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OLIVEIRA, E. R. Quitooligossacarideo como prebiotico para leitbes desmamados. 2016.
106 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2016.

RESUMO

Uma dieta para leitbes ao desmame deve promover a saude intestinal, evitar distdrbios
gastrintestinais e favorecer o consumo de racdo e o ganho diario de peso. Hoje, estas
necessidades estdo baseadas no uso de antimicrobianos promotores de crescimento. As novas
leis europeias de producdo animal que almejam a uma producdo sustentavel tém levado a
procura de alternativas para estes produtos, como os prebidticos. Objetivou-se com este
trabalho avaliar um novo prebidtico, o quitooligossacarideo (QOS), produzido pela
Universidade Estadual de Londrina, e que tem, entre outras caracteristicas, modular a flora
intestinal e a resposta imune dos leitdes, diminuindo a incidéncia de diarreia. Dois
experimentos foram conduzidos para responder a duas propostas iniciais: encontrar o melhor
nivel de utilizacdo como prebidtico do produto para leitbes ao desmame e avaliar a resposta
deste QOS frente a dois antibidticos, um Gram-positivo e outro Gram-negativo, sob o desafio
de desmamar leitdes aos 17 dias de idade. Os experimentos avaliaram desempenho, incidéncia
de diarreia, peso de visceras, morfometria, contagem de células somaéticas na lamina propria,
escore de lesbes e, somente no segundo experimento, concentracdo sérica das
imunoglobulinas IgA, IgM e IgG. Para as caracteristicas viscerais e a morfometria, foram
abatidos 24 animais aos 31 e 35 dias de idade para 0s experimentos 1 e 2, respectivamente.
No primeiro experimento, foram utilizados 72 leitdes de genética Pen Ar Lan® ® com peso
vivo inicial de 7,51 £ 1,35 kg, subdivididos em blocos casualizados por peso para os niveis de
0, 50, 100 e 150 ppm de QOS. N&o houve efeito de regressdao sobre o desempenho ou
incidéncia de diarreia. Houve efeito de regressdo polinomial positivo para peso do intestino
grosso, altura de vilosidades de jejuno e profundidade de cripta no jejuno e ileo e regressao
polinomial quadratica para a relacdo vilos/cripta deste ultimo segmento e também para lesdes
no epitélio intestinal e contagem de linfdcitos no duodeno e eosinéfilos no duodeno e ileo.
N&o houve influéncia sobre a performance produtiva dos animais, provavelmente, porque
estes ndo foram submetidos a condicGes entéricas adversas. Frente a todos os parametros
estudados, os niveis crescentes de QOS mostram-se mais promissores na modulacdo da
microbiota intestinal para as condigdes propostas por este experimento. Para o segundo
experimento, foram utilizados 96 leitGes de genética Pen Ar Lan® desmamados com idade
média inicial de 17 dias e peso médio de 5,33 + 0,369 kg. Os tratamentos consistiram em uma
dieta basal acrescida de QOS (100 ppm), Colistina 40 ppm e Lincomicina 4,4 ppm. Para o
desempenho, os antibidticos apresentaram melhor GPD dos 49 aos 63 dias de idade em
relacdo ao QOS e a CA foi melhor para a Colistina, além deste também demonstrar uma
menor incidéncia de diarreia aquosa. Aumento do peso relativo do bago, maior comprimento
do intestino delgado e menor pH duodenal foram observados para 0 QOS em relagdo aos
antibioticos. A morfometria indicou maior altura de vilosidades e melhor relacéo vilos/cripta
para a Colistina em relagdo ao QOS e menor escore lesional em relacdo aos demais
tratamentos. A concentracdo sérica de imunoglobulinas apontou uma maior concentracédo de
IgA para 0 QOS aos 35 dias de idade. Frente aos resultados observados, o QOS néo foi
eficiente para substituir a Colistina como alternativa a este promotor de crescimento para
leitbes desafiados a um desmame de 17 dias de idade, mas a resposta observada de estimulo
sobre o sistema imune indica um potencial promissor deste produto.

Palavras-chave: Saude intestinal. Creche. Desempenho. Suinos.



OLIVEIRA, E. R. Chitooligossacharides used as a growth promoter to weaned piglets.
2016. 106 p. Tesis (Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The goal of a weaning diet is to promote the intestinal health, to prevent gastrointestinal
disturbs and to favor the feed intake and the weight gain. At the present time, these needs are
based on the use of growth promoters. The new European animal production laws looking for
a sustainable production that leads a search for new alternatives for these products like
prebiotics. The purpose of this paper is to evaluate a new prebiotic, Chito-oligosaccharide
(COS), produced by Universidade Estadual de Londrina, that has among other characteristics,
influence over the gut and the immune answer of piglets, decreasing diarrhea frequency. Two
trials were conducted to address two initial proposals: to define the best level of COS for
piglets and to test it against two antibiotics, one Gram-positive and one Gram-negative,
against the challenge to weaning piglets with 17 days of age. The trials evaluated the
performance, diarrhea episodes, visceral weight, morphometry, CCS in lamina propria, lesion
score and only in the second trial, immunoglobulins serum concentrations IgA, IgM e 1gG.
For the visceral characteristics and morphometry analysis, were slaughter 24 animals with 31
and 35 days of age, for the trial 1 and 2, respectively. In the first experiment, it was used 72
Pen Ar Lan® piglets with 7,51 + 1,35 kg of BW, divided in casual blocks by BW and the
treatments were four levels of COS (0, 50, 100 e 150 ppm). No regression effect was observed
on performance or diarrhea episodes. Positive polynomial regression was observed for large
intestine weight, villus height of jejune and crypt depth of jejune and ileum and quadratic
polynomial regression was observed to villus/crypt relation of ileum, lesions in the intestinal
epithelium, total amount of lymphocytes and eosinophils in the duodenum and also in the
ileum. No influence on productive performance was observed probably because they were not
submitted to gut adverse conditions. Face of all studied parameters, the higher levels of COS
showed the best results on gut modulation for the conditions proposed for this trial. In the
second trial, it was used 96 Pen Ar Lan® piglets weaned at 17 days of age with 5,33 + 0,369
kg of BW. The treatments were a basic diet with COS (100 ppm), Colistin 40 ppm and
Lincomicin 4,4 ppm. The antibiotics showed better ADG at 49 to 63 days of age compared to
COS and the FCR was better for Colistin, and also with less diarrhea episodes for this
antibiotic compared with COS. Increasing the relative spleen weight, greater length of the
small intestine and lower pH in the duodenum were observed for COS compared with
antibiotics. The morphometry indicated more villus height and better relation villus/crypt for
Colistin against COS and less lesion score compared with other treatments. The
immunoglobulins serum concentration showed more IgA for COS at 35 days of age.
According to the observed results, COS was not efficient to replace Colistin as an alternative
to this growth promoter for piglets that had the challenge to be weaned at 17 days, but the
immune system answer showed by COS indicates the promising potential of this product for
weaned piglets.

Keywords: Intestinal health. Nursery. Performance. Swine.
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1 INTRODUCAO

O uso irrestrito e irresponsavel de antibidticos em leitdes tem sido a solucdo mais
utilizada para o problema do pds-desmame imediato em granjas suinicolas no Brasil. Seu
mecanismo de a¢do apenas reduz o desafio sanitario por patdgenos, mas ndo favorece e, em
muitos casos, até prejudica a maturacdo intestinal pelo impacto sobre a microbiota local.
Recentemente, tem-se adotado o uso de prebioticos como parte da estratégia para favorecer o
desenvolvimento intestinal de leitdes em estrutura e funcdo, além de estimular o sistema
imune desses animais, funcionando como alternativa ao uso desses antibioticos
(ALVARENGA, 2016).

Diversas substancias assumem o papel de prebidticos na alimentacdo de humanos,
animais e também no preparo de alimentos, capazes de oferecer beneficios a salde intestinal
(PATEL; GOYAL, 2012). Os mananoligossacarideos (MOS) e frutooligossacarideos (FOS),
tém sido largamente estudados e também comercialmente muito explorados. Ja o
Quitooligossacarideo (QOS) tem seu uso relacionado a essa espécie animal muito recente,
fazendo com que haja ainda um universo de possibilidades e descobertas das implicacfes e
qualidades deste prebidtico.

A China é hoje o pais que lidera as pesquisas com a quitosana, polissacarideo
abundante na natureza, e que estd presente na parede celular de fungos e no exoesqueleto de
artropodes. No Brasil, entretanto, poucos sdo 0s estudos com a utilizacdo deste produto para a
alimentacdo animal (QUINTANA, 2009).

A Universidade Estadual de Londrina, desde 2006, estuda a producdo de um QOS a
base de um subproduto da industria téxtil (ITANO, 2006) com possibilidade de uso na
alimentacdo animal, propondo uma melhor maturacdo intestinal, por favorecer a resposta
imune, minimizar o processo inflamatério do intestino e modular a colonizacdo bacteriana do
intestino (MA et al., 2014; X1AQ et al., 2014; XIONG et al., 2015).

Dessa forma, atraves de um estudo de dose-resposta e de um estudo comparativo da
acdo do QOS frente a dois antibidticos largamente utilizados na suinocultura, avaliou-se a
acdo prebiotica do quitooligossacarideo para leitbes recém-desmamados quanto a
performance, morfometria intestinal, presenca e diferenciagdo de células somaticas na lamina

propria e estimulo sobre a producgéo de imunoglobulinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SAUDE INTESTINAL DE LEITOES: DO NASCIMENTO A SUPERAGAO DOS DESAFIOS DO

DESMAME COM E SEM O USO DE ANTIMICROBIANOS

2.1.1 Influéncia do Leite no Desenvolvimento Intestinal dos Leitdes

Para os mamiferos, onde se incluem os animais de producéo, as doencas gastrintestinais
sdo as principais causas de morbidade e mortalidade neonatais (UNITED STATES
DEPARTMENT, 2008). Logo ao nascimento, hd uma demanda imediata sobre a eficiéncia na
digestéo e absorcdo de nutrientes para manter a elevada taxa de crescimento dos neonatos.
Entretanto, o trato gastrintestinal (TGI) tenta se manter estéril durante a gestacdo e sua
colonizacdo inicial se dé& por bactérias comensais que ndo oferecem risco ao hospedeiro, mas,
logo apds um curto periodo poés-parto, o TGI tem que aceitar a presenca de numerosas
espécies de microorganismos que superam as bactérias presentes no hospedeiro em mais de
10 vezes. Dessa forma, o neonato tem que estabelecer e manter um balanco delicado entre o
reconhecimento e exclusdo dos patdgenos e a tolerancia as bactérias benéficas comensais
(BUDDINGTON; SANGILD, 2011).

A estrutura que fornece protecdo como barreira seletiva contra esse ambiente nocivo
do Iimen intestinal sdo as células epiteliais intestinais que formam uma camada Unica de
epitélio responsavel pela secrecdo de fluidos, absorcdo de agua, eletrolitos e nutrientes. A
presenca inicial destes patdgenos ainda ndo comensais funciona como antigeno essencial para
0 desenvolvimento do sistema imune inato e para a programagéo do sistema imune adaptativo
(NEU, 2007). Este desenvolvimento se inicia a partir de determinantes genéticos da resposta
imune que desempenham papel central no reconhecimento e resposta do TGI para favorecer o
crescimento das bactérias que de fato devem colonizar este 6rgdo. Um leitdo neonato tem
pouca atividade de resposta imune de mucosa, com um nivel baixo de linfocitos periféricos,
linfonodos subdesenvolvidos, placas de Payer rudimentares e um baixo nimero de células
imunes efetivas e de memoéria (BURKEY; SKIOLAAS; MINTON, 2009). As primeiras
refeices, portanto, influenciam o desenvolvimento pos-natal do TGI e, embora, ainda seja
menos entendido o potencial de influéncia nas interagcdes entre o epitélio, as bactérias que o

colonizam e o alimento ingerido devem ser considerados em conjunto para que se possa
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entender o desenvolvimento saudédvel ou patoldgico do TGl (BUDDINGTON; SANGILD,
2011).

As ceélulas epiteliais do TGI sdo fundamentais para o desenvolvimento de uma
resposta imune e formacgdo de uma barreira fisica contra a acdo de patdgenos e substancias
toxicas. A eficiente colonizacdo desse 6rgdo em leitdes neonatos, portanto, estd associada a
reatividade imune, a presenca de receptores nos enterdcitos, ao potencial oxidativo ou redutor
das moléculas e, principalmente, para que esta integridade seja mantida em equilibrio e a
colonizacdo seja benéfica ao organismo, ao aspecto nutricional, que € o principal ponto critico
para a manutencéo desta homeostase (JACOBI; ODLE, 2012).

O primeiro desafio da nutricdo dos neonatos é sua forma fisica, uma vez que os
leitdes em ambiente uterino sdo nutridos pelo corddo umbilical e pela ingestdo do liquido
amnidtico nas Ultimas semanas antes do nascimento. Mas, é fundamental esclarecer que o
leitdo durante o desenvolvimento pré-natal adquire a capacidade de digestdo de alimentos,
defesa contra patdgenos, tendéncia a osmorregularidade, secrecdo de horménios e moléculas
sinalizadoras e a detoxificacdo e eliminacdo de toxinas produzidas pelo préprio metabolismo
ou por agentes externos. Estas caracteristicas permitem que o feto consiga processar o liquido
amnidtico ingerido e permite que o animal recém-nascido ja esteja adaptado ao consumo
materno se este tiver seu desenvolvimento pré-natal completo (BUDDINGTON; SANGILD,
2011; BURRIN et al., 2000; DROZDOWSKI; CLANDININ; THOMSON, 2010).

O leitdo neonato sadio estd completamente adaptado ao primeiro alimento, o
colostro, que é fundamental para o desenvolvimento intestinal, para sua maturacdo e saude
(AUMAITRE; SEVE, 1978). O colostro inclui imunoglobulinas que transmitem a imunidade
passiva ao neonato, além de horménios, citocinas e outras moléculas regulatérias que
estimulam este desenvolvimento e, principalmente, as funcbes imunes (XU et al., 2002). Para
suinos, devido as caracteristicas placentarias da espécie, o colostro é fundamental para a
imunidade passiva e sua ingestdo adequada, em torno de 200 g, seria indispensavel para
determinar o desenvolvimento satisfatorio do neonato (LE DIVIDICH et al., 2005).

O leite da fémea suina € um alimento especifico para o leitdo totalmente adaptado a
digestdo do neonato (CAMPBEL; CRENSHAW,; POLO, 2013) devido ao seu contetdo de
lactose, caracteristica proteicas e perfil de &cidos graxos e aminodcidos, otimizando a
digestéo, a absorc¢édo e as funcionalidades destes nutrientes sobre o desenvolvimento imune e
regulatorio da populacdo microbiana (VAN DIJK et al., 2002). O leite confere rapido

crescimento pds-natal e manutencdo da integridade epitelial, sobretudo das junc6es de oclusdo
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(tight junctions), que sdo altamente dependentes da nutricdo enteral (KANSAGRA et al.,
2003). A importancia dos nutrientes no Iumen intestinal é fundamental para alavancar esse
crescimento, evoluir o processo de maturagéo e reduzir os riscos de translocacdo bacteriana e,
consequentemente, de sepse (CILIEBORG et al., 2011).

A composicdo da flora intestinal é influenciada pelo leite materno, na medida em que
aumenta a densidade fecal e a populacdo de bactérias acido-laticas (especialmente as
bifidobactérias e os lactobacilos). Neste processo, ha uma reducéo na prevaléncia de bactérias
que se aderem na mucosa e, consequentemente, a incidéncia de doencas entéricas
(KORNEGAY; EVANS; RAVINDRAN, 1994; PENDERS et. al., 2006; VAN HAVER et al.,
2009). Dessa forma, quando se comparam leitdes alimentados com leite materno ou com
sucedaneos lacteos, percebe-se que os primeiros apresentam diferentes padrfes de expressao
génica microbiana para as bifidobactérias e lactobacilos, 0 que suscita a ideia de que o leite
materno pode afetar positivamente o estabelecimento e a dominéncia das bactérias comensais
e remover patdgenos indesejaveis (MOROWITZ et al., 2010).

A perfeita combinagdo entre o leite materno e a manutengdo da homeostase e das
funcBes protetoras e de desenvolvimento do TGl em conjunto com as bactérias comensais
favorece a saude animal e seu crescimento adequado. Dessa forma, cada componente da dieta
tem papel singular nesta promocdo de salde intestinal e, mesmo quando se inicia a dieta
solida ainda durante a maternidade, estes componentes assumem papel fundamental como
mantenedores deste equilibrio. Isto fica evidenciado em pesquisas de nutricdo humana que
utilizam leitdes como modelos experimentais para neonatos que ndo sdo alimentados com
leite materno, mas com ingredientes nobres que ndo sdo de base lactea, como alguns
prebidticos e probiodticos, demonstrando que esses animais sdo capazes de apresentar
inimeros beneficios em seu desenvolvimento pela influéncia positiva destes produtos sobre a
composicao de microrganismos do TGl (SHERMAN et al., 2009).

Os aminoéacidos, por exemplo, além do papel tradicional na sintese proteica,
desempenham um papel critico na regulacdo fisioldgica do intestino, afetando funcOes
mecanicas, hormonais e neuroenddcrinas (RHOADS; WU, 2009). A arginina € um
aminoéacido essencial sintetizado pelos enterdcitos nos neonatos para o crescimento, mas sua
suplementacéo via dieta favorece a reparagéo tecidual pelos mecanismos de migracdo celular
dose-dependente via oxido nitrico (NO) e adeséo tecidual quinase-dependente (RHOADS et
al., 2004a; RHOADS et al., 2004b), processos extremamente importantes quando ha injuria

tecidual e desnudamento das superficies das vilosidades, promovendo rapida restauracdo da
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solucdo de continuidade do epitélio (JACOBI; ODLE, 2012). A arginina também participa do
desenvolvimento das células T e B, contribuindo para as respostas imunes inata e adaptativa
em leitdes (BAILEY et al., 2005).

A treonina tem papel fundamental na producdo de mucina e grande parte de seu
requerimento em neonatos esta relacionado ao metabolismo das células secretoras de muco. A
disponibilidade deste aminoécido para leitdes afeta a producdo proteica da mucosa intestinal,
assim como a producao de mucina (NICHOLS; BERTOLO, 2008). E importante ressaltar que
0 muco exerce fungdo de protecéo fisica do epitélio intestinal, mas também com participacdo
ativa na funcdo de permeabilidade de difuséo seletiva deste tecido para nutrientes e ndo para
macromoléculas, uma vez que forma uma camada que recobre esta estrutura, protegendo
contra patégenos e toxinas (proteases e acidez) (OSWALD, 2006). O muco pode ser
considerado uma das estruturas primarias na defesa desse 6rgdo e cuja auséncia ou
ineficiéncia, aliada ao desenvolvimento imaturo dos leitdes, pode ser critico para o
desenvolvimento de patdgenos e aparecimento de lesbes teciduais (JACOBI; ODLE, 2012).

O glutamato é o maior combustivel oxidativo do intestino de suinos e quando
provem da dieta é largamente metabolizado ja em sua primeira passagem pelo TGI. Possui
papel importante no metabolismo da mucosa gastrica, uma vez que esta provavelmente pode
absorver o glutamato também. A deficiéncia de glutamato para o leitdo novo pode levar a
oxidagdo de outros aminoacidos essenciais, como a leucina. Para leitbes neonatos
subdesenvolvidos, o glutamato também pode ser importante para a manutencdo da replicacédo
celular (BURRIN; STOLL, 2002). E importante compreender que o perfil de aminoacidos do
colostro e do leite materno se modifica nas diferentes espécies de mamiferos. Em humanos,
equideos, suinos e bovinos, ha um decréscimo de 75% na concentracdo total de aminoacidos,
com reducdo no percentual de cisteina, glicina, serina, alanina e treonina (DAVIS et al.,
1994).

J& os acidos graxos de cadeia média (MCFAs), longa (PUFAS) e curta (SCFA) sdo
componentes essenciais no fornecimento de energia e manutencdo do crescimento do TGl e,
consequentemente, no desenvolvimento dos neonatos (JACOBI; ODLE, 2012). Os acidos
graxos poli-insaturados LCn-3PUFAs (Omega 3), por exemplo, estdo relacionados a
diferentes aspectos do metabolismo das proteinas reguladas pela insulina e que séo capazes de
promover a reducdo das perdas oxidativas dos aminoacidos corporais, com incorporacao
preferencial destes acidos graxos a membrana fosfolipidica em detrimento dos lipidios

musculares (BERGERON et al., 2007). O acido aracdénico pode estimular a recuperagéo do
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tecido epitelial intestinal pela acdo de prostandides e pelo estimulo a producdo de
prostaglandina E2 (BLIKSLAGER et al., 1997; JACOBI et al., 2012). Entretanto, os LCn-
6PUFAs sdo pro-inflamatdrios e, por isso, é fundamental se conhecer a melhor relacéo entre
n-3/n6 PUFAs para 0s neonatos, uma vez que a habilidade do animal recém-nascido é
pequena em regular processos inflamatdrios intestinais constantes, o que pode levar a sérios
problemas para a salde intestinal (JACOBI; ODLE, 2012). Os &cidos de cadeia curta,
diferentemente, servem de combustivel intestino-especifico para a mucosa e sao produzidos
pela fermentacdo de fibras dietéticas, possuem relativamente grande quantidade de energia,
séo rapidamente absorvidos pela mucosa, tem tropismo pela mucosa intestinal e sdo potentes
estimuladores da absorcdo de sédio (Na) e &gua no colon (BURRIN; STOLL, 2002).

O perfil de &cidos graxos do leite materno também pode ser influenciado pela dieta
da fémea durante a lactacdo, sobretudo, em relacdo ao nivel e tipo de gordura que é ingerido
pelo animal neste periodo (MENESES et al., 2015). Uma mudanca na composicao de acidos
graxos para um percentual maior de dmega 3 (n-3 PUFA) provoca reflexos positivos sobre os
leitBes lactentes, como o estimulo ao desenvolvimento do sistema imune, caracterizado por
um aumento nas concentracdes de linfécitos nos linfonodos mesentéricos e no baco com
modificacdo na populacao inicial das células CD4+ e CD8+ (BINTER et al., 2011).

Dessa forma, com o desenvolvimento do leitdo durante o periodo de maternidade e
sua consequente adaptacdo e assimilagdo dos nutrientes da dieta, a resposta imune ativa da
mucosa intestinal gradualmente passa a desenvolver a habilidade de gerar suas proprias
moléculas de anticorpos na lamina propria. Nas primeiras duas semanas de vida, o intestino
rapidamente passa a ser colonizado pelas células linfoides (BLACHIER et al., 2013). Neste
momento, uma alteragdo na composicdo da dieta, a partir da introducdo de uma dieta s6lida na
maternidade, inicia o processo de mudancas na citocinética dos enterdcitos e nos padrdes de
expressao génica, que, ao desmame, coincide com as mudancas nas funcdes absortivas e
secretérias do TGI, assim como dos 6rgdos envolvidos com a digestdo, como 0 péancreas
(DROZDOWSKI; CLANDININ; THOMSON, 2010).

De maneira similar, o crescimento do animal durante a maternidade implica em uma
complexidade e diversidade maior da microbiota do TGI (INOUE et al., 2005), e de acordo
com o processo evolutivo de formagédo da microbiota de um suino adulto, é na fase final de
maternidade que a modificacdo dessa microbiota € altamente influenciada pelo ambiente
(THOMPSON; WANG; HOLMES, 2008). No periodo neonatal, em escala de populagdo, a

colonizagdo é baseada em duas divisbes bacterianas: Bacteriodetes e Firmicutes. Entretanto,
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quando a avaliagdo leva em conta a individualidade do organismo, as variagbes nas
populacbes colonizadoras de cada leitdo tém grande relacdo com a manutencdo da salde e
uma melhor taxa de crescimento (BACKHED et al., 2004; ROBOSKY et al., 2005). Dessa
forma, ao nascimento, a microbiota da mae tem grande influéncia na formacdo da microbiota
do neonato, mas durante a primeira semana, as diferengas individuais na microbiota
independem da relacdo materna ou do ambiente, assumindo que neste periodo a resposta
individual do leitdo é mais distinta do que em qualquer outro periodo de sua vida, o que
propGe uma certa individualidade na composicao inicial da microbiota nos primeiros dias
(THOMPSON; WANG; HOLMES, 2008).

Da segunda semana até a quarta semana de vida, a coabitagdo em grupos de leitbes
indica similaridade da microbiota dentro destes grupos, demonstrando que nesse periodo a
grande influéncia sobre a microbiota esta relacionada com o ambiente em que o animal esta
inserido. Neste momento, portanto, a suscetibilidade do animal a uma alteracdo na microbiota
€ maior, tornando-o mais vulnerdvel as mudancas ambientais, nutricionais e estressoras
(THOMPSON; WANG; HOLMES, 2008).

Cabe ressaltar também que mesmo uma microbiota completamente adaptada ao
animal requer um aporte nutricional que representa um custo efetivo para o leitdo. Isto ocorre
porque a microbiota compete com o animal pelos nutrientes da dieta, gera compostos tdxicos,
estimula uma resposta maior de replicacdo celular e demanda maior secre¢do de muco pelas
células caliciformes, estimula a reposta inflamatéria e altera a morfologia intestinal
(RICHARDS; GONG; LANGE, 2005). Este custo, entretanto, deve ser absorvido pela
nutricdo, sem que haja, no entanto, uma redugdo no desenvolvimento e crescimento do
animal.

O leitdo apds o nascimento desenvolve seu TGI, que esta pautado sobretudo na
construcdo de uma microbiota estavel e benéfica para seu desenvolvimento e na adaptacédo
nutricional do leitdo ao alimento que é oferecido. Considerando que estes dois aspectos séo
interdependentes, a saude intestinal de um leitdo durante o periodo de amamentacdo esta
condicionada ao seu crescimento aliado ao equilibrio de sua funcéo intestinal (THOMPSON;
WANG; HOLMES, 2008). O maior problema na producdo de leitGes, entretanto, é o periodo
de desmame. Nesta fase, o equilibrio das func@es intestinais € colocado em desafio, com a
alteracdo total da dieta, da composi¢édo as caracteristicas fisicas, com a mudanca de ambiente

e, dessa forma, com grande impacto sobre a microbiota e com todos os fatores estressores que
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envolvem a passagem de um animal lactente para o inicio da alimentacdo exclusivamente
heter6loga (LALLES et al., 2004).

2.1.2 Mudangas Fisioldgicas no Desmame Precoce (18 a 23 dias).

O desmame, entre o final da terceira e inicio da quarta semana de vida do leitdo,
onde este ainda esta praticamente se alimentando apenas do leite materno em detrimento do
consumo inicial do alimento seco (PUPPE; TUCHSCHERER, 2000), € um processo
traumatico, agudo, na qual modifica-se ou desafia-se um organismo adaptado ao ambiente, a
microbiota e aos aspectos nutricionais. Para o leitdo, os primeiros momentos do desmame
provavelmente se relacionam a um periodo de jejum, que pode durar 24 horas, mas que pode
ser prolongado para mais de 48 horas, dependendo do seu status sanitario, de sua idade ao
desmame e de sua adaptacdo prévia ao alimento. Nestes primeiros dias de segregacao, ha um
periodo de recuperagdo intestinal com consequente retorno ao consumo voluntario de racao.
Este quadro leva, entre outros aspectos, ao aparecimento de desordens intestinais,
suscetibilidade a infeccdes e, consequentemente, diarreia (LALLES et al., 2004).

O periodo prolongado de inapeténcia conduz ao efeito imediato do desmame que é
uma reducdo drastica na ingestdo de energia e cujo resultado € a estagnacao do crescimento.
Um leitdo desmamado ird precisar de trés dias ap6s o desmame para recuperar o nivel de
consumo energeético para a sua mantenca e de 8 a 14 dias para recuperar 0s mesmos niveis de
ingestdo energética do leitdo pré-desmame (LE DIVIDICH; SEVE, 2000).

O intestino delgado perde, em media, 20 a 30% do seu peso relativo durante esta fase
de jejum alimentar, culminando com uma reducdo severa nas alturas de vilosidades, com
alteracdo do seu formato, passando de “dedo de luva” para “folha” (SKRZYPEK et al., 2005).
Em resposta, 0 organismo promove uma maior replicacdo celular caracterizada por atividades
de mitose-migracdo-extrusdo, visando manter a capacidade digestiva e absortiva do epitélio
intestinal e levando a um aumento na taxa de replicacdo celular na base das vilosidades que
resulta na reducdo na relacdo vilos/cripta (HU et al., 2012; MONTAGNE et al., 2003).
Ressalta-se que mesmo esta taxa de replicacdo celular é dependente da disponibilidade
tecidual de energia durante este periodo (PLUSKE; HAMPSON; WILLIANS, 1997).

A atividade secretoria do intestino delgado proximal também fica reduzida em
desmames precoces em virtude das alteragbes acima mencionadas, com uma pequena

atividade das enzimas produzidas por células com bordas em escova, a lactase e a sucrase
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(PACHA, 2000). A partir da adaptacio do animal & dieta de desmame, a atividade secretoria
parece alterar o seu perfil, reduzindo a atividade da lactase e aumentando a atividade da
maltase e da sucrase (PLUSKE; HAMPSON; WILLIANS, 1997). Observa-se também que o
estimulo para esta alteracdo na atividade secretdria corresponde mais fortemente, com
excecdo da maltase que é estimulada pela producdo de mRNA, a um processo pés-
transcricional de biossintese enzimética (MARION et al., 2005). A atividade das enzimas
pancreaticas no lumen intestinal também fica reduzida, especialmente naqueles leitdes que
demoram mais tempo para iniciar a realimentacdo. Inclusive, 0 suco pancreatico também
apresenta algumas alteracdes qualitativas apds o periodo de desmame (LALLES et al, 2004).

Essa situacdo de severa desnutricdo que pode ser provocada pelo desmame faz com
que o metabolismo dos 6rgdos associados a digestdo se adaptem para minimizar as agressdes
e continuem a se desenvolver, diferente do que acontece com o leitdo neonato que tem poucas
chances de adaptacdo a um periodo de ndo alimentacdo ou quando a alimentacdo enteral é
substituida pela nutricdo parenteral total (NPT) (BURRIN et al., 2007; JAIN et al., 2012). O
leitdo ao desmame mobiliza suas reservas energéticas e altera sua deposicdo proteica e
utilizacdo de aminoacidos para a manutencdo ou recuperacdo do tecido epitelial intestinal.
Embora, exista uma reducdo na composicdo proteica e na massa de DNA no intestino
delgado, especialmente o proximal, durante o periodo de po6s-desmame imediato, a
realimentacdo do animal conduz o intestino a uma recuperacdo de peso e massa total que
excede a recuperagdo da massa corporal e faz com que este rgao possa crescer e se recuperar.
Isto se da, especialmente, porque as mudancas no metabolismo intestinal incluem uma
readequacdo do metabolismo dos aminoécidos, fazendo com que o estimulo a producédo
enzimatica relacionada a esses nutrientes seja aumentado (LALLES et al., 2004).

Algumas moléculas exercem papel fundamental nesta modificacdo do metabolismo,
como o éxido nitrico (ON) e as poliaminas (i.e putrescina, espermina e espermidina), que sdo
essenciais para a sobrevivéncia celular, pois, tem papel fundamental nos processos de
proliferacéo, diferenciacdo e migracdo (MOINARD; CYNOBER; DE BANDT, 2005). Neste
mesmo processo, 0 papel dos aminoacidos arginina, glutamina e leucina é crucial na
manutencdo do crescimento, integridade e fungdo do epitélio intestinal. Como moléculas
sinalizadoras, estes nutrientes promovem a sintese proteica e inibem a degradacéo proteica
autofagica no epitélio intestinal, além de estimularem a ativacdo da proteina quinase e da
rapamicina quinase que tém funcdo sobre a migracdo celular e a restituicdo tecidual

respectivamente (arginina e glutamina). O papel da leucina, assim como da arginina, também



21

esta relacionado com a molécula de NO, a primeira promovendo a migracdo celular na
presenca desta molécula e a segunda participando da producdo dessa molécula (RHOADS;
WU, 2009). Dessa forma, a taxa de sintese proteica ap6s o desmame é reduzida para a
deposicdo muscular, mas se eleva no intestino (SEVE et al., 1986). Entretanto, uma
realimentacdo pos-desmame contendo baixos niveis de proteina, pode levar a uma reducdo
severa no crescimento muscular, mas também pode influenciar negativamente a sintese
proteica intestinal uma vez que os niveis de arginina e glutamina também possam estar
severamente diminuidos (DENG et al., 2009).

Outro aspecto importante da inter-relacdo do periodo de desmame com a
morfofisiologia do intestino decorre de suas caracteristicas de permeabilidade, absorcao e
secrecdo. Apés o desmame, o animal apresenta uma condi¢cdo de desenvolvimento de
maturidade do TGI, ndo no sentido de uma pré-imaturidade quando lactente, mas como uma
readaptacdo fisioldgica aos processos que envolvem as mudancas hormonais, metabdlicas,
fisicas e sobre a microbiota. Nesse sentido, o amadurecimento da condicdo absortiva e
secretdria do intestino ocorre em estagios, que a partir do desmame sdo caracterizados pelo
jejum imediato, realimentacdo e adaptacdo. O primeiro estdgio é marcadamente secretdrio
para 0 jejuno e o colon, enquanto que no ileo esta diminui em relacdo ao periodo pré-
desmame, mas ambos tendem a retornar aos parametros pré-desmame apos 5 dias (segundo
estagio). A absorcédo de glicose Na+ dependente aumenta no primeiro estagio, retornando aos
valores do pré-desmame no segundo estagio (BOUDRY et al., 2004).

Com relacdo a permeabilidade intestinal, é preciso entender a influéncia que um
processo de alteracdo metabolico-fisiologico, como um jejum prolongado, pode exercer sobre
a mucosa. Dentre 0s processos gque podem impactar na alteracdo da funcdo da barreira
intestinal, destacam-se o aumento da permeabilidade paracelular derivada de fatores
intrinsecos (neurotransmissores, proteases e citocinas) e extrinsecos (toxinas e xenobioticos),
e a consequente abertura das junc6es de ocluséo (tight junctions), reducéo do papel de difusor
seletivo do muco, aumento do processo inflamatério (mediado por citocinas pré-inflamatorias
como a interleucina - 6), a acdo do perdxido de hidrogénio e dos radicais superoxido, e
também o crescimento exacerbado de microrganismos. Todos esses processos interferem na
permeabilidade da membrana e permitem, em diferentes graus e formas, a translocacdo
bacteriana e de toxinas enterogénicas (BALZAN et al., 2007; OSWALD, 2006; SALZEDAS-
NETTO, 2006; WIEST; KRAG; GERBES, 2012).
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Portanto, fisiologicamente, para o primeiro estagio (de jejum imediato p6s desmame)
tem-se um aumento da permeabilidade paracelular, com a resisténcia transmucosa diminuindo
no periodo inicial para o jejuno proximal e retornando a valores pré-desmame ap0s 5 dias.
Entretanto, a mucosa ileal tem sua resisténcia aumentada em torno de 160% apos 5 dias,
mantendo-se estavel conforme o animal envelhece. J& a permeabilidade para macromoléculas
diminui no segmento jejunal para o primeiro e segundo momentos e ndo retornam mais aos
niveis anteriores ao desmame, enquanto que para o ileo e o colon a permeabilidade para estas
moléculas ndo é afetada (BOUDRY et al., 2004).

A producdo e a caracteristica do muco também sofrem alteracdes no periodo de pos-
desmame imediato com diferenciagdo no numero de células caliciformes nos diversos
segmentos intestinais e também mudancas nos diferentes perfis secretdrios destas células
(neutras, acidas e acidas sulfatadas). A mucina, que apresenta diversas formas de producao, é
o principal constituinte do muco. Algumas sdo secretadas e outras estdo ligadas a membrana
celular e intrinsecamente relacionadas com a resposta inflamatéria do epitélio (KIM; HO,
2010). As caracteristicas de mudanca de cada segmento, no entanto, sdo bastante controversas
na literatura. Em ratos, por exemplo, uma estagnacdo no transito intestinal diminui 0 nimero
de células naqueles segmentos sem transitos em um primeiro momento, mas com o decorrer
do tempo de exclusdo do alimento, este nimero tende a aumentar nos mesmos segmentos
(MELLO etal., 2012).

As modificacdes metabdlicas e estruturais decorrentes do desmame ocorrem por uma
reducdo na quantidade de nutrientes no limen e ndo pelo tipo de dieta que estd sendo
oferecida ao leitdo (MCCRACKEN et al., 1995; VERDONK et al., 2001). Por outro lado, a
adaptacdo do leitdo ao consumo de uma dieta similar a oferecida no momento do desmame
durante o periodo de maternidade parece ser a chave para a reducdo do tempo de jejum do
leitdo (BRUININX et al., 2002; FRASER; PAJOR, E. A.; FEDDES, 1994). O desmame por si
sO é responsavel por todas as alteragdes citadas e, nesse sentido, somadas as modificagdes dos
grupos de animais e do ambiente durante o desmame ha um impacto sobre os principais
agentes relacionados com a manutencdo ou com o desequilibrio da microbiota. A influéncia
da dieta no periodo po6s-jejum imediato na salde intestinal também € grande, mas o efeito da
microbiota € ainda maior. Compreender como estes dois fatores se comportam frente aos
desafios do desmame e como estes podem ser tratados é a chave para atender a saude

intestinal.
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2.1.3 Populagéo Microbiana Intestinal e o Sistema Imune do Leitéo.

As microbiotas do TGI possuem um alto grau de adaptacdo interespecifica e de
evolucdo entre espécies (XU et al., 2007). A adaptacdo das bactérias ao hospedeiro esta
relacionada ndo somente com a capacidade destas se manterem dentro do organismo, mas
com as fungdes que as bactérias desempenham em conjunto com 0 organismo para 0
desenvolvimento e maturagdo de diversos processos fisiologicos e metabdlicos do hospedeiro.
A maioria das bactérias comensais presentes na mucosa dos animais sdo neutras ou benéficas,
entretanto, no hospedeiro, formam pequenos microssistemas nos diferentes segmentos
intestinais (ECKBURG et al., 2005). Isto faz mais sentido ainda quando se caracteriza o
intestino como a maior area do organismo em contato com o0s antigenos do meio ambiente,
somado ao fato que nessa regido ocorre a apresentacdo da maioria dos microrganismos para as
células do sistema imunoldgico (RAKOFF-NAHOUM; MEDZHITOV, 2008). Uma Unica
camada de células epiteliais € 0 que separa toda a microbiota do lIimen intestinal de um
grande drgdo linfoide associado ao TGI, os GALT (Tecido Linfoide Associado ao Intestino),
que inclui as placas de Peyer, foliculos linfoides isolados e os linfonodos mesentéricos. Dessa
forma, a capacidade de tolerdncia do organismo a todos estes agentes exdgenos evita uma
resposta inflamatdria aguda ou crénica com gasto energético e nutricional quando ndo ha um
desafio verdadeiro (PINHO, 2008).

O sistema imune do TGI é uma grande parte independente do sistema imune do
organismo, cuja resposta é dirigida pelas células dendriticas do epitélio, pelos macréfagos e
pelas células T e B, que sdo programadas no intestino ou nos linfonodos mesentéricos
(SWIATCZAK; RESCIGNO, 2012). Isto confere a este 6rgdo a capacidade de determinar o
grau de resposta antigénica necessario para cada situacdo, a partir da acdo de uma imunidade
inata e/ou adaptativa, que funcionam como um sistema de controle imune coordenado para o
intestino, no qual os dendritos e os macréfagos funcionam como uma espécie de porta de
entrada para a ativacao deste sistema formado por trés componentes principais (SELLERS;
MORTON, 2013). O primeiro componente € 0 muco e seus fatores antimicrobianos que
formam uma barreira entre o antigeno e a célula epitelial. O segundo é uma resposta imune
inata rapida mediada por macréfagos como resposta as bactérias que invadem o epitélio. O
terceiro € uma imunidade adquirida especifica da mucosa intestinal. Os trés permitem que a
sinalizacdo do epitélio intestinal para as células da lamina propria promova uma resposta

imune adequada, prevenindo desequilibrios nas fungdes do intestino (HOOPER;
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MACPHERSON, 2010). A resposta inata do intestino evita que haja uma grande
manifestacdo pré-inflamatéria no tecido intestinal quando este sofre qualquer injlria ou
invasdo. Isto é determinado pela agdo dos macrofagos na ldamina prépria que, silenciosamente,
fagocitam os invasores, mas mediados pelos TGF-B (fatores de crescimento tumoral B), estes
ndo secretam citocinas pro-inflamatérias (SMITH et al., 2011). A resposta inata é mediada
pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRR) existentes nas células epiteliais intestinais,
células da lamina propria, células endoteliais e fibroblastos. Estes PRRs no intestino sdo
caraterizados principalmente pelas familias toll-Like (TLR) e nucleotideos-Like (NOD)
(ABREU, 2010). Cada microrganismo é percebido de forma singular pelo intestino e, mais
especificamente, para cada uma das células em que estes PRRs estdo presentes, podendo
inclusive apresentar diferentes respostas em cada célula. Na resposta adaptativa do TGI, os
dentritos celulares agem em colaboracdo com as células epiteliais do intestino e com 0s
macrofagos para modular a resposta e diferenciagdo das células T-regulatéria (anti-
inflamatorias) e T-efetoras (pré-inflamatorias) (SELLERS; MORTON, 2013). Em intestinos
saudaveis, a resposta imune de toleréncia é predominante e esta s é conseguida porque ha
uma supressao da resposta imune contra as bactérias comensais (HOOPER; MACPHERSON,
2010). Isto ocorre porque o intestino produz células T-regulatérias especificas que sdo as
células T antigeno-especificas supressoras intestinais. Estas sdo produzidas a partir da
diferenciacdo das células CD4+ e que interagem diretamente com as células dendriticas, a
partir de células C103+ que expressam moduladores capazes de promover resposta de
tolerancia pela acdo das T-regulatorias intestinais com consequente supressdo das células T-
efetoras e também a partir das células epiteliais intestinais e das préprias células dendriticas,
que sdo capazes de promover uma resposta de tolerdncia. Entretanto, as células epiteliais
parecem ter sua acdo induzida pelas bactérias comensais (SELLERS; MORTON, 2013). O
mecanismo de tolerancia, portanto, € uma complexa relacdo de fatores que envolvem as
respostas inata e adaptativa e, dessa forma, de maneira geral, sdo as bactérias comensais que
tendem a ativar as células epiteliais do intestino para direcionar a resposta do organismo a
imunotolerancia (KINNEBREW; PAMER, 2012).

Antes do desmame, as bactérias comensais dominantes, em virtude do consumo de
leite materno, sdo os lactobacilos e os estreptococos (CASTILLO-GOMEZ; MARTIN-
ORUE, 2006). Com o desmame e todas as mudancas que este processo acarreta, a microbiota
intestinal passa por outra adaptacdo que, conforme foi discutido anteriormente, corresponde
ao terceiro estagio de modulacdo da microbiota individual (THOMPSON; WANG,;
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HOLMES, 2008). Dessa forma, h4& uma mudanca no perfil de bactérias, com a reducdo da
populacdo Gram-positiva anaerobia e aumento da populagdo Gram-negativa do género
Bacteroides, que sera o perfil dominante dos leitGes para o resto da vida produtiva (SWORDS
et al., 1993). O resultado € uma susceptibilidade maior para patdgenos e, consequentemente,
uma alteracdo na homeostase ja desafiada por tudo o que foi visto anteriormente durante o
processo de desmame (PLUSKE et al., 2003). Apos este periodo, a microbiota do leitdo,
qguando este atinge a maturidade, fica subdividida em dois grandes grupos, os Lactobacilos-
Bacilos-Estreptococos e o segundo grupo, dominante, Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides,
além de Eubactérias e Clostridium.

Ap6s o periodo de realimentacdo dos leitdes desmamados, a dieta tem um papel
fundamental na modulagdo e dindmica da microbiota. Neste sentido, as proteinas,
carboidratos, fibras, &cidos organicos, macrominerais, enzimas, probioticos, prebidticos e
também antibidticos sdo responsaveis por uma pressdao de selecdo sobre as bactérias
comensais que, em Ultima andlise, reduzem a populacdo total de bactérias especificas em
beneficio de outras e, para tornar esta questdo ainda mais delicada, todos estes fatores se inter-
relacionam sobre essa pressdo de selecdo, fazendo com que o estudo da dieta em si tenha uma
importancia fundamental (GARCIA et al., 2014; HAN et al., 2007; RIST et al., 2013;
WILLIAMS; VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001).

2.1.4 A Realimentacédo de Leitdes Desmamados e a Modulacao da Microbiota.

Apb6s o0 desmame incide um jejum imediato. O leitdo deve ser submetido a um
periodo de realimentacdo na qual o consumo durante a primeira semana pos-desmame deve
ganhar intensidade, garantindo um consequente ganho de peso diario (GPD). Quanto maior
for esse parametro nesta semana, maior sera a resposta de desempenho do animal em termos
de peso ao abate e, dessa forma, menor sera o tempo até o sacrificio (COLE; VARLEY,
2000). Para que o processo de realimentacdo seja efetivo e pouco traumatico, o alimento
oferecido deve identificar-se com a condi¢do fisioldgica do leitdo. Leites de pouco
desenvolvimento durante o desmame, necessitam de uma dieta adaptada ao seu momento
fisioldgico e metabolico em relacédo a leitdes de melhor desenvolvimento ou que ja estejam
adaptados a racdo solida e com uma grande variedade de ingredientes devido ao consumo na
fase pré-desmame (BRUININX et al., 2002; DOUGLAS et al., 2014).



26

A composicdo do alimento, o tamanho das particulas presentes no limen e o perfil
nutricional do que o leitdo comega a ingerir provocam grande impacto sobre a modulagdo da
microbiota e sobre o desenvolvimento enzimatico e fisiologico do animal. O processo de
realimentacdo, portanto, oferece substrato para a recuperacdo e desenvolvimento do leitdo
desmamado, mas permite também, e isso depende em grande parte do tipo de substrato
presente no Iumen intestinal, uma proliferacdo de bactérias, comensais ou ndo, que passam a
utilizar o excesso de substrato nao aproveitado pelo animal para sua proliferacdo (PLUSKE et
al., 2003).

Ap6s 0 jejum, as bactérias Gram-negativas assumem um papel importante na
microbiota intestinal (CASTILLO-GOMEZ; MARTIN ORUE, 2006), o que para o leitio
recém-desmamado constitui um novo desafio, uma vez que as condi¢bes propicias ao
aparecimento deste tipo de microrganismo favorecem o aumento de bactérias ndo-comensais
com alto potencial de patogenicidade no TGl ou mesmo pode levar a um aumento
desordenado das Gram-negativas comensais, 0 que também é prejudicial para o equilibrio
simbidtico da microbiota (PLUSKE et al., 2003). Assim, a colibacilose € a doenca entérica de
maior impacto em animais neonatos e no pos-desmame, provocada por diferentes cepas de
Escherichia coli enterotoxigénicas e que promovem a colonizacdo do intestino delgado a
partir da adesdo & mucosa intestinal, e a liberacdo de enterotoxinas termolabeis (LTl e LTII) e
termoestaveis (STa e STh) que agem sobre as barreiras funcionais da mucosa, aumentando
sua permeabilidade e levando a perda de fluidos para o Iumen intestinal, caracterizando o
aparecimento da diarreia aquosa (GUIGNOT et al., 2007). Estas bactérias também sdo
caracterizadas por suas diferentes fimbrias (K88, K99, 987P, F41, F18 e AINDA — Adesina
Envolvida Em Aderéncia Difusa), que sdo responsaveis pela aderéncia a receptores
especificos localizados na superficie dos enterdcitos. Estas estruturas representam os fatores
de viruléncia destas bactérias (FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005).

Dessa forma, estratégias com objetivo de controlar a proliferacdo bacteriana no TGl,
especialmente durante a primeira semana, podem ser efetivas e trazer resultados promissores
para a manutengédo da integridade intestinal. Dentre 0os mecanismos que podem ser utilizados
para evitar esse crescimento desordenado de microrganismos nocivos durante o pds-desmame,
0s antimicrobianos tém figurado como principal estratégia adotada em todo mundo para a
producéo animal, em especial, a avicola e a suinicola (GILLESPIE; FLANDERS, 2009).
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2.1.5 Antimicrobianos e a Reducédo da Populagdo Bacteriana “Indesejada”.

Os antimicrobianos tém papel importante na producdo animal, quer sob a forma
terapéutica de uso, o que na suinocultura significa a administracdo a um animal ou a um grupo
de animais que claramente demonstram sinais de doengas clinicamente aparentes; quer no
controle de doengas potencialmente perigosas, quando a morbidade excede os limites da
mortalidade; quer na metafilaxia, quando sob a presenca de alguns animais doentes no
rebanho, trata-se todos os animais a fim de evitar a disseminacdo da doenca; ou como
promotores de crescimento, quando os antibidticos sdo utilizados em doses muito mais baixas
do que a terapéutica para funcionar como um aditivo alimentar com respostas positivas de
desempenho e saude (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS, 2002; SILVA; ZOTTI, 2010).

Como promotores de crescimento, 0s antimicrobianos tém importancia devido a sua
acdo no trato digestorio sobre a microbiota intestinal, reduzindo a competicdo por nutrientes e
a producdo de metabdlitos que deprimem o crescimento dos animais (GONZALES et al.,
2012). A melhora na performance quando se utilizam antimicrobianos como promotores de
crescimento estd amplamente definida (PARTANEN, 2002; PALERMO NETO; ALMEIDA,
2006), no entanto, estas substancias tém sido alvo de discussdes pelo potencial de
desenvolvimento de resisténcia microbiana para o homem, gerando seu banimento como
promotores de crescimento na Unido Europeia (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION,
2003). Esta postura também se reflete no Brasil com a limitacdo de alguns principios ativos e
a manutencdo de outros, como a Colistina e a Lincomicina. Além da resisténcia cruzada, é
importante que a discussao do banimento e restricdo do uso de antibi6ticos promotores de
crescimento amplie o debate sobre o papel desses produtos nas satde e equilibrio intestinal
apos o periodo de desmame, aspectos “muito importantes” na producao animal.

A utilizacdo de antimicrobianos Gram-negativos especificos como o Sulfato de
Colistina, tem sido uma das principais estratégias para reduzir o aparecimento da diarreia no
periodo de realimentacdo dos animais. O Sulfato de Colistina é uma Polimixina E cujo
espectro de acdo € a seletividade sobre bacilos entéricos Gram-negativos, em especial sobre a
Escherichia coli. O mecanismo de acdo esta relacionado com seu carater anfipatico, atuando
como detergentes catidnicos simples sobre a membrana externa e citoplasmatica. Dessa
forma, as moléculas de Colistina ligam-se aos componentes fosfolipides e lipopolissacarideos

do envelope celular das bactérias, alterando o balango entre os ions Ca’** e Mg?* e
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promovendo a ruptura das membranas, causando a morte celular da bactéria (MENDES;
BURDMANN, 2009). A Colistina, portanto, tem agdo bactericida sobre estes patdgenos,
reduzindo sua populacdo na microbiota intestinal e favorecendo, dessa forma, a integridade de
funcionamento das proteinas constituintes das juncdes de oclusao (tight junctions), as zénulas
de oclusé&o, ocludinas e claudinas (SUZUKI, 2013), reduzindo a permeabilidade da membrana
e, consequentemente, a incidéncia da diarreia aquosa.

Recentemente, um dos maiores problemas do uso da Colistina como antibidtico
terapéutico foi o desenvolvimento de resisténcia bacteriana das cepas de Escherichia coli
enterotoxigénicas. Um estudo avaliando a resisténcia bacteriana das cepas de Escherichia coli
encontradas em granjas comercias de leitdes com doenga clinica na regido de Minas Gerais
(64 isolados) mostrou que o uso da Colistina teve uma resisténcia de 28,13% (COSTA et al,
2010). Outro estudo realizado com 144 amostras isoladas de Escherichia coli de leitdes
diarreicos, apontou que somente 55,26% das bactérias isoladas foram sensiveis ao uso de
Colistina e, embora esse numero seja muito superior, por exemplo, ao uso da Lincomicina
(10,52%), foi muito inferior ao uso do Florfenicol (89,47%) e do Ceftiofur (84,21%)
(MACEDO et al., 2007). A dlvida quanto a crescente resisténcia bacteriana para o uso da
Colistina se intensificou a medida que a mesma tem paralelamente um papel promotor de
crescimento seletivo frente a esta resisténcia. A questdo que fica em aberto é se um
antimicrobiano utilizado em doses inferiores a terapéutica é eficiente na reducéo da pressdo de
desafio e modulacdo da presenca desta bactéria no TGI dos leitdes ao desmame e que
coabitam em uma granja cuja resisténcia ja € evidenciada ou, pior, se essa utilizacdo em niveis
de promotores deste antimicrobiano pode acelerar ou determinar o desenvolvimento de cepas
de Escherichia coli resistentes a esta substancia, uma vez que o potencial de transposicéo e
integracdo desta bactéria € comprovadamente elevado, assim como a resisténcia associada aos
plasmideos (COSTA et al., 2009).

Os antimicrobianos essencialmente Gram-positivos tém pouca ou nenhuma agéo
sobre as bactérias Gram-negativas. Por exemplo, a Lincomicina, que € uma lincosamida
isolada de culturas de Streptomyces lincolnensis, embora sejam ativas contra bactérias Gram-
positivas, micoplasmas e bactérias anaerobicas, ndo tem atividade contra as Gram-negativas
aerobias, como a Escherichia coli, ndo sendo indicada, portanto, para o periodo de pos-
desmame. Um de seus efeitos adversos inclusive estd relacionado com o desequilibrio da
microbiota intestinal, com consequente aumento das bactérias resistentes, como cepas de

Clostridium, podendo causar diarreia aquosa a hemorragica em animais mais sensiveis a acdo
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desta substancia, como os equinos, as cobaias e o homem (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2006). Sua agcdo como promotor de crescimento, portanto, vai estar mais
direcionada a reducéo da pressao de desafio das bactérias sensiveis a este antimicrobiano.

Ja os antibidticos de amplo espectro quando usados terapeuticamente podem
influenciar na dindmica de exclusdo competitiva das bactérias comensais do organismo, uma
vez que suas ag¢Oes se dao sob um grande nimero de microrganismos, podendo levar a um
desequilibrio da microbiota normal do animal, com depressdo dos aspectos positivos da
microbiota. Este € um dos efeitos indesejaveis de muitos dos antibidticos usados tanto na
alimentacdo animal como em humanos, a a¢do sobre a microbiota normal do organismo, que
pode ter um efeito minimo e adequado sobre o0s patdgenos ou um efeito incomum e deletério
também sobre a microbiota. Efeito este que se torna mais comum quando ndo sdo respeitadas
as doses de seguranca ou o periodo total (maximo e minimo) de tratamento (SPINOSA,;
GORNIAK; BERNARDI, 2006). Neste ponto, cabe destacar a acdo destes antibioticos de
amplo espectro como responsaveis mais incisivos no desenvolvimento da resisténcia
bacteriana do que os antibidticos seletivos como a Colistina (WHITE; FEDORKA-CRAY;
CHILLER, 2006).

Os antimicrobianos como promotores de crescimento devem fornecer um meio no
qual a microbiota consiga manter seu equilibrio dindmico, mesmo em momentos de situacéo
de estresse, como o desmame, permitindo que se tenha uma reducdo da populacdo de
bactérias patogénicas e de suas toxinas, minimizando a utilizacdo de nutrientes essenciais
pelas bactérias, aumentando a sintese de vitaminas e de outros fatores para a manutencdo do
funcionamento regular do TGI, além da reducdo das perdas energéticas pela menor
fermentacdo microbiana intestinal (DIBNER; RICHARDS, 2005). Com a proibicdo de sua
utilizacdo, grande parte das pesquisas envolvendo a nutricdo e a sanidade de leitbes na Unido
Europeia comecaram a se dedicar a alternativas para a manutencao do equilibrio dindmico da
microbiota ap6s o desmame. Para alcancar as mesmas condi¢fes proporcionadas pelos
antimicrobianos, € preciso olhar para 0 que o animal estd comendo neste periodo de
realimentacdo e também para os periodos subsequentes, fazendo com que o TGl e a
microbiota possam processar estes nutrientes sem causar um desequilibrio fisioldgico,
metabolico ou na populacdo microbiana, desfavorecendo o aparecimento e a proliferacdo de
patogenos (BEDFORD, 2000; HEO et al., 2013; MATEOS; LAZARO; MEDEL, 2000;
STEIN, 2002).
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2.1.6 A Composicdo da Dieta e a Prevencdo de Desordens Intestinais em Leitdes no Pos-

Desmame

Um dos aspectos primordiais na producdo de leitbes sem a utilizacdo de
antimicrobianos promotores de crescimento corresponde as condicdes de ambiéncia e
sanidade a que os animais sdo submetidos. O uso de substitutos aos antimicrobianos néo
devem sugerir simplesmente que uma troca de produtos moduladores da flora intestinal
promova a acdo destes na supressdo do crescimento e presenca de patdgenos, pois, estes tém
um poder notadamente inferior aos antimicrobianos para estes objetivos. Dessa forma, a
producdo de leitdes sem o uso de antimicrobianos deve ser entendida como uma mudancga no
modo de producéo suinicola, que envolve atribuir a importancia devida a manejos simples, a
nutricdo e, também, ao uso de moduladores da microbiota, como os prebidticos (LALLES et
al., 2007).

Manejos simples como a limpeza e desinfeccdo, “todos dentro todos fora” ou vazio
sanitario que garante reducdo da pressao de desafio, vacinacdo eficiente e de qualidade,
fornecimento de agua limpa e potavel, preservacao do espago minimo requerido para o leitao,
manutencdo do ambiente limpo e seco e com qualidade do ar garantida, além de uma
temperatura de conforto térmico de acordo com a idade e a condicéo fisiologica dos leitdes,
periodos de desmamem que permitam uma reducdo do estresse e um menor periodo de jejum
sdo as maneiras mais econdmicas e eficientes para um desmame com menores desafios
entéricos, sendo divisores para o0 sucesso ou ndo do processo (MADEC; ROSE-AFSSA, 2007;
STEIN, 2002).

Nutricionalmente, as proteinas, fibras, energia, célcio, fésforo, zinco, cobre e outros
nutrientes podem representar o ponto de equilibrio entre salde intestinal e producdo animal,
pois, a composicdo alimentar tem interferéncia preponderante no perfil da microbiota do TGl,
influenciando decisivamente a prevaléncia de desordens intestinais e a incidéncia de diarreia,
garantindo que o leitdo possa retomar seu crescimento efetivo ap6s o jejum imediato (WU et
al., 2015).

2.1.6.1 Proteinas

Talvez a maneira mais simples de reduzir a incidéncia de diarreia seja oferecer ao

animal dietas com menor nivel de proteina, em torno de 18%. As proteinas (e leia-se também
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aminoacidos (AA), quando em excesso no limen intestinal, podem ser determinantes para a
modulacdo indesejavel da microbiota dos leitdes (STEIN, 2002). Proteinas provenientes de
fontes enddgenas ou da dieta podem ser usadas como substrato para a fermentacéo bacteriana
do TGI que ocorre no intestino grosso distantes das regifes intestinal onde a proporcéo de
carboidratos fermentaveis € menor. Neste processo fermentativo, uma fracdo de AA e
peptideos também podem sofrer fermentagdo no intestino delgado. A fermentagdo proteica é
realizada por bactérias proteoliticas e este processo gera, alem de acidos graxos, muitos
compostos tdxicos, como a amonia e algumas aminas (WILLIAMS et al., 2005). A aménia
produzida pode ser metabolizada pelo figado ou ser utilizada como substrato para o
crescimento bacteriano a partir da utilizacdo de energia proveniente da fermentacdo de
carboidratos. E um dos principais componentes do odor das fezes dos suinos e sua
concentracdo no intestino delgado provém do balanco entre a desaminacdo dos AA e a sintese
proteica bacteriana (OTTO et al., 2003). As aminas sdo produzidas pela descarboxilacdo dos
AA por um grande nimero de bactérias e, quando produzidas desordenadamente, também
podem ser responsaveis pelo aumento da incidéncia de diarreia (RIST et al., 2013).

O desmame desencadeia uma cascata de fatores que, em ultima analise, levam a uma
modificacdo na populacdo microbiana do TGI, que favorece o crescimento de bactérias Gram-
negativas aerdbicas, como a Escherichia coli, em detrimento de bactérias produtoras de acido
latico, como os Lactobacilos. As dietas de desmame geralmente possuem um percentual de
proteina, AA e energia elevados como forma de compensar o baixo consumo dos animais.
Entretanto, niveis mais elevados de nutrientes para leitdes em fase de realimentacdo levam a
perdas, uma vez que uma quantidade de proteina e aminoacidos ndo sofre processos
enzimaticos e absorcdo, ndo sendo aproveitados pelo animal, servindo de substrato para as
bactérias e desencadeando a formacdo de compostos tdxicos (LIBAO-MERCADO et al.,
2009). Outra caracteristica € a reducdo da presenca dos Lactobacilos que favorece ainda mais
0 meio para a proliferacdo de bactérias patogénicas como as Escherichia coli enterotdxicas.
As fontes proteicas quando séo de elevada digestibilidade exercem uma influéncia positiva
para os leitdes. A caseina neste caso é um bom exemplo, sendo praticamente toda digerida e
absorvida, ndo permanecendo no limen para o processo de fermentacdo (KOMURA et. al.,
2014). Em contrapartida, fontes proteicas de origem vegetal s&o menos digestiveis, uma vez
que as enzimas digestivas para este tipo de substrato ndo estdo sendo produzidas em
quantidades suficientes, fazendo com que um excesso deste tipo de fonte proteica na dieta

possa servir de substrato para a fermentacdo bacteriana (RIST et al., 2013).
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Dessa forma, uma redugdo na fracdo proteica total da primeira ragdo oferecida ao
leitdo podem diminuir a contagem de coliformes e melhorar a relagéo lactobacilos/coliformes
nas fezes e diminuir a incidéncia de diarreia nos primeiros dias pos desmame (GARCIA et al.,
2014; HEO et al., 2008; NYACHOTI et al., 2006; PIEPER et al., 2012). Mas, para que essa
reducdo tenha o efeito desejado sobre a microbiota e as caracteristicas fecais, esta racdo deve
ser suplementada com aminodcidos sintéticos a fim de oferecer ao leitdo o substrato
necessario para seu completo desenvolvimento, ndo sé intestinal, mas também muscular
(PLUSKE, 2013). Esta reducdo também nao pode ser tdo severa a ponto do animal nao
conseguir demonstrar seu potencial de crescimento, ja que o leitdo modifica seu metabolismo
de aminoécidos para o desenvolvimento do TGI, podendo levar a uma reducdo em seu
crescimento muscular caso a reducdo proteica ou a oferta de aminoacidos essenciais (e ndo
essenciais) seja reduzida drasticamente (DENG et al., 2009; YUE; QIAO, 2008).

Outro aspecto que envolve a utilizacdo de proteina para a promo¢do da saude
intestinal sdo as chamadas “proteinas funcionais”, que além de fornecer aminoacidos para o
crescimento do animal, também desempenham funcdes especificas sobre seu metabolismo.
No caso das proteinas funcionais para leitbes ao desmame, o principal expoente € o plasma
sanguineo desidratado, composto por imunoglobulinas, peptideos e fatores de crescimento
com func¢des reconhecidamente imunes e de estimulo de consumo para os leitdes. A fracdo
proteica do plasma é de alta digestibilidade, evitando que o mesmo seja utilizado como
substrato para fermentacdo. Ainda em relacdo a acdo sobre a microbiota, o uso do plasma €
capaz de proteger contra infeccdo induzida por Escherichia coli enterotoxigénica, por seu
papel como colaborador para a manutencdo da mucosa intestinal, ativador do sistema imune
(principalmente de mucosa) e reducdo da expressdo de mediadores inflamatorios causados
pela Escherichia coli no intestino. Em ratos, ficou demonstrado que o plasma é capaz de
modular a funcdo e a estrutura das funcGes de barreira da mucosa intestinal de animais
desafiados com enterotoxina estafilococica (MORETO; PEREZ-BOSQUE, 2009). Mesmo
fontes alternativas de plasma, como de frango, parecem ter excelente resposta sobre a
estimulacdo do sistema imune, preservagdo da mucosa intestinal e modulagdo da microbiota
(ZHANG et al., 2015). O plasma também favorece o consumo sob as condi¢des de estresse do
desmame, fazendo com que a realimentacdo seja mais vigorosa (ABREU et al., 2010), mesmo
que estes leitbes estejam sob condigdes de desafio (VAN DIJK et al., 2002) ou que sejam
desmamados precocemente (14 dias) (GATTAS et al., 2008).
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2.1.6.2 Fibras Alimentares

No Brasil, o uso de fibras dietéticas para leitbes ainda € bastante insipiente,
sobretudo, porque a base das ragdes para monogastricos em geral é composta de milho e
farelo de soja. Para leitbes, essas matérias primas sofrem processamentos, como a
gelatinizacdo do milho e a extrusdo, a micromoagem, ou a purificacdo da soja. Também sdo
usados o leite de vaca e seus derivados, como o0 soro, a lactose e subprodutos oriundos da
fabricacdo de bolacha. Neste sentido, o percentual de fibra bruta em uma ragéo para leitdes ao
desmame € baixo, geralmente em torno de 2 a 3%. Na maioria dos paises da Unido Europeia,
esta situacdo € diferente, sendo a base das ragBes para monogéatricos compostas por trigo,
sorgo, cevada, arroz, aveia e outros cereais, 0 que para leitdes, quando passam por sele¢des
especificas e processamentos, tem sua digestibilidade e palatabilidade melhoradas. Da mesma
forma, s@o usados o leite e seus derivados e algumas proteinas vegetais de alta digestibilidade,
como a da batata. A porcdo de cereais utilizadas na elaboracdo destas racdes confere um
percentual de fibra bruta em torno de 3,5 a 5% nestas dietas.

Entretanto, é preciso diferenciar a fibra bruta obtida quimicamente por tratamento
acido e alcali das fibras dietéticas ou alimentares, que correspondem a qualquer substancia,
fibrosa ou n&o, que ndo sdo hidrolisadas pelas enzimas do TGI, mas podem sofrer agédo
fermentativa das bactérias parcial ou total no intestino grosso. Neste sentido, compbe o
conceito de fibras alimentares os polissacarideos ndao amilaceos e a lignina, mas também
algumas substancias que sao fisiologicamente semelhantes as fibras, os amidos resistentes, a
inulina e também alguns prebidticos. Os PNAs, apesar de serem polissacarideos, diferem do
amido pelas ligagdes quimicas entre seus agucares, evitando a digestdo normal pelas enzimas
do TGI dos mamiferos, sdo constituidos pela pectina, celulose, hemicelulose, goma e
mucilagem; A lignina ndo é um polissacarideo, mas um polimero de fenilpropil alcool e
acidos. Dessa forma, as fibras se classificam em insollveis ou ndo fermentaveis, que sdo a
lignina, hemicelulose e celulose, e que tem como principais caracteristicas aumentar o bolo
fecal e reduzir o tempo de passagem da digesta; e sollveis, fermentaveis ou viscosas,
compostas pela pectina, goma, mucilagem e alguns tipos de hemicelulose, e que tem como
principais caracteristicas retardar o esvaziamento gastrico e desacelerar a absor¢do da glicose.
Estas Ultimas sdo prontamente fermentaveis pelas bactérias do intestino grosso (BRITO et al.,
2009).
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Quando se trabalha com a alimentacdo de leitdes, a composi¢cdo dos ingredientes,
especialmente os ndo totalmente digeriveis, como as fibras alimentares tém grande influéncia
sobre a microbiota, uma vez que estes compostos permanecem no limen intestinal e servem
como substrato para sua fermentacéo e, consequentemente, crescimento (FLINT et al., 2008;
PIEPER et al., 2009). Um dos produtos da fermentagdo microbiana das fibras no intestino
grosso sdo os SCFA (acidos graxos de cadeia curta), como o butirico, latico, propi6nico,
acetico, considerados benéficos para a mucosa intestinal e para o equilibrio dindmico do TGI,
sendo que cada SCFA apresenta uma especificidade de acdo. Estas acdes incluem o
fornecimento de energia para as células do epitélio e tecidos adjacentes, reducdo do processo
inflamatorio imunomediado, acidificacdo do meio para reduzir o crescimento de bactérias
patogénicas e estimulo a proliferagdo celular (BLAUT; CLAVEL, 2007; RICHARDS;
GONG; LANGE, 2005), além de acdes especificas, como a modulacdo das juncdes de
oclusdo (tight junctions) via proteinas-quinases pelo acido butirico (PENG et al., 2009).

Com base nestes conceitos, a adicdo de fibras para racGes de leitdes envolve uma
nova abordagem de funcionalidade e, como ocorrem com as proteinas, a adicdo de fibras
alimentares pode levar a um melhor desempenho e promover grandes alteracdes benéficas a
microbiota intestinal e a sua acdo fermentativa (HERMES et al., 2009) principalmente quando
a inclusdo ¢ de fibras insoltveis (MATEOS; LAZARO; MEDEL, 2000).

Este tipo de fibra influencia a composicdo taxondmica e o metabolismo da
microbiota intestinal, principalmente pelo tipo de fibra e sua consequente interferéncia no
fluxo de nutrientes no TGl (METZLER-ZEBELI et al., 2010). Dessa forma, em termos de
ingredientes fibrosos que podem ser usados para leitBes no periodo de pds desmame, niveis
moderados de farelo de trigo ou aveia na dieta p6s desmame sdo indicadas ja que podem
aumentar o consumo destes animais (MOLIST et al, 2009).

Também a utilizacdo de aveia e cevada diminuem a incidéncia de diarreia e podem
exercer 0 papel de fibras funcionais (STEIN; KIL; ROTH, 2013). Por outro lado, a pectina,
qguando comparada com fontes de fibra insolGveis, ndo parece ter efeitos benéficos sobre o
desempenho e a morfologia intestinal dos leitdes, enquanto que as fontes insollveis podem
influenciar decisivamente as fungdes intestinais principalmente pelo aumento da producdo de
mucina e, consequentemente, maior protecdo da mucosa intestinal (HEDEMANN et al.,
2006).

De maneira geral, todos os bons resultados relacionados com a utilizagdo de fibras

funcionais estdo relacionados com a modulagéo da microbiota no intestino grosso, com uma
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prevaléncia maior de Lactobacilos, melhor relacdo total deste com a Escherichia coli e,
consequentemente, uma maior producdo de SCFA, em especial o &cido butirico (BIKKER et
al., 2006; HERMES et al., 2009; METZLER-ZEBELI et al., 2010). Estas respostas benéficas
sobre o TGI também fazem parte da acdo dos prebidticos (HOUDIJK et al., 2002), mas estes
também sdo referidos na estimulagdo e modulacao do sistema imune sérico e de mucosa (MA
etal., 2014; XIONG et al., 2015).

2.2 ADITIVOS COMO ALTERNATIVAS AOS ANTIMICROBIANOS — PREBIOTICOS

A atencdo dedicada ao nivel de proteina ou de fibra das dietas para leitdes em
determinadas situac@es, especialmente aquelas em que ha desafio sanitario, desmames com
idades muito precoces, baixo ou nenhum estimulo de consumo na maternidade e outros
fatores que impactam diretamente na condicdo fisioldgica e imune do animal, pode ndo ter o
efeito desejado sobre as expectativas de desenvolvimento e aparecimento de diarreia em
leitbes no periodo pds-desmame (WU et al., 2015).

Neste sentido, a UE vem buscando alternativas aos antimicrobianos que possam
funcionar como estimuladores de apetite, moduladores da microbiota e, principalmente, do
sistema imune local do TGI e sisttmico a fim de aumentar a protecdo dos leitdes e evitar a
quebra do ténue equilibrio dindmico deste 6rgdo. Entre estas alternativas, acidos organicos,
probidticos e prebioticos tém recebido grande atencdo da pesquisa e avancos tém sido feitos
principalmente quanto a descoberta da efetividade nas respostas frente a desafios e
mecanismos de acdo destes aditivos. A funcionalidade de cada uma destas alternativas em
ultima andlise recai sobre os beneficios para 0 TGl e a manutencdo da saude intestinal de
leitbes, mesmo apds as modificacbes impostas pelo desmame (HAN et al., 2007; KUMAR et
al, 2007; PATEL,; GOYAL, 2012).

Os prebidticos podem ser considerados substancias com beneficios indiretos, uma
vez que sua acdo predispde a uma modulagdo da microbiota, seja como substrato de
fermentacgdo, seja como estimulador de mediadores quimiotaticos de mucosa, fazendo com
que essa microbiota influenciada pela acdo dos prebidticos possa ser responsavel ou co-
responsavel pelos beneficios observados com o uso desses produtos (HOUDIJK et al., 2002).

A definicdo de prebiotico pressupde que sdo ingredientes ndo digeriveis resistentes a

acidez géstrica e a atividade enzimética da digestdo, susceptiveis a fermentagdo bacteriana e
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com habilidade de estimular o crescimento ou a atividade das bactérias benéficas da
microbiota (GIBSON et al., 2004; LAPARRA; SANZ, 2010). De acordo com este amplo
conceito, similar ao de fibras alimentares, diversas substancias assumem o papel de
prebidticos na alimentacdo de humanos, animais e também no preparo de alimentos, como a
inulina, os derivados de oligossacarideos (galacto, xilo, arébico, fruto, quitosan), manitol,
lactulose, rafinose, maltodextrina e outras muitas substancias capazes de oferecer beneficios a
saude intestinal (PATEL; GOYAL, 2012).

Os prebiodticos influenciam o contetido de acidos graxos volateis (AGV), sendo que
0s SCFA (&cidos graxos de cadeia curta) estimulam a proliferacdo das bifidobactérias e dos
lactobacilos e, como &cido butirico, fornecem energia para o crescimento do epitélio intestinal
(HOUDWK et al., 2002). Dentre os principais prebiéticos utilizados para o desmame de
leitbes, os mananooligossacarideos (MOS) tém sido amplamente estudados com resultados
benéficos sobre a estimulacdo da microbiota e o desenvolvimento do animal (SHIM et al.,
2005), reduzindo a incidéncia de diarreia (LUNA et al., 2015), diminuindo a incidéncia de
salmonelose (HORTA, 2009) e sendo eficiente na substituicdo aos antimicrobianos
(CORASSA; LOPES; BELAVER, 2012). Os galactooligossacarideos e 0s
frutooligossacarideos apresentam bons resultados sobre a modulagéo das bifidobactérias e dos
lactobacilos (KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002; SMIRICKY-TJARDES et al., 2003) e
sobre 0 aumento da producdo de acido latico e acético (ZIMMERMANN; BAUER,;
MOSENTHIN, 2001). Também sédo usados a lactulose, com beneficios similares (GIBSON et
al., 2004), e a Inulina, com efeitos benéficos sobre a producdo de AGV (CRITTENDEN;
PLAYNE, 1996).

2.2.1 Quitooligossacarideos e Suas Aplicacdes Como Prebidticos

Um outro prebidtico que vem sendo recentemente muito estudado principalmente na
China (MA et al., 2014; XIONG et al., 2015; XU et al., 2013; YIN et al., 2008) é o
Quitooligosacarideo (QOS), um composto produzido a partir da deacetilacdo das quitinas ou
quitosanas, polissacarideos abundantes na natureza, presentes na parede celular de fungos e
no exoesqueleto de artrépodes e, em especial na China, de crustaceos. Os QOS sao
caracterizados pela degradacdo destes polissacarideos por processos de hidrolise enzimatica
ou quimica, levando a formacdo de oligbmeros ou mondémeros com caracteristicas

importantes como a bioatividade (MONTILLA et al., 2013). A hidrdlise quimica a partir de
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acidos fortes vem sendo amplamente utilizada pela industria de modo geral para a obtencéo
do QOS, entretanto, este processo, além de ter grande potencial de polui¢do, acaba por gerar
um QOS de baixa qualidade em funcdo da reducdo em sua polimerizacdo (HEALY; ROMO,
BUSTOS, 1994).

Uma das alternativas para a producéo do QOS a partir da quitina ou quitosana é a sua
hidrélise enzimética, a partir de enzimas como a pepsina, pectinase, lisozimas, proteases,
lipases, quitanases e quitosanases. Esta degradacdo, aléem de ser preferivel a quimica pelas
caracteristicas acima expostas deste Gltimo processo, também permite uma maior estabilidade
e controle sobre a hidrélise da quitina, obtendo-se produtos de melhor qualidade (JUNG;
PARK, 2014). Para a degradacdo enzimética, uma grande quantidade de microrganismos,
como bactérias e fungos, pode ser utilizada para a biofermentacdo e consequente acao
catalitica enzimatica, promovendo a quebra das moléculas de polissacarideos em oligbmeros e
mondmeros. Esses microrganismos produzem enzimas quitanases ou quitosanases capazes de
quebrar as ligacbes glicosidicas entre os agucares, que sdo as glicosidases hidrolases (HG),
classificadas como enzimas de Atividade em Carboidratos (CAZy) (CANTAREL et al.,
2009). Dentre os diversos microrganismos responsaveis por essa acdo enzimatica sobre a
quitina e quitosana, os bacilos, lactobacilos, as aeromonas, 0s aspergilos e 0s termococos
demonstram sua capacidade de promover a¢des enzimaticas especificas sobre as ligaces
glicosidicas permitindo a producdo de uma grande variedade de QOS (JUNG; PARK, 2014).

Dessa forma, a caracterizacdo do QOS se da segundo sua fracdo de residuos N-
acetilados, grau de N-Acetilacdo, grau de polimerizacdo, peso e distribuicdo molecular e
sequéncia de N-Acetilagdo. E a partir da purificacdo e caracterizagcdo dos produtos formados
pelas reacOes enzimaticas hidroliticas de quebra das ligacdes glicosidicas, é possivel
caracterizar um QOS (AAM et al., 2010), tornando-o um produto que, gracas a baixa
viscosidade e boa solubilidade em pH neutro, pode ser usado largamente na composicdo de
cosmeéticos, preservacao de alimentos, na agricultura e, cada vez mais, explorado também na
prevencao de saide humana e animal (KIM; RAJAPAKSE, 2005).

Na alimentacdo animal, os resultados tém sido bastante promissores, principalmente
em aves e suinos (LI et al., 2007; LIU et al., 2008). A principal resposta do QOS, assim como
0s outros prebidticos, € a modulacdo da microbiota, com reducéo da populagdo de Escherichia
coli, Bacillus cereus e Clostridium (HAN et al., 2007; KUMAR et al., 2007) e um aumento na
contagem de Lactobacilos nas fezes (LIU et al., 2008). Outro aspecto relevante do uso do

QOS ¢ a reducdo do processo inflamatdrio da mucosa intestinal determinado pela redugédo da
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expressdo das proteinas TLR4 (receptores de reconhecimento) e da calprotectina (muito usada
como marcador para doengas inflamatérias intestinais) (XIAO et al.,, 2014). Quanto a
morfologia intestinal, 0 QOS tem sido referenciado pelo aumento de vilosidades de criptas e
melhora na relacdo vilos/cripta para niveis de QOS a partir de 100 mg/kg quando comparados
com um grupo controle (LI et al., 2007; XU et al., 2013), mas podendo haver reducdo das
profundidades de cripta quando este prebidtico esta associado ao cobre (WANG et al., 2012).
Em baixas dosagens (30 mg/kg), o QOS apresentou estimulo a resposta imune, mas as
respostas sobre a mucosa intestinal, a modulacdo da microbiota e 0 desempenho dos animais
ndo foram eficientes em comparacdo aos resultados encontrados com uma maior incluséo do
prebidtico (XIONG et al., 2015).

De maneira geral, o melhor desempenho zootécnico dos leitdes com o uso do QOS
esta associado a diminuicao da incidéncia de diarreia no periodo imediatamente pos desmame
(HAN et al., 2007; KUMAR et al., 2007; WANG, 2012; XU et al., 2013) e a acdo sobre o
sistema imune do organismo, com aumento na IgA sérica (MA et al., 2014; XIONG et al.,
2015; YIN et al., 2008) e também na IgG e IgM e das interleucinas IL1, IL2 e IL6 (YIN et al.,
2008), o que faz com que o QOS apresente resultados similares ou mesmo superiores quando
comparados com 0s antimicrobianos promotores de crescimento (MA et al., 2014; YANG et
al., 2012), indicando que esta substancia pode ser promissora como alternativa na retirada
destas drogas na suinocultura para enfrentar os desafios do desmame.

2.2.2 Quitooligossacarideo produzido em Londrina

Para o QOS produzido pela Universidade Estadual de Londrina e utilizado neste
trabalho, o processo de obtencdo do produto compde as etapas de: obtencdo, quantificacdo e
caracterizacdo do fermentado rico em QOS.

Para a obtencdo do QOS a partir da farinha de crisalida, foi utilizado para a
fermentacdo a linhagem do Bacillus subtilis DP4, obtido no acervo microbiologico do DCTA,
a qual foi usada para inocular 150mL de meio de cultura preparado de acordo com Itano
(2006), contendo 7,10% de farinha de crisdlida como Unica fonte de carbono adquirida na
empresa Fiacdo de Seda BRATAC - Londrina-PR (Tabela 1), aléem de 2,84% de peptona
como unica fonte de nitrogénio. O pH foi ajustado para 9,60 com solucdo de NaOH 30% e o
meio esterilizado em autoclave a 121°C, 1 atmosfera de pressdo, durante 15 minutos e,

posteriormente, cultivado a temperatura de 31 °C durante 96 horas, com agitacdo de 110rpm.
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Apo6s 96 horas, 0 meio de cultura fermentado foi misturado com o carbonato de
calcio na proporcao de 2:1 (v/p) para, em seguida, passar por uma secagem em estufa com
circulacdo de ar a 45 °C por aproximadamente 48 horas. Apds esse periodo, o produto foi
triturado para homogeneizacao e armazenado em sacos de polietileno (46 x 28cm), vedados e

mantidos em camara fria a 5 °C até sua utilizagao.

Tabela 1 — Composicdo centesimal da farinha de crisalida obtida junto a empresa Fiacdo de
Seda Bratac — Londrina — PR.

Proteina Bruta (%) | 52,66 Isoleucina (%) 2,18 Treonina (%) 2,62
Extrato Etereo (%) | 27,17 Leucina (%) 3,75 Potassio (mg/kg) | 7643,09
Célcio (%) 0,11 Ac. Glut. (%) 6,75 Magnésio (mg/kg) | 3266,75
Faésforo total (%) | 0,69 Lisina (%) 3,47 Manganés (mg/kg) | nd
Alanina (%) 2,82 Cistina (%) 0,62 Zinco (mg/kg) 162,29
Arginina (%) 2,73 Metionina (%) 1,69 Ferro (mg/kg) 89,11
Ac. Aspart. (%) 5,88 Fenilalanina (%) | 2,67 Cobre (mg/kg) 14,65
Glicina (%) 2,35 Tirosina (%) 2,91 Cobalto (mg/kg) 8,50

Fonte: Itano (2006).

Para o perfil enzimético, a determinacdo da atividade Enzimatica Cx e Cl1,
assim como a atividade amilolitica, lignolitica e quitinolitica, foram previamente
determinadas por Quintana (2009), identificando a acdo amilolitica e quitinolitica do
fermentado.

O Bacillus subtilis DP4 permanece vivo em associacdo com o QOS,
conferindo a este, caracteristica também de probidtico associado, embora esta atividade
probidtica sobre o organismo ainda ndo esteja definida para este tipo de producdo. O que ha é
uma continua a¢do quitinolitica deste microrganismo no produto (ITANO, 2006).

Como prebidtico na producdo animal, o QOS produzido na Universidade
Estadual de Londrina foi previamente testado por este mesmo autor em frangos de corte. Os
resultados apontaram uma reducéo no consumo diario das aves, mas sem influéncia no GPD
dos animais. Em relagdo ao estimulo do sistema imune das aves, Quintana (2009) identificou
maior teor de 6xido nitrico com o aumento da idade e uma producdo mais acentuada de

anticorpos contra a doenca de Newcastle apds a vacinacdo das aves para o uso do QOS,
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entretanto ndo houve diferenca para a quantidade de linfocitos e células fagociticas no sangue
das aves que foram alimentadas com este produto.

Para leitOes, esse tipo de producdo de QOS pela Universidade ainda nao tem
nenhum trabalho de referéncia zootécnica, sendo este, portanto, o primeiro trabalho

zootécnico com suinos relacionado a esta metodologia de producao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o Quitolooligossacarideo (QOS) produzido pela Universidade Estadual de
Londrina a base de um subproduto da industria téxtil como prebidtico para leitdes ao

desmame.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a partir de um estudo de dose-resposta, o melhor nivel de QOS que promova
uma acdo prebidtica para leitbes recém-desmamados quanto a performance, a morfometria

intestinal e presenca e diferenciacdo de células somaticas na lamina propria.

Avaliar a resposta do melhor nivel identificado de QOS para leitbes recém-
desmamados frente a dois antibidticos de acdo especifica gram positivo e negativo, a colistina
e a lincomicina respectivamente, quanto a performance, a morfometria intestinal, a presenca e
diferenciacdo de células somaéticas na lamina propria e ao desenvolvimento imune dos

animais.
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4 ARTIGOS PARA PUPLICACAO

ARTIGO 1 (Normas para submissao a Revista Semina Agrarias)

Quitooligossacarideo para leitbes ao desmame: uma avaliacdo do efeito dose-resposta sobre

desempenho, visceras e morfometria intestinal.

ARTIGO 2 (Normas para submissao de artigo a Revista Semina Agrarias)

Quitooligossacarideo como substituto aos promotores de crescimento: Efeitos no

desempenho, morfometria e imunidade de leit6es desmamados.
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4.1 ARTIGO 1

Quitooligossacarideo para leitdes ao desmame: uma avaliacdo do efeito dose-resposta sobre

desempenho, visceras e morfometria intestinal

Chito-oligosaccharide for weaning piglets: an evaluation of dose-response effect on performance,

viscera and intestinal morphometry

Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito dose-resposta do Quitooligossacarideo
(QOS) produzido pela Universidade Estadual de Londrina sobre o desempenho, morfohistometria e
peso de 6Orgdos de leitdes ao desmame. Foram utilizados 72 leitdes de genética Pen Ar Lan®,
desmamados com idade média inicial de 23 dias e peso médio de 7,51 + 1,35 kg. Os tratamentos
consistiram em uma dieta base com os niveis de incluséo de 0, 50, 100 e 150 ppm de QOS. Para a
avaliacdo visceral e morfohistométrica, 24 animais foram abatidos aos 31 dias de idade e peso médio
de 11,01 = 1,25 kg. Ndo houve efeito de regressdo sobre o desempenho ou incidéncia de diarreia.
Houve efeito de regressdo polinomial positivo para peso do intestino grosso, altura de vilosidades de
jejuno e profundidade de cripta no jejuno e ileo, e regressao polinomial quadratica para a relacdo
vilos/cripta deste Gltimo segmento. Também se observou este tipo de regressao para lesées no epitélio
intestinal e contagem de linfécitos no duodeno e eosinéfilos no duodeno e também no ileo. De
maneira geral, os niveis crescentes de QOS melhoraram a morfofisiologia intestinal e ativaram a
células somaticas na lamina propria do intestino dos leites, entretanto, ndo houve influéncia sobre a
performance produtiva dos animais, provavelmente, porque estes ndo foram submetidos a condi¢des
entéricas adversas. Frente a todos os parametros estudados, o nivel de 100 ppm de QOS mostrou-se o
mais promissor na modulacdo da microbiota intestinal para as condicGes propostas por este
experimento.

Palavras-Chave: Creche. Diarreia. Prebiotico. Performance. Alternativa.

Abstract Abstract: The objective of this paper was to evaluate the dose-response effect of a Chito-
oligosaccharide (COS) produced by Universidade Estadual de Londrina over performance, diarrhea
episodes, visceral characteristics and morphometry. A total of 72 Pen Ar Lan® piglets were weaned
at 23 days (23,40) and 7.51 £ 1.35 Kg of BW. The treatment was a basic diet plus inclusion of 0, 50,
100, 150 ppm of COS (100 mg/kg). To the visceral and morphometric evaluation, 24 animals were
slaughtered at 31 days of age with 11.01 + 1.25 kg of BW. No regression effect over the performance
or diarrhea prevalence was observed. Positive polynomial regression effect was observed for large
intestine weight, villus height of jejune and crypt depth in the same organ and ileum and quadratic
polynomial regression effect was observed for villus/crypt relation of ileum. The same regression
effect was observed in the intestinal epithelium lesions and total amount of lymphocytes and
eosinophils in the duodenum and, for this last cell, in the ileum too. In general, increasing levels of
COS leads to better intestinal morphometry and activates somatic cells in the lamina propria in the
piglets intestine, however, no influence was observed in productive performance of these animals,
probably, due to the absence of enteric challenge conditions. Face to all studied parameters, the level
of 100 ppm of COS showed to be the most promising on the gut modulation for this experimental
condition.

Keywords: Nursery. Diarrhea. Prebiotic. Performance. Alternative.
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Introducéo

O uso indiscriminado de antibidticos na producéo animal aumenta a probabilidade de selecdo
de patogenos resistentes (MORES, 2014), interferindo diretamente sobre a eficacia destes produtos
para a salde humana. Em face disso, a suinocultura mundial, em especial no continente europeu, vem
procurando alternativas vidveis para a retirada dos antibiéticos sem que haja uma redugdo severa no
desempenho e na condicao sanitaria dos animais.

Neste sentido, os prebidticos figuram como substancias bastante promissoras para a
viabilidade da producdo suinicola, em especial para leitdes, pois, tem grande impacto sobre o periodo
mais critico desses animais, 0 desmame (ROBERFROID et al., 2010). Mananooligossacarideos e
frutooligossacarideos tém sido os mais estudados para esta categoria, entretanto, novos prebidticos tém
figurado como substancias potencialmente benéficas, como a quitosana, polissacarideo abundante na
natureza e que estdo presentes na parede celular de fungos e no exoesqueleto de artrépodes, sendo
estes as principais fontes de extragdo e producéo do quitooligossacarideo (QOS). No Brasil, entretanto,
poucos séo os estudos com a utilizagdo deste produto para a nutricdo animal.

A Universidade Estadual de Londrina, desde 2006, vem estudando um QOS produzido a partir
de um subproduto da indUstria de seda, a farinha de crisalida (ITANO, 2006). Com resultados bastante
promissores em frangos de corte (QUINTANA, 2009), este produto tem grandes perspectivas de bons
resultados sobretudo relacionados a salde intestinal e a modulacdo do sistema imune para leitdes,
atribuido porque a acdo prebidtica do QOS envolve a ativacdo de interleucinas, aumento da
concentracdo sérica de imunoglobulinas, incrementando as respostas imunes e minimizando o
processo inflamatério do intestino (HAN et al., 2007; MA et al., 2014; YIN et al., 2008).

Objetivou-se com este trabalho, através de um estudo de dose-resposta, avaliar a acdo
prebidtica do QOS para leitdes recém-desmamados quanto a performance, morfometria intestinal, e a

presenca e a diferenciacdo de células somaticas na lamina propria.
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Material e Métodos

Preparacéo do Indcuo para producdo do Quitooligossacarideo.

Produzido a partir de uma linhagem de Bacillus subtilis DP4, obtida no acervo microbiol6gico
do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina
(DCTA), a qual foi usada para inocular 150 mL de meio de cultura preparado, segundo Itano (2006),
contendo 7,10% de farinha de crisdlida como Unica fonte de carbono, adquirida na Empresa Fiacdo de
Seda BRATAC — Londrina-PR (Tabela 1), além de 2,84% de peptona como Unica fonte de nitrogénio.
No meio o pH foi ajustado para 9,60 com solugdo de NaOH 30%, sendo esterilizado em autoclave a
121°C, 1 atmosfera de pressao, durante 15 minutos e, posteriormente, cultivado a temperatura de 31°C

durante 96 horas, com agitagdo de 110 rpm.

Preparacéo do Fermentado rico em Quitooligossacarideo.

Para a producgdo do fermentado rico em quitooligossacarideos (QOS), o meio utilizado foi o
mesmo descrito anteriormente, sendo inoculado uma aliquota de 5% retirada a partir do indcuo
previamente preparado e mantido sob as mesmas condigdes. Apds cultivo de 96 horas foi feita a
mistura do meio de cultura fermentado com a farinha de ostra comercial na proporcdo de 2:1 (v/p) e,
em seguida, essa mistura foi seca em estufa com circulagdo de ar a 45 °C por aproximadamente 48
horas. Posteriormente, o produto foi triturado para homogenizacdo e armazenado em sacos de
polietileno (46 x 28cm), vedados e mantidos em cadmara friaa 5 °C até sua utilizac&o.

A partir do produto seco foi determinado seu teor de matéria seca e a presenca de QOS, que,
respectivamente, foram de 94,84% e de 1,11 g/100g.

A preparacgdo do inécuo, do fermentado e o produto final (QOS) utilizado neste experimento
foram baseados na metodologia adaptada de Itano (2006).

Experimento.

O presente experimento foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina, sendo aprovado para seu desenvolvimento (CEUA 1883.2012.52).
Foram utilizados 72 leitGes de genética Pen Ar Lan®, desmamados com idade média inicial de
23,4 dias e peso médio de 7,51 + 1,35 kg. Os animais ocuparam 24 baias de estrutura metalica
suspensa, com 1,5 m? de &rea, com piso ripado plastico, equipadas com lampada incandescente de 250

W para aquecimento, bebedouro tipo chupeta e comedouro tipo calha com quatro bocas.
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As temperaturas minimas e maximas médias da creche, registradas no periodo experimental,
foram de 21,16 + 1,20 °C e 29,71 + 2,44 °C, respectivamente. A umidade relativa do ar média, pela
manhé e pela tarde, foi de 78,25 + 6,0% e 61,20 + 10,33%, respectivamente.

O desenho experimental foi de dose-resposta do uso do QOS, com os animais distribuidos em
um delineamento experimental em blocos casualizados (de acordo com o peso inicial), nas dosagens
crescentes de 0, 50, 100 e 150 ppm, com 6 repeticbes e 3 animais por unidade experimental,
caracterizada pela baia para as variaveis de performance, e pelo animal como unidade experimental
para as demais analises. O sexo dos animais ndo foi levado em consideracdo para o desenho estatistico
por ndo ter influéncia nas andlises propostas (P>0,05), servindo apenas para a separa¢do em baias de
duas fémeas e um macho na mesma proporgéo para cada dose estudada.

As exigéncias nutricionais dos animais e a composi¢do dos ingredientes foram baseadas nas
recomendacdes de Rostagno et al. (2011). As fases propostas para o experimento foram pré-inicial |
(dos 23 aos 35 dias), pré-inicial 11 (dos 35 aos 50 dias) e inicial (dos 50 aos 63 dias de idade). Ragbes e
agua foram fornecidas & vontade durante todo o periodo experimental. A racdo base proposta foi
formulada com os principais ingredientes milho, farelo de soja, soro de leite em pé e suplemento
vitaminico e mineral, calculadas para serem isonutritivas. A inclusdo do produto teste (QOS) foi
substituida por um in6cuo (carbonato de célcio) para ajuste dos niveis de célcio da racdo para todas as
dosagens estudadas, uma vez que o produto tem uma base calcica de diluicdo (Tabela 2).

As variaveis de desempenho como ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar e
indice de diarreia foram avaliadas durante as trés fases e também no periodo total do experimento.

A observacdo da ocorréncia de diarreia foi feita diariamente através da avaliacdo da
consisténcia das fezes, anotando o nimero do(s) animal(s) com o quadro clinico. A consisténcia das
fezes foi classificada de acordo com Sobestiansky e Barcellos (2007): 1- fezes liquidas; 2- fezes
cremosas; 3- fezes pastosas; 4- fezes normais. Para analise dos dados, a baia foi considerada a unidade
experimental e se a0 menos um animal apresentasse escore inferior a 3, a baia era considerada positiva
para diarreia.

Para a avaliacdo do peso dos 6rgéos do trato gastrintestinal, anexos e avaliagdo morfométrica
das vilosidades do intestino delgado foi selecionado um animal por baia, fémea, aos 31 dias de idade,
totalizando 24 animais, com peso médio de 11,01 kg. O animal escolhido foi de acordo com o peso
vivo, sendo utilizado aquele que apresentou o peso mais proximo da média dos animais de cada bloco.
O sacrificio dos animais foi precedido por insensibilizacdo elétrica, seqguido da sangria dos grandes
vasos da regido do pescoco. Apds o abate, os animais foram eviscerados e o contetdo removido para
avaliacdo do peso relativo do estdbmago vazio, bago, figado, intestino delgado, intestino grosso,
comprimento do intestino delgado e sua relagdo com o peso relativo desse 6rgéo.

Em seguida, foi coletado um fragmento do duodeno, jejuno e ileo médios. Os fragmentos

intestinais, de aproximadamente 3 cm de comprimento, foram lavados em solucéo fisioldgica e entéo
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seccionados transversalmente e longitudinalmente para expor o limen intestinal. Apds 24 horas na
solugdo fixadora (formol 10%) os fragmentos foram lavados e imersos em &lcool 70% e armazenados
a temperatura ambiente. Os fragmentos foram recortados em amostras de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, desidratados em &lcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Em cada Iamina
foram dispostas quatro seccdes semi-seriadas com 5 pum de espessura, obtidas com micrétomo
American Optimal, sendo que entre uma seccdo e a subsequente foram desprezadas 30 seccOes
(BERTOLETTO, 2005). Cortes de 5 um de espessura foram corados com Hematoxilina & Eosina para
avaliacdo histolégica e com a coloragdo de Azul de Alciano para avaliagdo da densidade de células
caliciformes. Um escore histolégico foi estabelecido para comparar as alterac@es histoldgicas, no qual
é estabelecida uma correlacdo entre o tipo e extensdo da leséo e o seu grau de severidade (Quadro 1).
O escore de lesdo do segmento foi obtido pela multiplicacdo do fator de severidade (ou grau de
severidade) da lesdo e sua extensdo determinada pela intensidade ou frequéncia observada. O escore
de lesdo do érgdo foi obtido pela soma dos escores lesionais. O fator de severidade (ou grau de
severidade) foi determinado como: 1 — lesdes leves; 2 — lesdes moderadas; 3 — lesBes severas. A
extensdo de cada lesdo (intensidade ou frequéncia observada) foi avaliada em trés campos por animal
e o escore foi: 0, sem lesdo; 1, pequena extensdo (25% da secdo intestinal afetada); 2, extensdo
intermediéria (50% da secgdo intestinal afetada); 3, grande extenséo (75% da secéo intestinal afetada).
Cada secdo intestinal era de 1 cm? (BRACARENSE et al., 2012).

A altura e profundidade de vilosidades foram mensuradas em 30 vilosidades escolhidas
aleatoriamente utilizando o programa MOTIC Image Plus 2.0 ML® image analysis system (MOTIC
Image Plus Motic Instruments, Richmond, Canada). O nimero de linfécitos, plasmdcitos e eosintfilos
foram contados na regido de lamina prdpria, em trés campos aleatérios por amostra utilizando a
objetiva de 40x. Para contagem das células caliciformes foram escolhidos 30 campos aleatorios por
amostra. As médias do escore lesional, morfometria intestinal, nimero de células caliciformes e
celulas inflamatorias foram utilizadas para a analise estatistica, sendo analisadas alturas de pelo menos
30 vilosidades por segmento, e tratadas as médias destas vilosidades como unidade experimental.
Somente os vilos ligados a 1dmina propria e com pontas bem definidas foram medidos.

Os dados paramétricos foram submetidos & anélise de variancia com derivagdo de polindbmios
(regressédo) pelo pacote GLM do programa MINITAB 17. A comparacdo dos diferentes niveis com a
racdo base foi realizada pelo teste de Dunnet. A contagem de células somaticas foi submetida a
transformacdo dos dados (Y+0,5)Y2 e posterior avaliagdo paramétrica. P valores < 0,05 foram

considerados significantes e P valores < 0,10 foram admitidos como tendéncia a significancia.
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Resultados

Os dados de desempenho durante os diferentes periodos de avaliacdo (Tabela 3) ndo
apresentaram relacdo com a dose utilizada de QOS, assim como os diferentes niveis de QOS também
ndo apresentaram diferenca em relagéo ao grupo controle. Nao foram observados episodios de diarreia
no periodo.

Para o peso relativo dos 6rgdos e o comprimento do intestino delgado (Tabela 4), verificou-se
um aumento linear para o peso relativo do intestino grosso relacionado com um aumento no percentual
de QOS utilizado. Houve também uma reducdo no peso relativo do figado ao se fornecer 100 ppm de
QOS em relacédo ao tratamento controle.

A avaliacdo morfofisiologica das diferentes por¢des do intestino delgado (Tabela 5) apontou
modifica¢des na morfologia de jejuno e ileo em decorréncia da utilizacdo de diferentes niveis de
inclusdo do QOS na alimentagdo dos animais. Para o jejuno, os niveis crescentes de QOS aumentaram
a altura de vilosidades e o numero de lesBes epiteliais linearmente, ja a profundidade de criptas se
relacionou com os niveis de QOS de maneira quadratica, ou seja, com um aumento na profundidade de
criptas para os niveis de 50 e 100 ppm e uma reducdo para o nivel de 150 ppm (Gréfico 1). No ileo, o
numero de células caliciformes reduziu conforme o nivel de inclusdo de QOS aumentou, 0 escore
lesional e a relacdo altura de vilosidades/profundidade de criptas apresentou aumento até o nivel de
100 ppm e reducéo para o nivel de 150 ppm para este segmento. A resposta comparativa dos diferentes
niveis de QOS frente a racdo controle indicou que ndo foi observada diferenca nos parametros
estudados de morfohistometria intestinal e escore lesional.

A maior incidéncia de lesdes para o uso do QOS na porgdo jejunal foi caracterizada por
epitélio ctbico mais acentuado para o nivel de 150 ppm e fusdo de vilosidades com maior escore de
lesbes para o nivel de inclusdo de 100 ppm de QOS. Para o ileo, a maior incidéncia de lesGes também
foi caracterizada por epitélio cubico e fusdo de vilosidades, com escore de lesGes mais acentuado para
0s animais do grupo controle em relacdo aos demais grupos teste (Fotos 1 e 2).

Para a contagem de células somaticas (CCS), os resultados do nivel de inclusdo de QOS
(Tabela 6) indicam um aumento no total de linfécitos no duodeno e eosinéfilos em duodeno e jejuno
até o nivel de 100 ppm, com reducdo a partir de 150 ppm de QOS. Ao se analisar os diferentes niveis
de QOS na alimentacdo dos leitdes, observa-se que o fornecimento de 100 ppm de QOS proporcionou
maior (P < 0,05) contagem de celulas sométicas no duodeno em relagdo ao tratamento controle e no
ileo foi observado mais plasmdcitos (P < 0,05) para o fornecimento de 150 ppm de QOS em relagdo ao

tratamento controle.
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Discussao

O efeito do uso de prebidticos sobre o ganho de peso, consumo ou eficiéncia alimentar dos
animais apresenta respostas muito variadas e pode ndo influenciar a resposta de leitGes para 0s
diversos tipos de prebidticos durante o periodo de creche, como mananoligossacarideos (CORASSA;
LOPES; BELLAVER, 2012; SANTOS et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2012), frutoligossacarideos
(VISENTINI et al., 2008) e também quitooligossacarideos (CHEN et al., 2009). Entretanto, para o
QOS, muitos estudos também apontam melhora no ganho de peso e eficiéncia alimentar, tanto em
aves (HUANG et al., 2005; LI et al., 2007) como em suinos (HAN et al., 2007; XU et al., 2013;
WANG et al., 2012), com bons resultados, principalmente no periodo imediato ao pds-desmame. Esse
efeito pronunciado no crescimento dos leitbes parece estar relacionado com a capacidade de agir como
agente seletivo de bactérias da microbiota intestinal, inibindo a proliferacdo de bactérias nocivas,
como E. coli ou Bacillus cereus (HAN et al., 2007; KUMAR et al., 2007; XIAO et al., 2014),
favorecendo também o desempenho em razdo da redugdo da incidéncia de diarreia (HAN et al., 2007;
XU et al., 2013; WANG et al., 2012). No presente experimento, ndo houve incidéncia significativa de
diarreia, indicando baixo desafio sanitario e minimizando os efeitos benéficos do QOS.

Para o peso de visceras, 0 aumento do peso relativo do intestino grosso pode estar relacionado
com o efeito modulador do QOS sobre a microbiota, que leva a uma maior prevaléncia de bactérias
acido-laticas que fermentam esse oligossacarideo e produzem &cidos graxos de cadeia curta
(AGVCC). A participagdo destes &cidos sobre o epitélio intestinal esta relacionada com o aumento da
proliferagdo celular e de sua atividade, levando, consequentemente, a um aumento do peso relativo
desse orgdo (ROBERFROID, 2002). Os prebidticos e os probidticos podem alterar o perfil de
fermentacéo e produgdo de AGVCC e, mesmo quando comparados com antibidticos, promovem, entre
outros fatores, aumento do peso relativo do intestino grosso, relacionado com beneficios de
desempenho e satde intestinal (GARCIA et al., 2014).

A fermentacdo que ocorre no intestino grosso, entretanto, esta primariamente ligada com os
nutrientes da dieta, sobretudo, o nivel proteico e o teor de fibras, que sdo importantes fatores de
controle da composigdo e da atividade metabdlica da microbiota, podendo interferir no pH de todo o
trato gastrintestinal, determinando modificagdes na relagdo entre bactérias enteropatogénicas e
produtoras de acidos (RIST et al., 2013). No presente experimento, o nivel proteico da racdo anterior
ao abate, pode ser considerado elevado (mais de 20%), enquanto o nivel de fibra baixo (menos de
2,6%). Essa associacdo influencia negativamente a producdo de AGVCC, pois gera metabdlitos
toxicos para as bactérias lacticas, como a amonia. Neste cenario, de alta proteina e fibra em niveis
baixos, embora a fermentacdo proteica possa determinar grande atividade fermentativa no intestino

grosso, colon e ceco, essa atividade ndo determina aumento no peso relativo deste segmento
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(GARCIA et al., 2014), pois, ha aumento em volume pelo gas e metabdlitos produzidos, mas nio uma
proliferacdo e aumento da atividade celular.

Quando ha um incremento de carboidratos fermentaveis na ragdo, hd uma reducdo da
fermentacdo relacionada aos elevados niveis proteicos, e 0 processo de fermentagdo passa a ocorrer
com estes carboidratos. Essa mudanca de substrato, entre outros aspectos, favorece a proliferacéo e
modulacdo de bactérias acido-laticas e a producdo de AGVCC (RIST et al., 2013; WILLIAMS;
VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001). Neste sentido, a definicio de prebidtico, e o
quitooligossacarideo se encaixa nesta categoria, pressupde-se que sdo ingredientes ndo digeriveis,
resistentes a acidez gastrica e a atividade enzimética da digestdo, susceptiveis a fermentagdo
bacteriana e com habilidade de estimular o crescimento ou a atividade das bactérias benéficas da
microbiota (LAPARRA; SANZ, 2010). Essa diferenciacdo da atividade fermentativa da dieta no leitdo
pode ter contribuido para a modula¢do da microbiota e consequentemente para 0 aumento do peso
relativo do intestino grosso quando se elevaram os niveis de QOS da ra¢do. O QOS tem agdo positiva
no crescimento e diferenciacdo de bactérias acido-laticas benéficas a salde intestinal no ceco e colo,
aumentando o ndmero de bactérias totais nesses 6rgaos e diminuindo a quantidade total de E.coli e
Clostridium spp (HAN et al., 2007), entretanto, no presente experimento, ndo foi realizada a
quantificagdo e diferenciagdo da microbiota intestinal.

Outra explicagdo para 0 aumento do peso relativo do intestino grosso estd associada a
capacidade de modificacdo da estrutura celular do intestino pelos prebi6ticos, promovendo aumento na
densidade celular e no numero de células do célon (HOWARD et al., 1993).

Em relacdo ao peso relativo do figado, 0 menor peso deste 6rgao para animais que receberam
100 ppm de QOS em relagdo aos animais controles, pode estar relacionado com a fermentacdo do
QOS e a reducdo da fermentacdo proteica e de seus metabolitos, sobretudo a aménia, reduzindo a
metabolizacdo hepatica destes compostos que tendem a aumentar o peso relativo desse 6rgdo em
racGes com elevado nivel de proteina bruta (FERREIRA et al., 2006; HANNAS et al., 2000).

Para a morfometria intestinal, o efeito dos prebidticos sobre a seletividade das bactérias
benéficas do trato gastrintestinal, com aumento da producdo de AGVCC e reducdo de metabdlitos
toxicos no ldmen intestinal, promovem uma modulagdo positiva da morfologia e morfometria
intestinal, indicando aumento na altura de vilosidades e melhor relacdo de vilosidades/criptas em
animais ndo-ruminantes (GARCiA et al., 2014; SANTANA et al., 2012; SILVA: NORNBERG,
2003), assim como acontece com 0 QOS para leitdes (HAN et al., 2007). No presente experimento, 0
jejuno, com grande atividade absortiva do intestino, apresentou correlacdo direta entre a altura das
vilosidades e os niveis crescentes de QOS, corroborando os resultados encontrados por Liu et al.
(2008) que apontam 200 ppm de QOS com respostas benéficas sobre essas caracteristicas, por Wang

et al. (2012), que obtiveram respostas similares trabalhando com 100 ppm de QOS em nano-particulas,
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e por Xu et al. (2013), que conseguiram estes resultados com niveis de QOS variando entre 500 e 1000
ppm.

Para o ileo, observou-se efeito quadratico para a relacdo vilosidades/criptas com ponto de
maxima em 75 ppm de inclusdo de QOS na alimentagdo dos leitdes, resultados semelhantes aos
encontrados por Liu et al. (2008), que trabalhando com 100 e 200 ppm de QOS na alimentacdo de
leitdes ao desmame, verificaram uma melhora na altura de vilosidades e na relagéo vilosidade/cripta
em relagdo ao grupo ndo alimentado com este prebidtico. Também Xu et al. (2013) verificaram esta
mesma resposta neste segmento intestinal, assim como aumento da relagéo vilosidade/cripta também
para a por¢do duodenal com niveis entre 500 e 1000 ppm de QOS. J& Wang et al. (2012), ndo
observaram quaisquer efeitos na morfologia intestinal de leitbes alimentados com 200, 400 ou 600
ppm de QOS.

Observou-se também neste experimento aumento da profundidade de criptas do jejuno e ileo.
Esses resultados ndo sdo frequentes quando se trabalha com prebidticos para leitdes no pos-desmame
(UTIYAMA et al., 2004; BUDINO et al., 2005; LIU et al., 2008; TUCCI et al., 2011), todavia é
comum que as criptas se apresentem diminuidas quando se alimentam leitbes com niveis de inclusdo
mais elevados deste prebidtico (500 a 1000 ppm) (XU et al., 2013) ou quando o QOS esta associado
ao cobre (WANG et al., 2012).

A profundidade de criptas € um parametro que deve ser considerado a partir de sua relacao
com a altura das vilosidades, pois, em conjunto sdo eficazes para a avaliacdo da integridade intestinal.
A relacdo da altura das vilosidades com a profundidade de criptas determina a taxa de integridade e
recuperacdo do tecido epitelial, em um processo de replicacdo celular caracterizado por atividades de
mitose-migracdo-extrusdao que mantém em curso a capacidade digestiva e absortiva deste tegumento
(PLUSKE; HAMPSON; WILLIANS, 1997). Um aumento na profundidade de criptas corresponde,
entre outros fatores, a maior atividade proliferativa celular e ao carater antigénico dos componentes da
racdo (HU et al., 2012).

Um aumento de profundidade de criptas em conjunto com uma diminuicdo da relagdo
vilosidade/cripta indica que esta proliferacdo celular estd ocorrendo para recompor os apices das
vilosidades (PLUSKE; HAMPSON; WILLIANS, 1997). Entretanto, a presenga do QOS no limen
intestinal como modulador da microbiota e consequente aumento da producdo de &cidos graxos
volateis, pode estar estimulando esta atividade proliferativa como agentes troficos na mucosa
intestinal. Os agentes troficos, e nesta classe, pode-se incluir os acidos organicos, interagem com a
mucosa, acelerando a atividade mitética e aumentando o nimero de células e, consequentemente, 0
tamanho dos vilos (BLAUT; CLAVEL, 2007; RICHARDS; GONG; LANGE, 2005).

A prevaléncia de um nimero maior de lesdes observada de acordo com a inclusdo de QOS
para o jejuno, e em niveis de 50 e 100 ppm para o ileo, pode estar associada a progressiva reducao da

presenca das células caliciformes. As células caliciformes sdo responsaveis pela producdo de mucina,



52

parte integrante da barreira de defesa intestinal, cuja polimerizacdo garante protecdo contra patdgenos,
enzimas, toxinas, desidratacdo e abrasdes (VAN TASSEL; MILLER, 2011). Além disso, estudos
recentes fazem referéncia @ mucina como glicoproteina com 80% de carboidrato em sua constitui¢&o,
servindo como substrato para bactérias &cido-laticas, funcionando como um prebiético like. A reducdo
das células caliciformes pode estar associada, hipoteticamente, a diminui¢do do estimulo agressor, a
prépria modulacdo da microbiota bacteriana ou pela acédo de um substrato oligossacarideo fermentavel
em substituicdo @ mucina pelos Lactobacillus spp, levando a uma diminuigdo de sua producéo e,
consequentemente, do nimero de células caliciformes (KIYOHARA et al., 2012).

Para a presenca de células de defesa na lamina prépria do intestino delgado, o aumento da
contagem de células sométicas (CCS) no duodeno para o nivel de inclusdo de 100 ppm de QOS em
relacdo ao controle indica que ha uma mobilizagdo celular do sistema imune, em especial, de
linfocitos, além de uma modulagdo da resposta eosinofilica, que aponta uma resposta inflamatoria
tipica aos estimulos comensais de bactérias benéficas a salde intestinal, caracterizada pelo
desenvolvimento de uma resposta de tolerdncia do epitélio intestinal. A capacidade de ativagdo do
sistema imune pelos prebidticos tem sido relacionada com o efeito modulador da microbiota intestinal
(HOLSCHER et al., 2012) e pelo estimulo ao sistema imune de diferentes formas e mecanismos de
acdo (SILVA; NORNBERG, 2003).

Dessa forma, tem-se o estimulo antigénico do préprio prebidtico ou da alteracdo na
microbiota, que promovem, em um primeiro momento, via estimulo dos receptores de fator de
crescimento epitelial (EGF-R), uma resposta celular inflamatédria, desenvolvendo a barreira epitelial,
modulando a secrecdo de muco e a produgdo de IgA intermediada por citocinas, estimulando a
producdo de peptideos antimicrobianos e a producdo de linfocitos intraepiteliais, culminando no
mecanismo de ativacdo dos macréfagos (SILVA; NORNBERG, 2003). Entretanto, embora o0s
prebidticos possam causar este estimulo direta ou indiretamente via alteragdo do perfil microbiano do
intestino, essas bactérias benéficas, em especial os Lactobacillus, sdo capazes de estabelecer um
mecanismo de seguranga e seletividade dessa resposta inflamatéria a partir de um reflexo de tolerancia
e supressdo dessa cascata inflamatdria frente a microrganismos nédo patogénicos e de reatividade frente
a organismos patogénicos, que permitem que se tenha uma resposta positiva na morfometria intestinal
do leitdo, tolerando a presenca de bactérias comensais e ativando a defesa imune para agentes
patogénicos, mas mediante uma resposta mais efetiva ja ativada (HARDY et al., 2013).

Recentemente, Xiao et al. (2014) identificaram que um dos mecanismos regulatérios da
resposta imune relacionados ao uso de 300 ppm de QOS na alimentacéo de leitdes desmamados pode
estar associado a reducdo da expressdo da proteina TLR4, que é uma proteina chave para o
reconhecimento das bactérias comensais do intestino, mas que em um processo inflamatério sofre
superexposicdo, e a um estimulo na expressdo de mRNA das interleucinas IL-1f3 e IL-6 na mucosa

jejunal.
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No ileo, o perfil de células sométicas se altera com aumento da presenca de eosinofilos e
reducéo da presenca de plasmdcitos desde o tratamento controle, entretanto, para o nivel de incluséo
de 150 ppm de QOS, ha uma manutencdo da contagem de plasmoécitos proxima a do jejuno,
demonstrando uma maior prevaléncia deste tipo de célula para este nivel de inclusdo de QOS em
relacdo ao controle. Esta resposta pode significar uma manutencdo da producgdo de anticorpos nesta
regido pela quantidade maior de QOS na alimentacéo dos leitbes e que pode estar caracterizando um
estimulo direto pela presenga do QOS, ou indireto, pela modulacdo mais acentuada da microbiota
(HOLSCHER et al., 2012).

A melhora na performance de desempenho de leitdes sob acdo do QOS estd associada a
digestibilidade dos nutrientes, a modulacdo da microbiota e também a menor incidéncia de diarreia e
melhora no escore fecal dos animais (HAN et al., 2007; XU et al., 2013; WALSH et al., 2013). No
presente experimento, o desafio entérico ndo foi observado nos animais, o que pode ter determinado
um desempenho similar entre o grupo controle e os diferentes niveis de QOS. Neste sentido, cabe
ressaltar que embora os diferentes niveis de QOS tenham apresentado maior peso de intestino grosso,
aumento de vilosidades e maior taxa de proliferacdo celular além de ativagdo do sistema imune
tecidual, o gasto energético ndo interferiu no desempenho dos animais, tanto para o ganho de peso
como para a eficiéncia alimentar, podendo-se inferir que a agdo moduladora e de estimulo imune local
causada pelo QOS, na auséncia de desafio sanitario, ndo comprometeu o desempenho dos animais.

A partir de todos os parametros avaliados no presente experimento, pode-se atribuir respostas
mais positivas para niveis crescentes de utilizagdo do QOS, com aumento de intestino grosso, maior
mobilizacdo de células de defesa locais, melhor resposta em altura de vilosidade, profundidade de

cripta e sua relacdo.

Conclusotes

Os niveis crescentes de quitooligossacarideo na alimentacdo de leitbes melhoraram a
morfofisiologia intestinal e ativaram a imunidade tecidual de leitGes em creche, mas ndo influenciaram
a performance produtiva dos animais, pois, estes ndo foram submetidos a condicOes entéricas
adversas. Dentre os niveis propostos neste trabalho, o nivel de 100 ppm mostrou-se o nivel mais
seguro para garantir uma resposta positiva sobre os pardmetros morfométricos e 6rgdos intestinais,
prevenindo o aparecimento de lesGes epiteliais verificadas sobretudo no jejuno com niveis crescentes

deste prebiotico.
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Tabela 1 — Composi¢do centesimal da farinha de crisélida obtida junto a empresa Fia¢do de
Seda Bratac — Londrina — PR.

Proteina Bruta (%) | 52,66 Isoleucina (%) 2,18 Treonina (%) 2,62
Extrato Etereo (%) | 27,17 Leucina (%) 3,75 Potassio (mg/kg) | 7643,09
Célcio (%) 0,11 Ac. Glut. (%) 6,75 Magnésio (mg/kg) | 3266,75
Faésforo total (%) | 0,69 Lisina (%) 3,47 Manganés (mg/kg) | nd
Alanina (%) 2,82 Cistina (%) 0,62 Zinco (mg/kg) 162,29
Arginina (%) 2,73 Metionina (%) 1,69 Ferro (mg/kg) 89,11
Ac. Aspart. (%) 5,88 Fenilalanina (%) | 2,67 Cobre (mg/kg) 14,65
Glicina (%) 2,35 Tirosina (%) 2,91 Cobalto (mg/kg) 8,50

Fonte: Itano (2006).
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Tabela 2 - Composicdo centesimal e nutricional calculada das rages experimentais para os periodos
propostos, pré-inicial 1 (23 aos 35 dias), pré-inicial 1l (36 a 50 dias) e Inicial (51 a 63 dias).

Pré-inicial | Pré-Inicial I Inicial

Niveis de QOS (ppm) 0 50 100 150
Macro
Milho % 520 52,0 520 520 54,1 61,9
F Soja % 180 18,0 18,0 18,0 20,0 31,0
Leite em pé desnatado % 172 172 17,2 17,2 16,3 0,00
Plasma % 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 0,00
Hemécias % 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
Oleo Vegetal Refinado % 200 200 200 2,00 1,43 1,40
Soro de leite % 187 187 187 1,87 2,54 2,50
Protenose % 1,00 100 1,00 1,00 0,00 0,00
Calcério Calcitico 38% % 0,80 0,80 080 0,80 0,77 0,70
Fosfato Bi célcico 18,5% % 0,79 0,79 0,79 0,79 0,84 1,50
Sal Moido % 050 0,50 050 0,50 0,50 0,50
1Premix % 0,40 040 040 040 0,40 0,40
Sulfato de Cobre 25% % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,07
L-Lisina % 0,07 0,07 0,07 0,07 0,04 0,02
Relacdo QOS/Carbonato de Calcio
QTO % 0,000 0,450 0,901 1,351 Idem 4 fase anterior
Carbonato de Calcio % 1,351 0,901 0,450 0,000
Niveis Nutricionais

Proteina Bruta % 208 208 20,8 208 20,6 19,3
Ex. Etéreo % 750 750 750 7,50 6,90 3,83
Fibra Bruta % 245 245 245 245 2,30 3,09
Umidade % 991 991 991 9091 10,48 11,3
Lactose % 73 735 73 735 7,80 1,80
Lisina Total % 134 134 134 134 1,28 1,18
Lisina digestivel % 1,20 1,20 1,20 1,20 1,14 1,03
Célcio % 094 094 094 094 0,89 0,71
Fosforo total % 057 057 057 057 0,58 0,62
P.digestivel % 0,44 044 044 044 0,43 0,41
Energia Metabolizavel Kcal 3613 3613 3613 3613 3618 3349

*QOS: Preparado de Quitooligossacarideo (1,11%). A matriz do QOS ndo foi estimada para os niveis
nutricionais das diferentes inclusfes deste produto.

1, Premix, niveis de garantia por kg do produto: Colina: 75.000 mg kg %, Vitamina A: 50.000 Ul, Vitamina D3:
75.000 UI, Vitamina E: 9000 mg kg 2, Vitamina K3: 975 mg kg *, Vitamina B1: 500 mg kg ", Vitamina B2:
1.200 mg kg %, Vitamina B6: 750 mg kg %, Vitamina B12: 8.000 mcg kg %, Niacina: 5.000 mg kg , Acido
Pantoténico: 3.000 mg kg 1, Acido Félico: 500 mg kg 1, Biotina: 20.000 mg kg , Ferro: 30.000 mg kg %,
Cobre: 3.000 mg kg , Manganés: 17.500 mg kg %, Zinco: 30.000 mg kg 2, lodo: 200 mg kg *, Selénio: 150
mg kg 1, Fitase: 25000 U kg .
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Quadro 1 - Critérios Histologicos usados para estabelecer o escore de lesdes intestinais.

Tipo de Lesdo Fator de Severidade Extensdo da Lesdo Escore Maximo
Dilatacéo de vasos linfaticos 1 0a3 38
Vacuolizacdo celular 1 0a3

Epitélio cubico (enterdcitos) 2 0a3

Achatamento de vilosidades 2 0a3

Fusdo de vilosidades 2 0a3

Edema intersticial 2 0a3

Necrose apical de vilosidades 3 0a3

O escore de lesdo do segmento foi obtido pela multiplicacdo do fator de severidade (ou grau de severidade) da
lesdo e sua extensdo determinada pela intensidade ou frequéncia observada. O escore de lesdo do érgdo foi
obtido pela soma dos escores lesionais. O fator de severidade (ou grau de severidade) foi determinado como: 1 —
lesbes leves; 2 — lesGes moderadas; 3 — lesfes severas. A extensdo de cada lesdo (intensidade ou frequéncia
observada) foi avaliada em trés campos por animal e o escore foi: 0, sem lesdo; 1, pequena extensdo (25% da
secdo intestinal afetada); 2, extensdo intermediaria (50% da secéo intestinal afetada); 3, grande extensdo (75% da
secdo intestinal afetada). Cada secéo intestinal era de 1 cm?. Fonte: Bracarense et al. (2012).
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Tabela 3 — Desempenho zootécnico de leitdes alimentados com diferentes niveis de inclusdo de
quitooligossacarideo (QOS) durante os periodos cumulativos de 23 aos 35, 50 e 63 dias

de idade.
Niveis de QOS (ppm) Média  SE Média R?
Parametros 0 50 100 150
23 a 35 dias
Peso Inicial (Kg) 7.5 7.5 7.5 75 7.5 0,25 -
Peso Final (Kg) 10,6 10,6 10,7 10,8 10,7 0,29 -
CDR (g) 458 474 454 502 472 10,40 -
GPD (g) 282 283 285 303 288 8,62 -
CA 1,63 1,67 1,59 1,66 1,64 0,03 -
23 a 50 dias
Peso Final (Kg) 17,7 17,6 18,4 18,5 17,9 0,47 -
CDR (9) 634 659 652 689 658 12,8 -
GPD (g) 411 410 436 438 424 9,00 -
CA 1,54 1,61 1,50 1,57 1,55 0,02 -
23 a 63 dias (Periodo Total)
Peso Final (KQg) 26,9 26,8 27,9 27,6 27 0,55 -
CDR (g) 809 825 821 850 826 12,5 -
GPD (g) 510 508 532 524 518 9,89 -
CA 1,59 1,62 1,54 1,62 1,6 0,02 -

CDR - Consumo diério de racdo; GPD — Ganho diario de Peso; CA — Conversdo Alimentar.
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Tabela 4 — Peso Relativo dos oOrgdos estdbmago, figado, baco, intestino delgado e grosso e
comprimento de intestino delgado para os diferentes niveis de inclusdo de
quitooligossacarideo (QOS).

A Niveis de QOS (ppm) L .
Parametros Média SE Média R2 P
0 50 100 150

Peso dos 6rgaos

Estdmago (%) 086 086 084 083 0,85 0,02 - 0,950

Figado (%) 2,3 24  2,1A 230 227 0,01 - 0,030t

Baco (%) 022 025 022 0,26 0,23 0,04 - 0,530

Intestino Delgado (%) 5,50 530 546 510 5,34 0,11 - 0,595

Intestino Grosso (%) 2,14 224 248 258 2,36 0,08 0,97 0,160
Comprimento

Intestino Delgado (m) 11,7 11,7 105 11,3 11,3 0,26 - 0,246

1 - teste de Dunnet com nivel de significancia de 5%. Para a presenca da letra A, valores estatisticamente
diferentes do observado no grupo controle.
2- Equacdo: y = 2,123 + 0,003152x.
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Tabela 5 — Morfohistometria do intestino delgado de leitGes alimentados com niveis crescentes de
quitooligossacarideo (QQOS).

Niveis de QOS (ppm)

A L .- .
Parametros 0 =0 100 150 Média SE Média R2
Duodeno
Vilos (um) 296 339 318 330 321 13,0 -
Cripta (um) 260 239 272 246 254 7.22 -
Células Caliciformes (n) 8,3 7,7 10,3 10,8 9,3 0,53 -
Relacdo Vil/Crip 1,1 1,3 1,1 1,3 1,2 0,07 -
Jejuno
Vilos (um) 292 297 302 314 301 11,3 0,941
Cripta (um) 212 238 241 215 226 7,30 0,992
Células Caliciformes (n) 7,4 6,2 8,0 6,7 7,0 0,44 -
Relacéo Vilos/Cripta 15 15 1,3 15 15 0,07 -
ileo
Vilos (um) 269 303 322 289 296 10,0 -
Cripta (um) 172 178 191 193 183 6,82 0,933
Células Caliciformes (n) 11,8 10,4 8,7 8,1 9,7 0,65 0,974
Relacéo Vilos/Cripta 1,6 1,7 1,7 15 1,6 0,06 0,98°

Vilos — Altura de Vilosidade; Cripta — Profundidade de Cripta; NS — N&o Significativo.
*R2 de Regressao Polinomial Ortogonal para R? ajustado para efeito linear ou quadratico.
L Equacdo: y = 283,5 + 7,1x.

2 Equagdo: y = 158,5 + 66,2x -13x2.

$Equacdo: y = 164,5 + 7,6x.

4Equagdo: y = 12,95 -1,28x.

5 Equacdo: y = 1,325 + 0,345x -0,075x2.



Grafico 1 - Relagdo entre o escore de lesGes epiteliais* no duodeno, jejuno e
ifleo de acordo com os niveis crescentes de inclusdo de QOS na
alimentacé&o de leitdes.
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*Escore de lesGes epiteliais apds exame histoldgico de acordo com a frequéncia e
severidade das lesGes no intestino delgado de acordo com Bracarense et al. (2012).

A — Equacdo: y = 8,65 + 0,79x. R?2 = 0,955.

B - Equacdo: y = 6,8 + 2,38x - 0,5x2. R2 = 0,992,
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Tabela 6 — Contagem de Células Somaéticas (CCS) epiteliais e suas diferenciagdes no Intestino
Delgado de leitBes alimentados com niveis crescentes de quitooligossacarideo (QOS).

Niveis de QOS (ppm)

Parametros Média  SE Média R2 P valort
0 50 100 150
Duodeno
CCS (n) 726 713 81L7A 727 74,6 6,84 - 0,045t
Linfécitos(n) 21,2 30,1 29,6 23,6 26,1 2,56 0,992 0,540
Plasmécitos (n) 37,6 32,6 42,8 33,2 36,5 2,67 - 0,551
Eosinofilos (n) 13,9 8,7 9,3 15,9 11,9 1,60 0,993 0,295
Jejuno
CCS (n) 49,7 612 56,6 65,6 58,3 5,31 - 0,196
Linfécitos (n) 19,1 25,7 24,9 24,6 23,6 1,56 - 0,489
Plasmdcitos (n) 14,6 239 17,0 18,5 18,5 1,88 - 0,410
Eosindfilos (n) 159 116 14,7 22,6 16,2 1,88 0,98% 0,224
ileo
CCS (n) 68,3 718 68,7 88,6 74,4 6,88 - 0,287
Linfécitos (n) 20,2 24,9 228 28,7 24,2 2,47 - 0,690
Plasmdcitos (n) 7,8 9,2 74 197A 110 1,61 - 0,011*
Eosindfilos (n) 40,3 37,7 385 40,2 39,2 2,60 - 0,981

O numero de linfocitos, plasmécitos e eosinodfilos foram contados na regido de lamina prépria, em trés campos
aleatorios por amostra utilizando a objetiva de 40x.

L P valor para o teste de Dunnet, sendo o nivel 0 considerado o controle. Para a presenca da letra A, valores
estatisticamente diferentes do observado no grupo controle.

2 Equacdo: y = 5,825 + 19,295x -3,725x2.

3 Equacdo: y = 25,05 - 14,09x + 2,95%2.

4 Equacdo: y = 25,65 - 12,93x + 3,05%2.
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Foto 1 — Epitélio Cubico com achatamento de vilosidades.

la Olegario da Silva.

Fonte: Elisange

Foto 2 — Fusao de Vilosidades.

Fonte: Elisangela Olegério da Silva.
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4.2 ARTIGO 2

Quitooligossacarideo como substituto aos promotores de crescimento: Efeitos no desempenho,

morfometria e imunidade de leitdes desmamados.

Chito-oligosaccharide as growth promoter replacer: Effects on performance, morphometry and

immune system of weaned piglets.

Resumo: Objetivou-se com este trabalho avaliar o Quitooligossacarideo (QQOS) frente a dois
antibioticos utilizados como promotores de crescimento, a colistina e lincomicina, quanto ao
desempenho, frequéncia de diarreia, caracteristicas viscerais, morfometria e imunoglobulinas séricas,
IgA, 1gG e IgM. Foram utilizados 96 leitbes de genética Pen Ar Lan®, desmamados com idade média
inicial de 17 dias e peso médio de 5,33 + 0,369 kg para avaliagdo de desempenho e imunoglobulinas
séricas. Para a avaliagdo histoldgica e peso dos 6rgdos, foram utilizados 24 animais com idade de 35
dias e peso médio de 6,86 + 0,64 kg. Os tratamentos consistiram em uma dieta basal acrescida de QOS
(100 mg/kg), colistina 40 mg/kg e lincomicina 4,4 mg/kg. Para o desempenho, os antibidticos
apresentaram melhor GPD dos 49 aos 63 dias de idade em relacdo ao QOS e a CA foi melhor para a
colistina em comparagdo com o0s demais tratamentos, além disso apresentou menor incidéncia de
diarreia aquosa quando comparada com 0s outros tratamentos. Para as visceras, observou-se aumento
do peso relativo do bago, maior comprimento do intestino delgado e menor pH duodenal para os
leitdes que receberam QOS em relagdo aos antibidticos. A morfometria indicou maior altura de
vilosidades e melhor relag&o vilos/cripta para a colistina em relacdo ao QOS e menor escore lesional
em relacdo aos demais tratamentos. A concentracdo sérica de imunoglobulinas apontou uma maior
concentracdo de IgA para 0 QOS aos 35 dias. Frente aos resultados observados, 0 QOS néo foi
eficiente para substituir a colistina como alternativa a este promotor de crescimento para leitbes
desmamados com 17 dias de idade, mas a resposta observada de estimulo sobre o sistema imune
indica um potencial promissor deste produto.

Palavras-Chave: Colistina. Lincomicina. Diarreia. Histologia. Imunoglobulinas.

Abstract: The objective of this paper was to evaluate the Chito-oligosaccharide (COS) against two
growth promoters’ antibiotics, Colistin and Lincomicin, related to the performance, diarrhea episodes,
visceral characteristics, morphometry and serum immunoglobulins, IgA, 1gG and IgM. A total of 96
Pen Ar Lan® piglets, weaned at 17 days and 5,33 = 0,369 Kg of BW were evaluated for the
performance and serum evaluation. For histology and visceral organs weight, were used 24 animals at
35 days of age and 6,86 + 0,64 Kg of BW. The treatments was a basic diet plus COS (100 mg/kg),
Colistin (40 mg/kg) and Lincomicin (4,4 mg/kg). The antibiotics showed better results on ADG during
period 49 to 63 days compared with COS, the FCR was better and diarrhea frequency was lower for
Colistin compared with all other treatments. The spleen weight and the large intestinal length were
higher and duodenal pH was lower for COS compared with antibiotics. The morphometry indicated
better villus height and villus/crypt relation for Colistin when compared with COS as lower lesion
score compared with others treatments. The immunoglobulins serum concentration pointed more
concentration of IgA for COS at 35 days of age. According to the results, COS was not efficient to
replace Colistin as an alternative for this growth promoter for piglets weaned at 17 days, but the results
related to the immune system, indicates the COS as a potential promising product for the weaning.

Keywords: Colistin. Lincomicin. Diarrhea. Histology. Immunoglobulins.
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Introducéo

Na atualidade, um dos maiores problemas da producdo nacional corresponde ao uso irrestrito e
abusivo de antimicrobianos sobre a produgdo suinicola industrial, aumentando o debate no que tange a
seguranca alimentar e a salde humana principalmente sobre a questdo de selecdo de patdgenos
resistentes (MORES, 2014).

No mercado, sdo diversos os produtos que figuram como alternativa a estas drogas como
promotores de crescimento, entretanto, os resultados ainda s&o muito variados e largamente
dependentes de condicdes especificas. A Europa vem apostando nos Gltimos anos em uma mudanca
completa na forma de produzir suinos, e em especial, leitbes. So medidas que incluem agdes de
manejo, prevencéo e otimizacdo da condigdo fisioldgica do leitdo desde a maternidade para o periodo
de desmame que, em conjunto com uma nutricdo pautada pela reducdo de desordens intestinais e
modulacdo da microbiota desse 6rgdo, funcionam como um campo fértil para a utilizagdo destas
alternativas com resultados bastante promissores para uma producgdo de leitdes de forma sustentavel e
de qualidade (HEO et al., 2013).

Em face disto, entre os aditivos atualmente estudados e utilizados pela inddstria, os prebidticos
assumem papel decisivo nas principais estratégias visando melhores condigdes de criacdo, o que
implica uma procura constante por novas substancias que possam funcionar como prebidticos.

A Universidade Estadual de Londrina, acompanhando esta necessidade, vem pesquisando
desde 2006 um quitooligossacarideo produzido a partir de um subproduto da indUstria da seda com
acdo prebidtica sobre animais de producdo (ITANO, 2006). Os quitooligossacarideos sdo bastante
promissores quando utilizados como promotores da salde intestinal e imunoestimulantes para leitdes
de creche (XIONG et al., 2015; XIAO et al., 2014). Neste sentido, o maior desafio deste novo
prebidtico é se configurar como alternativa viavel frente aos antibidticos mais comumente usados
como promotores de crescimento para leitfes aqui no Brasil.

Com este estudo, portanto, espera-se avaliar a resposta do quitooligossacarideo para leitdes
recem-desmamados com 17 dias de idade frente a dois antibidticos de agdo especifica gram positivo e
negativo, a colistina e a lincomicina, quanto a performance e ao desenvolvimento imune e intestinal

dos animais.
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Material e Métodos

Preparacéo do in6cuo

Produzido a partir de uma linhagem de Bacillus subtilis DP4, obtida no acervo microbioldgico
do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (DCTA) da Universidade Estadual de
Londrina, a qual foi usada para inocular 150mL de meio de cultura preparado segundo Itano (2006),
contendo 7,10% de farinha de crisalida como Unica fonte de carbono adquirida na Empresa Fiacdo de
Seda BRATAC — Londrina-PR (Tabela 1), além de 2,84% de peptona como Unica fonte de nitrogénio.
NO meio o pH foi ajustado para 9,60 com solu¢do de NaOH 30% e o meio esterilizado em autoclave a
121°C, 1 atmosfera de pressdo, durante 15 minutos e, posteriormente, sendo cultivado a temperatura

de 31°C durante 96 horas, com agitagdo de 110rpm.

Preparacéo do fermentado rico em Quitooligossacarideo

Para a producéo do fermentado rico em quitooligossacarideos, o meio utilizado foi 0 mesmo
descrito anteriormente, sendo inoculado uma aliquota de 5% retirada a partir do inoculo previamente
preparado e mantido sob as mesmas condi¢des. Apos o tempo de cultivo (96 horas) foi feita a mistura
do meio de cultura fermentado com a farinha de ostra comercial na propor¢do de 2:1 (v/p) e, em
seguida, essa mistura foi seca em estufa com circulacdo de ar a 45°C por aproximadamente 48 horas.
Posteriormente, o produto foi triturado para homogenizacdo e armazenado em sacos de polietileno (46
x 28cm), vedados e mantidos em camara fria a 5°C até sua utilizacéo.

A partir do produto seco foi determinada seu teor de matéria seca e a presenca de QOS, que,
respectivamente, foram de 94,84% e de 1,11g/100g.

A preparacgdo do inécuo, do fermentado e o produto final (QOS) utilizado neste experimento

foram baseados na metodologia adaptada de Itano (2006).

Experimento

O presente experimento foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina, sendo aprovado para seu desenvolvimento (CEUA n°
18883.2012.52)

Foram utilizados 96 leitGes de genética Pen Ar Lan®, desmamados com idade média inicial de
17 dias e peso médio de 5,33 = 0,369 kg. Os animais ocuparam 24 baias de estrutura metélica
suspensa, com 1,5 m2, com piso ripado plastico, equipadas com lampada incandescente de 250 W para

aquecimento, bebedouro tipo chupeta e comedouro tipo calha com quatro bocas. As temperaturas
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minimas e méaximas médias da creche, registradas no periodo experimental, foram de 23,8 + 2,5 °C e
29,4 + 3,0 °C, respectivamente.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (baseado no peso inicial), com trés
tratamentos, 8 repeticdes e 4 animais por unidade experimental, caracterizada pela baia para as
variaveis de performance e pelo animal como unidade experimental para as demais analises. O sexo
dos animais ndo foi levado em consideragdo para o desenho estatistico por ndo ter influéncia nas
andlises propostas (P>0,05), servindo apenas para a separa¢do em baias de duas fémeas e dois machos
na mesma proporcao para cada tratamento.

Os tratamentos propostos para este experimento foram um grupo de leitdes recebendo a racao
base contendo 100 ppm de quitooligossacarideo (QOS) compondo o tratamento teste, a ragdo base
contendo 40 ppm de colistina compondo o tratamento controle positivo Gram-negativo e a ragéo base
contendo 4,4 ppm de lincomicina compondo o tratamento controle positivo Gram-positivo. Em virtude
do nimero de baias experimentais e do objetivo do trabalho de testar o QOS frente a antibi6ticos
Gram positivo e negativo, o tratamento controle negativo nao foi utilizado.

As exigéncias nutricionais dos animais e a composi¢do dos ingredientes foram baseadas nas
recomendacdes de Rostagno et al. (2011). As fases propostas para o experimento foram pré-inicial |
(dos 17 aos 35 dias), pré-inicial Il (dos 36 aos 48 dias) e inicial (dos 49 aos 63 dias de idade). Racdes e
agua foram fornecidas a vontade durante todo o periodo experimental.

A racdo base proposta foi formulada com os principais ingredientes milho, farelo de soja, soro
de leite em po e suplemento vitaminico e mineral, calculadas para serem isonutritivas. A inclusdo do
produto teste (QOS) foi substituida por um inécuo (carbonato de célcio) para ajuste dos niveis de
calcio da racdo para todos os demais tratamentos, uma vez que o produto tem uma base célcica de
diluicdo. A matriz do QOS néo foi levada em consideragdo para a elaboracdo das dietas pelo baixo
percentual do produto. A propor¢do dos antimicrobianos foi substituida por milho (Tabela 2).

As variaveis de desempenho, ganho de peso, consumo de ragcdo e conversdo alimentar, e
indice de diarreia foram avaliadas durante as 3 fases e também no periodo total do experimento. A
observacdo da ocorréncia de diarreia foi feita diariamente através da avaliacdo da consisténcia das
fezes, anotando o nimero do (s) animal (is) com o quadro clinico. A consisténcia das fezes foi
classificada de acordo com Sobestiansky e Barcellos (2007): 1- fezes liquidas; 2- fezes cremosas; 3-
fezes pastosas; 4- fezes normais. Para a avaliagdo da diarreia, os animais foram avaliados
individualmente, mas a unidade experimental foi a baia, considerando positivo para diarreia a baia
com pelo menos um animal com escore inferior a 3.

Para a avaliacdo de imunoglobulinas séricas IgA 1gG e IgM de todos os animais, a primeira
amostra de sangue foi coletada aos 21 dias de idade, antes da vacinacao para circovirus e micoplasma.

A segunda amostra foi obtida aos 35 dias.



71

Para a avaliacdo do peso dos drgdos do trato gastrintestinal e anexos e para a avaliagéo
morfométrica das vilosidades do intestino delgado foi selecionado um animal por baia, fémea, aos 35
dias de idade, totalizando 24 animais, com peso médio de 6,86 + 0,64Kg. O animal escolhido foi de
acordo com o peso vivo, sendo utilizado aquele que apresentou o peso mais préximo da média dos
animais de cada bloco. O sacrificio dos animais foi precedido por insensibilizacao elétrica, seguido da
sangria dos grandes vasos da regido do pescoco. Neste momento, foi coletado a segunda amostra de
sangue para avaliagdo de imunoglobulinas séricas IgA 1gG e IgM de todos os animais, os sacrificados
e 0s gque permaneceram no experimento pela pungéo da veia cava anterior.

ApoOs o abate, os animais foram eviscerados para avaliacdo do peso relativo de estdmago,
baco, figado, intestino delgado, intestino grosso e comprimento do intestino delgado e pH duodenal,
verificado com auxilio de um potenciémetro a partir do suco duodenal colhido diretamente do
fragmento intestinal logo apos a evisceragao.

Em seguida, foi coletado um fragmento da porcdo média do duodeno, jejuno e ileo. Os
fragmentos intestinais, de aproximadamente 3 cm de comprimento, foram lavados em solugéo
fisioldgica e entdo seccionados transversalmente e longitudinalmente para expor o Iimen intestinal.
Apo0s 24 horas na solucdo fixadora (formol 10%) os fragmentos foram lavados e imersos em &lcool
70% e armazenados a temperatura ambiente. Os fragmentos foram recortados em amostras de
aproximadamente 0,5cm de comprimento, desidratados em &lcool, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina. Em cada ldmina foram dispostas quatro sec¢des semi-seriadas com 5um de espessura,
obtidas com micrétomo American Optimal, sendo que entre uma seccdo e a subsequente foram
desprezadas 30 sec¢bes (BERTOLETTO, 2005). Cortes de 5 pum de espessura foram corados com
Hematoxilina & Eosina para avaliagcdo histolégica e com a coloracdo Azul de Alciano para contagem
de células caliciformes. Um escore histoldgico foi estabelecido para comparar as alteracdes
histoldgicas, no qual é estabelecida uma correlacdo entre o tipo e extensdo da lesdo e o seu grau de
severidade (Quadro 1). O escore de lesdo do segmento foi obtido pela multiplicacdo do fator de
severidade (ou grau de severidade) da lesdo e sua extensdo determinada pela intensidade ou frequéncia
observada. O escore de lesdo do 6rgdo foi obtido pela soma dos escores lesionais. O fator de
severidade (ou grau de severidade) foi determinado como: 1 — lesdes leves; 2 — lesdes moderadas; 3 —
lesbes severas. A extensdo de cada lesdo (intensidade ou frequéncia observada) foi avaliada em trés
campos por animal e o escore foi: 0, sem lesdo; 1, pequena extensdo (25% da secéo intestinal afetada);
2, extensdo intermediaria (50% da secdo intestinal afetada); 3, grande extensdo (75% da se¢do
intestinal afetada). Cada secdo intestinal era de 1 cm? (BRACARENSE et al., 2012).

A altura e profundidade de vilosidades foram mensuradas em 30 vilosidades escolhidas
aleatoriamente utilizando o programa MOTIC Image Plus 2.0 ML® image analysis system (MOTIC
Image Plus Motic Instruments, Richmond, Canada). O nimero de linfécitos, plasmdcitos e eosinofilos

foram contados na regido de lamina prdpria, em trés campos aleatérios por amostra utilizando a
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objetiva de 40x. Para contagem das células caliciformes foram escolhidos 30 campos aleatorios por
amostra. As médias do escore lesional, morfometria intestinal, nimero de células caliciformes e
celulas inflamatorias foram utilizadas para a analise estatistica, sendo analisadas alturas de pelo menos
30 vilosidades por segmento, e tratadas as médias destas vilosidades como unidade experimental.
Somente os vilos ligados a lamina prdpria e com pontas bem definidas foram medidos. As analises
histologicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica da Universidade Estadual de
Londrina.

Para as andlises imunoldgicas, os soros foram diluidos para IgG 1:100.000, IgA e IgM forma
diluidas 1:10.000, realizados de acordo com as instrucdes do fabricante, Bethyl Laboratories, Inc.
USA, (Pig IgA ELISA Quantitation Set, Pig IgM ELISA Quantitation Set, Pig IgG ELISA
Quantitation Set).

Os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia com teste de Tukey a 5% de
significancia para diferenca de médias e a 10% de significancia para indicar tendéncia a diferenca de
médias pelo pacote GLM do programa MINITAB 17. A incidéncia de diarreia foi analisada por Qui-
Quadrado de contingéncia quanto a positividade do animal para diarreia, a incidéncia de diarreia
aquosa e o escore fecal médio durante o periodo de 17 a 35 dias. Os dados ndo paramétricos das
andlises imunoldgicas foram submetidos a transformagdo logaritmica e posteriormente analisados

como dados paramétricos.

Resultados

Para o desempenho (Tabela 3), observa-se tendéncia a melhor ganho de peso diario (GPD)
durante a fase Inicial (49 a 63 dias) para os antimicrobianos, quando comparados com 100 ppm de
QOS, promovendo uma melhora de 100g dia ! no GPD (P = 0,10). A converséo alimentar (CA) da
fase Pré-inicial | (17 a 35 dias) foi melhor (P < 0,05) para os leitdes alimentados com colistina em
relacdo ao QOS e a lincomicina.

A incidéncia de diarreia, presente na fase pré-inicial | (Tabela 4), indicou uma prevaléncia
maior dos animais alimentados com QOS em rela¢do aos antimicrobianos, sendo que este tratamento
também foi 0 mais acometido com escore fecal 1 (fezes aquosas).

O peso relativo dos 6rgdos (Tabela 5) apresentou aumento relativo do peso do bago (P < 0,05)
para os animais alimentados com 100 ppm de QOS em relacdo aos alimentados com 0s
antimicrobianos, assim como o pH duodenal também foi menor (P < 0,05) para aqueles animais em
relagdo aos animais alimentados com colistina. Para o comprimento do intestino delgado, houve
influéncia dos tratamentos com antimicrobianos (P < 0,05), sendo que os dois grupos (Gram positivo e
negativo) apresentaram maior comprimento desse 6rgdo em relacdo aos animais do tratamento com
QOS.
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A avaliacdo morfométrica das diferentes por¢des do intestino delgado (Tabela 6) apontou
aumento (P < 0,05) da altura de vilosidades e da relagéo altura de vilosidades/profundidade de criptas
do jejuno para o uso de 40 ppm de colistina na ragdo quando comparado com 100 ppm de QOS.

Para a contagem de células sométicas (CCS), os resultados (Tabela 7) apontam uma presenca
maior de linfdcitos na lamina prépria (P < 0,05) das por¢des do jejuno e do ileo dos leitdes
alimentados com QOS quando comparados aos alimentados com colistina para o primeiro segmento e
com lincomicina para o segundo. Leitdes alimentados com colistina também apresentaram numero
menor de linfécitos (P < 0,05) no jejuno quando comparados com os alimentados com lincomicina.

A resposta imune sérica (Tabela 8) indicou uma tendéncia (P < 0,10) de aumento na IgA
sérica para os 35 dias de vida dos leitdes tratados com QOS em relacdo a colistina (Grafico 1).

Para as lesbes de epitélio, observou-se que leitbes alimentados com 100 ppm de QOS
obtiveram uma tendéncia (P < 0,10) a apresentar maior escore de lesdes epiteliais no duodeno quando

comparados com leitdes alimentados com 40 ppm de colistina (Grafico 2).

Discussao

Antimicrobianos

A tendéncia (P = 0,10) a uma melhor resposta de ganho diario de peso (GPD) no periodo
Inicial (49 a 63 dias) dos antimicrobianos quando comparados ao uso de 100 ppm de QOS pode estar
associada segundo Gonzales, Mello e Café (2012) a acdo dessas substancias no trato digestorio sobre a
microbiota intestinal, reduzindo a competicdo por nutrientes e a producdo de metabdlitos que
deprimem o crescimento dos animais. A melhor performance quando se utiliza antimicrobianos como
promotores de crescimento é comum (PALERMO NETO; ALMEIDA, 2006; PARTANEN, 2002) e
também seus efeitos sinérgicos com outras substancias, como o plasma (RODRIGUES, 2013) e o
sulfato de cobre (MENTEN, 1995), que foram utilizados como ingredientes nas dietas deste
experimento.

A melhor conversdo alimentar (CA) na fase de pos-desmame imediato pelo uso de colistina,
guando comparada com os demais tratamentos, pode estar associada a menor incidéncia de diarreia,
sobretudo aquosa, observada no mesmo periodo. Embora a diarreia p6s desmame tenha diferentes
etiologias, 0 manejo alimentar e a capacidade de adaptacdo digestiva do leitdo a dieta oferecida sdo
pontos importantes para o aparecimento da sindrome de diarreia p6s desmame (SDPD) (KUMMER et
al., 2009), com comprometimento de agentes infecciosos. A baixa idade de desmame, 17 dias, pode ter
influenciado este desafio entérico adaptativo para a primeira dieta de creche e contribuido,
consequentemente, para a maior incidéncia de diarreia aquosa que é causada principalmente pela
colibacilose (KYRIAKIS et al., 1999). Neste sentido, o tratamento com colistina foi eficiente na
reducéo da diarreia aquosa, estando sua resposta relacionada ao espectro de acdo das polimixinas E,

que agem seletivamente sobre bacilos entéricos Gram-negativos, em especial sobre a Escherichia coli.
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As colibaciloses promovem a colonizagdo do intestino delgado e liberam enterotoxinas que agem
sobre as barreiras funcionais da mucosa, aumentando sua permeabilidade e levando a perda de fluidos
para o limen intestinal, caracterizando o aparecimento da diarreia aquosa (GUIGNOT et al., 2007).
Entretanto, no presente experimento, a causa da diarreia ndo foi identificada.

A colistina tem acdo bactericida sobre estes patdgenos, reduzindo sua popula¢do na microbiota
intestinal e favorecendo, dessa forma, a integridade de funcionamento das proteinas constituintes das
junc@es de ocluséo (tight junctions), as z6nulas de oclusdo, ocludinas e claudinas (SUZUKI, 2013),
reduzindo a permeabilidade da membrana e, consequentemente, a incidéncia desse tipo de diarreia.

Embora Yang et al. (2012), trabalhando com ra¢fes contendo 200, 400 e 600 ppm de QOS
frente a 20 ppm de colistina, ndo tenham verificado diferenca na contagem de Escherichia coli para o
conteudo cecal para o uso de colistina e de QOS durante 14 dias pds desmame, niveis de QOS de 400
e 600 ppm de racdo determinaram resultados semelhantes para GPD e CA em relagdo ao
antimicrobiano. Este resultado pode indicar que o nivel de 100 ppm de QOS na ragéo utilizada neste
experimento pode ndo ter sido suficiente para expressar efeitos benéficos nos primeiros 14 dias p6s
desmame.

Quanto a lincomicina, embora o0s animais deste tratamento tenham apresentado tendéncia de
melhor GPD em relagdo ao QOS para a fase Inicial do experimento de maneira similar aos animais do
grupo alimentado com colisitna, os animais que receberam lincomicina apresentaram pior resultado (P
< 0,050) para a conversdo alimentar e prevaléncia de diarreia aguosa quando comparados com 0s
animais do grupo com colistina. A lincomicina é uma lincosamida ativa contra antibiéticos Gram
positivos, micoplasma e algumas bactérias anaerdbias, tendo, portanto, agdo restrita sobre as bactérias
Gram-negativas aerobias, como a Escherichia coli enterotoxigénica (SPINOSA, 2006).

Para a morfometria do jejuno, o tratamento com Colistina resultou em maior altura de
vilosidades em relagdo ao tratamento com QOS e, consequentemente, melhor relacdo de altura de
vilosidades/cripta. Estes resultados diferem dos encontrados por Yang et al. (2012), que ndo
encontraram diferenca para animais alimentados com 20 ppm de colistina quando comparado com
animais alimentados com diferentes niveis de QOS (200, 400 e 600 ppm). Uma deplecdo na altura de
vilosidades e principalmente na relagdo altura de vilosidades/profundidade de cripta s&o critérios
eficientes para avaliar a capacidade de digestdo de nutrientes do epitélio intestinal frente a agressao
tecidual causada por agentes fisicos, quimicos e/ou microbiol6gicos durante o periodo de pos
desmame imediato, especialmente em desmames precoces, e que tendem & normalidade a partir de 5 a
10 dias p6s desmame (LALLES et al.,, 2004; MONTAGNE; PLUSKE; HAMPSON, 2003). Nesse
sentido, a baixa prevaléncia de diarreia aquosa nos animais tratados com colistina em relagdo aos
tratados com QOS provavelmente est4 associada & maior altura dos vilos e também a melhor relacéo
desta com a profundidade de cripta. Os mecanismos responsaveis por esta melhor morfometria

intestinal também devem estar associados a capacidade deste antimicrobiano em controlar a populacao
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de bactérias Gram-negativas patogénicas, principalmente a Escherichia coli e, consequentemente,
reduzir sua a¢do danosa & mucosa intestinal.

Maior altura de vilosidades e sua associagcdo com a profundidade de criptas sdo parametros
importantes na avaliacdo da integridade intestinal e na taxa de recuperagdo tecidual deste 6rgdo,
indicando um melhor funcionamento, sobretudo na absor¢éo de nutrientes, dos segmentos intestinais e
principalmente do jejuno (LALLES et al., 2004). Neste experimento, estas caracteristicas foram
favoraveis para os animais submetidos ao tratamento com 40 ppm de colistina quando comparados
com os animais que receberam 100 ppm de QOS, o que possivelmente reflete a melhor performance
na absorcdo de nutrientes durante as primeiras duas semanas pos desmame caracterizada pela melhor
eficiéncia alimentar desses animais.

Concomitante aos resultados positivos da morfometria dos animais pertencentes ao tratamento
com colistina, observou-se também uma redugdo do nimero de linfocitos na Iamina propria do jejuno
e também um menor escore de lesBes epiteliais no duodeno, indicando que ndo houve uma agressao
tdo severa com consequente aumento de lesbes epiteliais e aumento do processo inflamatério dos
animais que compunham este tratamento em relagdo aos animais alimentados com QOS e com
lincomicina. Da mesma forma, a concentragdo de IgA sérica baixa dos animais que representam este
tratamento em relacdo ao tratamento com QOS pode estar associada a menor agressdo tecidual da

mucosa intestinal quando comparamos os dois grupos de animais.

Quitooligossacarideo

Os resultados de GPD, a CA, a prevaléncia de diarreia, o escore de lesdes de epitélio e a
morfometria intestinal diferem dos obtidos anteriormente por alguns autores que trabalharam com a
colistina como um antibidtico referéncia (YANG et al., 2012) ou mesmo quando o uso do QOS foi
comparado com um controle negativo, indicando muitos aspectos positivos do uso deste
oligossacarideo (HAN et al., 2007; XIONG et al., 2015; YANG et al., 2012).

Na avaliacdo visceral, 0 menor comprimento do intestino delgado (total e relativo) pode estar
relacionado com a alta prevaléncia da diarreia aquosa e a atrofia de vilosidades que reduzem o tempo
de recuperacio e desenvolvimento do epitélio intestinal (LALLES et al., 2004), enquanto que a taxa de
replicagdo celular das criptas € uma resposta a agressdo tecidual, mas ndo € uma resposta positiva do
desenvolvimento do epitélio intestinal (MONTAGNE; PLUSKE; HAMPSON, 2003). Embora
Andrade et al. (2011), tenham encontrado aumento do comprimento intestinal com o uso da colistina,
trabalhando diferentes inclusdes de nucleotideos, Rizzo et al. (2010) e Costa, Tsé e Miyada (2007)
observaram reducdo do comprimento do intestino para o uso de antibiéticos em frangos e suinos,
respectivamente, e atribuiram esta resposta a uma melhora na condicdo de satde intestinal do animal,
uma vez que um aumento no comprimento do intestino pode determinar maior gasto energético e

resultar em menor eficiéncia alimentar para este animal (GOMES et al., 2007). Dessa forma, ao
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comparar o comprimento relativo do intestino delgado de outros trabalhos, verificou-se que os
resultados deste pardmetro para este experimento foram inferiores aos de outros trabalhos (0,516 um
frente a 0,950 um, de acordo com Andrade et al. (2011) ¢ 0,720 um, como observado por Costa et al.
(2011)), demonstrando que houve retragdo do desenvolvimento do intestino delgado para todos os
tratamentos propostos, sendo este mais acentuado no tratamento com QOS.

Em relagdo ao peso relativo do bago, Andrade et al. (2011), trabalhando com nucleotideos,
atribuiram o aumento do peso relativo do bago a um possivel estimulo & imunidade dos leitdes recém-
desmamados. Para o QOS, Xiong et al., (2015) determinaram que, em baixas dosagens (30 ppm), o
QOS pode estimular uma resposta imune em nivel de mucosa. Ja para niveis mais elevados, 300
mg/kg, Xiao et al. (2014) identificaram que o QOS foi efetivo para aliviar o processo inflamatorio
intestinal e estimular a resposta imune celular mediada. Entretanto, um aumento relativo do bago pode
estar associado também a processos de hipersensibilidade do trato gastrintestinal e a estimulos de
agressdo desta mucosa por patdgenos oportunistas, como a Escherichia coli enterotoxigénica,
determinando quadros graves de diarreia, como foi observado neste experimento para 0s animais que
receberam 0 QOS (ALTAMURA et al., 2001). Entretanto, a causa da diarreia ndo foi determinada
para este experimento.

Para o pH duodenal, os valores de normalidade estdo entre 4 e 6 para leitdes, entretanto,
quanto mais proximo de 4 for este pH, melhor sera a resposta do leitdo a proliferacdo de patégenos
neste segmento, uma vez que o 6timo pH para o crescimento bacteriano se situa em 6-8 para a
Escherichia coli, 6-7.5 para o Streptococcos sp e Salmonella, 6.8-7.5 para o Staphylococcos sp e 6.6-
7.0 para a Pseudomonas (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993). Neste experimento, os valores de pH
apresentados pelos leitdes alimentados com QOS foram menores que nos demais tratamentos,
entretanto, esteve acima da normalidade, 6,55. Este valor pode indicar, entre outros fatores, um efeito
tamponante da racdo base (efeito buffer do carbonato de célcio e calcério), além de um baixo efeito
acidificante da dieta por uma ineficiéncia na acdo &cido latica proveniente da lactose ou a nao
utilizacdo de &cidos organicos como aditivos redutores de pH estomacal (KORNEGAY; EVANS;
RAVINDRAN, 1994). Os resultados encontrados por Xiong et al. (2015), entretanto, apontam um
maior valor de pH estomacal com o0 uso do QOS em baixa dosagem (30 ppm), mas ndo houve
diferenca no pH duodenal quando comparado com o uso de antibidtico (clortetraciclina). Alguns
estudos em pacientes com doenca inflamatoria intestinal e lesdes severas de duodeno, apontam uma
reducdo do pH dessa regido, provavelmente, em virtude da baixa excre¢do de bicarbonato de sodio
(VERNIA et al., 1988).

Em relagdo a prevaléncia de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM séricas e a presenca de células
somaticas na lamina propria dos diferentes segmentos intestinais, a maior concentracdo de IgA aos 35
dias de idade para os animais que receberam QOS em relacdo aos que receberam os antibioticos esta

de acordo com os resultados obtidos por Ma et al. (2014), que obtiveram aumento na IgA sérica de
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animais alimentados com 100 ppm de QOS associado ao Zn quelatado, mas ndo obtiveram aumento
nas concentragdes séricas de IgM e IgG. Resultado similar obteve Xiong et al. (2015), com aumento
da concentracéo de IgA para animais alimentados com QOS em relagéo ao grupo controle negativo.
J4, Yin et al. (2008) obtiveram, com 250 ppm de QOS em relagdo a 110 ppm de lincomicina para
leitdes ao desmame, uma resposta tanto de IgA, como de 1gG e IgM, além das interleucinas IL1, IL2 e
IL6, indicando que o0 QOS, provavelmente, desempenhou papel fundamental na promogéo da resposta
imune celular mediada a partir da modulacdo na produgéo de citocinas e anticorpos, demonstrando que
este prebidtico apresentou uma resposta melhor do que a observada pela lincomicina para o
crescimento e salde animal. Para a maior presenca de linfocitos na lamina prépria do jejuno, estes
resultados sdo similares aos obtidos por Xiong et al. (2015), que demonstraram este efeito na lamina
prépria do jejuno e também do duodeno, mas, segundo estes autores, houve reducdo de linfdcitos na
lamina propria do ileo em relagdo ao grupo controle. No presente experimento, entretanto, foi
observada maiores contagens de linfécitos também neste segmento, quando este parametro dos
animais alimentados com QOS era comparado com o grupo alimentado com lincomicina.

Para o escore de lesdes, a resposta sobre o ileo foi positiva com reducéo do escore lesional
médio para 0 QOS em relacdo ao duodeno e jejuno, além de nenhuma presenga de lesfes graves, com
grau de intensidade ou frequéncia 3 ou superior (que representa 75% da sec¢do afetada), enquanto que,
nos demais tratamentos, houve prevaléncia deste grau para o ileo com trés animais compondo 0s
tratamentos com Colistina (1) e Lincomicina (2). Esta resposta de menor agressao epitelial do ileo
identifica-se com os resultados verificados por Li et al. (2013) e Xiong et al. (2015), embora neste

experimento ndo se tenha demonstrado diferenca estatistica entre os tratamentos para este segmento.

Conclusotes

A Colistina apresentou respostas consistentes sobre o desempenho, a prevaléncia de diarreia e
a morfometria intestinal em relacdo ao tratamento com a lincomicina e o QOS, nas condig¢Oes deste
experimento e frente ao desafio de um desmame de 17 dias de vida dos leitdes.

O QOS néo foi eficaz como Unica agéo de substituicdo destes promotores de crescimento para
0s parametros estudados e sob as condigbes deste experimento. A resposta consistente de
imunoestimulacdo do QOS frente aos antibidticos avaliados sugere uma agdo sobre a modulacéo do
sistema imune que deve ser explorada num momento critico como o desmame, demandando mais

investigacoes.
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Tabela 1 — Composigdo centesimal da farinha de crisélida obtida junto & empresa Fiagdo de
Seda Bratac — Londrina — PR.

Proteina Bruta (%) | 52,66 Isoleucina (%) 2,18 Treonina (%) 2,62
Extrato Etereo (%) | 27,17 Leucina (%) 3,75 Potassio (mg/kg) | 7643,09
Célcio (%) 0,11 Ac. Glut. (%) 6,75 Magnésio (mg/kg) | 3266,75
Faésforo total (%) | 0,69 Lisina (%) 3,47 Manganés (mg/kg) | nd
Alanina (%) 2,82 Cistina (%) 0,62 Zinco (mg/kg) 162,29
Arginina (%) 2,73 Metionina (%) 1,69 Ferro (mg/kg) 89,11
Ac. Aspart. (%) 5,88 Fenilalanina (%) | 2,67 Cobre (mg/kg) 14,65
Glicina (%) 2,35 Tirosina (%) 2,91 Cobalto (mg/kg) 8,50

Fonte: Itano (2006).
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Tabela 2 - Composicdo centesimal e nutricional calculada das racGes experimentais base para 0s
periodos propostos, pré-inicial | (17 aos 35 dias), pré-inicial 11 (36 a 48 dias) e Inicial (49 a

63 dias).
Pré-inicial | Pré-inicial 1l Inicial
Macro
Milho % 51,80 58,89 63,65
Farelo de Soja % 18,00 21,00 29,00
Leite integral (pd) % 12,00 7,00 2,00
Soro de leite % 8,00 3,00 0,00
Plasma % 3,00 3,00 0,00
Fosfato Bi calcico 18% % 2,38 2,00 1,72
Oleo Vegetal % 2,00 2,00 1,80
Hemaécias (po) % 1,00 1,00 0,00
Sal Moido % 0,50 0,30 0,42
Premixt % 0,40 0,40 0,40
Oxido de Zinco 79,9% % 0,20 0,20 0,00
Calcario Calcitico 38% % 0,17 0,51 0,51
L-Lisina % 0,25 0,30 0,25
L-Treonina % 0,15 0,20 0,10
DL-Metionina % 0,15 0,20 0,10
Sulfato de Cobre 25% % 0,00 0,00 0,05
Niveis Nutricionais

Proteina Bruta % 19,82 20,07 19,00
Ex. Etéreo % 7,63 5,72 4,68
Fibra Bruta % 2,15 2,50 3,03
Lactose % 10,00 5,00 0,70
Lisina Total % 1,40 1,40 1,20
Lisina Digestivel % 1,27 1,26 1,05
Treonina Digestivel % 0,81 0,76 0,67
Metionina Digestivel % 0,43 0,47 0,36
Zinco mg kg ! 1700 1700 153
Cobre mg kg * 12,00 12,00 150
Calcio % 0,84 0,79 0,69
Fésforo Total % 0,84 0,74 0,64
Fésforo digestivel % 0,65 0,55 0,44
Energia Metabolizavel Kcal 3513 3500 3420

L Premix, niveis de garantia por kg do produto: Colina: 75.000 mg kg !, Vitamina A: 50.000 Ul, Vitamina D3:
75.000 UI, Vitamina E: 9000 mg kg *, Vitamina K3: 975 mg kg %, Vitamina B1: 500 mg kg !, Vitamina B2:
1.200 mg kg , Vitamina B6: 750 mg kg ", Vitamina B12: 8.000 mcg kg !, Niacina: 5.000 mg kg 1, Acido
Pantoténico: 3.000 mg kg 1, Acido Félico: 500 mg kg 1, Biotina: 20.000 mg kg "%, Ferro: 30.000 mg kg %,
Cobre: 3.000 mg kg %, Manganés: 17.500 mg kg *, Zinco: 30.000 mg kg **, lodo: 200 mg kg 2, Selénio: 150
mg kg 1, Fitase: 25000 U kg ..

2 Para 0s tratamentos propostos, foi incluido 0,901% de QOS para o tratamento QOS, enquanto que para 0s
tratamentos com antibioticos foi incluido 0,901% de Carbonato de Calcio para corrigir o nivel de célcio destas
racOes. Para a inclusdo de 40 mg/Kg de colistina e 4,4 mg/Kg de Lincomicina, estes foram adicionados a ragdo
sem substituicdo de ingredientes na formulacéo.
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Quadro 1 — Critérios Histologicos usados para estabelecer o escore de lesdes intestinais.

Tipo de Leséo Fator de Severidade Extensdo da Lesdo Escore Méaximo
Dilatacao de vasos linfaticos 1 0a3 38
Vacuolizacdo celular 1 0a3

Epitélio cubico (enterdcitos) 2 0a3

Achatamento de vilosidades 2 0a3

Fusdo de vilosidades 2 0a3

Edema intersticial 2 0a3

Necrose apical de vilosidades 3 0a3

O escore de lesdo do segmento foi obtido pela multiplicacdo do fator de severidade (ou grau de severidade) da
lesdo e sua extensdo determinada pela intensidade ou frequéncia observada. O escore de lesdo do érgao foi
obtido pela soma dos escores lesionais. O fator de severidade (ou grau de severidade) foi determinado como: 1 —
lesbes leves; 2 — lesGes moderadas; 3 — lesfes severas. A extensdo de cada lesdo (intensidade ou frequéncia
observada) foi avaliada em trés campos por animal e o escore foi: 0, sem lesdo; 1, pequena extensdo (25% da
secdo intestinal afetada); 2, extensdo intermedidria (50% da secdo intestinal afetada); 3, grande extensao (75% da
secdo intestinal afetada). Cada secéo intestinal era de 1 cm?. Fonte: Bracarense et al. (2012).
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Tabela 3 — Desempenho zootécnico de leitdes alimentados com Colistina (COL), Lincomicina (LIN)
e Quitooligossacarideo (QOS) para as diferentes fases de creche.

Parametros Tratamentos Média SE Média P valor
QO0S CoL LIN -

17 a 35 dias (Pré-Inicial 1)

Peso Inicial (kg) 5,34 5,33 5,34 5,34 0,09 0,999
Peso Final (kg) 6,71 7,22 6,63 6,86 0,16 0,162
CDR (9) 210 236 200 215 0,01 0,183
GPD (9) 80 112 76 89 0,01 0,135
CA 263B 2, 10A 263B 2,41 0,122 0,0471
36 a 48 dias (Pré-Inicial 1)
Peso Final (kg) 12,86 12,91 12,32 12,36 0,26 0,267
CDR (g) 717 821 720 747 0,02 0,233
GPD (g) 381 416 403 400 0,01 0,558
CA 1,88 1,87 1,78 1,87 0,04 0,263
49 a 63 dias (Inicial)
Peso Final (kg) 17,65 20,5 19,48 19,06 0,52 0,141
CDR (9) 942 968 906 939 0,02 0,576
GPD (9) 446 B 549 A 551A 515 0,02 0,1002
CA 2,11 1,76 1,64 1,82 0,06 0,133
17 a 63 dias (Periodo Total)
CDR (g) 578 622 567 589 0,01 0,223
GPD (g) 280 335 321 312 0,01 0,157
CA 2,06 1,85 1,76 1,88 0,07 0,164

CDR — Consumo diério de racdo; GPD — Ganho diario de Peso; CA — Conversdo Alimentar.
I etras diferentes para nimeros estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 95%.
2| etras diferentes para nimeros estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 90%.
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Tabela 4 — Incidéncia de diarreia total, aquosa e indice médio de escore fecal para leitbes alimentados
com 100 ppm de quitooligossacarideo (QOS), 40 ppm de colistina (COL) ou 4,4 ppm de
lincomicina (LIN) os tratamentos propostos durante a fase pré-inicial | (dos 17 aos 35

dias).
. Tratamentos P
Parametros
QO0s COL LIN valor
17 a 35 dias
Incidéncia de diarreia (%)* 100B 50A 83,33AB 0,046
Incidénica de diarreia aquosa (%)* 100C 0A 50B 0,002
Escore Fecal? 33B 40A 3, 7AB 0,016

1Teste de contingéncia de Qui-quadrado. Para letras diferentes, nimeros estatisticamente diferentes para P <
0,05.

2Avaliacao do escore fecal, admitindo como normalidade a frequéncia total do escore para fezes normais. Para
letras diferentes, nimeros estatisticamente diferentes para P < 0,05.
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Tabela 5 — Peso Relativo dos o6rgdos estdbmago, figado, bago, intestino delgado e grosso e
comprimento de intestino delgado (em % do peso final de abate) de leitbes com 35 dias
de idade de acordo com os diferentes tratamentos propostos.

. Tratamentos .- .-
Parametros Média SE Média P valor
Q0S CoOoL LIN

Peso dos 6rgaos

Estdmago (%) 0,77 0,73 0,88 0,79 0,04 0,198
Figado (%) 2,72 2,46 2,56 2,58 0,07 0,285
Baco (%) 0,32A 0,20B 0,19B 0,24 0,04 0,050t
Intestino Delgado (%) 4,24 4,54 4,44 4,41 0,14 0,212
Intestino Grosso (%) 2,17 2,58 2,38 2,38 0,11 0,326
Intestino Delgado
Comprimento (m) 722B 853A 8,00A 7,92 0,30 0,031t
Comprimento Relativo 046B 055A 054A 0,516 0,04 0,0552
pH do duodeno 6,55B 7,11A 6,75A 6,80 0,13 0,0071

1L etras diferentes indicam nlmeros estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 95%.
2etras diferentes indicam nimeros estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 90%.
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Tabela 6 — Morfometria do Intestino Delgado de leitdes com 35 dias de idade alimentados com 100
ppm de quitooligossacarideo (QOS), 40 ppm de colistina (COL) ou 4,4 ppm de

lincomicina (LIN).

R Tratamentos . -
Parametros Média SE Média P valor
QO0Ss COoL LIN
Duodeno
Vilos (um) 165 174 164 168 8,2 0,86
Cripta (um) 214 230 225 223 7,91 0,78
Células Caliciformes (n) 4,9 51 4,1 4,7 0,35 0,59
Relacdo Vil/Crip 0,77 0,76 0,74 0,76 0,03 0,96
Jejuno
Vilos (um) 149B 203 A 174AB 175 8,32 0,02t
Cripta (um) 186 204 205 198 741 0,59
Células Caliciformes (n) 3,8 43 3,5 3,9 0,2 0,30
Relacdo Vil/Crip 0,81B 1,00A 0,86 AB 0,89 0,03 0,03t
ileo
Vilos (um) 156 172 156 161 5,22 0,40
Cripta (um) 171 201 180 184 8,08 0,40
Células Caliciformes (n) 6,8 59 5,8 6,2 0,49 0,69
Relacdo Vil/Crip 0,92 0,87 0,90 0,90 0,03 0,88

I etras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 95%.
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Tabela 7 — Contagem de Células Somaéticas epiteliais e suas diferenciacbes no intestino delgado de
leitBes aos 35 dias de idade alimentados com 100 ppm de quitooligossacarideo (QOS), 40
ppm de colistina (COL) ou 4,4 ppm de lincomicina (LIN).

R Tratamentos - -
Parametros 005 COL N Média SE Média P valor
Duodeno
CCS (n) 90,5 88,1 78,7 85,8 4.6 0,54
Linfécitos (n) 36,1 29,6 37,1 34,3 19 0,22
Plasmdcitos (n) 40,8 32,2 30,7 34,6 4,0 0,44
Eosinofilos (n) 13,6 16,2 10,9 13,6 15 0,39
Jejuno
CCS (n) 77,5 68,2 66,9 70,9 3,4 0,46
Linfécitos (n) 414A 305B 402A 37,4 2,0 0,05t
Plasmacitos (n) 13,9 15,1 8,9 12,6 1,7 0,29
Eosindfilos (n) 22,2 22,5 17,2 20,6 1,7 0,50
lleo
CCS (n) 90,1 85,0 79,4 84,8 4,0 0,61
Linfécitos (n) 405A 333AB 304B 34,7 2,0 0,041
Plasmacitos (n) 6,9 9,9 7,1 8,0 0,7 0,15
Eosindfilos (n) 447 41,8 41,9 42,8 3,9 0,99

CCS - Contagem de Células Somaéticas.
1 Letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 95%.
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Tabela 8 — Resposta Imune sérica (Total, 1gG, IgA e IgM), em mg/mL, de leitdes aos 21 e 35 dias de
idade idade alimentados com 100 ppm de quitooligossacarideo (QOS), 40 ppm de
colistina (COL) ou 4,4 ppm de lincomicina (LIN).

A Tratamentos - -
Parametros 00S COL N Média SE Média P valor

21 dias

Ig Totais (mg mL 1) 10,7 11,1 10,7 10,8 0,43 0,80

19G (mg mL 1) 9,1 9,5 9,1 9,2 0,38 0,26

IgA (mg mL 1) 0,199 0,178 0,168 0,182 0,01 0,11

IgM (mg mL 1) 1,41 1,46 1,39 1,42 0,11 0,96
35 dias

Ig Totais (mg mL 1) 12,5 14,1 13,5 13,4 0,47 0,50

1gG (mg mL 1) 8,5 10,1 9,2 9,3 0,40 0,86

IgA (mg mL 1) 1,103A 0,709B 0,962 AB 0,925 0,07 0,07t

IgM (mg mL 1) 2,85 3,29 3,36 3,17 0,17 0,43

1 | etras diferentes indicam tendéncia a médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 90% com
transformagc&o logaritmica dos dados ndo paramétricos.
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Gréfico 1 — Resposta Imune sérica de 1gA (em mg/mL) de leitGes aos 21 e 35 dias de idade
alimentados com 100 ppm de quitooligossacarideo (QOS), 40 ppm de colistina
(COL) ou 4,4 ppm de lincomicina (LIN).
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1 | etras diferentes indicam tendéncia a médias estatisticamente diferentes (P < 0,10) pelo teste de
Tukey com transformacéo logaritmica dos dados ndo paramétricos.



Gréfico 2 — Escore de lesGes epiteliais* para os diferentes segmentos do intestino
delgado de leitdes alimentados com 100 ppm de
quitooligossacarideo (QOS), 40 ppm de colistina (COL) ou 4,4 ppm
de lincomicina (LIN).

s B

OQos
B COL

Escore lesional

OLIN

Duodeno lejuno ileo

Segmento Intestinal

*Escore de lesBGes epiteliais apds exame histolégico de acordo com a frequéncia e
severidade das lesdes no intestino delgado de acordo com Bracarense et al. (2012)

L Letras diferentes indicam tendéncia a médias estatisticamente diferentes (P < 0,10)
pelo teste de Tukey.
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5 CONSIDERACOES

O conceito de saude intestinal quando entendido como a manutencao do equilibrio
dindmico das funcgdes secretorias, absortivas e imunes do TGI, torna-se ndo so o objetivo final
da nutricdo e producéo de leitbes, mas o caminho pelo qual este objetivo pode ser atingido.
Dessa forma, o0 QOS e todas as respostas obtidas por este trabalho devem ser compreendidas
tdo somente como parte deste caminho, assim como outros aditivos que se propGe a servir de
substitutos para o uso dos antimicrobianos como promotores de crescimento. O exemplo de
producdo europeu dos ultimos anos €, sem ddvida, um modelo a ser seguido quando se busca
uma producgdo suinicola sustentavel e sem antibiGticos. Manejos simples, mas eficazes,
dedicacdo a higiene e limpeza de instalagGes, a prevencao de doencgas e ao encontro de um
sistema de producdo que permita que se produzam leitGes fisiologicamente saudaveis e
prontos para um desafio como o periodo de desmame devem ser a mola propulsora para um
novo olhar sobre a suinocultura. Dessa forma, a nutricdo e todos 0s seus aspectos relevantes
ndo sO para a performance, mas para a vida dos leitdes, pode se desafiar cada vez mais a
encontrar solucgdes inteligentes e aditivos melhoradores, como o QOS, para que a producao

alimentar consiga ser sempre mais saudavel e de melhor qualidade para toda populacao.
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