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TIPOS DE FIBRAS E REDUGCAO DO NIiVEL PROTEICO EM DIETAS PARA
LEITOES RECEM-DESMAMADOS

Resumo - Foram conduzidos trés experimentos para avaliar diferentes fontes de
fibras purificadas e seus efeitos em dietas, com niveis proteicos reduzidos, sobre o
desempenho e a saude intestinal de leitdes recém-desmamados. No experimento |
foram caracterizadas quatro fontes de fibras purificadas, quanto a capacidade de
retencdo de agua, volume de intumescimento, microestrutura e viscosidade. No
experimento Il foram avaliados o desempenho, a incidéncia de diarreia e o tempo de
transito gastrointestinal de 84 leitbes desmamados aos 26 dias de idade. No
experimento Il foram avaliados o pH, o peso relativo de 6rgaos do trato
gastrointestinal, as concentracdes de acidos graxos de cadeia curta e acido latico, a
morfologia e a microbiologia da mucosa intestinal, os escores de lesdo, as células em
apoptose e mitose, e a imunidade intestinal de 42 leitbes desmamados aos 26 dias de
idade. Nos experimentos Il e lll, os animais foram distribuidos em um delineamento
em blocos completos casualizados, com seis tratamentos: DC: dieta controle sem
reducao proteica; DR: DC com reducdo de quatro pontos percentuais da proteina
bruta; DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adicdo de 2,0% de lignocelulose, celulose,
pectina e goma guar, respectivamente. A inclusdo de goma guar a dieta resultou em
piores (P<0,05) ganho diario de peso e conversao alimentar, assim como no maior
(P<0,05) tempo de transito gastrointestinal comparado a inclusdao de celulose, que
apresentou o menor. O peso final dos leitdes foi menor (P<0,05) com a adicao de
goma guar em comparacdo a dieta controle e aquelas contendo pectina e
lignocelulose. Os animais alimentados com dieta com celulose apresentaram a menor
(P<0,05) contagem de Lactobacillus e a maior (P<0,05) relacdo altura das
vilosidades/profundidade das criptas, ndo diferindo daquela com lignocelulose, mas
das outras dietas avaliadas. No duodeno, o numero de células em apoptose foi menor
(P<0,05) nos animas que consumiram dieta contendo celulose; o numero de células
em mitose foi maior (P<0,05) nos leitdes consumindo as dietas controle e com pectina
e o0s escores de lesdo foram menores (P<0,05) nos animais alimentados com celulose
e lignocelulose. Nao foram observadas alteragdes (P>0,05) no jejuno dos leitdes. No

ileo, o numero de células em mitose foi maior (P<0,05) nos animais alimentados com
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as dietas controle, com reducédo proteica e com pectina e os escores de lesdo foram
menores (P<0,05) nos leitdes que consumiram a dieta contendo celulose. Conclui-se
que as fibras sollveis, principalmente a goma guar, apresentam maior capacidade de
retencao de agua, volume de intumescimento e viscosidade em relacao as insolluveis.
A reducéo no nivel proteico ndo influencia o desempenho e a saude intestinal dos
animais. A inclusdo de goma guar a dieta proporciona prejuizos ao desempenho dos
animais e maior tempo de transito gastrointestinal. A inclusdo de fibras purificadas
insollveis, especialmente a celulose, a dieta com nivel proteico reduzido, proporciona
beneficios a morfologia do epitélio intestinal de leitbes, como melhor relacao altura
das vilosidades/profundidade das criptas, menores escores de lesdo intestinal e

apoptose.

Palavras-chave: desmame, fibra dietética, salde intestinal, suinos
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TYPES OF FIBERS AND REDUCED LEVEL OF PROTEIN IN DIETS FOR
WEANLING PIGS

Abstract - Three trials were conducted to evaluate different purified fibers sources and
their effects in diets with reduced protein level on performance and intestinal health of
weanling pigs. In trial | were characterized four purified fiber sources as to the water
retention capacity, swelling volume, microstructure and viscosity. Performance,
incidence of diarrhea and gastrointestinal transit of time of 84 piglets weaned at 26
days of age were evaluated in trial Il. In trial Il were evaluated pH, the relative organs
weight of the gastrointestinal tract, concentrations of fatty acid short chain and lactic
acid, the morphology and microbiology of the intestinal mucosa, the lesion scores, the
apoptosis and mitotic cells and the intestinal immunity of 42 piglets weaned 26 days
old. In both experiments, the animals were distributed in a randomized complete block
design, with six treatments: CD: control diet without protein reduction; RD: CD with a
reduction of four percent of crude protein; DF1, DF2, DF3 and DF4: RD with addition
of 2.0% of lignocellulose, cellulose, pectin and guar gum, respectively. The inclusion
of guar gum in the diet resulted in worse (P<0.05) daily gain and feed conversion, as
well as the largest (P<0.05) gastrointestinal transit time compared to the inclusion of
cellulose, which had the lowest. The final weight of the piglets was lower (P<0.05) with
the addition of guar gum compared to the control diet, pectin and lignocellulose. The
animals fed cellulose have the lowest (P<0.05) Lactobacillus count and the best
(P<0.05) ratio of villus height and crypt depth, not differing from lignocellulose, but with
the other evaluated diets. In the duodenum the number of cells in apoptosis was lower
(P<0.05) in the animals fed diet with cellulose, the number of cells in mitosis was bigger
(P<0.05) with control diet and pectin and the lesion scores were lower (P<0.05) in the
animals fed diets with cellulose and lignocellulose. No alterations (P>0.05) were
observed in the jejunum of the piglets. In the ileum, the number of cells in mitosis was
bigger (P<0.05) in the animals fed control diet, reduced protein diet and pectin and the
lesion scores were lower (P<0.05) for those fed cellulose. In conclusion the soluble
fibers, especially guar gum, have higher water holding capacity, swelling and viscosity.
The reduced level of crude protein do not influence the performance and the intestinal

health of the animals. The inclusion of guar in the diet provide the worse results for
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performance parameters and increased gastrointestinal transit time. The inclusion of
purified insoluble fibers, especially cellulose, to the diets with reduced protein level,
provide benefits for the morphology of the intestinal epithelium of the piglets, such as
better villus height and crypt depth ratio, lower intestinal lesion scores lower and
apoptosis.

Keywords: dietary fiber, intestinal health, weaning, swines



CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

Apos restricdes impostas pela Unidao Europeia quanto ao uso de antibiéticos e
quimioterapicos como promotores de crescimento em dietas animais, novas
estratégias nutricionais e ingredientes alimentares que contribuam para o
funcionamento eficaz do trato gastrointestinal, especialmente no periodo pés-
desmame, e que favorecam o desempenho, sdo necessarios na producao intensiva
de suinos.

O desmame é um periodo critico na vida dos leitdes, marcado por mudancas
sociais, ambientais e nutricionais, que afetam fisiologicamente o animal, podendo
inibir o consumo alimentar e a taxa de crescimento (DIAS et al., 2014), além de estar
associado a problemas entéricos. As dietas de leitdes, apds o desmame, apresentam
alta concentragéo de proteina bruta, o que pode aumentar a fermentacdo microbiana
da proteina nao digerida, e incentivar a proliferacao de bactérias patogénicas no trato
gastrointestinal (BALL e AHERNE, 1987; HTOO et al.,, 2007), favorecendo a
ocorréncia e duracao de diarreias.

A fibra dietética € um ingrediente fisiologicamente ativo, ou seja, estimula a
motilidade intestinal, a taxa de turnover dos enterécitos e aumenta as taxas de
secrecgdes gastrica e intestinal (WHITNEY et al., 2006) e sua inclusdo em dietas para
suinos esta associada a melhora da saude intestinal dos animais, uma vez que
estimula o desenvolvimento dos segmentos intestinais (LONGLAND et al., 1994),
influencia o sistema imunolégico (SCHLEY e FIELD, 2002), além de reduzir,
potencialmente, os efeitos nocivos da fermentacéo proteica (McBURNEY et al., 1987).
Fibra dietética é definida como a soma de lignina e polissacarideos que nao sao
digeridos (polissacarideos nao amilaceos) por secrecdoes endodgenas do trato
digestério (TROWELL et al., 1976), e pode ser classificada como soltvel ou insoluvel,
possuindo efeitos bem distintos (JOHNSTON et al., 2003).

A fibra dietética soluvel pode aumentar a viscosidade do quimo, diminuindo o
contato enzimas-substrato (CAMPBELL e BEDFORD, 1992) e favorecer a proliferacao
de Lactobacillus (WELLOCK et al., 2008); ja a insoluvel reduz o tempo de transito



gastrointestinal (FREIRE et al., 2000) e a incidéncia de diarreia (PASCOAL et al.,
2012), podendo aumentar a producgao de secre¢des gastrointestinais (VAREL e YEN,
1997).

A literatura é restrita quanto aos efeitos de fontes de fibras purificadas em dietas
para animais, sendo necessdrio, inicialmente, caracteriza-las e diferencia-las
daquelas contidas nos cereais e coprodutos, cujas caracteristicas tém sido
extrapoladas a estas fontes purificadas, tornando dificil estabelecer resultados
esperados a efeitos pouco conhecidos.

Dessa forma, objetivou-se caracterizar quatro fontes de fibras purificadas
(lignocelulose, celulose, pectina e goma guar) e avaliar seus efeitos sobre o
desempenho, caracteristicas morfofisiolégicas, microbioldgicas e imunidade intestinal,

em dietas com nivel proteico reduzido para leitdes recém-desmamados.

REVISAO DE LITERATURA

Periodo pés-desmame

O periodo pés-desmame é a fase mais critica para os leitdes, pois desafios
sociais, fisioldgicos e ambientais atuam simultaneamente e incidem sobre os animais,
tornando-os predispostos a problemas entéricos. O desmame precoce também expde
0s animais, imunitaria e fisiologicamente imaturos, a esses problemas (ALFIERI et al.,
1994). As diarreias pOs-desmame causam, a suinocultura, grandes perdas
econOmicas, determinadas por mortalidade, decréscimo na taxa de ganho de peso e
piora na conversao alimentar, principalmente na primeira semana (CAMPBELL et al.,
2013).

A transicao alimentar dos leitdes no periodo pés-desmame, requer a producao
de secregcbes apropriadas do estbmago, pancreas e intestino, que sado pouco
desenvolvidos neste periodo. Consequentemente, essa mudanga resulta em
estresses fisiolégico e nutricional, reduzindo a ingestdo de racdo e exigindo a
adaptacdo do trato digestério ao novo regime alimentar, o que inclui, inicialmente,
alteracées de pH e microbiota, baixas secrecdo enzimatica e motilidade intestinal
(MAKKINK et al., 1994).



A anorexia p6s-desmame (BACH KNUDSEN et al., 2012) resulta em alteracoes
histoldgicas no intestino delgado, como encurtamento de vilosidades e hiperplasia de
criptas, resultantes da baixa taxa mitdtica dos enterécitos, o que diminui as
capacidades digestiva e absortiva desse 6rgdo (PLUSKE et al., 1997; HOTZEL e
MACHADO FILHO, 2004). Além da reducao na absorcao de nutrientes ocorre, também,
queda na absorcdo de liquidos, promovendo a ocorréncia de diarreia osmética
(NABUURS et al., 2003).

A baixa capacidade temporaria dos leitdes em acidificar o contetdo gastrico e
as insuficientes secregéo e atividade de enzimas géstricas e pancreaticas (MOLLY,
2001), aliadas ao excesso de alimentos nao digeridos e proteina enddgena, presentes
nos intestinos, propiciam ambiente favoravel a proliferacdo de bactérias patogénicas
(LALLES et al., 2007; HEO et al., 2009). Esta condicdo estimula a fermentagéo
proteica no intestino grosso, e a consequente producéo de acidos graxos de cadeia
ramificada, fendis, aménia e aminas biogénicas, que estdo relacionados com as
diarreias p6s-desmame (PLUSKE et al., 2002; HTOO et al., 2007; KIM et al., 2008).

O desmame também tem efeito deletério na fungéo da barreira intestinal, pois
o lumen epitelial é a primeira linha de defesa, do organismo do leitdo, contra
microrganismos nocivos, toxinas ou antigenos que residem no intestino delgado.
Quando a barreira intestinal é rompida, hd aumento da permeabilidade as toxinas,
bactérias e alimentos associados a antigenos, que atravessam o epitélio e resultam
em inflamacdo, ma absorcdo, diarreia e crescimento reduzido, impactando
negativamente na producédo (CAMPBELL et al., 2013).

E necessario estudar os “mecanismos de atuacdo” ao avaliar propriedades
funcionais de ingredientes ou aditivos utilizados na alimentagdo animal, de modo que
possibilite entender melhor em quais condi¢cdes ha possibilidade de atingir respostas
6timas com intervencdes dietéticas, além de considerar as capacidades digestiva e
absortiva, barreiras quimica e fisica, diversidade e carga da microbiota e funcao
imunolégica (LANGE et al., 2010). Alteragcbes na composicao da dieta de leitdes
desmamados refletem-se na populacdo microbiana e suas atividades metabdlicas
sobre a fisiologia do trato gastrointestinal, no entanto, influéncias sobre o sistema
imune ainda nao foram completamente elucidadas (LALLES et al., 2007).



Ingredientes fibrosos sao fisiologicamente ativos e vao além do fornecimento
de nutrientes biodisponiveis (PETTIGREW, 2008). No entanto, o nivel de inclusédo em
dietas para leitdes é complexo, pois depende do objetivo a ser alcangado, e melhores
respostas podem ser obtidas pesquisando-se ingredientes com combinagao
adequada de carboidratos, assim como de proteinas, que vao melhorar diferentes
aspectos do trato gastrointestinal (LANGE et al., 2010).

Reducao no nivel de proteina bruta de dietas

O alto nivel de proteina bruta (PB), caracteristico das dietas de leitbes no
periodo pds-desmame, aliado a proibicdo da Unido Europeia ao uso de antibioticos,
quimioterapicos ou tragos de elementos metais, como melhoradores de desempenho,
em consequéncia a resisténcia bacteriana aos antibiéticos em humanos e animais,
bem como o aumento da poluicado ambiental causada por niveis elevados de cobre e
zinco no dejeto animal (LALLES, 2008), intensificaram a ocorréncia de problemas
entéricos na fase de creche.

Os problemas entéricos no periodo pés-desmame geram prejuizos a cadeia
produtivo, portanto, é necessdria a procura e avaliacdo de novos aditivos alternativos
e abordagens nutricionais que beneficiem o desempenho e a saude intestinal de
leitdes recém-desmamados.

Uma estratégia nutricional utilizada é a redugao do nivel de proteina bruta das
dietas e a suplementagcdo com aminoacidos sintéticos, tais como lisina, metionina,
treonina e triptofano, principalmente, com o objetivo de diminuir o fornecimento de
nitrogénio e energia para a fermentacdo microbiana, o que reduzira a formagéo de
metabdlitos (aménia, acidos graxos de cadeia ramificada, cadaverina, putrecina) no
trato gastrointestinal e, consequentemente, a incidéncia de diarreia, sem afetar o
desempenho dos animais (HANSEN et al., 1993; HERMES et al., 2009). Dietas com
alto nivel proteico, tém maior capacidade tamponante, o que aumenta o pH da digesta,
propiciando meio favoravel a proliferacao de patégenos (PARTANEN e MROZ, 1999).

Estudos comprovaram que dietas com menor teor de proteina bruta reduzem
as excregbes de nitrogénio na urina (Le BELLEGO e NOBLET, 2002); as
concentracdes de amédnia e de putrecina nos conteudos ileal e cecal, respectivamente
(BIKKER et al., 2006; HTOO et al., 2007); a fermentacao proteica (BALL E AHERNE,



1987); sem interferir no desempenho dos animais (Le BELLEGO e NOBLET, 2002).
No entanto, quando restricdes proteicas sao superiores a quatro pontos percentuais
em dietas para leitdes, mesmo que suplementadas com lisina, metionina, treonina e
triptofano, o desempenho dos animais pode ser limitado por alguns aminoéacidos,
como valina e isoleucina (FIGUEROA et al., 2002; NYACHOTI et al., 2006).

Htoo et al. (2007) ndo observaram diferencas no desempenho dos animais,
desmamados aos 19 dias de idade, quando a concentracdo de proteina bruta na dieta
foi reduzida de 24 para 20% e suplementada com lisina, metionina, treonina,
triptofano, valina e isoleucina. Outro estudo de Heo et al. (2008) sobre os efeitos do
fornecimento de uma dieta com baixo nivel proteico, mas suplementada com
aminoacidos essenciais, demonstrou reducdes na excrecdo de amodnia fecal, na
fermentacao proteica, na aplicagdo de antibiéticos e melhora na consisténcia fecal,
sem afetar o desempenho de leitbes recém-desmamados.

A reducao dos niveis de proteina bruta e a inclusdo de uma fonte de fibra as
dietas, tem demonstrado efeitos positivos para leitdes recém-desmamados. Jeaurond
et al. (2008) constataram reducgéo na producao de metabdlitos nocivos, resultantes da
fermentacao proteica, com a inclusdo de carboidratos fermentaveis. O aumento no
fornecimento de fibra dietética na dieta permite que o excesso de compostos
nitrogenados nao absorvidos, possa ser utilizado para multiplicacdo de bactérias
benéficas, ao invés de ser fermentado e utilizado como fonte de energia por bactérias
patogénicas (HOUDIJK, 1998).

Fibra dietética

A fibra dietética é definida como a soma de polissacarideos (polissacarideos
nao amilaceos) e lignina, que nao sao hidrolisados por enzimas endégenas do sistema
digestério de mamiferos, aves e peixes (BACH KNUDSEN et al., 1997; WENK, 2001).
E, predominantemente, encontrada na parede celular das plantas, tendo funcéo
estrutural e podendo, ainda, estar associada com proteinas, acidos graxos e ceras
(McDOUGALL et al., 1996; CHOCT, 1997).

Os polissacarideos nao amilaceos (PNA) incluem pectinas, celulose,
hemicelulose, B-glucanas e frutanas, e suas propriedades fisioldégicas e

fermentabilidade estao relacionadas com a solubilidade, viscosidade, estrutura fisica



e capacidade de retencao de agua (ASP, 1996). O grau de fermentacdo depende,
principalmente, do tipo de PNA (VAREL e YEN, 1997).

A lignina nao é digerida por suinos e nem significativamente fermentada por
microrganimos intestinais (GRAHAM et al., 1986; SHI e NOBLET, 1993). Além de ser
indigestivel, influencia a digestibilidade dos outros componentes fibrosos da dieta,
como a celulose, tornando-a menos acessivel aos microrganismos do intestino grosso
reduzindo, assim, a taxa e a extensao da fermentacao (JOHNSTON et al., 2003).

A fibra dietética pode ser classificada como soluvel (pectinas, B-glucanas e
frutanas) e insolavel (hemicelulose e celulose) e possuem efeitos bem diferentes; a
soluvel aumenta a viscosidade do quimo (MORRIS, 1992), criando um microambiente
favoravel, dentro do lumen intestinal, para proliferacdo de microorganismos
(McDONALD et al., 2001), podendo interferir nos processos de digestdo e absorcao
de nutrientes no intestino, pois reduz a taxa de esvaziamento gastrico (ELLIS et al.,
1995) e o contato enzimas-substrato (CAMPBELL e BEDFORD, 1992). A fibra
insoluvel, por sua vez, modifica a motilidade gastrointestinal, reduz o tempo de transito
da digesta (CARNEIRO et al., 2008) e a absorcao de nutrientes (MONTAGNE et al.,
2003), podendo aumentar a producao de secrecdes gastricas, biliares, pancreaticas,
de muco e agua (VAREL e YEN, 1997).

O acréscimo de fibra dietética soluvel em dietas pode aumentar a concentragéo
de acidos graxos de cadeia curta (AWATI et al., 2006) e reduzir as contagens de
Escherichia coli e enterobactérias (SCHIAVON et al., 2004). J&4 o aumento da fibra
dietética insoluvel pode reforgar a microbiota comensal no intestino grosso (WILLIAMS
et al., 2001) e reduzir a incidéncia de diarreia (PASCOAL et al., 2012).

Ingredientes fibrosos podem conter, predominantemente, um tipo ou outro de
fibra, pois ndo sao fontes purificadas; portanto, os resultados obtidos sdo creditados
aquele tipo de fibra que prevalece no ingrediente (JOHNSTON et al., 2003). As
propriedades fisico-quimicas dos PNA, que constituem a fibra, estdo ligadas
diretamente a sua natureza e interferem em seus processos de digestdo e absorgao.

A fermentagdo da fibra dietética por microrganismos do intestino grosso de
suinos, resulta na producédo de acidos graxos de cadeia curta (BACK KNUDSEN e
JORGENSEN, 2001), acido latico, agua e gases, como CO2, H2 e CH4 (BINDELLE et
al., 2008). Os principais AGCC produzidos sao acético, propiénico e butirico (KARR-



LILIENTHAL et al., 2005) e sdo quase completamente absorvidos por difusdo passiva
no lumen intestinal e utilizados de diferentes formas pelo organismo (BERGMAN,
1990); o butirico é fonte de energia para atividades metabdlicas e estimula o
desenvolvimento epitelial dos intestinos delgado e grosso; o propiénico é um eficiente
substrato para a gliconeogénese e o acético é carregado para o figado e atua como
fonte de energia muscular (ROEDIGER, 1982; MONTAGNE et al., 2003).

Os AGCC sao capazes de estimular a reabsorcdo de so6dio e,
consequentemente, de agua no intestino grosso (MAY et al., 1994; MOSENTHIN et
al., 2001), proporcionando a reidratagdo dos animais e reduzindo o potencial de
diarreia ndo patogénica (ROEDIGER E MOORE, 1981; JOHNSTON et al., 2003). Em
meio &cido, sdo capazes de inibir o crescimento de patégenos intestinais como
Escherichia coli e Clostridium spp. favorecendo, assim, a proliferacdo de
microrganismos benéficos como Lactobacillus e bifidobactérias (MAY et al., 1994;
HOUDIJK et al., 1998; MAZO et al., 2009).

O conceito de saude intestinal € complexo e, atualmente, mal definido
(MONTAGNE et al., 2003). Existem trés grandes componentes da saude intestinal,
que devem estar em equilibrio: a dieta, a mucosa e a microbiota comensal (CONWAY,
1994). A mucosa é composta pelo epitélio digestivo, o tecido linfoide associado ao
intestino (TLAI) e 0 muco que se sobrepde ao epitélio. O TLAI, bactérias comensais,
muco e células epiteliais interagem entre si formando um equilibrio delicado e
dindmico dentro do trato digestério, que assegura o funcionamento eficaz do sistema
digestorio. A dieta deve ser selecionada de maneira a favorecer as condi¢cdes
intestinais e estabilizar o equilibrio entre os componentes (VAN DIJK et al., 1999). A
fibra dietética é o principal substrato para a fermentacao bacteriana no intestino grosso
de animais ndo ruminantes, e interage tanto com a microbiota quanto com a mucosa,
influenciando diretamente a anatomia, a funcao e o desenvolvimento do trato
gastrointestinal (MONTAGNE et al., 2003).

Embora nutrientes especificos sejam importantes no desenvolvimento e na
funcdo do sistema imune (ALEXANDER, 1995; SCHLEY e FIELD, 2002), sabe-se
pouco sobre o impacto de fibras dietéticas na fungcéao imunoldgica. No entanto, estudos
demonstraram menor incidéncia de translocacdo bacteriana através da barreira do
intestino, com a inclusao de fibra dietética (DEITCH et al., 1993; FRANKEL et al.,



1995; XU et al., 1998), sugerindo que este nutriente dietético modula a imunidade
(SCHLEY e FIELD, 2002).

Schley e Field (2002) relataram que o sistema imunoldgico é definido como a
defesa do hospedeiro as forgas destrutivas internas e externas ao corpo, e as respotas
imunitarias sao classificadas como inatas ou adquiridas (adaptativas). O sistema
imunolégico inato protege o organismo durante os 4-5 dias necessarios para que 0s
linfocitos sejam “ativados”, sendo os macrofagos, mondcitos e neutréfilos seus
principais componentes celulares, além de incluir barreiras fisica e membranosa
mediada por células (DELVES e ROITT, 2000). O sistema imunolégico adquirido
desenvolve-se ao longo da vida do individuo e suas respostas imunes, geralmente,
ocorrem ap0ds as do sistema inato e sao especificas para antigenos e mais eficientes
quando expostas ao agente patogénico, sendo os linfécitos 0 componente celular mais
importante, pois modulam a funcdo de outras células do sistema imunolégico ou
destroem as células infectadas com patégenos intracelulares (GOUST e BIERER,
1993).

O “pool” linfocitario € dividido em linfécitos T e B. A resposta humoral e a
producéo de anticorpos sdo mediadas pelos linfocitos B, enquanto os linfocitos T sao
responsaveis por padroes de resposta celular (TIZARD, 2002). O TLAI é composto de
tecido agregado sob a forma de placas de Peyer, foliculos linfoides solitarios, células
nao-agregadas nalamina e regides intra-epitelial do intestino, bem como os linfonodos
no mesentério. As placas de Peyer sdo agregados de foliculos linfoides encontrados
em toda a mucosa e submucosa do intestino delgado, e contém células T, B,
plasmaécitos, macrofagos e células dendriticas (LANGKAMP-HENKEN et al., 1992).

O intestino é a primeira linha de defesa do organismo e integra interacoes
complexas entre dieta, patégenos externos, processos imunolégicos locais € nao
imunolégicos. Portanto, respostas imunitdarias ocorrem para potenciais agentes
patogénicos, contudo, € igualmente importante que as reacdes de hipersensibilidade
a antigenos dietéticos sejam minimizadas (SCHLEY e FIELD, 2002). O entendimento
de como a fibra dietética influencia morfoldgica, microbioldgica e fisiologicamente o
trato gastrointestinal e, consequentemente, as respostas imunoldgicas intestinais,

pode auxiliar na compreensao da maneira como este nutriente modula a imunidade.



Pectina e goma guar (fibras soluveis), lignocelulose e celulose (fibras
insoluveis) sdo as fontes de fibras purificadas avaliadas neste estudo, e que ja foram
incluidas em dietas, sem reducédo do nivel proteico, para suinos, entretanto, suas
caracteristicas nao estao totalmente definidas e seus efeitos ainda séao divergentes.
Hanczakowska et al. (2008) observaram que a inclusao de 2,0% de celulose purificada
na dieta de leitdes melhorou a morfologia intestinal, reduziu o numero de bactérias
anaerbbicas e a incidéncia de diarreia. Ja Hedemann et al. (2006), ao avaliarem
pectina e casca de cevada, verificaram que 0s animais que consumiram as dietas
contendo fibra soluvel, apresentaram menores ganho de peso e consumo de racao,
reducdes nos parametros morfolégicos e na producdao de mucina. Em contrapartida,
a inclusao de fibra soltvel (inulina) resultou em menor incidéncia de diarreia e maior
concentracao de Lactobacillus, porém sem diferencas na viscosidade da digesta dos
animais, quando comparada a dieta contendo fibra insoluvel (celulose) (WELLOCK et
al., 2008). No entanto, Owusu-Asiedu et al. (2006) observaram aumento na
viscosidade da digesta ileal de suinos alimentados com dietas contendo fontes
purificadas de fibra soluvel (goma guar) e insolluvel (celulose) e atribuiram os
resultados a capacidade de retencdo de agua, concluindo que a celulose purificada
possui caracteristicas fisico-quimicas que normalmente sdo atribuidas,

exclusivamente, aos PNA sollveis.

Fibra dietética e reducao do nivel proteico de dietas

Alguns estudos tém demonstrado os beneficios da inclusdo de fontes de fibra
em dietas, com nivel proteico reduzido, para suinos; Bikker et al. (2006) ao avaliarem
a reducao de 7% no nivel PB e inclusédo de polpa de beterraba, farelo de trigo, amido
de batata e mandioca, nas dietas de leitdes, verificaram aumentos na populacéo de
Lactobacillus no intestino delgado, na producao de AGCC e acido latico e reducao na
concentragdo de amoénia no célon, nos animais alimentados com dieta contendo
menor nivel de proteina bruta e maior de PNA, oriundos de ingredientes fibrosos. Os
autores atribuiram estes resultados a incorporacdo do nitrogénio (N) proteico a
biomassa bacteriana e a fermentacdo dos PNA no intestino grosso. No entanto, para
elevar a quantidade de PNA das dietas, foram utilizados varios coprodutos, cuja
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composigao nutricional e o teor de fibras ndo possuem padrao estabelecido, variando
regionalmente.

Reducao na excreg¢ao de ureia na urina e aumentos na excrecao de N e na
concentracao de AGCC nas fezes, sem diferencas no desempenho, foram observados
por Shriver et al. (2003), ao avaliarem adi¢cées de 10% de polpa de beterraba (PNA
soluveis) ou de casca de soja (PNA insoluveis) as dietas, com reducao de quatro
pontos percentuais na proteina bruta e suplementadas com lisina, metionina, treonina,
triptofano, valina e isoleucina, para suinos.

Da mesma forma, O’Connell et al. (2006) estudaram a reducao proteica e a
adicao de cereais (trigo e cevada) em dietas de leitdes, e constataram aumentos na
producéo de AGCC e na populagao de bactérias benéficas nos contetidos do ceco e
do célon, dos animais alimentados com dieta com menor teor de PB e cevada, a qual
apresentava alto teor de PNA soluveis. Os autores atribuiram estes resultados, a
maior quantidade de substrato para fermentagéao bacteriana presente neste cereal, o
que resultou em menores absor¢cdo de amonia e excre¢ao de ureia na urina € maior
excrecao de N bacteriano nas fezes.

Os ingredientes fibrosos normalmente utilizados como fontes de fibra, em
dietas para animais, sdo produtos sem padronizagdo, pois apresentam diferentes
composigdes em fibras e sdo derivados de matérias primas com caracteristicas
variadas, divergindo na composicao nutricional e nos efeitos na nutricdo animal.

A utilizacao de fontes de fibras purificadas, aliada a redugao do teor proteico de
dietas, pode beneficiar a saude intestinal de leitdes, devido a alta concentragdo de
PNA existente nessas fontes de fibra, possibilitando altas taxas de fermentacéo
microbiana. Pesquisas avaliando o efeito sinérgico da reducao proteica e da inclusao
de fibras purificadas, em dietas para suinos, sdo escassas na literatura.

Com o surgimento e a utilizagdo, em escala comercial, de fontes de fibras
purificadas como ingredientes funcionais nas dietas de suinos, ha a necessidade de
caracteriza-las e diferencia-las de cereais fibrosos e coprodutos, normalmente
utilizados, pois as fontes purificadas sao atribuidas as caracteristicas daquelas nao
purificadas. A restrita literatura referente a utilizacdo dessas fibras em dietas para
leitdes, torna dificil estabelecer resultados esperados quanto as caracteristicas

funcionais, que sédo pouco conhecidas e disseminadas. Portanto, a diferenciagdo das
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fontes de fibras purificadas quanto a funcionalidade, permite conhecer suas
caracteristicas antes de fornecé-las aos animais e atribuir a cada uma, de maneira

correta, os resultados obtidos possibilitando, também, compara-las.
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CAPITULO Il - CARACTERIZACAO DE FONTES DE FIBRAS E DESEMPENHO,
INCIDENCIA DE DIARREIA E TEMPO DE TRANSITO GASTROINTESTINAL DE
LEITOES RECEM-DESMAMADOS RECEBENDO DIETAS COM DIFERENTES
TIPOS DE FIBRAS E NiVEL PROTEICO REDUZIDO

RESUMO

Foram realizados dois experimentos para caracterizar diferentes fontes de fibras
purificadas e avaliar seus efeitos em dietas com nivel proteico reduzido para leitbes
recém-desmamados. No experimento |, foram caracterizadas quatro fontes de fibras
purificadas, lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, quanto a capacidade de
retencdo de agua, volume de intumescimento, microestrutura e viscosidade. No
experimento |l foram avaliados, dos 26 aos 56 dias de idade, o desempenho, a
incidéncia de diarreia e o tempo de transito das dietas no trato gastrointestinal de 84
leitdes, desmamados aos 26 dias de idade, com peso médio inicial de 6,37 + 1,00 kg.
Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos completos
casualizados, com seis tratamentos: DC: dieta controle sem redugao proteica; DR: DC
com reducédo de quatro pontos percentuais da proteina bruta; DF1, DF2, DF3 e DF4:
DR com adicdo de 2,0% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar,
respectivamente, com sete repeticées por tratamento e dois animais (um macho e
uma fémea) por unidade experimental. A inclusdo de goma guar a dieta proporcionou
piores (P<0,05) ganho diario de peso e conversao alimentar. O peso médio final dos
animais foi mais baixo (P<0,05) nos alimentados com dieta contendo goma guar
(12,50 kg) em comparacao a dieta controle, lignocelulose e pectina (14,85; 15,08;
16,28 kg, respectivamente). O tempo de transito gastrointestinal das dietas foi menor
com a adicao da celulose e maior (P<0,05) com a goma guar (434,0 e 632,9 minutos,
respectivamente). Nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos na
incidéncia de diarreia dos leitdes. Conclui-se que as fibras solluveis, principalmente a
goma guar, apresentam maior capacidade de retencdo de &gua, volume de
intumescimento e viscosidade. A inclusdo de goma guar as dietas de leitdes recém-
desmamados proporciona prejuizos ao desempenho dos animais € maior tempo de
transito das dietas no trato gastrointestinal.

Palavras-chave: capacidade de retencao de agua, fibra dietética, suinos, viscosidade
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CHAPTER Il - CHARACTERIZATION OF FIBERS SOURCES AND
PERFORMANCE, DIARRHEA |INCIDENCE AND TRANSIT TIME OF
GASTROINTESTINAL TRACT OF WEANLING PIGS RECEIVING DIETS WITH
DIFFERENT TYPES OF FIBER AND REDUCED PROTEIN LEVEL

ABSTRACT

Two trials were conducted to evaluate different purified fibers sources and their effects
in diets with reduced protein level for weanling pigs. In trial | were characterized four
purified fibers sources, lignocellulose, cellulose, pectin and guar gum, as to the water
retention capacity, swelling volume, microstructure and viscosity. The trial Il evaluated
from 26 to 56 days of age the performance, incidence of diarrhea and transit time of
the diets in the gastrointestinal tract of 84 piglets weaned at 26 days of age, with initial
average weight of 6.37 + 1.00 kg. The animals were distributed in a randomized
complete block design with six treatments: CD: control diet without protein reduction;
RD: CD with a reduction of four percentage points of crude protein; DF1, DF2, DF3
and DF4: RD with addition of 2.0% of lignocellulose, cellulose, pectin and guar gum,
respectively, with seven replicates per treatment and two animals per pen (a male and
a female). The inclusion of guar gum in the diet provided worst results (P<0.05) for
daily gain and feed conversion. The final weight of the animals was lower (P<0.05) for
those fed diets containing guar gum (12.50 kg) compared to the control diet,
lignocellulose and pectin (14.85, 15.08, 16.28 kg, respectivally). The transit time of the
diets on gastrointestinal tract was lower (P<0.05) with the addition of cellulose and
higher (P<0.05) with the guar gum (434.0 and 632.9 minutes, respectivally). There
were no differences (P>0,05) between treatments in the incidence of diarrhea of
piglets. In conclusion the soluble fibers, specially the guar gum, show higher water
holding capacity, swelling and viscosity. The inclusion of guar gum to the diet of
weanling pigs provide losses on the performance of the animals and the biggest transit

time in the gastrointestinal tract.

Key-words: dietary fiber, swine, viscosity, water retention capacity
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INTRODUGCAO

Mamiferos recém-desmamados podem apresentar disfungdes intestinais
qguando alimentados com dietas ricas em proteina (SALAZAR-LINDO et al., 2004). O
desmame de leitdes é marcado por um periodo de anorexia e diarreia (LALLES et al.,
2007) devido, principalmente, & mudanca alimentar e a alta concentragcdo de proteina
bruta das dietas.

A fermentacao bacteriana da proteina ndo digerida produz acidos graxos de
cadeia ramificada e substancias potencialmente téxicas, como aménia e aminas, que
podem reduzir o crescimento (GASKINS, 2000) e predispor os leitbes a diarreia
(DONG et al., 1996). Uma proposta para reduzir a fermentacao proteica intestinal é a
diminuicédo do teor proteico das dietas, incluindo aminoacidos sintéticos e carboidratos
fermentaveis nas dietas de leitdes (BIKKER et al., 2006).

Relaciona-se positivamente a inclusdo de fibras a dieta, com melhorias na
saude dos animais, pois influenciam a populacao microbiana (AUMAITRE et al., 1995)
e os desenvolvimentos fisico e funcional do trato gastrointestinal (LIZARDO et al.,
1997). A fibra dietética pode ser definida como a soma de polissacarideos nao
amilaceos e lignina (BACH KNUDSEN, 2001) e é classificada como soluvel ou
insolavel.

A inclusdo de fibra dietética na dieta de leitdbes recém-desmamados pode
promover melhores parametros de desempenho (LOPEZ et al., 2003; HEDEMANN et
al., 2006; PIERCE et al., 2007), reduzir a incidéncia de diarreia (MATEQOS et al., 2006;
KIM et al., 2008) e influenciar a motilidade e o tempo de transito gastrointestinal (BACH
KNUDSEN e HANSEN, 1991; FREIRE et al., 2000).

A utilizacdo de fontes de fibras purificadas em dietas para suinos pode
proporcionar resultados satisfatérios, pois estas dietas apresentam maior quantidade
de polissacarideos ndo amilaceos, o que possibilita maior fermentagcdo microbiana.
No entanto, para que sejam avaliadas corretamente, é necessério caracteriza-las e
diferencia-las de cereais e coprodutos, podendo assim atribuir corretamente seus
efeitos a resultados divergentes e literatura limitada.

Assim, objetivou-se caracterizar quatro fontes de fibras purificadas, sendo duas

insoluveis (lignocelulose e celulose) e duas sollveis (pectina e goma guar), quanto a
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capacidade de retencdo de agua, volume de intumescimento, viscosidade e
microestrutura, e avaliar seus efeitos em dietas com niveis proteicos reduzidos para
leitbes recém-desmamados, sobre o desempenho, o tempo de transito gastrointestinal

e a incidéncia de diarreia.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, sendo o0 primeiro para caracterizar as
diferentes fontes de fibras no Laboratério de Ciéncia de Alimentos do Departamento
de Ciéncia Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL/PR, no Laboratério
de Nutrigdo Animal da Universitat Autdnoma de Barcelona - Bellaterra/Espanha e no
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) de Campinas/SP e o segundo para avaliar
o desempenho, a incidéncia de diarreia e o tempo de transito gastrointestinal de leitdes
recém-desmamados, que foi conduzido no Setor de Suinocultura da Fazenda Escola

do Departamento de Ciéncia Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL/PR.

Caracterizacao das fontes de fibras

Foram avaliadas quatro fontes purificadas de fibras, lignocelulose (66% de fibra
insolivel em sua composicdo; ARBOCEL®, J. Rettenmaier Latinoamericana Ltda.),
celulose (99% de fibra insolivel em sua composicdo; ARBOCEL®, J. Rettenmaier
Latinoamericana Ltda.), pectina (40% de fibra sollvel em sua composicado; DuPont™
Danisco®) e goma guar (65% de fibra sollvel em sua composicdo; DuPont™
Danisco®), de acordo com as seguintes andlises:

Capacidade de retencao de agua (CRA)

A analise foi realizada de acordo com Anguita et al. (2006) e para tal foi pesado
0,5 g de amostra (P1) e adicionado 10 mL de agua destilada em tubos de centrifuga,
previamente pesados. Os tubos foram agitados de forma intermitente durante 40
minutos em agitador horizontal e posteriormente centrifugados a 2000 x g por 20
minutos. O sobrenadante de cada tubo foi cuidadosamente removido e os tubos
mantidos de cabeca para baixo, por 10 minutos, para garantir que toda d4gua nao retida

pela amostra fosse drenada. O sedimento Umido foi, entdo, pesado (P2), seco por 16h
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a 100°C, e novamente pesado (P3). A CRA foi avaliada em seis repeticdes por fibra e

obtida por:
CRA (g/g) = |P2 - P3
P1
Viscosidade (VISC)

A viscosidade foi mensurada no sobrenadante obtido apds a centrifugacéo das
amostras, realizada como parte da metodologia para avaliacido da CRA das fibras, em
trés repeticoes por fibra, o que nao permitiu realizar analise estatistica. As
determinages foram feitas em viscosimetros Brookfield modelos LVF e RVT (baixa e
alta viscosidade, respectivamente), usando adaptadores UL e 4 (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Stoughton, MA, EUA), mantendo uma taxa de
cisalhamento de 30 - 100 s™'. A viscosidade aparente é apresentada a uma taxa de
cisalhamento de 100 s™', conforme descrito por Anguita et al. (2006). Os resultados

sao expressos em cP.

Volume de intumescimento (VI)

A andlise foi realizada de acordo com Robertson et al. (2000), em seis
repeticoes por fibra, e para isso foi pesado 0,2 g de amostra em um tubo graduado,
ao qual foram adicionados 10 mL de agua destilada. A dispersdo da amostra na agua
foi realizada de maneira suave e a hidratacao durou 18h. Apds esse periodo, o volume
ocupado pela fibra foi mensurado por:

VI (mL/g) =( volume ocupado pela amostra
{ peso inicial da amostra J
Microestrutura das fibras
As fibras foram analisadas quanto a sua microestrutura, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, utilizando-se um microscopio eletrénico FEI
Quanta 200. Como preparagao, as amostras foram previamente secas em estufa a
60° por 24 horas e deixadas em dessecador com silica por mais 24 horas antes da

realizacdo das analises. As amostras secas foram revestidas de ouro com uma
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camada de 15 a 20 nm por um Sputter Coater BAL-TEC SCD 050, para posterior
analise.

As fontes de fibras caracterizadas foram avaliadas e comparadas por meio de
dietas com nivel proteico reduzido, para leitdbes recém-desmamados, sobre o

desempenho, a incidéncia de diarreia, o tempo de transito gastrointestinal.

Instalac6es, animais e dietas experimentais

Foram utilizados 84 leitdes recém-desmamados, 42 machos e 42 fémeas,
hibridos, com idade média de 26 dias e peso médio inicial de 6,37 £ 1,00 kg, que foram
alojados em baias elevadas, equipadas com bebedouros tipo chupeta, comedouros
tipo calha e fonte de calor nos primeiros 20 dias do periodo experimental.

Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos completos
casualizados, para controlar as diferencas no peso inicial, com seis tratamentos, sete
repeticbes por tratamento e dois animais por baia, representando a unidade
experimental.

As dietas experimentais (Tabelas 1 e 2) foram formuladas, com base na
proteina ideal, de acordo com Rostagno et al. (2011) e suplementadas com lisina,
metionina, treonina, triptofano, valina e isoleucina, de modo a atender as exigéncias
nutricionais minimas dos animais, nas seguintes fases: | — dos 21 aos 35 dias, Il - dos
36 aos 56 dias de idade e a elas nao foram adicionados antibiéticos ou qualquer
promotor de crescimento, sendo:

DC: dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e fonte de lactose,
sem reducéo do nivel proteico;

DR: DC com reducao de quatro pontos percentuais da proteina bruta;

DF1: DR com adicao de 2,0% de lignocelulose;

DF2: DR com adicao de 2,0% de celulose;

DF3: DR com adicao de 2,0% de pectina;

DF4: DR com adi¢ao de 2,0% de goma guar.
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Tabela 1. Composicoes centesimal, quimica e energética das dietas experimentais
utilizadas na fase | - dos 26 aos 35 dias de idade dos leitoes.

Ingredientes, %

Dietas experimentais’

DC DR/DF1/DF2/DF3/DF4
Milho 61,11 63,34
Farelo de soja 5,50 4,08
Produto lacteo? 14,00 14,00
Oleo de soja 1,25 2,20
Concentrado proteico de soja 13,30 6,25
Agucar 0,00 2,60
Fibra/Inerte 0,50 2,00
Fosfato bicalcico 1,82 1,90
Calcario calcitico 0,73 0,75
L-Lisina, HCI, 78,4% 0,63 1,00
DL-Metionina, 99% 0,19 0,23
L-Treonina, 98% 0,21 0,40
L-Triptofano, 99% 0,09 0,12
L-Valina, 96,5% 0,12 0,37
L-Isoleucina, 99% 0,00 0,20
Sal 0,03 0,03
Antioxidante 0,02 0,02
Suplemento mineral® 0,10 0,10
Suplemento vitaminico* 0,40 0,40
Total 100,00 100,00
Valores calculados
EM, kcal/kg 3400 3397
Proteina bruta®, % 20,00 16,00
Calcio®, % 0,85 0,85
Fésforo disponivel®, % 0,50 0,50
Lactose, % 9,80 9,80
Lisina digestivel®, % 1,48 1,46
Metionina digestivel®, % 0,41 0,41
Treonina digestivel ®, % 0,92 0,92
Triptofano digestivel ®, % 0,27 0,26
Valina digestivel ®, % 1,01 1,01
Isoleucina digestivel ®, % 0,86 0,81
Valores analisados
Fibra soltvel®, % 1,10 0,93/1,11/0,94/2,11/2,31
Fibra insoltvel®, % 12,95 12,75/14,04/14,66/13,03/12,91

'DC - dieta controle; DR — DC com redugdo de quarto pontos percentuais na protein bruta; DF1, DF2, DF3, DF4 - DR
com inclus&o de 2,0% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente, 2Nuklospray K21- 70% Lactose;
3Suplemento mineral - Agroceres® - Niveis garantidos por kg de produto: lodo - 1,416,8 mg; Cobalto - 168 mg; Magnésio
- 40,02 g; Zinco - 74,971 g; Cobre - 15 g; Ferro - 24,93 g; *Suplemento vitaminico - Agroceres® - completely growth
promoter-free, Niveis garantidos por kg de produto: Vit, A - 2,666,700 IU; Vit, D3 - 1,000,000 1U; Vit, E - 10,000 IU; Vit, K
- 2,666,7 mg; Vit B2 - 2,000 mg; Vit, B12 - 11,000 pg; Acido pantoténico - 7,000 mg; Acido félico - 399,99 mg; Niacina -
13 g; Colina - 120 g; Selénio - 130 mg; Biotina - 16,56 mg; 5Valores nutricionais dos ingredientes, propostos por
ROSTAGNO et al., (2011); ®Valores obtidos por meio de analises laboratoriais.
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Tabela 2. Composicoes centesimal, quimica e energética das dietas experimentais
utilizadas na fase Il - dos 36 aos 56 dias de idade dos leitdes.

Ingredientes, %

Dietas experimentais’

DC DR/DF1/DF2/DF3/DF4
Milho 61,65 63,00
Farelo de soja 5,00 5,00
Produto lacteo? 10,00 10,00
Oleo de soja 1,40 2,40
Concentrado proteico de soja 17,75 10,09
Acucar 0,00 2,84
Fibra/lnerte 0,50 2,00
Fosfato bicalcico 1,65 1,80
Calcario calcitico 0,79 0,76
L-Lisina, HCI, 78,4% 0,35 0,72
DL-Metionina, 99% 0,14 0,19
L-Treonina, 98% 0,08 0,26
L-Triptofano, 99% 0,07 0,10
L-Valina, 96,5% 0,00 0,18
L-Isoleucina, 99% 0,00 0,02
Sal 0,10 0,12
Antioxidante 0,02 0,02
Suplemento mineral® 0,40 0,40
Suplemento vitaminico* 0,10 0,10
Total 100,00 100,00
Valores calculados
EM, kcal/kg 3375 3375
Proteina bruta®, % 21,00 17,00
Calcio®, % 0,82 0,83
Fésforo disponivel®, % 0,45 0,46
Lactose, % 7,00 7,00
Lisina digestivel®, % 1,36 1,36
Metionina digestivel ®, % 0,37 0,38
Treonina digestivel ®, % 0,84 0,84
Triptofano digestivel ®, % 0,25 0,24
Valina digestivel ®, % 0,98 0,92
Isoleucina digestivel ®, % 0,95 0,73
Valores analisados
Fibra soluvel®, % 1,58 1,42/1,66/1,44/2,65/2,78
Fibra insoltvel®, % 14,44 14,19/15,47/16,12/14,44/14 36

'DC - dieta controle; DR — DC com redugéo de quarto pontos percentuais na protein bruta; DF1, DF2, DF3, DF4 - DR
com incluséo de 2,0% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente, 2Nuklospray K21- 70% Lactose;
3Suplemento mineral - Agroceres® - Niveis garantidos por kg de produto: lodo - 1,416,8 mg; Cobalto - 168 mg; Magnésio
- 40,02 g; Zinco - 74,971 g; Cobre - 15 g; Ferro - 24,93 g; “Suplemento vitaminico - Agroceres® - completely growth
promoter-free, Niveis garantidos por kg de produto: Vit, A - 2,666,700 1U; Vit, D3 - 1,000,000 1U; Vit, E - 10,000 IU; Vit, K
- 2,666,7 mg; Vit B2 - 2,000 mg; Vit, B12 - 11,000 ug; Acido pantoténico - 7,000 mg; Acido félico - 399,99 mg; Niacina -
13 g; Colina - 120 g; Selénio - 130 mg; Biotina - 16,56 mg; 5Valores nutricionais dos ingredientes, propostos por

ROSTAGNO et al., (2011); 8Valores obtidos por meio de andlises laboratoriais.
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Desempenho

Os animais, a racao fornecida e as sobras de racao foram pesados no inicio e
no final de cada fase experimental, para determinacao do ganho diario de peso, do
consumo diario de racao e da conversao alimentar. Os resultados de desempenho
foram analisados dos 26 aos 56 dias de idade.

Incidéncia de diarreia

Com o objetivo de verificar a influéncia das dietas experimentais sobre a
incidéncia de diarreia, foi realizado o levantamento dos escores fecais dos leitdes, nos
primeiros 21 dias do periodo experimental. Uma vez ao dia, no periodo da manha, as
6:30h, foi verificada a consisténcia das fezes, mediante andlise visual, de acordo com
0S seguintes escores: 1 - fezes normais, 2 - fezes pastosas e 3 - fezes aquosas. Os
escores 1 e 2 foram considerados fezes ndo diarreicas e o 3 diarreicas. Estas

identificacdes foram realizadas sempre pelo mesmo observador.

Tempo de transito das dietas no trato gastrointestinal

Na fase Il, aos 43 dias de idade, foi determinado o tempo de transito das dietas,
realizado medindo-se o tempo gasto entre a ingestao do alimento marcado com 6xido
férrico, adicdo de 0,5% na ragdo, e o aparecimento das primeiras fezes com a
coloracao caracteristica do marcador. Para isso, no dia da determinacao do tempo de
transito, os animais foram alimentados com a mesma quantidade de dieta marcada e
em seguida, quando ndo houve sobra, foi oferecida mais ragcdo sem o marcador e a

vontade.

Analise estatistica

Os efeitos das fontes de fibras purificadas e a reducao do nivel proteico das
dietas sobre as variaveis estudadas, foram analisados utilizando-se 0 modelo descrito
na seguinte Equacéo:

Yi= W+ Ti + Bj + €ij;

Em que: y = variaveis estudadas; p = médias dos valores para as variaveis
estudadas, T= efeito do tratamento i (DC, DR, DF1, DF2, DF3, DF4); B = efeito do

bloco j e ¢€ij = erro residual.
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As pressuposicdes para a andlise de variancia foram analisadas utilizando-se
o teste de Cramer-von Mises para a normalidade dos erros € as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas
pelo procedimento PROC MIXED do software SAS 9.3 (SAS 9.3, SAS Institute, Cary,
NC, USA). Os resultados sé@o apresentados como médias ajustadas (LSMeans) com
seus respectivos erro padrao (EP) e significancia (P).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de retencédo de agua e o volume de intumescimento (Tabela 3)
foram maiores (P<0,05) para as fibras soluveis (pectina e goma guar), principalmente
para a goma guar, em relacao as fibras insoluveis (lignocelulose e celulose).

As fontes de fibras solUveis, principalmente a goma guar, apresentaram
maiores viscosidades que as fontes insollveis.

Pode-se observar nas elétron-micrografias (Figuras 1 e 2) das fontes de fibras
que as fontes sollveis apresentaram-se unidas, diferentemente das insoluveis que

estdo mais dispersas e alongadas.

Tabela 3. Caracterizacao das fontes de fibra quanto a capacidade de retencao de
agua (CRA), volume de intumescimento (VI) e viscosidade (VISC).

Tipos de fibras purificadas

., . 1

Variaveis Lignocelulose  Celulose Pectina Goma Guar EP P
CRA, g/g 4,90° 5,05° 86,172 98,072 3,602 0,001
VI, mL/g 10,79° 10,25° 23,92° 46,002 0,856 0,001
VISC, cP 1,12 1,08 10,37 1413 - -

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
'Erro padréo



28

Figura 2. Elétron-micrografias da lignocelulose

(1), celulose (2), pectina (3) e goma guar (4)(1600x).
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Verificou-se uma correlagédo positiva entre a capacidade de retencao de agua
e a viscosidade com o conteudo de PNA soluvel das fontes de fibras purificadas.

De acordo com Anguita et al. (2006), as interacdes entre os constituintes da
digesta e suas capacidades de hidratacao, determinam o destino dos componentes
no intestino grosso; estruturas e caracteristicas fisico-quimicas dos PNA, tais como a
viscosidade e a capacidade de retencdo de agua, diferem muito entre ingredientes
alimentares e afetam os processos digestivos (BERGNER, 1980; FRIERE et al., 2000;
WENK, 2001; OWUSU-ASIEDU et al., 2006).

Ao realizar uma avaliacao in vitro com cereais (aveia, cevada, milho, trigo e
ervilha) e simular digestées géastrica e do intestino delgado, com tratamento térmico
(cozimento e extrusdo) ou nao (cru), e analisando duas granulometrias, Anguita et al.
(2006), relataram valores para CRA entre 0,80 e 5,35 g/g de matéria seca e para
viscosidade entre 0,88 e 3,19 cP, diferentes dos resultados deste trabalho,
possivelmente, devido a nossa analise ser apenas das fibras purificadas e também
pela maior concentracdo de PNA presente nelas. Os autores correlacionaram
positivamente a capacidade de retencao de agua com o conteudo de PNA soluvel
observado em cada cereal. Resultado também verificado no presente estudo ao
avaliarmos fibras purificadas indicando, assim, que apesar da diferenca na quantidade
de PNA, soluveis e insoluveis presentes nos cereais e nas fibras purificadas, refletir
nas suas capacidades de retencao de agua e na intensidade de seus efeitos, a forma
de atuacado na digesta é semelhante.

Em contrapartida, Owusu-Asiedu et al. (2006) avaliaram a inclusdo de goma
guar e celulose purificada em dietas para suinos em crescimento e, constataram
menor capacidade de retencdo de agua para a celulose (2,45 e 2,67 g/g MS,
respectivamente) e maiores viscosidades (5,57 e 6,35 cP, respectivamente) das
digestas com as duas fontes de fibras, em comparacédo com a dieta controle (3,26 g/g
MS e 1,52cP), concluindo que a celulose tem caracteristicas fisico-quimicas que,
normalmente, sao atribuidas as fibras sollveis; além de sugerirem que fibras
purificadas podem atuar de modo semelhante aos ingredientes normalmente
utilizados na alimentacdo animal. Os autores verificaram, ainda, que a adicao de
celulose purificada na dieta possibilitou maior quantidade de PNA soluvel (8,1%) e

menor de insoluvel (13,1%) que a goma guar (7,6 e 15,4%, respectivamente). Essas
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diferencas observadas entre os resultados para celulose purificada, podem ser devido
a origem e ao processamento da fibra, que sdo de empresas e paises diferentes.

Assim como no presente estudo, Hedemann et al. (2006) sugeriram que a
inclusdo de pectina pode aumentar a viscosidade no limen e a capacidade de
retencdo de agua. McDonald et al. (1999) também observaram aumento da
viscosidade da digesta ao avaliarem a adicdo de goma guar as dietas de leitdes
recém-desmamados. Goma guar e pectina aumentam a viscosidade da digesta e a
capacidade de retencao de agua (JOHANSEN et al., 1996; GRIESHOP et al., 2001).

De acordo com Bach Knudsen e Hansen (1991), a utilizacao de fibras soluveis,
como polpa de beterraba, em dietas para suinos, pode aumentar a viscosidade no
[imen intestinal. Hopwood et al. (2004) relataram o mesmo ao adicionarem niveis de
cevadinha as dietas de leitdes e relacionaram PNA sollveis a maior capacidade de
retencdo de agua. Ao estudarem alto e baixo niveis de PNA, Hbégberg e Lindberg
(2004), relataram menores viscosidades das dietas contendo fibra insoluvel (farelo de
trigo e triticale), independentemente da concentracdo. Pluske et al. (2003)
correlacionaram positivamente o aumento da viscosidade da digesta ileal com o
conteudo de PNA soluvel das dietas. Neste sentido, Serena et al. (2008) verificaram
maiores viscosidade, capacidade de retencdo de agua e volume de intumescimento
de dietas contendo fibra soltuvel (polpa de beterraba, polpa de batata e pectina), para
porcas.

Os resultados deste estudo e de outros acima citados, sugeriram que ha
possibilidade de comparar fibras purificadas com fibras de cereais, ressalvando suas
concentracdes em PNA e o grau de seus efeitos sobre a digesta e a fisiologia animal.

As dietas experimentais nao influenciaram (P>0,05) o consumo diario de ragao
dos animais (Tabela 4). O ganho diario de peso foi menor (P<0,05) e a conversao
alimentar pior (P<0,05) nos animais alimentados com a dieta contendo goma guar e
nivel proteico reduzido (DF4) em comparacao com as demais, que nao diferiram entre
si. O peso vivo final foi pior (P<0,05) nos animais que consumiram a dieta com goma
guar comparado as dietas controle (DC), com lignocelulose (DF1) e pectina (DF3),

sem diferirem das demais.



31

Tabela 4. Consumo diario de racao (CDR), ganho diario de peso (GDP), conversao
alimentar (CA), tempo de transito gastrointestinal e incidéncia de diarreia de leitdes

dos 26 aos 56 dias de idade.

Dietas experimentais’

., . 2
Variaveis DC DR DF1 DF2 DF3 DF4  EP P
PVinicial, kg 6,31 6.33 6.30 6.31 6.31 632 0378 0999
PVfinal, kg 14.85°  14.45%° 1508% 14,123 1628  1250° 0891 0039
GDP, kg 0312 029° 028 0275 033 022 0012 0012
CDR. kg 0.51 0.53 0.55 0.47 0.55 047 0039 0.399
CA 1660 184>  190° 172 168 2242 0141 0.050
TTG, min 507,0°°  6296°°  4454%b 434.0° 57212 63298 4745 0.009
D, % 14.29 748 8.84 952 1224 1633 3,865 0431

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

'DC: dieta controle sem redugéo do nivel proteico; DR: DC com redugdo de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigao de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;

2Erro padréo;
STTG: tempo de transito gastrointestinal
“Incidéncia de diarreia: porcentagem de fezes diarreicas.

Hermes et al. (2009) nao relataram diferengas no desempenho dos leitbes ao

avaliarem dietas com niveis normais e reduzidos (reducao de 4%) de proteina bruta,

suplementadas com lisina, metionina, treonina, triptofano, isoleucina e valina, visando
alcangar um padrédo ideal de aminoacidos (CHUNG e BAKER, 1992), demonstrando
que esta reducao no nivel proteico das dietas nao é prejudicial ao desempenho dos
animais. O mesmo foi observado por Le Bellego e Noblet (2002), Htoo et al. (2007) e
Heo et al. (2008). Estes resultados corroboraram com os observados no presente

estudo, visto que ndo houve diferenca no desempenho dos animais que consumiram

as dietas controle e com redug&o no nivel de proteina bruta.

Pesquisas anteriores relataram que a inclusao de fibra dietética na dieta de
leitbes recém-desmamados nao é prejudicial ao desempenho dos animais (MATEQOS

et al., 2001; MATEOS et al., 2002; LOPEZ et al., 2003).

Entretanto, efeitos deletérios sobre o crescimento de leitdes alimentados com
dieta contendo fonte de fibra sollvel, altamente viscosa, como a goma guar, ja foram
constatados anteriormente por McDonald et al. (1999), que verificaram menores
ganho de peso e peso vivo final, resultados semelhantes aos encontrados no presente
estudo. Schiavon et al. (2004) notaram pior ganho de peso de leitdes que consumiram
dieta com adicdo de polpa de beterraba (fibra sollvel). Hedemann et al. (2006)

também observaram piores ganho de peso e conversdo alimentar de leitdes

alimentados com dieta contendo fibra solUvel comparada a insoluvel.
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Polissacarideos ndo amilaceos sollveis aumentam a viscosidade da digesta no
intestino delgado, prejudicando os processos de digestdo e absorcédo de nutrientes,
devido a queda da taxa de difusdo de particulas na digesta e a redugao do contato
enzimas-substrato, assim como a redugao das contragdes peristalticas (CHERBUT et
al., 1990; CAMPBELL e BEDFORD, 1992; EHRLEIN e STOCKMANN, 1998;
McDONALD et al., 2001), fato que pode explicar os piores resultados nos parametros
de desempenho observados com a inclusao de goma guar as dietas dos leitdes deste
trabalho.

O tempo de transito das dietas no trato gastrointestinal (Tabela 4) foi menor
(P<0,05) nos animais alimentados com dieta contendo celulose em compara¢do com
aqueles recebendo dieta com goma guar, no entanto, sem diferirem dos demais.
Apesar do mesmo nivel de inclusdo, as diferentes concentracées entre as quatro
fontes de fibras presentes nas dietas refletiram nos resultados encontrados, pois, a
celulose e a goma guar apresentaram maior concentracao de fibras insoltuvel (99%) e
soluvel (65%), respectivamente, em relacao a lignocelulose (66%) e a pectina (40%)
e sabe-se que o nivel de fibra da dieta influencia o tempo de transito gastrointestinal
(STAGONIAS e PEARCE, 1985; DROCHNER et al., 2004). Fontes de fibra insoltvel
reduzem o tempo de transito, devido ao aumento no peristaltismo e,
consequentemente, na taxa de passagem da digesta; enquanto a presenca de PNA
soluvel retarda o tempo de transito gastrointestinal, devido a maior viscosidade da
digesta (CUMMING et al., 1978; SPILLER et al., 1986; BACH KNUDSEN e HANSEN,
1991; WENK, 2001; MONTAGNE et al., 2003).

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram constatados por outros
autores. Bardon e Fioramonti (1983) e Freire et al. (2000) observaram redug¢ao no
tempo de transito gastrointestinal ao incluir uma fonte de fibra insolivel a dieta de
suinos. Wilfart et al. (2007) relataram menor tempo de transito da digesta nos
intestinos delgado e grosso com a utilizacdo de uma fonte de fibra insoluvel. Ja,
Owusu-Asiedu et al. (2006) constataram maior tempo de retengao da digesta no trato
gastrointestinal, ou seja, maior tempo de transito gastrointestinal, quando a dieta
continha goma guar em comparacao a celulose, para suinos em crescimento.

Nao foi observada diferenca (P>0,05) entre as dietas experimentais para a

incidéncia de diarreia (Tabela 4), no entanto, constatou-se grandes diferencas
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numeéricas neste parametro, sendo os animais que receberam as dietas com reducao
proteica e inclusédo de fibras insollUveis 0s que apresentaram os menores valores.

Os leitdes deste trabalho foram acometidos, de maneira geral, por uma diarreia
critica p6s-desmame, devido, provavelmente, ao status sanitario da granja de origem
e ao fato de nossas dietas ndo possuirem, em sua composicao, 6xido de zinco ou
antimicrobianos, controladores de diarreia, comumente utilizados em granjas
comercais.

Htoo et al. (2007) ndo notaram diferengca nos escores fecais dos animais ao
reduzirem a proteina bruta das dietas e suplementarem com aminoacidos, e
ressaltaram que o experimento foi executado em local com baixo desafio sanitério, o
que contribuiu para a saude intestinal dos leitdes, minimizando a diarreia. Hermes et
al. (2009) também nao verificaram diferenga na incidéncia de diarreia em leitdes
alimentados com dietas contendo altos e baixos niveis de proteina bruta e fibra,
apesar de ressaltarem um maior niumero de intervengdes com antibiéticos, nos
animais alimentados com dieta contendo baixo nivel de proteina bruta e alto nivel de
fibra. Le Bellego e Noblet (2002) e Nyachoti et al. (2006) também nao observaram
diferengas na incidéncia de diarreia ao reduzirem os niveis de proteina bruta das

dietas de leitdoes recém-desmamados.

CONCLUSAO

A reducédo do nivel proteico de dietas, suplementadas com lisina, metionina,
treonina, triptofano, isoleucina e valina, ndo interfere no desempenho de leitdes
desmamados. A inclusdo de goma guar as dietas proporciona prejuizos ao
desempenho dos animais e maior tempo de transito gastrointestinal.

As fibras sollveis, principalmente a goma guar, apresentam maior capacidade
de retencdo de agua, volume de intumescimento e viscosidade em relagdo as
insoluveis. Ha possibilidade de comparar fibras purificadas as contidas nos cereais e
coprodutos, entretanto, € necessario considerar a diferenga na concentracdo de
polissacarideos ndo amilaceos e a intensidade de seus efeitos sobre a digesta.
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CAPITULO Il - TIPOS DE FIBRAS E REDUCAO DO NiVEL PROTEICO EM DIETAS
PARA LEITOES RECEM-DESMAMADOS SOBRE AS CARACTERISTICAS
MORFOFISIOLOGICAS, MICROBIOLOGICAS E A IMUNIDADE INTESTINAL

RESUMO

Este estudo foi conduzido para avaliar o efeito de diferentes fontes de fibras
purificadas em dietas, com niveis proteicos reduzidos, sobre a saude intestinal de
leitdes recém-desmamados. Foram utilizados 42 leitdes, desmamados aos 26 dias de
idade, com peso médio inicial de 6,22 + 1,04 kg, distribuidos em um delineamento de
blocos completos casualizados, com seis tratamentos: DC: dieta controle sem reducao
proteica; DR: DC com reducao de quatro pontos percentuais da proteina bruta; DF1,
DF2, DF3 e DF4: DR com adicdo de 2,0% de lignocelulose, celulose, pectina e goma
guar, respectivamente, com sete repeticées por tratamento e um animal por unidade
experimental. Foram avaliados o pH dos contetudos do intestino delgado e ceco; o
peso relativo individual do estdmago, intestino delgado, ceco, célon e do trato
gastrointestinal; as concentracdes de acidos graxos de cadeia curta e acido latico nos
conteudos do ceco e ileo, respectivamente; a morfologia do jejuno; a microbiologia do
intestino delgado; os escores de lesdo e as células em apoptose e mitose no duodeno,
jejuno e ileo, e a imunidade intestinal de leitdes abatidos aos 36 dias de idade, quando
encerrou-se o periodo experimental. A inclusdo de celulose a dieta proporcionou a
menor (P<0,05) contagem de Lactobacillus (7,14 log UFC/g) comparada as demais
que apresentaram contagens entre 8,96 e 9,25 log UFC/g, e a melhor (P<0,05) relacédo
altura das vilosidades/profundidade das criptas (1,37), ndo diferindo da dieta com
lignocelulose (1,32), porém das demais, que variaram entre 1,03 e 1,13. A imunidade
intestinal, as concentracdes de acidos graxos de cadeia curta e acido latico, o pH e os
pesos relativos de érgaos ndo foram afetados (P>0,05) pelas dietas. No duodeno o
namero de células em apoptose foi menor (P<0,05) com a inclusdo de celulose em
comparagao com a dieta controle e pectina, o nimero de células em mitose foi maior
(P<0,05) para os leitbes que consumiram as dietas controle e com pectina e os
escores de lesdao foram menores (P<0,05) nos animais alimentados com celulose
(10,00) e lignocelulose (10,29) em relagdo a pectina (17,83). No ileo os menores

(P<0,05) escores de lesao foram observados nos animais alimentados com dietas com
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celulose (4,56) e o numero de céulas em mitose foi maior (P<0,05) nos leitdes
recebendo as dietas controle (99,12), com nivel proteico reduzido (89,11) e com
inclusdo de pectina (88,93) comparados aos que consumiram dietas com celulose
(73,73) e lignocelulose (76,48). Nao foram observadas altera¢des no jejuno (P>0,05).
Conclui-se que a reducéao no nivel de proteina bruta das dietas ndo influencia a saude
intestinal dos animais. A inclusdo de fibras purificadas insoluveis, principalmente a
celulose, as dietas com nivel proteico reduzido, proporciona beneficios a morfologia
do epitélio intestinal de leitbes, como melhor relacdo altura das
vilosidades/profundidade das criptas, menores escores de lesao intestinal e apoptose.

Palavras-chave: escores de lesao intestinal, fibra dietética, morfologia, suinos
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CHAPTER Illl - TYPES OF FIBERS AND RECUDED LEVEL OF CRUDE PROTEIN
IN DIETS FOR WEANLING PIGS ON MORPHOPHYSIOLOGICAL AND
MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND INTESTINAL IMMUNITY

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effect of different sources of purified fibers
on diets with reduced protein levels on intestinal health of weanling pigs. It was used
42 piglets weaned at 26 days of age, with initial average weight of 6.22 + 1.04 kg were
assigned in a randomized complete block design, with six treatments: CD: control diet
without protein reduction; RD: CD with a reduction of four percentage points of crude
protein; DF1, DF2, DF3 and DF4: RD with addition of 2.0% of lignocellulose, cellulose,
pectin and guar gum, respectively, with seven replicates per treatment and one animal
per pen. It was evaluated the pH of the small intestine and cecum content, the
individual relative weights of stomach, small intestine, cecum, colon and the
gastrointestinal tract, the concentrations of short chain fatty acid and lactic acid in the
cecum and ileum contents, respectively, the morphology of the jejunum, the
microbiology of the small intestine, the lesion scores and the apoptosis and the mitotic
cells in the duodenum, jejunum and ileum and the intestinal immunity of pigs
slaughtered at 36 days of age, when ended the trial period. The inclusion of cellulose
in the diet provided the lowest (P<0.05) Lactobacillus count (7.14 log CFU/g) compared
to others who had counts between 8.96 and 9.25 log CFU/g and the best (P<0.05) ratio
of villus height/crypt depth (1.37), not differing from diet with lignocellulose (1.32), but
with the other diets that ranged between 1.03 and 1.13. The intestinal immunity, the
concentrations of short chain fatty acid and lactic acid, pH and relative organs weight
were not affected (P>0.05) by diets. In the duodenum the number of cells in apoptosis
was lower (P<0.05) with the addition of cellulose compared to the control diet and with
pectin, the number of cells in mitosis was higher (P<0.05) for piglets fed with the control
diet and with pectin and the lesion scores were lower (P<0.05) in the animals fed with
cellulose (10.00) and lignocellulose (10.29) in relation to pectin (17.83). In the ileum
the lowest (P<0.05) scores of injury were observed in animals fed diet with cellulose
(4.56) and the number of cells in mitosis was higher (P<0.05) in piglets receiving
control diet (99.12), diet with reduced protein level (89.11) and with pectin (88.93)
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compared to those fed diets with cellulose (73.33) and lignocellulose (76.48). No
changes were observed in the jejunum (P>0.05). In conclusion the reduction level of
crude protein in the diets do not affect the intestinal health of animals. The inclusion of
insoluble purified fibers, mainly cellulose, to the diets with reduced protein level provide
benefits to the morphology of the intestinal epithelium of piglets such as better villus

height/crypt depth ratio, lower scores of intestinal lesions and apoptosis.

Key-words: dietary fiber, intestinal lesion scores, morphology, swines
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INTRODUCAO

O desmame é um periodo estressante para os leitdes e esta relacionado a
reducao no crescimento e disturbios intestinais, provavelmente devido a imaturidade
do trato gastrointestinal (HTOO et al., 2007). A alta concentragdo de proteina bruta,
caracteristica de dietas para leitdes na fase pds-desmame, pode favorecer a
ocorréncia de diarreias, em decorréncia da formacao de metabdlitos resultantes da
fermentacao microbiana da proteina nao digerida (BERTSCHINGER et al., 1979).

Durante os ultimos anos, tem havido grande interesse em utilizar ingredientes
alternativos, com maiores teores de fibra dietética em comparacdo com o0s
tradicionalmente utilizados, em dietas para suinos. Esta mudanca é devido a
possibilidade de estimular a saude intestinal e melhorar o bem-estar dos animais (DE
LEEUW et al., 2008).

A manutengdo da saude intestinal € complexa e depende de um delicado
equilibrio entre a microbiota comensal, a mucosa e o ambiente, sendo a alimentacao
responsavel por fornecer condicdes, ao intestino, de criar e estabelecer esse equilibrio
(BACH KNUDSEN et al., 2012). A fibra dietética interage tanto com a microbiota
quanto com a mucosa, influenciando diretamente a anatomia, a funcdo e o
desenvolvimento do trato gastrointestinal (MONTAGNE et al., 2003). Seus principais
beneficios incluem modular as populagdes microbianas do trato digestorio e
influenciar o sistema imunolégico (PETTIGREW, 2008).

Fibra dietética é definida, fisiologicamente, como componentes dietéticos
resistentes a degradacao por enzimas de mamiferos, aves ou peixes, ou
quimicamente, como a soma de polissacarideos ndao amilaceos e lignina (BACH
KNUDSEN, 2001). Os polissacarideos nao amilaceos sao classificados como soluveis
ou insoluveis e sua predominancia determina a solubilidade da fibra (BEDFORD,
2000).

Ha divergéncia, na literatura, a respeito do tipo de fibra que beneficia a salde
intestinal de leitées. A inclusao de fibra solUvel em dietas pode reduzir a incidéncia de
diarreia (WELLOCK et al., 2008) e influenciar a composigao e atividade da microbiota
do trato gastrointestinal (WILLIAMS et al., 2001). No entanto, fontes de fibra insoltvel

podem reduzir a severidade de doengas entéricas pos-desmame (SMITH e HALLS,
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1968), a contagem de enterobactérias (MOLIST et al., 2009) e melhorar a morfologia
do epitelio intestinal (HANCZAKOWSKA et al., 2008).

Dessa forma, objetivou-se avaliar quatro fontes de fibras purificadas, sendo
duas insoluveis (lignocelulose e celulose) e duas solUveis (pectina e goma guar),
sobre as caracteristicas morfofisiol6gicas, microbiolégicas e a imunidade intestinal,

em dietas com nivel proteico reduzido para leitdes recém-desmamados.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Setor de Suinocultura da Fazenda Escola do

Departamento de Ciéncia Animal da Universidade Estadual de Londrina — UEL/PR.

Instalacoes, animais e dietas experimentais

Foram utilizados 42 leitdes recém-desmamados, fémeas, com idade média de
26 dias e peso médio inicial de 6,22 *+ 1,04 kg, que foram alojados em baias elevadas,
equipadas com bebedouros tipo chupeta, comedouros tipo calha e fonte de calor nos
primeiros 20 dias do periodo experimental.

Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos completos
casualizados, para controlar as diferencas no peso inicial, com seis tratamentos, sete
repeticbes por tratamento e um animal por baia, representando a unidade
experimental.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas, com base na proteina
ideal, de acordo com Rostagno et al. (2011) e suplementadas com lisina, metionina,
treonina, triptofano, valina e isoleucina, de modo a atender as exigéncias nutricionais
minimas dos animais, dos 26 aos 36 dias de idade, e a elas ndo foram adicionados
antibiéticos ou qualquer promotor de crescimento, sendo:

DC: dieta composta principalmente por milho, farelo de soja e fonte de lactose,
sem reducao do nivel proteico;

DR: DC com reducéao de quatro pontos percentuais da proteina bruta;

DF1: DR com adicao de 2,0% de lignocelulose;

DF2: DR com adicao de 2,0% de celulose;

DF3: DR com adigao de 2,0% de pectina;



DF4: DR com adicéo de 2,0% de goma guar.
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Tabela 1. Composi¢des centesimal, quimica e energética das dietas experimentais

utilizadas dos 26 aos 36 dias de idade dos leitdoes.

Ingredientes, %

Dietas experimentais’

DC DR/DF1/DF2/DF3/DF4
Milho 61,11 63,34
Farelo de soja 5,50 4,08
Produto lacteo? 14,00 14,00
Oleo de soja 1,25 2,20
Concentrado proteico de soja 13,30 6,25
Acucar 0,00 2,60
Fibra/lnerte 0,50 2,00
Fosfato bicalcico 1,82 1,90
Calcario calcitico 0,73 0,75
L-Lisina, HCI, 78,4% 0,63 1,00
DL-Metionina, 99% 0,19 0,23
L-Treonina, 98% 0,21 0,40
L-Triptofano, 99% 0,09 0,12
L-Valina, 96,5% 0,12 0,37
L-Isoleucina, 99% 0,00 0,20
Sal 0,03 0,03
Antioxidante 0,02 0,02
Suplemento mineral® 0,10 0,10
Suplemento vitaminico* 0,40 0,40
Total 100,00 100,00
Valores calculados
EM, kcal/kg 3400 3397
Proteina bruta®, % 20,00 16,00
Célcio®, % 0,85 0,85
Fésforo disponivel®, % 0,50 0,50
Lactose, % 9,80 9,80
Lisina digestivel®, % 1,48 1,46
Metionina digestivel %, % 0,41 0,41
Treonina digestivel ®, % 0,92 0,92
Triptofano digestivel ®, % 0,27 0,26
Valina digestivel ®, % 1,01 1,01
Isoleucina digestivel ®, % 0,86 0,81
Valores analisados
Fibra soltvel®, % 1,10 0,93/1,11/0,94/2,11/2,31
Fibra insoluvel®, % 12,95 12,75/14,04/14,66/13,03/12,91

'DC - dieta controle; DR — DC com redugdo de quarto pontos percentuais na protein bruta; DF1, DF2, DF3, DF4 - DR
com incluséo de 2,0% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente, 2Nuklospray K21- 70% Lactose;
3Suplemento mineral - Agroceres® - Niveis garantidos por kg de produto: lodo - 1,416,8 mg; Cobalto - 168 mg; Magnésio
- 40,02 g; Zinco - 74,971 g; Cobre - 15 g; Ferro - 24,93 g; “Suplemento vitaminico - Agroceres® - completely growth
promoter-free, Niveis garantidos por kg de produto: Vit, A - 2,666,700 1U; Vit, D3 - 1,000,000 IU; Vit, E - 10,000 1U; Vit, K
- 2,666,7 mg; Vit B2 - 2,000 mg; Vit, B12 - 11,000 ug; Acido pantoténico - 7,000 mg; Acido félico - 399,99 mg; Niacina -
13 g; Colina - 120 g; Selénio - 130 mg; Biotina - 16,56 mg; 5Valores nutricionais dos ingredientes, propostos por
ROSTAGNO et al., (2011); 8Valores obtidos por meio de andlises laboratoriais.
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Os animais nao foram submetidos a jejum sélido, sendo, portanto, alimentados

até o momento do abate.

Abate dos Animais

Todos os leitdes foram pesados e abatidos 10 dias apds o inicio do
experimento, com 36 dias de idade, e no momento do abate, foram insensibilizados
por choque elétrico, seguido por sangria, seguindo as normas da Comisséo de Etica
no uso de animais, protocolo n° 03321/14. Logo apds a sangria, foram avaliadas as

seguintes variaveis:

Peso dos orgaos do trato gastrointestinal

Foram pesados conjuntamente: estbmago, intestino delgado e intestino grosso
vazios (trato gastrointestinal) e, também, separadamente: estémago, intestino
delgado, ceco e célon vazios. De posse destes dados, foram calculados os pesos

relativos dos 6rgaos em relagdo aos pesos vivos dos animais.

pH

Foram retirados os conteldos do intestino delgado e do ceco, colocados
separadamente em recipientes plasticos para determinagao do pH, com auxilio de um
potenciémetro digital, que foi inserido nas referidas amostras.

Analises microbioldgicas

Amostras do conteudo da porcéo final do intestino delgado (50 cm da juncao
do ileo com o ceco) foram colhidas para avaliagdo da microbiologia intestinal. Apés o
término das colheitas, as amostras foram encaminhadas, sob-refrigeracdo, ao
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina-UEL.

Nas referidas amostras foram identificadas e quantificadas, em unidades
formadoras de colénia (UFC/g), as populacbes dos microrganismos dos géneros
Lactobacillus spp. e Escherichia coli, pela técnica de plagueamento adequada para

cada bactéria, conforme descrito por Downes e Ito (2001).

Acidos graxos de cadeia curta e acido latico
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Para avaliacao da concentracao de acidos graxos de cadeia curta, amostras do
conteudo cecal foram colhidas e congeladas, para posterior analise e determinacao
por meio de cromatografia gasosa (ERWIN et al., 1961) dos acidos totais (mmol/L) e
acético, butirico, propibnico, valérico, isobutirico e isovalérico, em % relativa aos
acidos graxos de cadeia curta totais, no Laboratério de Nutricho Animal do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-Unesp,
Céampus de Jaboticabal.

A concentracao de acido latico (mmol/L) do conteudo ileal foi determinada por
colorimetria, de acordo com a metodologia descrita por Pryce (1969), no Laboratério
de Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-USP, Campus de

Pirassununga.

Morfologia e Escores de lesao intestinal

Foram colhidos fragmentos (+ 3 cm) da porcdo média do duodeno, jejuno e ileo,
abertos pela borda mesentérica, fixados, com grampos, em papelao e colocados em
solucdo de formalina tamponada 10%. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Histologia do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias-Unesp, Campus de Jaboticabal, para confeccao das
laminas. As analises morfométricas do epitélio intestinal, por microscopia de luz, foram
realizadas no Laboratério de Técnicas Morfoldégicas e Imunohistoquimica do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias-Unesp, Campus de Jaboticabal.

Para confeccdo das laminas, as amostras permaneceram em solucado de
formalina 10% por 24 horas. Apds este periodo, foram lavadas em agua corrente e
alcool etilico 70% para retirada do fixador. Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de alcodis, 70 a 100%, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. A microtomia das mesmas foi feita a espessura de 5 um, sendo
feitos 4 cortes semisseriados para cada segmento de cada animal. A coloracdo dos
cortes foi realizada com hematoxilina-eosina para avaliar as vilosidades, as criptas e
os escores de lesdo intestinal e para a contagem do numero de células caliciformes,

produtoras de mucinas neutras e acidas, utilizou-se a coloracao especial de acido
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periodico de Schiff (PAS) e Alcean Blue pH 2,5 (AB), respectivamente (KIERNAN,
1999).

Para as leituras das laminas histologicas, utilizou-se microscopio de luz modelo
Leica DM5000B, acoplado a um sistema para captura de imagens Leica DFC 300FX
e sistema analisador de imagens por meio do programa Image Pro-Plus® 4.1, com
aumento de 10 vezes, para avaliar a altura das vilosidades (AV, um) e a profundidade
das criptas (PC, um), sendo realizadas 25 leituras por amostra para cada parametro.
De posse dos resultados de AV e PC, calculou-se a relacao AV/PC. Para avaliar o
namero de células caliciformes (CC), foram realizadas 15 contagens por fragmento,
sendo realizada uma contagem por vilosidade e o valor obtido foi expresso em niumero
de CC por vilosidade. As andlises de morfometria foram realizadas apenas em
fragmentos da porcéao média do jejuno.

Os escores de lesao intestinal foram utilizados para comparar alteracoes
histoldgicas no duodeno, jejuno e ileo. A extensao e a severidade de cada lesao foram
consideradas na pontuacao, como descrito por Kolf-Clauw et al. (2009). Os critérios
avaliados para pontuacdo foram: morfologia das vilosidades, morfologia dos
enterdcitos, edema intersticial e dilatagéo de vasos linfaticos (Tabela 2).

A pontuagéo de cada lesao foi calculada multiplicando-se o grau de severidade
e a extensao da lesdo. O grau de severidade foi determinado como: 1 - lesdes leves;
2 - lesbes moderadas e 3 - lesdes severas. A extensao de cada lesdo (de acordo com
a intensidade ou a frequéncia observada) foi determinada por: 0 - ausente; 1 - baixa
(até 25% da secao intestinal afetada); 2 - moderada (26-50% da sec¢ao intestinal
afetada) e 3 - grande (mais que 50% da secao intestinal afetada). O escore final foi
obtido através da soma das lesbes pontuadas.

Tabela 2. Critérios histologicos utilizados para estabelecer os escores de lesao
intestinal.

Tipos de lesao Fator de severidade
Dilatagé@o de vasos linfaticos 1
Vacuolizacao celular
Enterdcitos cubicos/achatados
Atrofia de vilosidades

Fuséao de vilosidades

Edema intersticial

Necrose apical de vilosidades

(ST O\ \C T\ I
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Analise imunohistoquimica

Os fragmentos das por¢cdes médias do duodeno, do jejuno e do ileo foram
colhidos e processados seguindo os mesmos procedimentos utilizados para analise
morfolégica.

As laminas foram confeccionadas no Laboratério de Histologia do
Departamento de Patologia Veterindria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias-Unesp, Campus de Jaboticabal.

O protocolo utilizado para todos os anticorpos foi baseado na técnica de
imunohistoquimica (TERZIAN et al., 2007). As detecgbes de Proteina Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA) e de morte celular por apoptose (Caspase) foram
realizadas nos fragmentos de duodeno, jejuno e ileo, ja as deteccdes de linfécitos T e
B e macrégafos foram realizadas em fragmentos ileais.

Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60°C por no minimo uma hora e
posteriormente foram reidratados em xilol por 20 minutos, em série decrescente de
etanol e lavados em agua destilada. Apdés a reidratacdo foi feita a recuperacao
anitgénica (Tabela 3).

Em seguida, para realizar o blogueio da peroxidase enddgena, em camara
escura e a temperatura ambiente, as laminas foram primeiramente incubadas com
produto comercial, Hydrogen Peroxide Block (Spring®, codigo DHP-125) por 30
minutos e, posteriormente, imersas em solucao de metanol e peréxido de hidrogénio
(8%) por 30 minutos.

A sequir foi feito o bloqueio das proteinas inespecificas. As laminas foram
incubadas com produto comercial Protein Block (Spring®, codigo DPB-125) por uma
hora, e depois, em solucao de leite em p6 desnatado Molico, a 8%, durante uma hora.

Posteriormente, fez-se a incubacao dos anticorpos primarios (Tabela 3), por 18
horas a -4°C em ca&mara Umida escura, os anticorpos foram diluidos em Antibody
Diluent (Spring®, codigo AD5-125), cada um com sua diluicdo especifica.

Apoés, as laminas foram incubadas com anticorpos secundarios, utilizando o
método do Complexo de Polimeros ligado a peroxidase, sendo 10 minutos com
Reveal Complement (Complemento - Spring®, cédigo DCMT-999) e 30 minutos com
o Reveal HRP Conjugate (Conjugado - Spring®, codigo DHRR-999).
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Para a visualizacdo das reacdes, foi utilizado o cromégeno DAB (3,3-
diaminobenzidina, Spring®, cédigo DAB5-999), por um minuto e meio por lamina. A
contra-coloracado dos cortes foi realizada com hematoxilina de Harris. Por fim, as
laminas foram desidratadas em séries crescentes de etanol, lavadas em xilol, para a
montagem com Entellan (Merck).

Entre cada um dos passos, as laminas foram lavadas por 5 minutos em agua
destilada e por 5 minutos em solugao tampao Tris-HCI (pH 7,4).

As leituras das laminas foram realizadas em microscépio de luz, modelo Leica
DM5000B, acoplado a um sistema para captura de imagens Leica DFC 300FX, no
Laboratério de Técnicas Morfolégicas e Imunohistoquimica do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-
Unesp, Campus de Jaboticabal.

Para a determinacdo do numero de células fortemente imunomarcadas,
utilizou-se cinco campos microscopicos aleatoérios, onde foi contabilizado o nimero
total de células marcadas, na objetiva de 40x (MOREIRA et al., 2010). A partir dos
valores obtidos nestes campos, fez-se uma média do numero de células

imunomarcadas por fragmentos de tecido intestinal de cada animal.

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados nos cortes de duodeno, jejuno e ileo de
leitdes.

%2::2:&? Imcuicli:\zzrc Espécies de origem R:g:ggzggo Diluicao
Anti-CD3 Linfécitos T (siﬁggi,tc%ﬂ%%@z) Cé“,;:;i;eD‘;f;Sé° 1:700
Amcore  Lniootoss  NOUSETEROSEIS Cammmdepie
Anti-macréfagos  Macrofagos (Déﬂg usg d'_\/ll\%gcé%%a-lgs) Banho-maria? 1:75
acaspases Cougsem | Pablpoheo | Cimasdemi oo
AniPCNA e o e T v Microondas’ 1:1500

'Recuperagio com solugéo de tampéo citrato de sédio mM (pH 6,0). 2Solugédo tampao com Tris-EDTA (pH 9,0)

Analise estatistica

Os efeitos das fontes de fibras purificadas e a reducao do nivel proteico das
dietas sobre as variaveis estudadas foram analisados utilizando-se o modelo descrito
na seguinte Equacéo:

Yi= 1+ Ti + Bj + &i;
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Em que: y = variaveis estudadas; p = médias dos valores para as variaveis
estudadas, T= efeito do tratamento i (DC, DR, DF1, DF2, DF3, DF4); B = efeito do
bloco j e €ij = erro residual.

As pressuposicoes para a analise de variancia foram analisadas utilizando-se
o teste de Cramer-von Mises para a normalidade dos erros e as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As médias da concentracao
de AGCC total e a % de acido butirico foram comparadas pelo Teste de Tukey a 10%
de probabilidade. As andlises foram realizadas pelo procedimento PROC MIXED do
software SAS 9.3 (SAS 9.3, SAS Institute, Cary, NC, USA). Os resultados sao
apresentados como médias ajustadas (LSMeans) com seus respectivos erro padrao
(EP) e significancia (P).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior (P<0,05) relacédo altura das vilosidades e profundidade das criptas
(AV/PC) foi observada nos animais que consumiram dieta com celulose e nivel
proteico reduzido (DF2), ndo diferindo daquela com lignocelulose (DF1), enquanto as
menores (P<0,05) relagbes foram encontradas nos leitdes recebendo as dietas
controle (DC) e aquela contendo goma guar (DF4) (Tabela 4). A altura das vilosidades,
a profundidade das criptas e o numero de células caliciformes, em ambas as

coloragdes, nao foram afetados (P>0,05) pelas dietas experimentais.

Tabela 4. Valores de altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas (PC),
relacdo da altura das vilosidades/profundidade das criptas (AV/PC) e numero de
células caliciformes (CC) na porcao média do jejuno, de leitdes abatidos aos 36 dias
de idade, em funcdo das dietas experimentais.

Dietas experimentais’ EP2 P
DC DR DF1 DF2 DF3 DF4

Variaveis

AV, pm 239,99 228,58 249,43 258,22 222,03 212,63 18,35 0,275
PC, um 206,36 210,72 190,46 193,67 203,07 210,49 9,63 0,294

AV/PC 1,09°  1,11b¢ 1,323 1,372 1,13b¢ 1,03¢ 0,05 0,001
CC AB?® 9,22 9,42 9,18 9,54 9,13 9,22 0,16 0,390
CC PAS?® 8,47 8,83 8,53 8,59 8,70 8,89 0,17 0,369

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

'DC: dieta controle sem redugéo do nivel proteico; DR: DC com redugdo de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigao de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;

2Erro padréo;

3AB: coloragio das células pela técnica do Alcean Blue pH 2,5; PAS: coloragéo das células pela técnica do Shift PAS.



As variaveis analisadas, vilosidades, criptas e células caliciformes estao
identificadas nas Figuras 1 e 2, nas duas coloragdes utilizadas, Alcian Blue e PAS.
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Figura 1. Fotomicrografia do jejuno de leitdes abatidos aos 36 dias de idade. CLE: camada muscular longitudinal
externa; CCIl: camada muscular circular interna; V: vilosidade; C: cripta; Setas: células caliciformes. Coloracéo:
Alcian Blue.
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Figura 2. Fotomicrografia do jejuno de leitdes abatidos aos 36 dias de idade. CLE: camada muscular longitudinal
externa; CCl: camada muscular circular interna; V: vilosidade; C: cripta; Setas: células caliciformes. Coloragao:
PAS.
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De acordo com Montagne et al. (2003), a relagdo altura das vilosidades e
profundidade das criptas € um critério 0til para estimar a provavel capacidade
digestiva do epitélio intestinal, sendo que, reducao nessa relacao tem efeito deletério
nos processos de digestdo e absorcdao. Os autores afirmaram que um tipo de fibra
dietética capaz de aumentar a relagdo AV/PC pode, também, melhorar a capacidade
hidrolitica e absortiva do intestino delgado; desempenhando, assim, papel importante
na reducao da diarreia (DOBBINS e BINDER, 1981).

Leitdes alimentados com dieta contendo carboximetilcelulose, que aumenta a
viscosidade da digesta, apresentaram alteracdes na morfologia do epitélio, como
reducao na relagdo AV/PC (McDONALD et al., 2001). Os autores consideraram que
um pequeno aumento na viscosidade intestinal pode ser benéfico, até atingir um
limiar, acima do qual, a viscosidade torna-se prejudicial para a absorcéo de nutrientes
no intestino e, por conseguinte, para o crescimento animal. No presente estudo, os
leitbes que consumiram dieta contendo goma guar, que aumentou a viscosidade da
digesta, apresentaram a menor relacdo AV/PC, piores ganho diario de peso e
conversao alimentar e maior taxa numérica de incidéncia de diarreia.

Jin et al. (1994) nao relataram diferengcas no comprimento das vilosidades de
suinos em crescimento, entretanto, as profundidades das criptas foram maiores
qguando os animais consumiram dietas com maiores niveis de fibra. Estes resultados
foram atribuidos as maiores taxas de proliferagdao celular, que ocorrem na cripta.
Hedemman et al. (2006) verificaram menores vilosidades e maiores criptas em leitdes
alimentados com dieta contendo pectina (soluvel) em relacdo aos que receberam
casca de cevada (insoluvel) na dieta. Os autores relacionaram estes resultados ao
menor consumo de ragdo pelos animais. Contrariamente, neste trabalho nao
constatamos diferencas no consumo de racdo entre os animais que receberam as
diferentes dietas experimentais (verificados no Capitulo IlI). Hanczakowska et al.
(2008) relataram melhorias na morfologia epitelial, como maior altura das vilosidades
e menor profundidade das criptas em leitdes alimentados com 1,5 e 2,0% de celulose
purificada, sem alteragdes na relacao AV/PC.

Bikker et al. (2006) estudaram a inclusdo de carboidratos fermentaveis e/ou
reducao proteica em dietas para leitdes e ndo observaram alteracbes morfolégicas no

epitélio do jejuno, demonstrando que a redugéo no nivel de proteina bruta das dietas
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nao influencia negativamente a morfologia intestinal. Nyachoti et al. (2006)
observaram o0 mesmo ao reduzirem o nivel de proteina bruta das dietas de leitdes.

Em relacao ao numero de células caliciformes (Tabela 4), no presente estudo,
nao foram observadas diferencas (P>0,05) nos leitdes que receberam as dietas
avaliadas. Estes resultados foram semelhantes aos encontrados anteriormente por
Hermes et al. (2009), que ao avaliarem a inclusdo de niveis de fibra em detergente
neutro e reducgao proteica em dietas, ndo observaram diferengas no nimero de células
caliciformes no intestino de leitdes. Resultados semelhantes também foram descritos
por Moore et al. (1988). Estes resultados sugeriram que ndo houve aumento na
producdo de muco com a inclusdo de fibras as dietas, como tentativa de protegéo das
células intestinais aos danos fisicos inerentes a fibra dietética, como os de natureza
abrasiva (SAKATA, 1991).

Os pesos relativos do estébmago, intestino delgado, ceco, célon e trato
gastrointestinal, assim como o pH dos contetudos do intestino delgado e ceco e as
concentracdes de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no conteudo cecal e de acido
latico no conteldo ileal ndo foram influenciados (P>0,05) pelas dietas experimentais
(Tabela 5).

Observou-se maior concentracdo de AGCC total e de acido butirico (P<0,10)
nas digestas de leitbes que consumiram dieta contendo goma guar e celulose,
respectivamente, em comparacdo com aqueles que consumiram dieta com
lignocelulose, sem diferirem dos demais (Tabela 5).

De acordo com Dierick et al. (1989), o consumo de alimentos com elevados
teores de fibra dietética, independentemente da sua fracao, pode aumentar o tamanho
dos 6rgaos do sistema digestério. No entanto, alteracées no tamanho e no peso do
trato gastrointestinal ndo possuem influéncia direta sobre a saude intestinal dos
animais (BALDWIN et al.,1980) pois, podem estar relacionadas a maiores volumes de
digesta e a fermentacao no intestino grosso (SAKATA, 1987), no caso de alimentos
fibrosos, 0 que n&o verificamos no presente estudo.

A inclusado de fibra na dieta de suinos pode alterar o pH ao longo do trato
gastrointestinal, como consequéncia da producédo de acidos graxos de cadeia curta,
produtos da fermentagéo da fibra e do aumento das secre¢des gastricas (MONTAGNE

et al., 2003). No entanto, a utilizacdo do pH como indicador da fermentag¢ao depende
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de fatores como a producéao, absorcao e utilizacdo dos AGCC pelos animais (PLUSKE
et al. 1998). No presente estudo ndo foram constatadas diferencas na producéo de
AGCC, tampouco nos valores de pH ou nos pesos relativos de érgaos, indicativos de
fermentacao da fibra no trato gastrointestinal. Estes resultados podem ser explicados
devido ao baixo nivel de inclusdo e as diferentes concentragdes das fibras nas dietas

experimentais.

Tabela 5. Pesos relativos do estébmago, intestino delgado, ceco, célon e trato
gastrointestinal, valores de pH dos conteudos do intestino delgado e ceco e
concentracdes de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no conteudo cecal e de &cido
latico no conteudo ileal de leitdes abatidos aos 36 dias de idade.

Dietas experimentais’

., . 2
Variaveis DC DR DF1 DF2 DF3 DF4 ~ EP P
Estémago, % 0,78 065 0,72 0,73 0,71 075 004 0,207
Int. delgado, % 4,85 469 4,63 4,69 4,40 528 024 0,105
Ceco, % 0,17 017 0,16 0,19 0,19 0,20 0,01 0,180
Célon, % 1,80 1,26 1,45 1,62 1,65 1,53 0,16 0,253
TGI, % 7,60 6,77 6,96 7.40 7.96 777 032 0,141
pH
Int. Delgado 6,56 6,65 6,78 6,69 6,74 652 0,18 0,723
Ceco 6,12 6,16 6,49 6,41 5,94 596 027 0,141
AGCC
Total, mmol/L 1052020 119,403 91,08° 117,373 126,03%° 134,742 1382 0,081
Acético, % 53,82 55,29 56,21 48,76 51,80 46,99 2,56 0,079
Propi6nico, % 30,93 2781 31,26 31,33 29.47 3310 1,85 0,109
Butirico, % 11,2080 {1231ab 845> {15463 13713k 13773 200 0,087
Valérico, % 294 325 284 3,25 3,71 484 062 0,171
Isobutirico, % 0,36 057 0,52 0,48 0,46 056 0,10 0,518
Isovalérico, % 0,73 0,77 0,72 0,72 0,76 0,74 0,13 0,947
Ac. latico, mmol/L 17,87 1401 969 1040 18,78 14,02 490 0,453

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,10);

'DC: dieta controle sem redugéo do nivel proteico; DR: DC com redugdo de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigao de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;

2Erro padréo.

A reducao no nivel de proteina bruta das dietas nao refletiu nas concentracoes
de isoacidos do conteudo cecal. No entanto, a fermentacao proteica, normalmente, é
mais pronunciada na parte distal do intestino grosso, onde hidratos de carbono
tornam-se um fator limitante para a fermentacdo microbiana (JENSEN, 2001).
Analises de AGCC na digesta do célon, proximal e distal, ndo foram realizadas neste

experimento.
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O acido latico tem propriedades antimicrobianas (NOUT et al., 1989) e é
produzido pelos Lactobacillus e bifidobactérias, bactérias benéficas responsaveis por
“promover” saude intestinal, pois protegem o organismo contra infeccées no intestino,
ao criarem ambiente improprio para a proliferacao de patégenos (HAMPSON et al.,
2001; PLUSKE et al., 2001; BACH KNUDSEN et al., 2003 e 2012). Nao observamos
diferencas nas concentracdes de acido latico nos animais que receberam as dietas
experimentais.

Em estudo avaliando a inclusdo de goma guar a dieta de leitdbes desmamados,
verificou-se aumento no peso do intestino grosso, menores valores de pH e maior
concentracao de AGCC total e butirato nos conteudos do ceco e célon proximal; os
resultados foram relacionados a fermentagao microbiana da fibra solGvel no intestino
grosso (McDONALD et al., 1999), pois AGCC podem exercer influéncias troficas sobre
os intestinos, contribuindo para o aumento de seus pesos e reducdo nos valores de
pH da digesta (SAKATA, 1987). A diferenga nos resultados apresentados deve-se,
provavelmente, ao nivel de fibra avaliado, que foi de 10%, cinco vezes maior que o do
presente estudo.

Wellock et al. (2008) constataram menor pH no conteudo do ileo, sem
diferencas no ceco e célon e maiores concentracdes dos acidos acético, propidnico,
butirico e valério no ceco e, acético, butirico, valérico e isobutirico no célon de leitdes
que consumiram dieta contendo fibra sollUvel, comparados aos que receberam fibra
insoluvel na dieta. Os resultados foram atribuidos ao maior poder fermentativo da fibra
soluvel, no entanto, a fonte utilizada era inulina, ndo viscosa, o que reduz os efeitos
prejudiciais relacionados ao aumento da viscosidade da digesta para leitdes. Owusu-
Asiedu et al. (2006) nao notaram diferengas no pH ileal ao incluirem goma guar e
celulose em dietas de suinos, resultados semelhantes aos encontrados no presente
estudo.

Por outro lado, Pluske et al. (2003) relataram menores pesos relativos de
estbmago e intestino delgado, valores de pH do ceco e célon e concentracao de AGCC
no colon distal, sem diferenca nas concentracdes de acido latico e AGCC no ileo e
ceco, quando os animais foram alimentados com isolado de tremogo e amido de milho
com alto teor de amilase. Os autores explicaram que uma combinacao de fontes de

fibras soluvel e insollvel é fermentada, no intestino grosso, de forma mais eficaz do
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que fontes de polissacarideos isolados, e que valores baixos de pH nao estéo,
necessariamente, relacionados a maior concentracéo de AGCC.

Hermes et al. (2009) ndo observaram diferencas nas concentragdes de acidos
latico, butirico, propidnico e acético ao avaliarem niveis de proteina bruta e de fibra
para leitdes. Ja, Htoo et al. (2007) estudaram a reducédo proteica em dietas para
leitbes, e nao verificaram alteracao nos pH ileal e cecal ou na concentracdo de AGCC
ileal, apenas redugdes nas de acido butirico ileal, AGCC, acidos acético, isobutirico e
isovalérico cecal, concluindo que ao reduzir o nivel de proteina, diminui também a
quantidade de substrato para fermentacéo e atividade microbiana. Estes resultados
diferiram dos encontrados no presente estudo, contudo, os autores ressaltaram que a
quantidade de fibra das dietas com reducéo proteica, foi menor comparada a controle,
e relacionaram este fato a reducao nas concentracées de AGCC.

A maior quantificacdo de AGCC total pode estar relacionada ao maior tempo
de transito gastrointestinal das dietas com goma guar, como consequéncia do
aumento da viscosidade da digesta, disponibilizando mais substrato, por mais tempo,
para fermentacao. Especulou-se que maior producao de AGCC poderia ser induzida
pelas propriedades viscosas da goma guar, que retardam a absor¢cao de nutrientes no
intestino delgado, arrastando-os fisicamente até o intestino grosso (McDONALD et al.,
1999). A maior concentracdo de acido butirico, nos animais que consumiram dieta
contendo celulose (DF2), pode ser correlacionada positivamente a maior relacao
altura das vilosidades e profundidade das criptas apresentada pelos mesmos animais,
pois sabe-se que este 4cido estimula a funcao e desenvolvimento do intestino delgado
(ROEDIGER, 1982; SAKATA 1987; MONTAGNE et al., 2003). Neste sentido, Chen et
al. (2013) relataram maior concentragdo de acido butirico no célon e maior relagao
AV/PC no ileo de leitbes que consumiram fonte de fibra insolivel. As menores
concentragdes observadas nas digestas de leitdes alimentados com dieta contendo
lignocelulose pode ser explicada pela presenca de lignina nessa fonte de fibra, pois a
lignina diminui a taxa fermentativa da fibra, ao influenciar a digestibilidade da celulose,
tornando-a menos disponivel a degradacdo microbiana no intestino grosso
(JOHNSTON et al., 2003).

As dietas experimentais nao afetaram (P>0,05) a quantificacdo de Escherichia
coli, porém, a contagem de Lactobacillus foi menor (P<0,05) nos animais alimentados
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com a dieta contendo celulose e nivel proteico reduzido, comparada as demais
(Tabela 6).

Tabela 6. Contagens de Lactobacillus e de E. coli (log UFC/g) no conteldo intestinal
de leitbes abatidos aos 36 dias de idade.

Dietas experimentais’

., . 2
Variaveis DC DR DF1 DF2  DF3 DF4 EP P

Lactobacillus 924% 925  896% 7,14° 904 8972 051 0015

E. coli 452 494 491 485 467 4,99 039 0,842

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

'DC: dieta controle sem reducgéo do nivel proteico; DR: DC com redugao de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigéo de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;

2Erro padréo.

Nyachoti et al. (2006) também nao constataram influéncia da reducéo do nivel
proteico de dietas, para leitdes, sobre a populacdo de E. coli e coliformes totais, e
relataram que embora um alto nivel de proteina bruta na dieta colabore para a
fermentacao proteica, este fator por si s6 nao resulta, necessariamente, em aumento
da populagédo de bactérias patogénicas no intestino delgado, pois outras condi¢cdes
sanitarias também devem ser consideradas. Da mesma forma, Hermes et al. (2009)
nao verificaram efeito da reducdo proteica das dietas sobre as quantificacbes de
microrganismos.

A menor concentracdo de Lactobacillus no conteudo intestinal de leitdes
alimentados com dieta contendo celulose pode ser explicada pela maior motilidade e
menor tempo de transito gastrointestinal da digesta, que reduz a disponibilidade de
substrato para o crescimento bacteriano (STAGONIAS e PEARCE, 1985; LOW, 1993;
PLUSKE et al., 2003; MATEOQOS et al., 2006), pois, a taxa de passagem da digesta
limita processos microbianos em diferentes partes do trato digestério (WENK, 2001).
Resultados semelhantes foram verificados por Marujo (2013) ao avaliar niveis
crescentes de celulose em dietas para leitbes recém-desmamados.

Bikker et al. (2006), no entanto, n&o observaram interagdes entre a redugdo no
nivel de proteina bruta e a adicao de carboidratos fermentaveis (7,5% ou 13,4%), em
dietas para leitdes, sobre a microbiologia analisada, no entanto, a adi¢gao de fibra
resultou em maior contagem de Lactobacillus e menor de coliformes no conteudo ileal.
Os autores relacionaram estes resultados as altas concentracdes de acido latico e
acidos graxos de cadeia curta, que reduziram o pH da digesta propiciando meio
favoravel a proliferagéo de bactérias benéficas (FULLER, 1977). Nao observamos, no
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presente estudo, diferencas no pH e nas concentracées de acido latico e acidos
graxos, possivelmente, devido a menor concentracdo de fibra e diferenca na
composigao das dietas, que sao formuladas basicamente com milho e farelo de soja,
diferentemente do estudo citado que utilizou varios coprodutos para atingir niveis
desejados de fibra e proteina bruta.

Ressaltamos divergéncias na literatura quanto ao tipo de fibra que favorece a
microbiota intestinal; Chen et al. (2013) relataram aumento na populacdo de
Lactobacillus e redugdo na de E. coli com a adicdo de fibra insoluvel a dieta.
Aumentos na relacao Lactobacillus:coliforme foram constatados com a inclusdo de
polissacarideos ndo amilaceos soluveis a dieta de leitdes (WELLOCK et al., 2008).
Molist et al. (2009), no entanto, verificaram reducao na populacao de enterobactérias,
sem alteracao na de Lactobacillus, ao adicionarem fibras insoluvel e soluvel as dietas.
Owusu-Asiedu et al. (2006) avaliaram a inclusao de celulose e goma guar em dietas
para suinos em crescimento, e verificaram que 0s animais que consumiram goma guar
apresentaram maior concentracdo de Lactobacillus, enterobactérias e Clostridium,
enquanto, os que ingeriram celulose evidenciaram maior concentragdo de
bifidobactérias e enterobactérias no conteudo ileal. Estes resultados foram
relacionados ao aumento na viscosidade da digesta e a reducgao na digestibilidade de
alguns nutrientes, promovidos pelas duas fontes de fibra, pois uma alteragdo na
viscosidade da digesta, modifica a fisiologia e o ecossistema intestinal (CHOCT et al.,
1996).

As quantificagdes de linfécitos B (CD79), T (CD3) e macréfagos nao foram
influenciadas (P>0,05) pelas dietas experimentais (Tabela 7), sugerindo que o nivel
de inclusao de fibras sollveis e insolUveis ndo influenciou o sistema imunol6gico do

animal.

Tabela 7. Contagens (n° de células imunomarcadas) de linfécitos T (CD3), B (CD79)
e macroéfagos (MAC) na porcdo média do ileo de leitdes abatidos aos 36 dias de idade.

Dietas experimentais'

., . 2

Variaveis  —p5e DR DF1 DF2 DF3 DF4  EP P
CD3 8455 7854 6266 8480 8426 7119 733 0099
CD79 7331 7689 6828 8020 7348 7077 591 0760
MAC 1299 650 542 641 919 769 183 0075

'DC: dieta controle sem reducgéo do nivel proteico; DR: DC com redugdo de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigio de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;
2Erro padréo.
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As imunomarcagdes para linfocitos T ocorreram nas criptas, placas de Peyer,
mas principalmente nas vilosidades (Figura 3); para linfocitos B ocorreram nas criptas
e vilosidades, mas principalmente nas placas de Peyer (Figura 4) e para macréfagos
ocorreram nas criptas (Figura 5) e regido muscular, mas principalmente nas

vilosidades e placas de Peyer.

A

Figura 3. Fotomicrografia daAimunoaarcagéo de linfécitos T em vilosidades ileais de leitdes abatidos aos
36 dias de idade. Notar a forte imunomarcag¢éo na membrana das células. Complexo de polimeros ligados a
peroxidase. Objetiva de 40x. Setas: células fortemente imunomarcadas.
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Figura 4. Fotomicrografia da imunomrcagéo de linfécitos B nas placas de Peyer do ileo de leitdes abatidos
aos 36 dias de idade. Notar a forte imunomarcagao na membrana das células. Complexo de polimeros ligados a
peroxidase. Objetiva de 40x. Setas: células fortemente imunomarcadas.
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Flgura 5. Fotomlcrografla da imunomarcagéao de macrofagos nas criptas ileais de leitbes abatldos aos 36
dias de idade. Notar a forte imunomarcagao no citoplasma das células. Complexo de polimeros ligados a
peroxidase. Objetiva de 40x. Setas: células fortemente imunomarcadas.
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Estudos avaliando fibras dietéticas e respostas imunolégicas em suinos sao
escassos na literatura. As pesquisas existentes nessa area, sdo em grande parte, com
ratos, cdes e humanos.

Considerando que o intestino é a primeira linha de defesa do organismo e que
respostas imunitarias ocorrem para potenciais agentes patogénicos (SCHLEY e
FIELD, 2002), os resultados do presente estudo demonstraram nao haver efeito das
fibras purificadas e da redugédo do nivel proteico das dietas sobre a populacdo de
patdgenos avaliada, bem como no nimero de linfécitos e macréfagos.

Hipbteses sobre a acédo de ingredientes funcionais, como a fibra dietética, na
funcdo imune de animais tém sido discutidas. Uma delas é que a fibra ndo é
fermentada na parte superior do trato digestério, sendo substrato para bactérias
benéficas no intestino grosso, aumentando, assim, a proporcado de bactérias acido-
laticas no coélon, o numero de linfécitos e leucocitos e a funcédo fagocitica de
macrofagos (NAGENDRA e VENKAT RAO, 1994; GASKINS et al., 1996; PIERRE et
al., 1997; SCHLEY e FIELD, 2002).

Um mecanismo através do qual a fibra pode influenciar o sistema imune, pode
ser a estimulagdo imunolégica por meio do contato direto da microbiota,
reestabelecida apdés a fermentacdo (bactérias benéficas), ou de substancias
microbianas, como antigenos citoplasmaticos e componentes da parede celular, com
o tecido linfoide associado do intestino, que podem atravessar a barreira epitelial do
intestino, atingindo as placas de Peyer e induzindo a ativacdo de células imunitarias
(BERG, 1985; De SIMONE et al., 1987; LINK-AMSTER et al., 1994; SCHIFFRIN et al.,
1995). De Simone et al. (1988) sugeriram que ha sites de receptores de bactérias
acido-laticas em linfécitos, o que pode levar a ativagdo do sistema imune. Verificou-
se reducdo na populacao de Lactobacillus nos leitdes que consumiram dieta contendo
celulose, no entanto, ndo houve reflexo deste resultado sobre o nimero de células
imunitarias nas placas de Peyer dos animais.

Qutra hipétese é que os AGCC tém propriedades imunomoduladoras, como
aumento na atividade de células “natural killer”, na produgéo de anticorpos e na reacao
linfocitaria mista em ratos e humanos (ISHIZAKA et al., 1993; PRATT et al., 1996;
SCHLEY e FIELD, 2002). Nao constatamos diferencas na producdo de AGCC e
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tampouco no numero de linfocitos e macréfagos nos leitdes que receberam as
diferentes dietas experimentais.

Ao avaliarem fibras fermentaveis e nao fermentaveis em dietas para caes, Field
et al. (1999), relataram aumento de células T, subtipos CD4 e CD8, no tecido linfoide
associado ao intestino de animais que consumiram fibras fermentéveis, e sugeriram
que estas fibras melhoram a funcao imune, pois estimulam a producéo de células Th1,
cuja resposta € a ativacao de macréfagos. O mesmo foi observado por Lim et al.
(1997) ao fornecerem pectina comparada a celulose para ratos. Gémez-Conde et al.
(2007) incluiram niveis de fibra soluvel em detergente neutro para coelhos
desmamados aos 25 dias de idade, e ndo constataram diferenca no numero de
linfécitos totais na lamina prépria, apenas um aumento em um subtipo de linfécito T,
o CD8, citotoxico e supressor, com a reducao no nivel de fibra. Este resultado foi
relacionado a um efeito protetor da mucosa pela fibra, que favorece a resposta imune.
Nao verificamos essas diferencas entre as dietas com ou sem adigcao de fibras para
leitbes.

Hermes et al. (2009) estudaram alto e baixo niveis de fibras e de proteina bruta
em dietas para leitdes, e observaram maior numero de linfécitos intraepiteliais nos
animais que consumiram dieta com reducéo de 4% na proteina bruta, sem diferencas
para a inclusao de fibras ou para interacao fibras e nivel de proteina bruta. Os autores
relacionaram o aumento dos linf6citos intraepiteliais ao aumento de diarreia e da
necessidade de intervencdo medicamentosa, 0 que ndo observamos nesta pesquisa.
Chen et al. (2013) relataram que fontes de fibra insoltuveis, como farelo de trigo e fibra
da ervilha, podem melhorar o funcionamento da barreira intestinal de leitdes recém-
desmamados, através do aumento na concentracao de fatores de barreira intestinal,
como o MHC-II, que tem a capacidade de apresentar antigenos peptidicos para
linfécitos T CD4 sendo, portanto, necessario para iniciar a resposta imunoldgica.

Os escores de leséo intestinal no jejuno ndo foram afetados (P>0,05) pelas
dietas experimentais (Tabela 8). No duodeno os menores (P<0,05) escores foram
observados nos animais que consumiram as dietas contendo lignocelulose e celulose,
quando comparados aos que receberam pectina na dieta, enquanto no ileo os
menores (P<0,05) escores de lesbes foram verificados nos leitdes consumindo a dieta

com celulose e maiores (P<0,05) naqueles recebendo as dietas controle (DC), com
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reducdo de quatro pontos percentuais na proteina bruta (DR) e naquela contendo
pectina (DF3).

O numero de células em apoptose e mitose no jejuno nao foram influenciadas
(P>0,05) pelas dietas experimentais, assim como o numero de células em apoptose
no ileo. O numero de células em apoptose no duodeno foi menor (P<0,05) nos animais
alimentados com dieta contendo celulose e nivel proteico reduzido, diferindo apenas
da dieta controle e ndo das demais. O nimero de células em mitose no duodeno foi
maior (P<0,05) nos leitbes que receberam as dietas controle e aquela contendo
pectina, quando comparados aos que consumiram a dieta com celulose. No ileo, os
maiores (P<0,05) numeros de céulas em mitose foram constatados nos animais
consumindo as dietas controle, com reducdo no nivel proteico, e aquelas contendo
pectina e goma guar, quando comparados aqueles recebendo as dietas contendo

lignocelulose e celulose, as quais nao diferiram entre si.

Tabela 8. Valores de escores de lesao intestinal e numero de células em apoptose e
mitose no duodeno, jejuno e ileo de leitbes abatidos aos 36 dias de idade.

. Dietas experimentais' 5

Variaveis DC DR DFf _ DF2  DF3 DF4a  EP P
Escores de
lesao intestinal
Duodeno 16,142 14,002 10,29°  10,00° 17,832 15,172 1,69 0,012
Jejuno 9,86 10,00 7,99 7,29 10,28 10,29 0,91 0,087
fleo 8,142 8,002 6,002  4,56° 8,002 7,672 0,65 0,010
N° de células
em Apoptose
Duodeno 51,632 46,772  34,892° 32,08> 39,542® 36,122 4,01 0,010
Jejuno 38,83 39,17 33,49 31,37 36,72 39,86 3,01 0,288
lleo 37,79 33,74 35,85 32,37 42,39 40,72 4,40 0,429
N°de células
em Mitose
Duodeno 92,802 90,1820  83,662° 75,05° 95,272 88,732 3,89 0,011
Jejuno 88,23 95,03 85,84 91,90 95,54 98,09 5,19 0,076
fleo 99,122 89,112 76,48°  73,73° 88,932 89,802 2,73 0,001

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

'DC: dieta controle sem reducéo do nivel proteico; DR: DC com redugao de quatro pontos percentuais na proteina bruta;
DF1, DF2, DF3 e DF4: DR com adigéao de 2% de lignocelulose, celulose, pectina e goma guar, respectivamente;

2Erro padréo.

As imunomarcacdes de apoptose ocorreram principalmente nas vilosidades

(Figura 6) e as de mitose nas criptas (Figura 7).



Figura 6. Fotomicrografia da imunomarcacao das células em apoptose nas vilosidades do duodeno de
leitdes abatidos aos 36 dias de idade. Notar a forte imunomarcagao no citoplasma das células. Complexo de
polimeros ligados a peroxidase. Objetiva de 40x. Setas: células fortemente imunomarcadas.

e = N .
Figura 7. Fotomicrografia da imunomarcacgao de proliferagao celular nas criptas do jejuno de leitbes
abatidos aos 36 dias de idade. Notar a forte imunomarcagao intranuclear das células. Complexo de polimeros
ligados a peroxidase. Objetiva de 40x. Setas: células fortemente imunomarcadas.
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Os leitdes alimentados com dieta contendo celulose e nivel proteico reduzido,
apresentaram os menores escores de leséo intestinal, os menores nimeros de células
em apoptose e mitose e a melhor relagdo altura das vilosidades/profundidade das
criptas, ou seja, essa fonte de fibra proporcionou maiores beneficios a morfologia do
epitélio intestinal, possivelmente, pelo seu maior grau de pureza, 99% de fibra
insolavel.

Ao avaliarem a inclusdo de 10% de palha de trigo em dietas para leitdes com
14 kg de peso vivo, Jin et al. (1994) verificaram maior proliferagdo e morte celular, no
jejuno e ileo, dos animais que consumiram dieta contendo a fibra, e concluiram que
este ingrediente levou ao aumento do turnover celular no intestino. No presente
estudo, observamos menores contagens de células em apoptose e mitose, no
duodeno e ileo, de leitdes alimentados com dieta contendo celulose, provavelmente
pelo menor nivel de inclusdo da fibra e pela fonte ser purificada e causar menos
injurias ao epitélio. Fato comprovado por Cassidy et al. (1984) que relataram menor
proliferacao celular no jejuno de ratos alimentados com celulose, e associaram este
resultado aos menores danos a mucosa epitelial. O mesmo foi relatado por Southon
et al. (1985).

Pieper et al. (2012) estudaram alta e baixa concentracbes de proteina bruta
(14,5 e 20,0%) e fibra (14,5 e 18,0%) para leitdes desmamados aos 25 dias de idade,
e observaram maiores numeros de células em mitose e de reagdes inflamatdrias no
epitélio, sem diferenca para apoptose, nos animais que receberam dietas contendo
alto nivel de proteina, independentemente do nivel de fibra. Os resultados foram
relacionados as maiores concentracfes de metabdlitos e isoacidos, numero de
patdgenos, incidéncia de diarreia e diminuicdo do ganho de peso, verificados nos
leitbes que consumiram estas dietas. Nao constatamos diferencas quanto a
concentracao de isoacidos, patdégenos e incidéncia de diarreia, entretanto, maiores
nameros de células em mitose e apoptose foram verificadas nos leitdes alimentados
com dietas contendo alto nivel de proteina bruta (DC) e reducdo do nivel proteico e
inclusdo de pectina (DF3). Os animais que consumiram dieta controle também
apresentaram baixa relacdo AV/PC e altos escores de lesdo intestinal, resultados que
podem explicar a maior taxa de renovacao celular, pois diminui¢do na relagdao AV/PC

no intestino delgado foi associada ao aumento na taxa de proliferacdo e morte celular,
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resultando em um turnover celular mais acelerado (MONTAGNE et al., 2003). Os
leitbes que consumiram dieta com redugdo no nivel de proteina bruta e inclusao de
pectina apresentaram também, os maiores escores de lesdo intestinal, isso pode ser
devido ao menor grau de pureza dessa fibra (40% de fibra soluvel) e pela maior
viscosidade da digesta, contribui para a apoptose no epitélio e estimula,
consequentemente, a proliferacdo celular nas criptas (GEE et al., 1996; PLUSKE et
al., 2001).

Um estudo comparando a inclusao de altos niveis de fibras soltuvel e insoltvel
em dietas para porcas, ndo constatou diferengas na morfologia do epitélio, tampouco
no numero de células em mitose nos intestinos delgado e grosso. (SERENA et al.,
2008). A auséncia de efeitos avaliando tipos de fibras em alto e baixo niveis, deve-se,
provavelmente, a maturidade do trato gastrointestinal destes animais, pois o efeito da
fibora na morfologia epitelial e na renovacdo celular é varidvel e depende das
caracteristicas fisico-quimicas, nivel de inclusao na dieta, duracao da ingestao e idade
do animal (MONTAGNE et al., 2003).

CONCLUSAO

A reducao no nivel de proteina bruta das dietas ndo influencia a morfofisiologia,
microbiologia e imunidade do trato gastrointestinal.

A inclusao de fibras purificadas insollveis as dietas, principalmente a celulose,
proporciona beneficios a morfologia do epitélio intestinal de leitbes, como melhor
relacdo altura das vilosidades/profundidade das criptas, menores escores de lesao

intestinal e menor nimero de células em apoptose.
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