 10,7359
Clostr. sulf. red.®>, UFC/g 2,04 197 1,70 193 216 4091 0,8409

Salmonella sp. ausente ausente ausente ausente ausente

ICV = Coeficiente de variagdo (%); “Colif. totais = Coliformes totais; *Clostr. sulf. red. = Clostridium sulfito

redutor.

Tabela 7. Concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta do conteddo do colon proximal dos

leitdes aos 35 dias de idade

Variaveis, mmol/L  CON MpB FoG1 F/Gs FsGs c\V! P

AGCC Tot.? 53,100 64,970 52,840 55080 55470 47,03  >0,05
Acético 34380 41,510 34,840 33,860 36,090 49,90  >0,05
Propiénico 10,510 13,340 8,950 11,500 10,580 44,34  >0,05
Butirico 6930 8650 5780 8200 7,350 49,14  >0,05

ICV = Coeficiente de variagio (%); ’AGCC Tot. = Acidos graxos de cadeia curta totais.

4. Discussao

4.1 Desempenho

Pouco se sabe sobre os possiveis efeitos sinérgicos e benéficos da combinagdo das

moléculas prebidticas de MOS, B-glucano, FOS e GOS nas dietas de leitdes em periodo pds-

desmame. Entretanto, estudos demonstraram melhorias sobre o desempenho e saide animal
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quando estes aditivos foram utilizados isolados ou em combinagdes de até duas moléculas
prebidticas (Schoenherr et al., 1994; Dritz et al., 1995; Kim et al., 2000; Davis et al., 2002;
Castillo et al., 2008; Tsukahara et al., 2009; Mao et al., 2010; Hayhoe, 2011; Corassa et al.,
2012; Zhao et al., 2012; Lei et al., 2018). No periodo total deste experimento, as combinacdes
de prebidticos, com excecdo do F;Gsz, determinaram respostas de desempenho animal
semelhantes ao uso do antimicrobiano halquinol, pois, provavelmente, um consumo por
periodo maior destes compostos nas proporc¢des utilizadas promoveu sinergismo de efeitos
dos mesmos, o que se refletiu positivamente sobre o desempenho.

O consumo da combinagdo de prebidticos FeG; (0,20% de MOS ¢ B-glucano, 0,09%
de FOS e 0,01% de GOS) melhorou a conversdo alimentar (CA) dos animais no primeiro
periodo avaliado (0-15 d), de forma semelhante ao antimicrobiano, assim como tendeu a
melhorar a CA no periodo de 0-28 d, e também apresentou tendéncia em reduzir a incidéncia
de diarreia. Sabe-se que os frutoligossacarideos, assim como inulina e frutanos, tém sido
reportados como prebidticos com potente capacidade bifidogénica, selecionando cepas
bacterianas do género Bifidobacterium spp., que estimulam direta e indiretamente células
epiteliais intestinais e a imunidade local, 0 que promove uma cascata de eventos que geram
beneficios imunoldgicos sistémicos (Rozeboom, 2005; Seifert e Watzl, 2007). Neste estudo
ndo se avaliaram cepas bacterianas benéficas especificas, como Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp., porém, pode-se inferir que o consumo da combinacdo FsG; promoveu
modulacdo benéfica da microbiota intestinal, selecionando especificamente cepas bacterianas
benéficas e estimulatdrias ao epitélio, gerando os beneficios sobre o desempenho e incidéncia
de diarreia observados.

Durante o primeiro periodo avaliado, houve piora na conversdo alimentar (CA) para 0s
animais do grupo Mp (tratamento com maior inclusdo da mistura de MOS e B-glucano -
0,30%) em relagdo aos animais do grupo CON. Sabe-se que a molécula de B-glucano é
imunomoduladora, uma vez que ativa e torna as células de defesa inespecificas eficientes em
fagocitar e eliminar microrganismos invasores (por meios oxidativos e nao-oxidativos)
(Vetvicka, 2011); e estudos indicam a possivel capacidade imunomoduladora de certos
mananoligossacarideos (Torrecillas et al., 2014). Neste sentido, o resultado observado pode
ter sido devido a superestimulacdo das células de defesa inespecificas causada por esta
proporcao de prebioticos imunoestimulantes. Apesar deste efeito ser ainda pouco estudado em
suinos, o uso de dosagens altas de imunostimulantes pode resultar em sobrecarga de
receptores celulares ou fadiga imune relacionada a um alto custo energético da

imunoestimulagdo continua, o que vém sendo descrito em estudos com estes prebioticos na
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area de aquicultura (Sakai, 1999; Facol, 2007; Fernandez-Montero et al., 2016; Solidum et al.,
2016). Contudo, este efeito deletério de superestimulacdo foi diluido no periodo total

experimental.

4.2 Morfometria, microbiologia e acidos graxos de cadeia curta

Os resultados obtidos para morfometria intestinal demonstraram que os prebioticos
estudados, de forma semelhante ao antimicrobiano melhorador de desempenho, agiram como
agentes troficos, provavelmente estimulando o processo mitético e, consequentemente,
promovendo aumento na migracdo de células das criptas para as vilosidades e aumento no
tamanho das vilosidades (Pluske et al., 2003), com excecdo da combinacdo de prebidticos do
tratamento F;Gs. Provavelmente, esta combinacdo de prebidticos (F7Gs) promoveu
desequilibrio do processo de turnover das células intestinais, ocasionando maior apoptose
celular e consequente acumulo de células na regido das criptas, levando a aumento em sua
profundidade média (Pluske et al., 1997).

A auséncia de efeitos sobre as variaveis microbiol6gicas e de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC) pode ter ocorrido devido a utilizacdo de ingredientes altamente digestiveis na
formulacdo das dietas dos animais (aminoacidos sintéticos, soro de leite, acUcar,
maltodextrina e plasma sanguineo), o que pode ter sido essencial para mantenca do equilibrio
de grandes grupos de bactérias comensais do intestino dos leitdes (bactérias lacticas, E. coli,
Salmonella spp., Clostridium spp.) e, consequentemente, um padrdo semelhante de
fermentacdo e geracdo de metabdlitos como os acidos graxos de cadeia curta (Castillo et al.,
2008). Também, o baixo desafio sanitario imposto aos leitbes, devido ao ambiente
experimental controlado, pode ter mascarado o potencial benéfico dos aditivos sobre estas
variaveis (Miguel et al., 2004).

Ainda, todas as dietas foram formuladas com inclusdo de éxido de zinco, o qual possui
reconhecida capacidade bactericida contra bactérias gram-negativas, sobretudo E. coli,
reagindo com a parede celular bacteriana, promovendo sua lise ou incapacidade de fixagéo ao
epitélio intestinal (Sawai et al., 1998). Contudo, é essencial frisar a importancia de estudos na
area de avaliagdo de aditivos em dietas animais, tomando-se como base a formulagdo das
dietas com o uso de ingredientes utilizados na pratica na suinocultura, para que o efeito destes
aditivos ndo sejam sub ou superestimados (Aarestrup et al., 2010).

Assim, conclui-se que as combinacOes de prebidticos testadas, com excecdo da
propor¢do do F;Gsz, promovem resultados semelhantes ao uso de antimicrobiano na salide

intestinal e desempenho animal, para leitGes em fase de creche.
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CAPITULO 3

O capitulo 3 intitulado “Prebidticos promovem melhorias nos parametros
hematologicos e imunoldgicos de leitdes recém-desmamados” foi escrito de acordo com as

normas do Periddico “Animal Feed Science and Technology”.
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Prebidticos promovem melhorias nos parametros hematologicos e imunolégicos

de leitdes recém-desmamados

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a inclusdo dos prebidticos
mananoligassacarideo (MOS), B-glucano, frutoligossacarideo (FOS) e galactoligossacarideo
(GOS) em substituicdo a antimicrobiano melhorador de desempenho, em dietas de leitdes
recém-desmamados, sobre variaveis hematologicas e imunologicas. Foram utilizados 40
leitbes recém-desmamados (21 dias e 7,22 £ 0,53 kg) distribuidos em delineamento em blocos
ao acaso, com cinco tratamentos e seis repeticdes (explosdo respiratdria) ou oito repeticGes
(demais variaveis). Os tratamentos foram: CON = dieta basal (DB) + 120 ppm de halquinol;
Mp = DB + MOS e B-glucano (3,0 kg/t); FeG1 = DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e
GOS (1,0 kg/t) (relacdo FOS:GOS 9:1); F;G3 = DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e
GOS (1,0 kgft) (relacdo FOS:GOS 7:3); FsGs = DB + MOS e B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e
GOS (1,0 kg/t) (relacdo FOS:GOS 5:5). No 14° dia do experimento os leitbes receberam
injecdo via intramuscular de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (O55:B5), e o
sangue foi coletado nos momentos anterior a aplicacdo, trés horas, 24 horas e 15 dias apos
aplicagdo de LPS. Antes do desafio os animais do grupo Mf apresentaram maior (P<0,05)
producdo de peréxido de hidrogénio (H,0,), comparados aos do grupo CON, enquanto a
producdo de 6xido nitrico (NO) foi maior (P<0,05) nos animais dos tratamentos F;G3 e FsGs,
comparados aqueles do tratamento CON. Os animais nos tratamentos Mp, F;G; e FsGs
reduziram (P<0,05) a producdo de NO ap6s o desafio. Ap6s o desafio com LPS ocorreu
aumento (P<0,05) na producdo de proteina C-reativa (PC) nos animais dos grupos Mp e FoGy,
em comparacdo aos animais dos grupos F;G3z e FsGs, € no nivel de TNF-o nos animais dos
grupos FoG; e FsGs, em comparacdo aos do grupo CON. Houve aumento (P<0,05) na
producéo de PC nos leitdes dos grupos CON, M e FqG1, comparando 0s momentos antes e
apos aplicacdo. Conclui-se que leitdes alimentados com dietas contendo prebidticos com
maior concentracdo de FOS (FyG;) estdo mais preparados para resposta imunoldgica

inespecifica por ocasido de desafio imunoldgico.

Palavras-chave: aditivos, imunidade, sadde, suinos
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Prebiotics lead to improvements on immunological and hematological parameters

of weanling pigs

ABSTRACT: The aim of the study was to evaluate the inclusion of prebiotics
mannanoligosacharide (MOS), B-glucan, fructoligosaccharide (FOS) and
galactoligosaccharide (GOS) in substitution of antimicrobial growth promoter, in diets of
weanling pigs, on the hematological and immunological variables. It were used 40 weaned
piglets (21 days and 7.22 £+ 0.53 kg in average) distributed in a completely randomized block
design with five treatments and six replicates (respiratory burst) or eight replicates (other
variables). The treatments were composed: CON = basal diet (BD) + 120 ppm of halquinol;
MB = BD + MOS and B-glucan (3.0 kg/t); FeG; = BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS
and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 9:1); F,G3 = BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS
and GOS (1.0 kg/t) (FOS: GOS ratio 7:3); FsGs = BD + MOS and B-glucan (2.0 kg/t) + FOS
and GOS (1.0 kg/t) (FOS:GOS ratio 5:5). On the 14th day of the experiment, the piglets
received intramuscular injection of E. coli LPS (O55:B5), and the animals' blood was
collected at the moments prior to immunization and three hours, 24 hours and 15 days after
immunization. Prior to the immunization, animals from Mp group showed higher (P<0.05)
hydrogen peroxide (H,O;) production, compared to those from group CON, and the nitric
oxide (NO) production was higher (P<0.05) in the animals from treatments F;G3 e FsGs,
compared to those from CON treatment. Animals from the treatments MB, F;Gs; e FsGs
reduced (P<0.05) NO production after challenge. After LPS challenge there was an increase
(P<0.05) in the production of C-reactive protein (CP) in piglets fed with M and Fg¢Gy, in
comparison to the animals from F;G3z e FsGs groups, and also in the level of TNF-a in the
animals of FyG; e FsGs groups, compared to those of CON group. There was an increase
(P<0.05) in CP production on piglets from CON, M and FyG; groups, comparing the
moments before and after immunization. It is concluded that piglets fed prebiotics with higher
concentration of FOS (F¢G;) are better prepared for a nonspecific immune response during

immunological challenge.

Keywords: additives, health, immunity, swine
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1. Introducéo

A crescente preocupacdo quanto ao surgimento de cepas bacterianas resistentes aos
farmacos existentes, em funcdo da utilizacdo exacerbada de antimicrobianos especialmente
como melhoradores de desempenho animal, tem resultado em restri¢gdes ou banimento do seu
uso em alguns paises (Meek et al., 2015). Este fato tem imposto a busca por substancias
capazes de substituir os antimicrobianos, principalmente compostos bioativos naturais, dentre
0s quais destacam-se 0s prebidticos, que servem como substrato as bactérias benéficas no
intestino, promovendo melhorias a sadde e desempenho animal (Gaggia et al., 2010).

A capacidade de fermentacdo seletiva dos prebioticos por bactérias benéficas no trato
gastrintestinal (TGI) do hospedeiro, com destaque para bactérias dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, resulta na producdo de substancias estimulatérias para o sistema imune, bem
como de 4&cidos organicos, que reduzem o pH do meio e controlam indiretamente a
proliferacdo de bactérias patogénicas (Roberfroid et al., 2010; Rastall e Gibson, 2015).
Estudos com modelos animais e humanos tém demonstrado grande capacidade bifidogénica
de substancias prebidticas, com destaque para o0s galactoligossacarideos (GOS),
frutoligossacarideos (FOS), frutanos e inulina (Gibson et al., 1995; Dewulf et al., 2012;
Maathuis et al., 2012; Li e Kim et al., 2013; Ladirat et al., 2014; Lepczynski et al., 2015).
Estes compostos possuem alta seletividade fermentativa por Bifidobacterium no TGI (Gibson
et al., 1995; Ladirat et al., 2014), que produzem metabdlitos estimulatérios ao epitélio
intestinal, trazendo assim grandes beneficios a satide do hospedeiro (Fukuda et al., 2011;
Sagar et al., 2014).

Algumas substincias prebidticas, como os mananoligossacarideos (MOS) e os B-
glucanos, possuem afinidade por sitios de ligacdo de células imunes inespecificas,
aumentando suas capacidades de reconhecer e eliminar patégenos, bem como de secretar
citocinas pré e anti-inflamatérias e, consequentemente, de conter mais eficientemente a
invasdo microbiana e ativar cascatas de eventos que ativam 0s mecanismos da resposta imune
adaptativa (Vetvicka, 2011; Torrecillas et al., 2014). Contudo, faltam estudos que avaliem o0s
possiveis efeitos sinérgicos destas diferentes moléculas prebioticas sobre a saude de leitdes
em fase critica de pds-desmame.

Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo de misturas de
diferentes compostos prebidticos (mananoligossacarideo, B-glucano, frutoligossacarideo e
galactoligossacarideo) sobre os pardmetros imunoldgicos e hematoldgicos de leitdes recém-

desmamados, desafiados com lipopolissacarideo de Escherichia coli.
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2. Material e Métodos
2.1 Instalagdo experimental e animais
O experimento foi realizado na Unidade de Pesquisa da Area de Suinocultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP — Campus de Botucatu, SP,
e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo nimero 133/2016). Os
leitbes foram alojados em baias suspensas, com piso anterior concretado e posterior ripado
pléastico, com &rea de 1,70m?, equipadas com bebedouro tipo chupeta, comedouro tipo calha e

campanulas com resisténcia elétrica.

2.2 Delineamento e dietas experimentais

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com cinco tratamentos,
oito repeticGes e um animal por baia (unidade experimental), totalizando 40 leitbes recém-
desmamados com idade média de 21 dias (7,22 £ 0,53 kg). O periodo experimental foi de 30
dias.

Os tratamentos foram: CON: dietas com adigdo de halquinol (clorohidroxiquinolina
60%) como melhorador de desempenho (120 ppm); MB: dietas com adigdo de MOS ¢ B-
glucano (3,0 kg/t); FoGi: dietas com adigdo de MOS ¢ B-glucano (2,0 kg/t) + FOS e GOS (1,0
kglt) (relagdo FOS:GOS de 9:1); F;Gg3: dietas com adigdo MOS ¢ B-glucano (2,0 kg/t) + FOS
e GOS (1,0 kgft) (relacdo FOS:GOS de 7:3); FsGs: dietas com adigao MOS e B-glucano (2,0
kg/t) + FOS e GOS (1,0 kg/t) (relagdo FOS:GOS de 5:5). Os niveis de inclusdo dos aditivos
testados nas dietas foram estabelecidos em experimentos anteriores do grupo de pesquisa
(dados ndo publicados) e sdo apresentados na Tabela 3.

Adotou-se 0 programa de alimentacdo em fases, sendo: Fase 1 - dieta pré-inicial 1;
Fase 2 - dieta pré-inicial 2 e Fase 3 - dieta inicial. As dietas de cada uma das fases foram
isoenergéticas, isoproteicas, formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais minimas

dos animais, de acordo com Rostagno et al. (2011) e oferecidas a vontade (Tabelas 1 e 2).
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Ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
Milho, moido 52,240 57,842 56,884
Soja, farelo (45%) 19,000 22,000 29,000
Plasma sanguineo 4,000 2,500 -
Soro de leite 7,500 2,500 -
Sacarose 4,000 4,000 4,000
Maltodextrina 2,000 - -
Oleo de soja 2,900 3,000 2,500
Farelo de gluten de milho (60%) 2,500 2,500 1,500
Calcério calcitico 0,675 1,800 1,500
Fosfato bicalcico 1,900 0,770 1,500
Cloreto de sadio 0,280 0,450 0,830
L-Lisina HCI (78%) 0,700 0,610 0,510
DL-Metionina (99%) 0,250 0,190 0,405
L-Treonina (98%) 0,240 0,185 0,116
L-Triptofano (98%) 0,060 0,045 0,115
L-Isoleucina (99%) 0,135 0,060 0,020
L-Valina (99%) 0,175 0,110 0,015
Oxido de Zinco (73%) 0,340 0,200 0,200
Cloreto de colina (60%) 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)* 0,180 0,180 0,180
Clorohidroxiquinolina (60%)° 0,020 0,020 0,020
Prebiéticos® 0,300 0,300 0,300
TOTAL 100,000 100,000 100,000

TAdsorvente NOTOX®; “Premix mineral fornecendo por kg de ragdo: 100mg Fe, 10mg Cu, 0,45mg Se, 40mg
Mn, 80mg Zn, 1mg Co, 1,5mg I, 79,70mg S, 0,30mg Mg; *Premix vitaminico fornecendo por kg de racéo: 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 écido félico, 14,03mg 4cido pantoténico, 30mg niacina, 0,12mg biotina; “Inerte caulim somente utilizado
nas dietas experimentais CON; *Melhorador de desempenho halquinol (clorohidroxiquinolina 60%) somente
utilizado nas dietas experimentais CON; ®Nas dietas experimentais MB, FyG;, F;Gs, FsG5 foram incluidos,
respectivamente: 0,30% de MOS+B-glucano; 0,20% de MOS+B-glucano, 0,09% de FOS e 0,01% de GOS;
0,20% de MOS+p-glucano, 0,07% de FOS e 0,03% de GOS; 0,20% de MOS+f-glucano, 0,05% de FOS e 0,05%

de GOS.



79

Tabela 2. Valores nutricionais calculados para as fases pré-iniciais I, pré-iniciais Il e iniciais!

Nutrientes Pré-inicial | Pré-Inicial 1l Inicial
Energia metabolizével, Kcal/kg 3400 3375 3303
Proteina bruta, % 20,00 21,00 19,18
Caélcio, % 0,85 0,83 0,77
Fdsforo disponivel, % 0,50 0,45 0,40
Lisina digestivel, % 1,45 1,33 1,17
Metionina digestivel, % 0,41 0,37 0,33
Metionina + Cistina 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. (2011).

Tabela 3. Niveis de inclusdao (%) de mananoligossacarideo (MOS), [-glucano,
frutoligossacarideo (FOS), galactoligossacarideo (GOS), e do antimicrobiano melhorador de
desempenho nas dietas experimentais de leitbes recém-desmamados

Dietas experimentais, %

COM M FoGi1  FGs  FsGs

MOS + B-glucano - 030 0,20 0,20 0,20
FOS - - 0,09 0,07 0,05
GOS

- - 0,01 003 0,05
Halquinol (Clorohidroxiquinolina 60%) 0,02 - - - -

2.3 Desafio imunoldgico e coletas de sangue

Todos os animais receberam inje¢do intramuscular de 30 pg.kg™ de peso vivo de
lipopolissacarideo (LPS) (dose estabelecida em experimento prévio do préprio grupo de
pesquisa — dados ndo publicados) da parede celular de Escherichia coli, sorotipo 055:B5
(SIGMA ALDRICH L2630, St. Louis, MO), dissolvidos em 1 mL de solucdo salina no 14°
dia do periodo experimental (35 dias de idade média dos leitdes). Neste procedimento foram
utilizadas agulhas de 0,55 x 20 mm (24 G x %4”) acopladas as seringas de 1 mL.

As coletas de sangue foram realizadas por puncdo da veia cava usando agulhas
siliconizadas para coleta de sangue pelo sistema a vacuo de 25 x 8§ mm (21 G x 17), seguindo
0 seguinte protocolo: primeira coleta no momento anterior a aplicacdo da solucéo de LPS para
quantificacdo dos parametros basais de todas as varidveis analisadas; segunda coleta trés
horas apds o desafio com LPS para analises de hemograma completo, explosédo respiratoria e
citocinas; terceira coleta 24 horas apds o desafio com LPS para anélise de proteinas de fase

aguda (haptoglobina, albumina, globulinas e proteina C-reativa); quarta coleta 15 dias ap6s o
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desafio com LPS (30° dia experimental) para quantificacdo de imunoglobulinas séricas (IgA,
IgM e IgG), utilizando-se os mesmos animais em todas as coletas.

2.4 Variaveis analisadas

2.4.1 Hemograma completo e citocinas

Para determinacdo dos parametros hematimétricos e leucométricos, coletou-se sangue
dos animais utilizado-se tubos para coleta a vacuo de 4 mL contendo anticoagulante EDTA. A
série hematimétrica e leucomeétrica global foi obtida com auxilio de um contador veterinario
automatico de celulas MC-6200 Vet (Shenzhen Maxcom Electronic, China), sendo a
confirmacdo da leucometria especifica realizada pela técnica de esfregaco sanguineo por
coloracdo diferencial pelo método panoético, segundo Dacie e Lewis (1995). A férmula
leucocitaria absoluta foi obtida a partir das contagens global e diferencial das células
leucocitarias, por uma regra de trés direta.

Para a quantificacdo de citocinas (IL-1p e TNF-a), foram utilizados tubos para coleta a
vacuo de 4 mL contendo ativador de coagulo, para posterior centrifugacdo e aquisicdo do
soro. O soro obtido foi imediatamente conservado em freezer -80°C para posterior analise. A
quantificacdo foi feita pelo teste de ELISA (Enzyme Liked Immunosorbent Assay), de acordo

com o protocolo do fabricante do kit utilizado para cada citocina (Cloud-Clone Corp®).

2.4.2 Quantificacdo de proteinas de fase aguda

Para quantificacdo de proteinas de fase aguda, coletou-se sangue dos animais
utilizando-se tubos para coleta a vacuo de 4 mL contendo ativador de coagulo.
Posteriormente, o sangue foi centrifugado e o soro foi armazenado a -80°C para analises
posteriores. A quantificacdo de haptoglobina foi realizada através de fracionamento das
proteinas séricas no soro dos animais, para posterior diferenciacdo do peso molecular da
haptoglobina, pela técnica de eletroforetrograma em poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sddio, proposta por Laemmli (1970), utilizando-se do sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN Il XI VERTICALELETROPHORESIS CELLS® - BIO-RAD). Para
identificacdo dos pesos moleculares foi utilizado marcador de peso molecular (SIGMA
MARKER™, wide range 6,5 a 200 KDa, Sigma-Aldrich Biotechnology LP), e as
concentragdes da fracdo proteica de haptoglobina foram determinadas por densitometria
computadorizada (SHIMADZU CS-9301, Shimadzu Corp., Kyoto, Jap&o).



81

Para a quantificagdo da proteina C-reativa foi adotado o método imunoturbidimétrico,
utilizando o kit comercial da Bioclin® para proteina C-reativa. Para a quantificacdo de
proteinas totais foi utilizado o método do biureto e de albuminas o método
espectrofotométrico do verde de bromocresol, segundo procedimentos analiticos descritos
pela AOAC (1995). O teor de globulinas foi estimado pela diferenga entre os resultados das
fracGes de proteinas totais e de albuminas.

2.4.3 Imunoglobulinas
A quantificacdo de imunoglobulinas séricas foi realizada por nefelometria, de acordo

com reacao de precipitacdo, segundo procedimentos analiticos descritos pela AOAC (1995).

2.4.4 Explosdo Respiratoria

A exploséo respiratoria foi mensurada pela producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN) de acordo com Secombes (1990), com modificacdes. Coletou-
se sangue de seis animais por tratamento, escolhidos aleatoriamente, antes e trés horas apds o
desafio imunoldgico com LPS. Para a coleta de sangue, utilizou-se tubos de coleta a vacuo de
4 mL contendo anticoagulante EDTA. Imediatamente apds a coleta, o sangue foi transferido
para tubos Falcon de 15 mL contendo 7 mL de meio de cultura RPMI a 2% (RPMI 1640
médio suplementado com 0,3 g/L de glutamina, misturado na proporcdo de 2% de soro fetal
bovino) e homogeneizado. Em outro tubo Falcon de 15 mL, pipetaram-se 3 mL de Percoll
51%. O sangue foi transferido lentamente para o tubo contendo Percoll e centrifugado a 1400
RPM por 20 minutos a 10°C. Posteriormente, o gradiente de leucdcitos foi coletado com
pipeta Pasteur, inserido em novo tubo Falcon, sendo as células ressuspensas em meio de
cultura RPMI a 2%, sendo o conteldo posteriormente homogeneizado. Em seguida,
centrifugou-se a 1000 RPM por 10 minutos a 10°C. Apoés a centrifugacdo, desprezou-se o
sobrenadante e recuperou-se a camada de células em meio de cultura RPMI a 2% novamente,
sendo os tubos posteriormente mantidos em estufa a 37°C por 10 minutos. Deste conteldo,
pipetou-se 50 pL em tubos de vidro previamente autoclavados e inseriu-se 450uL de corante
Rosenfeld para corar os leucdcitos. Pipetou-se o conteddo em camaras de NewBauer para
contagem de mondcitos, ajustando-se a concentracdo de células para 2,0x10° células/mL.
Aliquotas de 100 pL desta suspensédo foram distribuidas nos pogos das placas de microcultura,
0s quais foram completados com meio de cultura RPMI a 0,1% sendo as placas

posteriormente incubadas em estufa a 37°C por 2 horas. As placas foram lavadas com meio
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RPMI para retirada de células ndo aderidas. Incubou-se novamente as placas com meio RPMI
a 2% overnight em estufa a 37°C.

A producdo de peroxido de hidrogénio (H20,) por mondcitos sanguineos foi
determinada por técnica de oxidacdo de phenol red (Pick e Keisari, 1980). Apds incubacéo
das culturas de células por 24 horas, coletou-se 0 sobrenadante dos pogos das placas para
posterior quantificacdo de producdo de Oxido nitrico (NO), sendo a camada de células
aderidas aos pocos da placas utilizada para a determinacdo de producao de H,O,. Nos pocos
com as monocamadas de células aderidas, adicionou-se 100 pL de solugdo tampéo,
realizando-se posteriormente a leitura em Elisa automatico com filtro de 620 nm. Os
resultados foram expressos em nmol de H,0,/2x10° células.

A producdo de NO por mondcitos sanguineos foi determinada por método
colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (Green et al., 1981), adicionando-se ao
sobrenadante das amostras previamente incubadas 100 pL de reagente de Griess (0,1% de
reagente Need e 1% de sulfonilamida em 5% de solugéo H3PO,). As leituras foram realizadas
em leitor automatico Elisa com filtro de 540 nm. Os resultados foram expressos em umol de
NO/2x10° células.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analises de variancia multivariada para o modelo de
medidas repetidas em grupos independentes, complementada com o teste de comparagéo de
médias mdltiplas de Bonferroni (P<0,05). Para as variaveis plaquetas, eosinéfilos e mondcitos
ndo houve normalidade dos dados, assim, foram apresentadas as medianas (Tabelas 4 e 5), e
aplicada andlise de variancia ndo paramétrica para 0 modelo de medidas repetidas em grupos
independentes, complementada com o teste de comparacdo de médias multiplas de Dunn
(P<0,05).

3. Resultados
A contagem de eritrdcitos, apds o desafio com LPS, foi menor (P<0,05) para os
animais que receberam as dietas FoG; comparada a dos animais do grupo M, nao diferindo
(P>0,05) dos leitdes dos demais tratamentos (Tabela 4). Antes do desafio imunoldgico com
LPS, os animais dos tratamentos CON e F;G3 apresentaram maior (P<0,05) amplitude de
distribuicdo dos glébulos vermelhos (RDW) em relacdo aos animais dos demais tratamentos,
porém, ndo diferiram entre si, enquanto o valor dessa variavel foi maior (P<0,05) nos leitdes

do tratamento M, intermediario (P<0,05) nos animais do tratamento FyG; e menor (P<0,05)
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naqueles do tratamento FsGs. Apés o desafio imunologico, os leitdes dos grupos CON, MJ e
F;G3 apresentaram maior RDW em relagdo aos animais dos grupos FyG; e FsGs (P<0,05), e
0s animais do grupo F;G3 apresentaram maior RDW que aqueles do grupo Mp (P<0,05), que
ndo diferiu (P>0,05) dos animais do grupo CON (Tabela 4). Comparando 0s momentos de
desafio com LPS, houve redugdo (P<0,05) na contagem de eritrocitos, hemoglobina e
hematdcrito e aumento na concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) nos
animais que receberam o tratamento FyG;, € para contagem de plaquetas a reducdo (P<0,05)

ocorreu nos animais dos grupos FyG1, F7G3 e FsGs apos o desafio (Tabela 4).

Tabela 4. Eritrograma e plaquetas dos leitbes antes e trés horas apos o desafio com LPS

Variaveis Momentos CON M§p FoG1 F:Gs FsGs
Eritrécitos. 105/mm? Antes 6,249 6,323 6,073: 6,329 6,174
' Ap0s 5926 6,236 5,648 50964 5801%
Hemoglobina, g/dL Antes 9,700 10,087 10,038" 9,900 9,938
’ Apbs 9550 9,813 9,175 9550 9,537

Antes 31,875 33250 33,2500 32,625 32,750
Apos 31,375 32,125 29,750° 31,125 30,875

Hematocrito, %

Antes 51,600 52,613 54,738 51,500 56,900

1
VEM, 1L Apos 52,975 51575 53,025 52,075 53,350
CHCM?. % Antes 30,287 30,262 30,250: 30,325 30,150

’ Apods 30,400 30,525 30,875 30,625 30,725
RDW®, % Antes 21,975° 20,913° 19,600° 22,237 18,738°

Apbs 21,525® 20,775° 19,300° 21,738° 18,613°

Antes 649,500 605,500 693,0000 668,500° 602,500
Ap0s 436,500 384,000 418,000° 362,000 371,000

Plaquetas, 10°/mm?

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P>0,05).

Meédias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e ap06s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).

"WCM = Volume corpuscular médio; 2CHCM = Concentracdo de hemoglobina corpuscular média; *RDW =
Amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos.

Quanto ao leucograma, antes do desafio com LPS, os leitbes que receberam o
tratamento FsGs apresentaram menor (P<0,05) contagem de segmentados comparada com 0s
leitbes do grupo CON, nédo diferindo (P>0,05) dos leitbes dos demais tratamentos. Todas as
variaveis do leucograma foram reduzidas (P<0,05), apds o desafio, para todos os tratamentos
(Tabela 5).
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Tabela 5. Leucograma dos leitdes antes e trés horas ap6s o desafio com LPS

Variaveis, 10°/mm° Momentos ~ CON Mp FoG1 F,Gs  FsGs
L euchcitos Antes 24,2751* 21,313** 23,225{ 20,65g* 23,787:
Ap6s 4,613 4,812 5150 5,150 3,888

Segmentados Antes 12,908j* 10,1041“* 10,096ib* 8,380a2* 7,942‘)**
Ap6s 2,350 2,308 2,038" 2,377 1,202

Linfécitos Antes 10,047: 10,109{‘ 11,53q* 11,11{‘ 13,221:
Ap6s 2,208 2,425 3,020 2676 2,656

Eosingfilos Antes 0,107: 0,233i o,297i 0,179: 0,354:
Ap6s 0,012 0,030 0,018" 0,000 0,000

Mondcitas Antes 0,948: 0,784: 1,125: 0,816: 0,734:
Apbs 0,012 0,000 0,015~ 0,061 0,000

Meédias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P>0,05).
Médias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e ap6s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).

Com relacdo a explosdo respiratdria, antes do desafio com LPS, os mondcitos dos
animais do grupo M apresentaram maior (P<0,05) producdo de perdxido de hidrogénio
(H,O,) comparada aos animais que receberam CON, ndo diferindo (P>0,05) dos demais
tratamentos. Antes do desafio, os mondcitos dos animais dos grupos F;G; e FsGs
apresentaram maior (P<0,05) producdo de oxido nitrico (NO) comparada aos animais do
grupo CON, n&o diferindo (P>0,05) dos leitbes dos demais tratamentos. Apos a aplicacdo de
LPS, ocorreu aumento (P<0,05) na producdo de H,O, nos leitdes do grupo FyG;, enquanto a
producdo de NO diminuiu (P<0,05) nos animais dos grupos Mp, F;G3 e FsGs, comparado com

0 momento anterior a aplicacdo (Tabela 6).

Tabela 6. Producdo de perdxido de hidrogénio (H.0,) e oOxido nitrico (NO) no sangue
periférico dos leitdes antes e trés horas apos o desafio com LPS

Variaveis Momentos CON Mp FeG1 F.Gs FsGs

1 Antes 0,999° 2,733* 1,523 1769% 1,033
H>0,", nmol - .

Ap6s 1,577 2,068 2,672 1,892 2,151

NO2 Lumol Antes 12,917° 24,291%" 19,639 29,646 27,685

s Apos 10,033 10,885 15697 18,488 12,163

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P>0,05).

Médias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e ap6s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).

'H,0, = Per6xido de hidrogénio; “NO = Oxido nitrico.

Para as citocinas, apés o desafio com LPS, os animais do grupo CON apresentaram
menor (P<0,05) quantificacdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-o) comparada a dos
animais dos grupos FeG; e FsGs, que ndo diferiram (P>0,05) dos animais dos grupos Mp e
F;Gs. Com relacdo aos momentos avaliados, houve aumento (P<0,05) nas concentracdes de

IL1-B e de TNF-a apos o desafio com LPS para todos os tratamentos (Tabela 7).
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Tabela 7. Citocinas séricas antes e trés horas ap6s o desafio com LPS

Variaveis, pg/mi Momentos CON Mp FoG1 F:Gs FsGs
L1t Antes <156° <156 <156 <156 <156
Apbs 3,86 4,40 9,70 6,03 3,70
TNF-o? Antes <156 <156 <156 <156 <156
Apbs 43,10° 64,33 86,83 64,05 103,53

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P>0,05).

Médias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e ap6s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).

L1-B = Interleucina 1-B; °TNF-o = Fator de necrose tumoral-a.

N&do houve efeito dos tratamentos (P>0,05) em nenhuma das classes de
imunoglobulinas avaliadas, entretando ocorreu aumento (P<0,05) nas concentra¢fes de IgA,
IgM e IgG apds o desafio nos leitdes de todos os tratamentos, comparando com 0 momento

anterior ao desafio (Tabela 8).

Tabela 8. Imunoglobulinas séricas dos leitdes antes e 15 dias apos o desafio com LPS

Variaveis, mg/dl Momentos CON Mp FoG1 F.G3 FsGs
IgAL Antes 7,50** 7,75** 7,88** 7,56** 7,69**

Apbs 11,13 11,94 11,317 1225 10,38

IgM? Antes 36,38: 41,63: 37,13: 39,88: 40,75:
Ap0s 4550° 53507 4513 51,50° 53,00

1gG? Antes 232,75: 245,50: 242,25: 269,38: 247,38:
Ap0s 275,38 298,500 293,63° 284,75 313,38

Médias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e ap6s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).
'1gA = Imonoglobulina isotipo A; 2lgM = Imunoglobulina isotipo M; *IgG = Imunoglobulina isotipo G.

Apos o desafio, os animais dos tratamentos Mp e FqG; apresentaram maior (P<0,05)
quantificacdo de proteina C-reativa (PC), em comparacdo aos animais dos tratamentos F;Gz e
FsGs, ndo diferindo (P>0,05) dos animais do grupo CON (Tabela 9). Com relacdo a
haptoglobina, ndo houve efeito de tratamentos (P>0,05) e ocorreu aumento (P<0,05) na sua
concentracdo ap0s o desafio com LPS, comparado com os valores verificados antes do
desafio. Entre os momentos de desafio, houve aumento (P<0,05) na concentracdo da proteina
C-reativa (PC) ap6s o desafio com LPS para os animais dos grupos CON, M e FoG; (Tabela
9).
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Tabela 9. Proteina C-reativa e haptoglobina séricas dos leitGes antes e 24 horas ap0s 0
desafio com LPS

Variaveis Momentos CON Mp FoG1 F:G3 FsGs
PG, mg/d Antes 0,10+ 0,10+  0,05* 0,00 0,10
’ Ap0s 0,42°°* 050™* 049** 0,32° 0,28
Antes 0,137° 0,101 0,130° 0,098° 0,136

Haptoglobina, g/d| Apbs 0,260° 0225 0261 0,234" 0,260"

Meédias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P>0,05).

Meédias seguidas por *, na coluna, diferem entre os momentos antes e apds desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).

'PC = Proteina C-reativa.

N&o houve efeito de tratamento (P>0,05) para os teores de proteinas totais (PT),
albumina (A), globulinas (G) e relacdo A/G. Entre os momentos de desafio, para as varidveis
PT e A, independente do tratamento, os valores foram reduzidos (P<0,05) apds o desafio.
Houve reducdo (P<0,05) da concentracdo de G ap6s desafio com LPS nos animais dos
tratamentos M e FqG, e reducdo (P<0,05) na relagdo A/G apds o desafio com LPS nos
animais dos grupos CON, F;Gse FsGs (Tabela 10).

Tabela 10. Proteinas totais, albumina, globulinas e relacdo albumina:globulina do soro dos
leitdes antes e 24 horas apds o desafio com LPS

Variaveis Momentos CON Mp FoG1 F:G3 FsGs
- Antes 4,81: 4,60: 4,80: 4,76: 4,85:

’ Ap0s 4,26 4,05 4,08 4,18 4,28
Albumina, g/dl Ant,es 3,10: 2,81: 2,94: 3,001 3,05:
’ Apbs 2,61 2,38 2,46 2,53 2,45
Globulinas, g/dl Antes 1,71 1,84: 1,84i 1,76 1,81
’ Apbs 1,65 1,65 1,61 1,71 1,83

) Antes 1,82 1,54 1,66 1,71 1,69

Alb/Glob Ap6s 1,60 1,45 1,54 1,49 1,35

Médias seguidas por *, na coluna, diferem entre 0s momentos antes e ap6s desafio com LPS pelo teste de
Bonferroni (P<0,05).
'PT = proteinas totais; Alb/Glob = relacéo albumina:globulinas.

4. Discusséo

4.1 Hemograma e leucograma

Apesar de verificadas variacbes em parametros hematimétricos e leucométricos em
fungéo dos tratamentos, os valores observados neste estudo se mantiveram dentro de limites
fisiolégicos considerados normais para a espécie suina segundo Miller et al. (1961),
Tumbleson et al. (1986), Friendship e Henry (1992), Jain (1996), Kaneko et al. (1997),
Feldman et al. (2000) e Tizard (2014).

Faltam estudos que abranjam os efeitos de diferentes prebioticos e doses dos mesmos

sobre as varidveis hematoldgicas de suinos. Apesar da reducgdo significativa pos-desafio na
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quantificacdo de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito para os animais do tratamento FyG;,
0s animais deste mesmo tratamento apresentaram também aumento na concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), indicando que ndo houve prejuizo a concentracao
hemoglobinica celular, e por consequéncia, manteve-se a efetividade fisioldégica das mesmas
(Failace e Fernandes, 2015). Ainda, ap6s o desafio, a reducdo na amplitude de distribuicdo de
glébulos vermelhos (RDW) para os animais do tratamento FyoG; e FsGs demonstra que 0s
animais destes tratamentos apresentaram maior homogeneidade no tamanho de eritrdcitos,
inferindo-se que a eritropoiese e maturacdo destas células se mantiveram dentro da
normalidade (Failace e Fernandes, 2015).

Os efeitos do desafio com LPS tornam-se evidentes pelos resultados do leucograma,

pois houve reducdo de leucdcitos e de suas fragdes para todos os tratamentos apos o desafio,
sugerindo a migracao dessas células para o tecido lesionado.
No periodo anterior ao desafio com LPS, a maior quantificacdo de segmentados (neutréfilos
maduros) para os animais do grupo CON em relacdo aos animais do tratamento FsGs, €
também de maneira geral (ndo significativa), indica que o uso de prebidticos pode ser
benéfico, uma vez que o uso de antimicrobianos reduz a taxa de renovacdo de neutrofilos
maduros no sangue, podendo, talvez, reduzir a atividade antimicrobiana deste tipo celular
(Healy et al., 2002).

4.2 Explosao respiratoria

No periodo anterior ao desafio, 0s monocitos dos animais do tratamento Mf
apresentaram maior producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) comparada a dos animais
alimentados com dietas contendo antimicrobiano (CON). As dietas do tratamento Mf
apresentavam maior quantidade de mananoligossacarideo e B-glucano (0,30% da mistura de
MOS e B-glucano), e sendo o B-glucano uma molécula imunoestimulante, é diretamente capaz
de ativar fagocitos através da interacdo destas moléculas com receptores especificos celulares
(Baert et al., 2015), estimulando a atividade antimicrobiana (Sahoo et al., 2001; Rice et al.,
2004; Vetvicka, 2011; Madrigal-Bujaidar et al., 2015). Os mananoligossacarideos também
interagem com o sistema imunoldgico do animal, podendo melhorar as respostas imunes
inatas e adaptativas (Wismar et al., 2010; Che et al., 2011).

A producdo de éxido nitrico (NO), no periodo anterior ao desafio, foi menor para ao
animais do grupo CON, comparada a dos animais dos tratamentos F;G3 e FsGs. Esta menor
atividade antimicrobiana monocitaria observada pelos animais alimentados com o

antimicrobiano halquinol (CON), aliada & maior quantificacdo de neutréfilos maduros
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(segmentados) (Tabela 5), sugere que o uso continuo deste antimicrobiano, da classe das
quinolonas, pode ser danoso as células, por induzir estresse oxidativo mitocondrial (Kalghatgi
et al., 2013). Além disso, 0 uso exacerbado deste composto pode reduzir a populagédo
bacteriana benéfica da microbiota intestinal, induzindo imunossupressao indireta e maior
demanda por producdo e maturagdo de leucécitos (Kalghatgi et al., 2013; Becattini et al.,
2016).

Por sua vez, no periodo pos-desafio, maior reatividade dos monadcitos foi observada
com utilizacdo da combinacdo de prebioticos na proporcdo do tratamento F¢G; (0,20% de
MOS e B-glucano; 0,09% de FOS e 0,01% de GOS), a qual induziu maior producgéo de H,O,.
Ainda, apds o desafio, somente os animais dos tratamentos CON e FyG; mantiveram a
producdo de NO, sendo assim mais eficientes em manter a producao desta espécie reativa de
nitrogénio em resposta a inflamagéo aguda causada pelo LPS.

Avaliando os resultados de explosdo respiratoria, pode-se inferir que os animais do
grupo FeG; foram mais eficientes no sentido de manter a reatividade imunolégica inespecifica
apos o desafio com LPS, em comparacdao aos animais que receberam os demais tratamentos.
A literatura tém demonstrado que o uso de FOS em dietas de suinos possui grande acgédo
bifidogénica (Xu et al., 2002; Zhao et al., 2012; Lei et al., 2018; Schokker et al., 2018),
selecionando cepas bacterianas comensais benéficas do intestino, que geram metabdlitos que
reduzem a populacdo de cepas maléficas, e ainda estimulam o sistema imune local entérico,
gerando uma cascata e eventos que promovem maior efetividade imunoldgica inespecifica e
adaptativa (Seifert e Watzl, 2007).

4.3 Citocinas e imunoglobulinas

Os animais alimentados com as dietas FoG; e FsGs apresentaram maior secrecdo de
TNF-0 apés o desafio com LPS, em relagdo aos leitdes que receberam dieta com
antimicrobiano (CON). Desta forma, a combinacdo de prebidticos nas concentracdes
especificas destes tratamentos foi eficaz em ativar as vias de sinalizagdo para secre¢do desta
citocina pelas celulas sentinelas adjacentes a inflamacédo causada pelo LPS, as quais incluem
macrofagos e neutrofilos estimulados (Grivennikov et al., 2010). De forma semelhante, estudo
de Li e Kim (2013) demonstrou aumento na concentragdo de TNF-a 2h apds desafio com
LPS, em leitGes alimentados com prebiotico frutano.

O TNF-a é um potente regulador da inflamagéo, estimulando diversos tipos celulares
envolvidos na imunidade inata e adaptativa (Blaser et al., 2016). Entretanto, producéo

exacerbada desta citocina pro-inflamatéria pode ser danosa ao organismo por prolongar e
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acentuar desnecessariamente a inflamacdo, desviando nutrientes em prejuizo a producéao
animal e ocasionando prejuizos aos tecidos acometidos (Tizard et al., 2014). Este efeito
deletério pode ter ocorrido com os animais do grupo FsGs, 0s quais produziram maiores
quantidades de TNF-a, porém sem melhorias sobre as demais variaveis imunolégicas.

Correlacionando os resultados de explosdo respiratéria com os de quantificacdo de
TNF-a, sabe-se que h& intima relagdo entre as espécies reativas de oxigénio, como o H,0,, e
espécies reativas de nitrogénio, como o0 NO, na regulacao da expressao de receptores de TNF-
a em células sentinelas, e assim, de seus efeitos fisioldgicos (Blaser et al., 2016). De forma
interessante, observou-se neste estudo que os animais alimentados com antimicrobiano
(CON) apresentaram menores producdes de H,0, e ON, e de forma similar, menor producéo
de TNF-o, indicando possivel regulagdo negativa na producdo de TNF-a. Os animais dos
grupos MP, FoG; e F;G; apresentaram produgdes intermedidrias de H,O, e NO, e
concomitante producdo intermediaria de TNF-a.

Neste estudo, apds o desafio com LPS, houve aumento da secrecdo de IL-1p pelos
animais de todos os tratamentos, comparando ao periodo anterior ao desafio. Dentre as
funcbes desta citocina, citam-se principalmente o estimulo a producdo de proteinas de fase
aguda e ativacdo de linfdcitos, principalmente T auxiliares-2 (Th-2), os quais estimulam
linfécitos B a produzirem anticorpos (Tizard, 2014). A influéncia desta citocina gerou
aumento na secrecdo das imunoglobulinas, ndo resultando em diferencas entre suas
concentragcbes para 0s tratamentos. Os valores encontrados para as fracbes de

imunoglobulinas neste estudo estdo de acordo com Saleh et al. (2015).

4.4 Proteinas de fase aguda e proteinas séricas

Sob a influéncia das citocinas pro-inflamatorias, as células hepaticas aumentam a
sintese e secre¢do de proteinas de fase aguda (PFA), com picos entre 24 e 48h e posterior
declinio, sendo que as mais abundantes e importantes em suinos sao a proteina C-reativa (PC)
e haptoglobina (Heegaard et al., 1998, Lampreave et al., 1994). Neste estudo, os valores de
haptoglobina foram significativamente aumentados apds o desafio com LPS, independente
dos aditivos recebidos pelos animais, provando a eficiéncia do desafio imposto. A
haptoglobina possui fungdo de ligar-se a hemoglobina livre, liberada pela destruicdo
intravascular das hemaécias, conservando o ferro corpdreo e prevenindo sua utilizacdo na
multiplicacdo bacteriana (Gutteridge, 1987).

Por sua vez, comparando os momentos de desafio, houve aumento significativo da PC

apos a aplicagdo de LPS, para os animais dos grupos CON, MB ¢ FgG;. O aumento desta
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importante proteina de fase aguda frente & uma infeccéo € benéfica ao animal, uma vez que a
PC possui atividades “pro-inflamatorias” e “anti-inflamatdrias”, regulando eficientemente a
inflamacéo, induzindo-a ou reprimindo-a, dependendo das situacGes fisioldgicas (Szalai et al.,
2002; Black et al., 2004). Os valores encontrados para PC e haptoglobina neste estudo estao
de acordo com Saleh et al. (2015) e Feldman et al. (2000), respectivamente.

Algumas proteinas diminuem seus niveis durante a inflamacdo aguda, sendo
denominadas de proteinas de fase aguda negativa. Em suinos, incluem a albumina, o-
lipoproteina, fetuina e a transferrina (Alava et al., 1997). Observou-se que os niveis de
proteinas totais e albumina foram reduzidos apo6s o desafio com LPS, indicando mobilizacéo
proteica para a formacdo de citocinas, proteinas de fase aguda e imunoglobulinas. Os
resultados encontrados para proteinas séricas podem ser considerados dentro da normalidade
da espécie e categoria suina (Feldman et al., 2000; Tizard, 2014). A reducdo nos teores de
globulinas séricas apds o desafio para os animais dos tratamentos M e¢ FoG; pode ser
decorrente da maior utilizacdo de aminoacidos da dieta para a sintese de citocinas e PFA, em
razdo do quadro de inflamacdo aguda desencadeado pela aplicacdo de LPS (Wilson e
Svendsen, 1972; Spurlock et al., 1997).

De forma interessante, mesmo apds mobilizacdo aminoacidica para producdo de
componentes proteicos como citocinas, PFA e imunoglobulinas, os animais submetidos ao
tratamento FoG; foram mais eficientes na resposta imunoldgica inespecifica ao LPS, e,
analisando estes resultados em conjunto com os resultados de desempenho (dados no Capitulo
2) conclui-se que esta mobilizacdo de nutrientes foi eficiente e ndo afetou o crescimento dos
animais.

De forma geral, este estudo trouxe resultados interessantes de possivel sinergismo das
moléculas prebioticas avaliadas, com destaque para a combinacdo do tratamento F9G; (0,20%
de MOS e B-glucano; 0,09% de FOS e 0,01% de GOS), o que promoveu maiores beneficios
sobre a saude dos animais; de forma semelhante ou até melhorada em comparagdo ao uso do
antimicrobiano halquinol. A literatura tém demonstrado que o consumo de FOS, inulina e
frutanos promove notoérias melhorias sobre a saude intestinal de humanos e animais,
especialmente em individuos jovens, beneficiando a salude e prevenindo contra doengas
(Seifert e Watzl, 2007). Os mecanismos que desencadeiam estas respostas benéficas incluem
efeitos indiretos, como modulacdo benéfica da microbiota intestinal, producdo aumentada de
AGCCs e imunorreguladores e, talvez, de outros metabdlitos bacterianos (Gibson et al., 2010;
Fransen et al., 2017). Contudo, outros estudos que avaliem os efeitos fisiologicos do

sinergismo de moléculas prebioticas sdo necessarios, a fim de se determinar doses e misturas
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6timas de cada molécula, as quais promovam beneficios sobre a satde dos animais, reduzindo
assim, a necessidade de utilizagdo de antimicrobianos de forma exacerbada.

De forma geral, os resultados deste estudo demonstraram que os animais alimentados
com dietas contendo maior quantidade de FOS (F9G;) apresentaram maior efetividade na
resposta imune frente ao desafio causado pela endotoxina LPS, possibilitando o uso desta
combinacdo em substituicdo ao antimicrobiano halquinol, visando melhorias na saude de

leitbes em periodo pos-desmame.
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IMPLICACOES

O presente estudo traz contribuicdes para a comunidade de suinocultores e
pesquisadores da &rea de nutricdo de suinos, ja que demonstrou que combinacBes de
prebioticos estudadas agiram semelhantemente ao antimicrobiano halquinol, amplamente
utilizado como melhorador de desempenho na suinocultura brasileira, na resposta imune e no
desempenho de leitGes recém-desmamados.

O uso exacerbado de antimicrobianos trouxe um problema de satde pablica mundial:
surgimento de estirpes bacterianas resistentes aos antimicrobianos existentes na medicina
humana e veterinaria. Contudo, a reducdo ou banimento do uso destes compostos em dietas
animais, sobretudo animais jovens, trouxeram problemas de aumento da morbidade e
mortalidade. Neste contexto, o estudo e a identificagio de compostos, principalmente
bioativos naturais, € de suma importancia para substituir o uso de antimicrobianos, trazendo
beneficios de melhorias sobre salde intestinal e sistémica, e assim, melhorias sobre o
desempenho animal e maior retorno econdmico ao produtor.

Deve-se enfatizar que a utilizagdo de aditivos de forma isolada nunca é totalmente
eficaz na melhoria da qualidade sanitaria e produtiva da granja. Manejos produtivos
profilaticos devem ser seguidos rigorosamente pelos produtores, para que o uso dos aditivos,
de forma geral, seja uma ferramenta adicional ao incremento na produtividade da
suinocultura.

Novos experimentos avaliando as combinac@es de prebidticos podem ser realizados a
fim de acompanhar os animais do desmame a terminacdo, com a hipotese de que as melhorias
sobre a salde trazidas com a inclusdo de prebidticos em dietas de leitbes em fase de creche
podem reduzir os dias para o abate, e assim, reduzir os gastos com a mantenca destes animais
na propriedade. Ainda, torna-se interessante a investigacdo do uso de pulsos de prebidticos,
em periodos mais curtos de utilizacdo e em momentos mais criticos a satde dos animais, a fim

de se avaliar e comparar a eficacia de uso deste aditivo com fim profilatico.



