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RESUMO 

 
Avaliação de aditivos alternativos, em substituição aos antibióticos, na alimentação de 

leitões recém-desmamados 

 

O presente estudo foi dividido em dois experimentos, utilizando-se leitões recém-

desmamados, dos 21 aos 63 dias de idade, para avaliação de aditivos alternativos a antibióticos 

promotores de crescimento (APC). No experimento 1 os animais foram alimentados com uma 

dieta basal (DB) sem qualquer aditivo zootécnico, ou com dietas similares à DB, porém 

suplementadas com β-glucanos em 50 e 100 ppm (BG50 e BG100), mananoligossacarídeos 

(MOS) e halquinol, com 10 repetições e 5 animais por unidade experimental (UE). Os 

parâmetros avaliados foram ganho de peso diário de (GPD), consumo diário de ração (CDR), 

conversão alimentar (CA), incidência de diarreia, morfologia intestinal, marcadores da resposta 

imune (Imunoglobulinas A, G e M), eritrograma e hemograma completo. Fezes de suínos 

adultos diluídas em água (1:5) foram aspergidas sobre as baias antes do alojamento, a fim de 

promover desafio sanitário. No experimento 2 os suínos receberam uma DB sem qualquer 

aditivo zootécnico, DB com halquinol ou extrato pirolenhoso (EP) em 1 (EP1), 2 (EP2) e 3% 

(EP3), totalizando 5 tratamentos, 10 repetições e 4 animais por unidade experimental. Foram 

avaliadas o GDP, CDR, CA, incidência de diarreia, pesos (relativo e absoluto) dos órgãos, 

morfologia intestinal, pH dos conteúdos do estômago e ceco, marcadores da resposta imune 

(Interleucinas (IL) IL-6, IL-10 e TNF-α), parâmetros sanguíneos e composição microbiana do 

conteúdo do ceco dos leitões. Cada animal foi inoculado com 1 mL com cepa de Escherichia 

coli enterotoxigênica (ETEC): E. coli U21 (K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +), para promover 

desafio sanitário. Além disso, foi realizado o teste in vitro para determinar concentração 

inibitória mínima e a concentração bactericida mínima. Em ambos os experimentos, adotou-se 

delineamento experimental em blocos casualizados e os dados foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). No experimento 1, não foram 

observados efeitos dos tratamentos sobre o desempenho e a incidência de diarreia. Contudo, os 

animais alimentados com BG100 apresentaram tendência (P = 0,0624) para maior GDP em 

relação aos leitões submetidos a DB (264.1 vs. 213.4g/dia), de 8 a 14 dias do experimento. Não 

houve efeito da suplementação de prebióticos sobre a morfologia intestinal e os parâmetros 

hematológicos. Entretanto, os leitões alimentados com BG50 apresentaram concentração de 

neutrófilos 20% maior (P <0,05) em comparação aos animais que receberam a DB no dia 21 e, 

além disso, a inclusão de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a concentração de linfócitos em 

14% no soro sanguíneo dos animais do grupo controle, em comparação ao grupo BG50. A 

concentração de IgA no soro sanguíneo dos animais DB foi duas vezes maior (P <0,05) em 

comparação ao grupo alimentado com BG100 no dia 7. No experimento 2, não foram 

observados efeitos dos tratamentos sobre o desempenho, pesos (relativo e absoluto) dos órgãos, 

incidência de diarreia, morfologia intestinal, pH do estômago e ceco e parâmetros sanguíneos. 

A inclusão de EP e antibiótico contribuíram para a concentração de IL-10, aumentando, assim, 

a imunomodulação e redução da resposta inflamatória. A concentração de Lactobacillus no 

conteúdo do ceco foi maior (P<0,05) nos animais que receberam EP3. Além disso, observou-

se reduções numéricas de 90,5%, 64,3%, 62,1% e 34,6% nos gêneros Escherichia coli, 

Clostridium 1, Streptococcus e Campylobacter, respectivamente, em razão da utilização do EP. 

Os testes in vitro demonstraram o efeito bacteriostático e bactericida do EP a 6%. Mais estudos 

são necessários para elucidar os níveis dos prebióticos e EP na ração e seus efeitos sobre o 

desempenho, sistema imune e saúde intestinal em leitões pós-desmame. 

 

Palavras-chave: Prébióticos, Extrato pirolenhoso, Saúde intestinal, Sistema imune 
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ABSTRACT 

 

Evaluation of alternative additives, to replace antibiotics, in the feed of weanling piglets 

 

The present study was divided into two experiments, using newly weaned piglets, from 

21 to 63 days of age, to evaluate alternative additives to growth-promoting antibiotics (GPA). 

In experiment 1, the animals were fed a basal diet (BD) without any growth promoter additive, 

or diets similar to BD, but supplemented with β-glucans at 50 and 100 ppm (BG50 and BG100), 

mannanoligosaccharides (MOS) and halquinol, with 10 replicates and 5 animals per 

experimental unit (EU). The parameters evaluated average daily gain (ADG), average daily 

feed intake (ADFI), feed conversion (FC), incidence of diarrhea, intestinal morphology, 

immune response markers (Immunoglobulins A, G and M) and blood parameters. Adult swine 

feces diluted in water (1:5) were sprinkled over the pens before housing, in order to promote a 

sanitary challenge. In experiment 2 the pigs received a BD without any growth promoter 

additive, BD with halquinol or pyroligneous extract (PE) in 1 (PE1), 2 (PE2) and 3% (PE3), 

totaling 5 treatments, 10 repetitions and 4 animals per unit experimental. The parameters 

evaluated were the ADG, ADFI, FC, diarrhea incidence, organ weights (relative and absolute), 

intestinal morphology, stomach and cecum contents pH, immune response markers 

(Interleukins (IL) IL-6, IL-10 and TNF- α), blood parameters and microbial composition in the 

cecum content of the piglets. Each animal was inoculated with 1 mL of an enterotoxigenic 

Escherichia coli strain (ETEC): E. coli U21 (K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +), to promote 

sanitary challenge. In addition, the in vitro test was performed to determine the minimum 

inhibitory concentration and the minimum bactericidal concentration. In both experiments, a 

randomized block design was adopted and data were subjected to analysis of variance and 

means were compared by Tukey's test (P<0.05). In experiment 1, no effects of treatments on 

growth performance and incidence of diarrhea were observed. However, animals fed BG100 

tended (P = 0.0624) to have higher ADG compared to piglets fed BD (264.1 vs. 213.4g/day), 

from 8 to 14 days of the experiment. There was no effect of prebiotics supplementation on 

intestinal morphology and hematological parameters. However, piglets fed with BG50 had 20% 

higher neutrophil concentration (P < 0.05) compared to animals that received BD on day 21 

and, in addition, the inclusion of MOS in the diets increased (P < 0 .05) the concentration of 

lymphocytes in 14% in the blood serum of animals compared to the BG50 group. The IgA 

concentration in the blood serum of BD animals was twice as high (P < 0.05) compared to the 

group fed BG100 on day 7. In experiment 2, no treatment effects were observed on growth 

performance, organ weights (relative and absolute), incidence of diarrhea, intestinal 

morphology, stomach and cecum pH and blood parameters. The inclusion of PE and antibiotics 

contributed to the concentration of IL-10, thus increasing immunosuppression. The 

concentration of Lactobacillus was higher (P<0.05) in cecum content of animals that received 

EP3. Furthermore, numerical reductions of 90.5%, 64.3%, 62.1% and 34.6% were observed in 

the genera Escherichia coli, Clostridium 1, Streptococcus and Campylobacter, respectively, 

due to the use of PE. In vitro tests demonstrated the bacteriostatic and bactericidal effect of 6% 

PE. More studies are needed to elucidate the levels of prebiotics and PE in the feed and their 

effects on performance, immune system and intestinal health in post-weaning piglets. 

 

Keywords: Prebiotics, Pyroligneous extract, Intestinal health, Immune system 
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1. INTRODUÇÃO  

O desmame precoce é uma das práticas mais desafiadoras no ciclo de vida do suíno de 

criação comercial. Os leitões recém-desmamados são geralmente expostos a uma série de 

agentes estressores, nutricionais, psicológicos, ambientais, fisiológicos e sociais (Laine et al., 

2008; Heo et al, 2015), que provocam redução do desempenho e prevalência da diarreia pós-

desmame (Campbell et al., 2013). Ao serem submetidos à transição de dieta, do leite materno 

uma dieta de desmame, os leitões sofrem uma redução severa no consumo de ração por alguns 

dias após o desmame (Kluess et al., 2010). Além disso, para se adaptar ao novo ambiente, a 

composição da microbiota gastrointestinal também é alterada em decorrência de mudanças no 

comportamento alimentar e composição da dieta. Esse período é frequentemente associado a 

um desafio devido à alta incidência de distúrbios gastrointestinais, como a diarreia nutricional 

pós-desmame (Aherne et al., 1992; Kluess et al., 2010). 

A diarreia pós-desmame é considerada um grande problema de saúde e causa 

substancial morbidade e mortalidade em suínos. Vale ressaltar que, a diarreia pós-desmame é 

uma doença gastrointestinal multifatorial com fatores etiológicos importantes (Lallès et al., 

2007; Atasever et al., 2018). O trato gastrointestinal é um ecossistema complexo e equilibrado. 

A composição da dieta é um fator importante que influencia o ecossistema microbiano intestinal 

(Leser et al., 2002; Jayaraman & Nyachoti, 2017). Sendo assim, ao considerar o equilíbrio entre 

o ecossistema microbiano intestinal e a composição da dieta, a diarreia nutricional pós-

desmame é um grande problema no processo de desmame (Pluske et al., 2002). 

A estratégia mais eficiente para aliviar a diarreia nutricional pós-desmame é a regulação 

da composição nutricional da dieta. Várias abordagens nutricionais para atenuar o impacto a 

transição do desmame e aliviar doenças entéricas foram pesquisadas nos últimos anos (Thacker, 

2013; Ferreira et al., 2017). Dentre as potenciais alternativas se destacam os probióticos, 

prebióticos, enzimas, acidificantes, extratos de plantas e nutracêuticos, como cobre (Li et al., 

2012; Wang et al., 2012; Zuo et al., 2015; Long et al., 2018; Lu et al., 2018; San Andres et al., 

2019). 

Os prebióticos são caracterizados como substratos seletivamente fermentados que 

resultam em mudanças específicas na composição e/ou atividade da microbiota do trato 

gastrointestinal (TGI), conferindo benefícios à saúde do hospedeiro (Gibson et al., 2010). A 

maioria dos prebióticos identificados são carboidratos com diferentes estruturas moleculares 

que ocorrem naturalmente na alimentação humana e animal. Carboidratos dietéticos, como 

fibras, são prebióticos candidatos, mas os mais promissores são os oligossacarídeos não 

digestíveis (ONDs) (Gaggia et al., 2010). Dentre os ONDs estudados na nutrição animal 
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destacam-se: β-glucanos, frutoligossacarídeos (FOS), galactoligossacarídeos (GOS) e 

mananoligossacarídeos (MOS) (Gaggia et al., 2010).  

O β-glucano caracteriza-se como um tipo de polissacarídeo funcional constituinte da 

parede celular de fungos, bactérias e cereais (aveia, centeio e cevada, etc). Possui várias funções 

biológicas, dentre elas, modulação do sistema imune e regulação da glicose. A molécula de β-

glucano geralmente é composta por resíduos de glucopiranosil ligados em β-1,3 com um 

pequeno número de cadeias laterais de resíduos de glucopiranosil ligados em β-1,6. As ligações 

glicosídicas especiais e as ligações de hidrogênio intermoleculares contribuem para um tipo de 

estrutura molecular helicoidal única que é facilmente reconhecida pelas células do sistema 

imunológico (Xiong et al., 2015). 

Os mananoligossacarídeos (MOS) são carboidratos não digestíveis compostos por 

blocos de manose e podem ser encontrados na parede celular de levedura em formação 

complexa. Saccharomyces cerevisiae é uma levedura muito utilizada nas indústrias de 

panificação e cervejaria e a partir destes processos obtêm-se exclusivamente os MOS que são 

utilizados na nutrição animal. A parede celular de S. cerevisiae contém manana-proteínas e 

glucanas, os principais constituintes da parede celular externa são polímeros de manana com 

ligações α(1-6) e α(1-2) ou, em menor extensão α(1-3) de cadeias laterais limitadas (Halas e 

Nochta, 2012). 

Outra recente estratégia utilizada para aliviar a diarreia nutricional pós-desmame é o 

extrato pirolenhoso (EP). O extrato pirolenhoso (EP) é um coproduto obtido após a produção 

do carvão vegetal, a partir da condensação da fumaça formada pela carbonização da biomassa 

da madeira (Araújo et al., 2017).  

O EP também conhecido como vinagre de madeira, ácido pirolenhoso e mokusaku, 

possui diversas formas de aplicação, dentre elas a agrícola, é composto por água em sua maior 

parte (80 a 90% v/v) e uma mistura complexa de milhares de compostos, contendo nesses mais 

de 200 compostos orgânicos decorrentes da degradação térmica da madeira, como ácido 

acético, álcoois, acetonas, ésteres, fenóis e furanos (Araújo et al., 2017). 

Diante do exposto, a presente tese, dividida em dois experimentos, avaliou, no primeiro 

experimento a inclusão de β-glucano, MOS e, no segundo experimento, avaliou, a inclusão de 

EP em dietas para leitões pós-desmame como estratégia para atenuar os impactos da diarreia 

nutricional pós-desmame.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1.Estresse do desmame 

O desmame em condições comerciais é um dos eventos mais estressantes ao qual os 

leitões são submetidos. Neste momento, o leitão recém-desmamado é exposto a agentes 

estressores psicossociais e físicos, incluindo separação materna, mudanças abruptas na dieta e 

ambientais, e mistura e estabelecimento de hierarquia social com leitões de diferentes leitegadas 

(Forbes, 1995; Whittemore & Green, 2006). 

Essas mudanças sociais contribuem consideravelmente para o estresse, que, por sua vez, 

pode desencadear o mau funcionamento do trato gastrointestinal (TGI). Várias respostas 

hormonais ocorrem durante uma resposta ao estresse por meio da ativação nervosa simpática 

da medula adrenal e do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). As catecolaminas (adrenalina 

/ noradrenalina e dopamina) são liberadas da medula adrenal quando expostas a fatores de 

estresse (Squires, 2010). Esses hormônios podem aumentar a frequência cardíaca, a constrição 

dos vasos sanguíneos no TGI e o metabolismo, criando a "resposta de luta ou fuga". O eixo 

HHA libera o hormônio liberador de corticotrofina durante eventos estressantes, que estimula 

a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e glicocorticóides como o cortisol 

(Squires, 2010). 

Além disso, essas mudanças geralmente levam a uma redução no consumo de ração 

(Pluske et al., 2019). Estima-se que no final da primeira semana pós-desmame, a ingestão de 

energia metabolizável (EM) é 60 a 70% inferior àquela do período pré-desmame, e que leva 

aproximadamente duas semanas após o desmame para recuperar a ingestão de EM (Campbell 

et al., 2013). A redução do consumo de ração pode causar inflamação intestinal por meio da 

ativação do eixo cérebro-intestino (Mereu et al. 2015). Esse estresse psicossocial pode levar a 

uma rápida degeneração da estrutura intestinal, causando atrofia das vilosidades induzida por 

estresse e maior exposição a infecção secundária, devido ao comprometimento da função de 

barreira intestinal (Moeser et al. 2017; Gimsa et al. 2018). Essas mudanças podem persistir na 

idade adulta e são mais significativas no desmame precoce (< 23 dias de idade), em comparação 

a suínos desmamados tardiamente. 

Durante o período de desmame a imaturidade do sistema imunológico e da microbiota 

intestinal tornam os leitões suscetíveis a patógenos que levam à diarreia pós-desmame (Gresse 

et al., 2017). A diarreia pós-desmame tem sido a principal e crescente causa de mortalidade na 

indústria suinícola durante a fase de creche.  

Durante o desmame ocorre ativação nas respostas imunológicas, tais como a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias. As citocinas pró-inflamatórias influenciam a integridade intestinal, 
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bem como a função epitelial no que se refere à permeabilidade e transporte de nutrientes 

(McKay & Baird, 1999). Pie et al. (2004) avaliaram a expressão gênica de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α em leitões com 28 dias de idade ao longo de oito dias 

após o desmame. Os autores demonstraram que o desmame está associado a uma regulação 

positiva de citocinas pró-inflamatórias e relataram aumento da expressão de TNF-α no intestino 

proximal e médio seguido por aumentos no intestino delgado distal e cólon proximal. Os autores 

concluíram que o desmame está associado a uma regulação positiva precoce de genes de 

citocinas pró-inflamatórias que podem contribuir para distúrbios funcionais resultando na 

redução do desempenho e exercem um papel fundamental na diarreia pós-desmame. 

Além disso, a regulação do metabolismo também pode ser alterada em resposta ao 

desmame quando ocorre inflamação associada ao aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias. As citocinas pró-inflamatórias regulam a função imunológica e o crescimento ou 

processos metabólicos (Johnson, 1997; Spulock, 1997). Assim, o estresse do desmame impacta 

tanto as alterações estruturais quanto as respostas imunológicas ativas. 

A composição da microbiota intestinal e a sucessão ecológica no início da vida são 

moduladas por uma série de fatores internos e externos. Por exemplo, ambiete, dieta fornecida 

à matriz, mudança na dieta, administração de probióticos e prebióticos e suplementação de 

antibióticos na ração desempenham papéis importantes na formação da comunidade microbiana 

intestinal de leitões (Pajalliro et al., 2014; Bian et al., 2016; Chae et al., 2016). Assim, o 

desmame nas primeiras quatro semanas de vida é um momento importante de transição e 

estresse para os animais e a compreensão da dinâmica da microbiota intestinal durante a 

transição do desmame é de interesse, pois influencia a saúde geral e o desempenho dos suínos. 

A microbiota intestinal de leitões jovens sofre uma sucessão ecológica muito rápida 

após a indução de vários fatores durante o desmame. Um dos principais fatores que influenciam 

as mudanças na microbiota em leitões durante o desmame é a mudança abrupta na dieta de 

fontes de nutrientes simples para mais complexas, o que pode afetar a capacidade de absorção 

do intestino delgado e provavelmente influencia o crescimento e a eficiência alimentar 

(Guevarra et al., 2019).  

Além disso, o estabelecimento de uma microbiota benéfica é importante durante a fase 

de desmame pois os leitões ainda possuem um sistema imunológico imaturo e são dependentes 

do leite materno para prevenir a colonização e crescimento excessivo de patógenos oportunistas 

(Castillo et al., 2007). Sendo assim, é necessário compreender melhor a sucessão microbiana 

do intestino durante a transição do desmame, e como diversos fatores influenciam as alterações 
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microbianas do intestino dos leitões em associação com a melhoria da saúde gastrointestinal, 

desempenho do crescimento e bem-estar dos leitões (Gresse et al., 2017). 

A microbiota intestinal protege o organismo contra patógenos, regulando a resposta 

imune do hospedeiro. Uma recente análise metagenômica da microbiota fecal em leitões 

diarreicos revelou que a diarreia foi associada ao aumento na abundância relativa de Prevotella, 

Sutterella, Campylobacter e Fusobacteriaceae (Yang et al., 2017). Dou et al. (2017) avaliaram 

o potencial da composição da microbiota intestinal precoce de leitões, como um indicador de 

suscetibilidade à diarreia pós-desmame, de leitões desmamados em más condições de 

alojamento. Os autores observaram que quando comparada a leitões diarreicos, a microbiota 

intestinal de leitões saudáveis apresentou maior abundância de Prevotellaceae, 

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Lactobacillaceae. Os resultados desses estudos sugerem 

que a composição microbiana intestinal pode ser usada como um biomarcador para prever o 

estado de saúde dos leitões. 

Durante a transição do desmame, os leitões experimentam uma queda imediata, mas 

transitória, no consumo de alimento, o que contribui para a inflamação intestinal (McCracken 

et al., 1999; Lalles et al., 2004). Em um estudo recente, foram propostos os mecanismos pelos 

quais a inflamação intestinal contribui para o desequilíbrio da microbiota (Zeng et al., 2017). 

Em condições de inflamação intestinal, a resposta do hospedeiro resulta na produção de 

espécies reativas de oxigênio, como óxido nítrico (NO), que é rapidamente convertido em 

nitrato (NO3-) quando liberado no lúmen intestinal (Gresse et al., 2017; Zeng et al., 2017; 

Pluske et al., 2018). Esse ambiente rico em nitrato confere vantagens para o crescimento de 

algumas cepas de E. coli, que possuem genes de nitrato redutase ausentes em espécies de 

Clostridia ou Bacteroidia (Gresse et al., 2017).  

Vale ressaltar que, alguns patógenos dentro da família Enterobacteriaceae, Salmonella 

enterica serovar Typhimurium e E. coli enterotoxigênica (ETEC), induzem ao processo de 

inflamação intestinal em suínos, causando a disbiose (Drumo et al., 2015; Pollock et al., 2018). 

Por exemplo, em um modelo de leitão de infecção por Salmonella Typhimurium, Arguello et 

al. (2018) observaram que houve uma redução na população de bactérias desejáveis, como 

Bifidobacterium e Lactobacillus, com um aumento em bactérias patogênicas, Citrobacter e uma 

depleção em bactérias anaeróbias, nomeadamente Clostridium, Ruminococcus ou Diallister na 

mucosa do íleo de leitões desmamados. Portanto, a inflamação intestinal associada ao desmame 

inicia distúrbios na microbiota intestinal, o que favorece o crescimento de bactérias 

enteropatogênicas, especialmente Enterobacteriaceae.  
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2.2.Uso prudente de antibióticos como promotores de crescimento (APC) 

Os antibióticos são amplamente utilizados como promotores de crescimento na 

alimentação animal há mais de 50 anos. Eles representam uma ferramenta extremamente 

importante na produção eficiente de carne suína, bovina, de aves e outros produtos de origem 

animal. Quando usados em níveis baixos (subterapêuticos) nas rações, os antibióticos são 

capazes de promover melhorias nas taxas de crescimento e eficiência da utilização da ração, 

reduzem a mortalidade e morbidade e melhoram o desempenho reprodutivo (Cromwell et al., 

2002).  

Da produção total de antibióticos para tratamento humano e para produção animal, 

aproximadamente 25% é usado em animais de produção e 90% dessa porção foi relatada como 

sendo usada em concentrações subterapêuticas como promotores de crescimento (APHIS, 

1996; Ângulo et al., 1998). O uso de antimicrobianos em diferentes dosagens associado à 

exposição dos animais aos mesmos tem sido exacerbado, sendo em 66,3% da vida dos animais, 

em média, nas diferentes fases de produção (72% das maternidades e 96% creches e 

terminações) (Dutra, 2017).   

Embora o uso de antibióticos seja importante para a manutenção da saúde e bem-estar 

animal dentro dos sistemas de produção, o uso em larga escala principalmente em doses 

subterapêuticas levantou preocupações a respeito da seleção de bactérias multirresistentes a 

várias classes de antibióticos (Morés, 2014; WHO, 2018). Essas preocupações se 

desenvolveram em torno das seguintes questões: (1) o uso subterapêutico de antimicrobianos 

em rações para animais cria bactérias resistentes a antimicrobianos; (2) se o uso subterapêutico 

fosse eliminado, o nível de resistência das bactérias abrigadas pelos animais seria reduzido; e 

(3) reduzir a resistência aos antibióticos em medicamentos melhoraria a saúde humana porque 

o potencial de transmissão de bactérias resistentes a antibióticos de animais para humanos seria 

reduzido (National Research Council, 1998).  

Além disso, a descoberta de genes bacterianos resistentes a antibióticos que são 

utilizados na saúde humana, como por exemplo, o gene de resistência a colistina mediado por 

plasmídeo (mcr-1) que foi encontrado em Escherichia coli de suínos e em humanos na China 

(LIU et al., 2016), reforçou o debate sobre a possível transmissão horizontal de resistência 

microbiana e a necessidade de ações para uso de forma racional desses agentes.  

A média global de uso de antimicrobianos varia em torno de 172 mg/kg de suíno 

produzido (Van Boeckel et al., 2015). Ao passo que, no Brasil, a média de uso de 

antimicrobianos é de 358,0 mg/kg de suíno produzido. A elevada inclusão de APC foi associada 

à utilização em média de pelo menos sete princípios ativos, sendo eles: Amoxilina, Colistina, 
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Doxiciclina, Enramicina, Florfenicol, Tiamulina e Tilosina e a exposição por longos períodos. 

Evidenciando, assim, o uso excessivo de antibióticos nos sistemas de produção nacional em 

comparação à média global (Dutra, 2017). 

 Dessa forma, iniciativas globais começaram a surgir na tentativa de minimizar o 

agravamento da resistência antimicrobiana. Em 2006, o uso de APC em dietas de suínos foi 

banido pela União Europeia (Gaggìa; Mattarelli; Biavati, 2010), e vários outros países também 

já implementaram ou vem implementando políticas de restrição nos próximos anos (Maron; 

Smith; Nachman, 2013). No Brasil, Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

também restringiu nos últimos anos diversos antimicrobianos com finalidades de promotores 

de crescimento (Dutra, 2017) e recentemente implementou o Programa de Vigilância e 

Monitoramento da Resistência aos Antimicrobianos para avaliar os riscos, tendências e padrões 

na ocorrência de disseminação de resistência por meio de alimentos de origem animal (MAPA, 

2021). 

Devido ao fato de que o uso de antibióticos foi proibido e que a expansão desta política 

para outros países agora pode ser esperada, intensas pesquisas têm se concentrado no 

desenvolvimento de estratégias alternativas com o objetivo de manutenção da saúde e 

desempenho animal (Chen et al., 2005; Bomba et al., 2006; Castillo et al., 2008). Várias 

substâncias naturais, muitas das quais estão disponíveis comercialmente, foram investigadas 

como alternativas eficientes aos antibióticos como promotores de crescimento. Atualmente, 

probióticos, prebióticos, ácidos orgânicos, enzimas, fitobióticos, adsorventes de argila e outros 

estão sob investigação. Esses aditivos podem exercer efeitos benéficos na composição da 

microbiota e, consequentemente, afetar a saúde animal e o desempenho (Vondruskova et al., 

2010).  

 

2.3.Prebióticos 

A modulação da microbiota intestinal a partir da utilização de aditivos zootécnicos, tais 

como pré e probióticos tornou-se uma das alternativas na nutrição animal a fim de atender a 

legislação que proíbe o uso de antibióticos, em doses subterapêuticas, como promotores de 

crescimento na produção animal (Anadón et al., 2019). 

De acordo com a definição atual, os prebióticos são caracterizados como ingredientes 

seletivamente fermentados que resultam em mudanças específicas na composição e/ou 

atividade da microbiota do trato gastrointestinal (TGI), conferindo benefícios à saúde do 

hospedeiro (Gibson et al., 2010).  
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Embora o conceito de prebiótico tenha sido elucidado ao longo dos anos, para ser 

considerado um prebiótico eficiente, propõe-se que o prebiótico atenda aos seguintes critérios, 

os quais devem ser comprovados por estudos in vitro e in vivo: não digestível (resistência à 

acidez estomacal, digestão enzimática e absorção intestinal na parte superior do TGI); boa 

fermentação pela microbiota do intestino grosso; e estimulação seletiva do crescimento e 

atividade de bactérias intestinais (Macfarlane & Cummings, 1999;  De Vrese & Schrezenmeir, 

2008). 

Os prebióticos incluem uma pluralidade de polissacarídeos não-amiláceos (PNAs) ou 

oligossacarídeos, incluindo mananoligossacarídeos (MOS), frutanos (FOS e inulina), 

oligofrutose, galactanos (galacto-oligossacarídeos (GOS)), malto-oligossacarídeos, lactulose, 

lactitol, glucoligossacarídeo, xilo-oligossacarídeo, soja-oligossacarídeo, isomalto-

oligossacarídeo (IOS) e pirodextrinas (Gibson et al., 2017). 

Os prebióticos possuem vários efeitos benéficos em animais e humanos a partir dos 

seguintes mecanismos de ação: i) estimula seletivamente microrganismos benéficos da 

microbiota intestinal com atividade imunomoduladora (como Bifidobacterium e Lactobacillus); 

ii) inibe a adesão epitelial e invasão de microrganismos patogênicos; iii) aumento da produção 

de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), vitaminas, bacteriocinas e outros compostos 

antimicrobianos. Butirato, propionato, acetato e piruvato são capazes de alterar beneficamente 

a expressão de citocinas e melhorar a imunidade; iv) melhora a integridade intestinal; v) 

aumenta a produção de muco; vi) aumento de citocinas anti-inflamatórias; vii) diminuição de 

citocinas pró-inflamatórias; viii) efeitos benéficos no tecido linfático associado ao intestino ou 

GALT (do inglês, gut-associated lymphoid tissue) e no sistema imunológico da mucosa; ix) 

aumentando a IgA  da mucosa, alterando a expressão de citocinas e linfócitos, aumentando a 

IgA secretora; x) melhorando o desenvolvimento do intestino delgado; xi) aumento da altura 

das vilosidades, profundidade da cripta e número de células caliciformes por vilosidade.  

O β-glucano é um tipo de polissacarídeo funcional constituinte da parede celular de 

fungos, bactérias e cereais (aveia, centeio e cevada, etc). Possui várias funções biológicas, 

ativação da função imunológica, anti-inflamatório e regulação da glicose. A molécula de β-

glucano geralmente compreende resíduos de glucopiranosil ligados em β-1,3 com um pequeno 

número de cadeias laterais de resíduos de glucopiranosil ligados em β-1,6. As ligações 

glicosídicas especiais e as ligações de hidrogênio intermoleculares contribuem para um tipo de 

estrutura molecular helicoidal única que é facilmente reconhecida pelas células do sistema 

imunológico (Xiong et al., 2015). 
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Estudos indicam que o β-glucano pode promover melhorias no desempenho de ratos 

(Belobrajdic et al., 2015), frangos de corte (Tian et al., 2016), peixes (Jiang et al., 2016), suínos 

(Lee et al., 2017) e bovinos (Ma et al., 2015), devido aos seus efeitos imunomodulatórios, 

antitumorais, antimutagênicos, anti-inflamatórios, entre outros (Robertsen, 1999; Kogan e 

Kocher, 2007; Magnani, 2008). 

Os β-glucanos originalmente usados como imunomoduladores de amplo espectro 

também podem melhorar a saúde do TGI, aumentando as funções de barreira da mucosa e 

contribuindo para o aumento do desempenho animal. No TGI, os nutrientes são digeridos e, 

através da mucosa intestinal, absorvidos pelo corpo. Os glucanos podem ter uma influência 

substancial na composição da microbiota intestinal, o que não apenas ajuda a digestão, mas 

direta e indiretamente pode apoiar as atividades imunológicas do tecido linfóide associado ao 

intestino (GALT), que representa o maior órgão imunológico em mamíferos (Vetvicka et al., 

2014). 

Para avaliar os efeitos dos glucanos sobre os parâmetros imunológicos em suínos com 

ascariose experimental (animais infectados via oral com ovos infectantes de Ascaris suum na 

dose de 20.000 ovos por leitão), Benková et al. (1992) combinaram glucanos com 

imunoglobulina suína e zinco e, observaram elevação significativa dos níveis de células T e B 

do sangue periférico e estímulo da atividade fagocítica das células da série branca do sangue. 

Além disso, os autores constataram que esta combinação ofereceu 65% de efeitos protetores 

contra a ascariose. Esses efeitos foram observados já nos primeiros dias de infecção. A 

produção dos diversos tipos de imunoglobulinas pode ser afetada pelos glucanos, com doses 

menores favorecendo a IgA (Sauerwein et al., 2007). 

Em estudo conduzido por Li et al. (2006) foi demonstrado que dietas suplementadas 

com glucanos regulam parcialmente a síntese de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 

modulando o sistema imune, mas também regulando o metabolismo de nutrientes. Além disso, 

a citocina antiinflamatória IL-10 regulada por glucanos que inibe a proliferação de células T e 

a diferenciação funcional, incluindo a secreção de citocinas Th1 e Th2, que simultaneamente 

exibe a via de transdução de sinal de NF-κB (Clarke et al., 1998). Li et al. (2006) sugeriram que 

a suplementação da dieta de suínos com glucanos pode suprimir a imunidade celular, o que 

reflete na melhoria do desempenho. 

Adicionalmente, um estudo demonstrou que a suplementação com β-glucanos 

influenciou particularmente a expressão de fenótipos de linfócitos, proliferação de células 

linfóides em resposta à estimulação ex vivo da adesão de Escherichia coli enterotoxigênica a 

enterócitos. A proporção de subpopulações de células T CD4 nos linfonodos mesentéricos, 
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placas de Peyer e células T CD8 no sangue periférico foi maior em leitões alimentados com β-

glucanos. Os autores concluíram que uma maior ingestão nutricional de glucanos resultou em 

um aumento de leucócitos do sangue periférico e, especificamente, aumentou a contagem de 

células T virgens. 

Em contrapartida, Sauerwein et al. (2007) ao avaliarem os efeitos da suplementação 

com parede celular de leveduras sobre o sistema imune de leitões pós-desmame não observaram 

efeito imunomodulatório, bem como melhorias no desempenho. A divergência quanto a 

efetividade da suplementação de β-glucanos sobre o desempenho de leitões pós-desmame 

podem estar relacionadas às propriedades físico-químicas destes prebióticos que apresentam 

efeitos biológicos divergentes, dependendo das estruturas de ramificação e dos pesos 

moleculares (Vetvicka et al., 2014). 

Os mananoligossacarídeos (MOS) são carboidratos não digestíveis compostos por 

blocos de manose e podem ser encontrados na parede celular de levedura em formação 

complexa. Saccharomyces cerevisiae é uma levedura muito utilizada nas indústrias de 

panificação e cervejaria e a partir destes processos obtêm-se exclusivamente os MOS que são 

utilizados na nutrição animal (Halas e Nochta, 2012). A parede celular de S. cerevisiae contém 

manana-proteínas e glucanas, os principais constituintes da parede celular externa são 

polímeros de manana com ligações α(1-6) e α(1-2) ou, em menor extensão α(1-3) de cadeias 

laterais limitadas.  

No epitélio intestinal, as enzimas do animal não são capazes de clivar essas ligações e, 

portanto, os MOS não têm valor nutritivo direto, mas demonstrou sua efetividade na 

manutenção da saúde intestinal (Spring, 1999). 

Estudos in vitro evidenciam que, na presença de manano, certos patógenos entéricos 

gram-negativas com fímbrias tipo-1 específicas para manose, como Salmonella spp. e 

Escherichia coli, se ligam por meio de fímbrias aos compostos de manana. Tal fato pode reduzir 

a colonização do epitélio intestinal por estes microrganimsos, uma vez que as fimbrias estarão 

ocupadas e não se ligarão aos carboidratos de mebrana do epitélio intestinal, posteriormente 

inibindo a produção de metabólitos tóxicos que promovem danos no epitélio intestinal. A 

fixação destas bactérias no epitélio intestinal ocorre através da interação entre as fímbrias e as 

glicoproteínas da superfície de enterócitos, que são ricas em manose (receptores de lecitina) 

(Firon et al., 1983). Alguns resultados sugerem que a suplementação dietética de MOS pode 

reduzir o número de bactérias nocivas no intestino grosso se a exposição ao patógeno for 

elevada, como na pós-infecção (White et al., 2002; Burkey et al., 2004; Liu et al., 2008; Castillo 

et al., 2008). 
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Em contrapartida, outros estudos não comprovaram que o número de patógenos 

(facultativos) foi de fato afetado pelos MOS dietético (Van der Peet-Schwering, et al., 2007). 

Dependendo da sua estrutura química (ligações e proporção de manose), a eficiência dos 

produtos de manano pode diferir em relação ao seu potencial para moderar a proliferação de E. 

coli e Salmonella typhimurium (Singbroota, 2005). 

O MOS dietético pode agir de forma indireta ou diretamente sobre o sistema imune. 

Tendo em vista que, a microbiota pode modular a imunidade local do hospedeiro, o 

deslocamento induzido pelos MOS na microbiota intestinal pode resultar em alterações de 

determinadas variáveis imunológicas (Halas e Nochta, 2012). Estudos recentes relatam que a 

inclusão de produtos de manano na dieta aumenta diretamente a competência imunológica de 

suínos, particularmente de fêmeas e leitões pós-desmame (Halas e Nochta, 2012). Estudos com 

camundongos, cães e aves constataram que o MOS dietético aumenta a IgA secretora em 

diferentes segmentos da mucosa intestinal (O’Carra, 1997; Kudoh et al., 1999; Swanson et al., 

2002). O aumento da produção de IgA da mucosa é provavelmente atribuível a uma ativação 

da defesa imunológica local através dos receptores de ligação à manose localizados na 

superfície do intestino.  

Em uma revisão sistemática Halas e Nochta (2012) afirmam que é provável que os MOS 

auxiliem na manutenção da integridade intestinal e, consequentemente, na função digestiva e 

absortiva do intestino após o desmame. Portanto, a síndrome de má absorção associada a esse 

período pode ser aliviada com a suplementação dietética de MOS. Além disso, os autores 

sugerem que o MOS aumenta a resistência a doenças em suínos, promovendo a apresentação 

de antígenos, aumentando assim a mudança de uma resposta imune inata para uma adaptativa. 

Sendo assim, a suplementação dietética de MOS pode ter um efeito promotor de crescimento 

em suínos mantidos em más condições higiênicas, enquanto o efeito positivo de MOS não é 

observado em rebanhos de suínos saudáveis com altos padrões de higiene que são capazes de 

manter sua alta taxa de desempenho pós-desmame. 

 

2.4.Extrato Pirolenhoso  

O extrato pirolenhoso (EP) é obtido após a produção do carvão vegetal, a partir da 

condensação da fumaça formada pela carbonização da biomassa da madeira. Durante a 

produção de carvão ocorre a pirólise lenta, a qual atinge temperaturas superiores a 300 °C, com 

taxa de aquecimento inferior a 80 °C/min. (Williams & Besler, 1996). A biomassa é constituída, 

em grande parte, por celulose, hemicelulose e lignina, biopolímeros complexos que são 

submetidos a várias transformações quando submetidos a elevação da temperatura. Acima de 



26 
 

400°C os componentes menos voláteis que compõem carvão sólido são gradualmente 

expelidos, produzindo assim um produto que tem um maior teor de carbono fixo e um menor 

teor de carbono volátil. A fumaça, percorre um cano com comprimento superior a 10 metros e, 

ao longo do percurso, ocorre condensação dos vapores condensáveis. O líquido pirolenhoso 

obtido fica em repouso durante três meses para que ocorra a decantação e purificação natural, 

resultando em um composto dividido em três fases: o óleo, na fase superior; o EP líquido, 

translúcido de coloração amarela a marrom avermelhada na fase intermediária e o alcatrão 

vegetal, de consistência pegajosa e coloração escura na parte inferior (Wei et al., 2010). 

O EP também conhecido como vinagre de madeira, ácido pirolenhoso e mokusaku 

possui diversas formas de aplicação, dentre elas a agrícola, é composto por água em sua maior 

parte (80 a 90% v/v) e uma mistura complexa de milhares de compostos, contendo nesses mais 

de 200 compostos orgânicos decorrentes da degradação térmica da madeira, como ácido 

acético, álcoois, acetonas, ésteres e furanos. Além destes cita-se número significativo de 

compostos resultantes da degradação térmica da lignina tais como fenol, guaiacol, siringol, 

pirocatecol e derivados (Fengel & Wegener, 1983; Shafizadeh, 1984; Guillén & Ibargoitia, 

1996, 1998, 1999; Adriansz et al., 2000; Guillén et al., 2001; Guillén & Manzanos, 2002; Wei 

et al., 2010). 

A composição química e concentração de compostos do EP dependem intrinsecamente 

de qual material original é carbonizado (Pimenta et al., 2000; Nakai et al., 2007; Rakmai 2009; 

Souza et al., 2012). O EP obtido a partir de Eucalyptus urograndis caracteriza-se pela presença 

de altos teores de guaiacol e seus derivados que, juntamente com outros fenóis e furfural podem 

explicar as atividades antibacterianas e antifúngicas (Araújo et al., 2017).  

Guaiacol é usado medicinalmente como um expectorante, anti-séptico e anestésico 

local. O fenol apresenta valor terapêutico como fungicida (O’neil, 2013). O cresol é usado como 

antisséptico local, parasítico, desinfetante e como antisséptico intestinal (O’neil, 2013). 

Furfural (2-furaldeído) é encontrado na pimenta da Jamaica, é um ingrediente flavorizante e 

pode atuar como fungicida (Abdel-Kahr et al., 2015), além disso, o furfural também possui 

atividade nematicida (Ismail & Mohamed, 2007; Crow & Luc 2014). 

Provavelmente, as propriedades antibacterianas e antifúngicas do EP de diferentes 

fontes não podem ser atribuídas a um único composto, mas a uma combinação de vários, como 

apontado por Yang et al. (2016). Tal fato foi constatado no trabalho de Choi et al. (2009), que 

avaliaram o efeito dos níveis de inclusão (0,1; 0,2 e 0,3%) do extrato de Quercus acutíssima 

em dietas para leitões pós-desmame, sobre o desempenho, digestibilidade e diversidade 

microbiana. Os autores verificaram uma melhoria nas variáveis analisadas e atribuíram essa 
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melhora aos ácidos orgânicos (3,99% ácido acético e 10,89% ácido propiônico) presentes no 

EP.  

Vale ressaltar que, outros trabalhos observaram o efeito benéfico da adição de EP na 

nutrição de animais monogástricos. Como relatado por Ahn (2005) a adição em proporção de 

0,2% na ração de leitões pós-desmame resultou no aumento da eficiência alimentar, melhora 

na digestibilidade de nutrientes e redução de coliformes intestinais prejudiciais. Em estudo 

utilizando a mesma concentração de EP em frangos de corte, Shim (2010) relatou redução na 

emissão de gases tóxicos nas excretas, além de observar efeitos positivos nos parâmetros 

qualiativos da carne. 

Diante do exposto, e da escassez de estudos científicos explorando a utilização do EP 

de Eucalyptus urograndis como fonte alternativa à substituição de antibióticos como 

melhoradores de desempenho e de marcadores da saúde intestinal, estudos são necessários para 

verificar o seu potencial na dieta de leitões recém-desmamados. 
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3. USO DE BETA 1,3-1,6 GLUCANOS E MANANOLIGOSSACARÍDEO SOLÚVEL NA 

DIETA DE LEITÕES RECÉM-DESMAMADOS SOBRE O DESEMPENHO 

ZOOTÉCNICO, MORFOLOGIA INTESTINAL E PARÂMETROS IMUNOLÓGICOS 

 

Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementação de β-glucanos e 

mananoligossacarídeos (MOS), em substituição aos antibióticos promotores do crescimento 

(APC) em dietas para leitões recém desmamados, sobre o desempenho, incidência de diarreia, 

morfologia intestinal e parâmetros de resposta imune (Imunoglobulinas A, G e M) e sanguíneos. 

Foram utilizados 250 leitões (150 machos e 100 fêmeas), com 6,49 ± 0,79 kg, alojados em 

grupos de 5 animais por baia e submetidos aos tratamentos: Controle, sem aditivo zootécnico; 

Controle + 50 mg de β-glucano/ kg (BG50); Controle + 100 mg de β-glucano/kg (BG100); 

Controle + 500 mg de MOS /kg (dieta MOS); e Controle + 120 ppm de Halquinol (HALQ). 

Fezes de suínos adultos diluídas em água (1:5) foram aspergidas sobre as baias antes do 

alojamento, como desafio sanitário aos leitões. Não foram observados efeitos dos tratamentos 

sobre o desempenho e a incidência de diarreia. Contudo, os animais alimentados com BG100 

apresentaram tendência (P = 0,0624) para maior ganho diário de peso em relação aos leitões 

submetidos a dieta controle (264.1 vs. 213.4g/dia), de 8 a 14 dias do experimento. Não houve 

efeito da suplementação sobre a morfologia intestinal e os parâmetros hematológicos. 

Entretanto, os leitões alimentados com dieta BG50 apresentaram concentração de neutrófilos 

20% maior (P <0,05) em comparação aos animais que receberam a dieta controle no dia 21 e, 

além disso, a inclusão de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a concentração de linfócitos em  

22% no soro sanguíneo dos animais do grupo controle, em comparação ao grupo BG50. A 

concentração de IgA no soro sanguíneo dos animais controle foi duas vezes maior (P <0,05) 

em comparação ao grupo alimentado com a dieta BG100 no dia 7. Embora não estatisticamente 

diferentes, os leitões alimentados com as dietas BG50, BG100, MOS e HALQ apresentaram 

concentração de IgA na mucosa intestinal de 2,1 a 2,7 vezes maior (P> 0,05) em comparação 

aos animais alimentados com a dieta controle. A suplementação com β-glucanos ou MOS não 

foi efetiva na melhoria do desempenho e controle da diarreia dos leitões pós-desmame. Porém, 

mais estudos são necessários para elucidar os níveis e seus efeitos sobre o sistema imunológico 

em leitões pós-desmame. 

 

Palavras-chave: prebióticos; suínos, saúde intestinal, sistema imunológico.  
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Abstract 
 

The aim of the present study was to evaluate the effects of supplementation of β-glucans and 

mannanoligosaccharides (MOS), replacing growth-promoting antibiotics (GPA) in diets for 

weanling piglets, on growth performance, diarrhea incidence, intestinal morphology and 

parameters of immune response (Immunoglobulins A, G and M) and blood. Two hundred and 

fifty (150 males and 100 females) 6.49 ± 0.79 kg piglets were housed in groups of 5 animals 

per pen and submitted to the following treatments: Control, without growth promoter feed 

additive; Control + 50 mg β-glucan/kg (BG50); Control + 100 mg β-glucan/kg (BG100); 

Control + 500 mg MOS/kg (MOS diet); and Control + 120 ppm Halquinol (HALQ). Adult 

swine feces diluted in water (1:5) were sprinkled over the pens before housing, as a sanitary 

challenge to the piglets. There were no treatment effects on growth performance and diarrhea 

incidence. However, animals fed BG100 tended (P = 0.0624) to have greater average daily gain 

compared to piglets fed control diet (264.1 vs. 213.4g/day), from 8 to 14 days of the experiment. 

There was no effect of prebiotics supplementation on intestinal morphology and hematological 

parameters. However, piglets fed BG50 diet had 20% greater neutrophil concentration (P < 

0.05) compared to animals that received the control diet on day 21 and, in addition, the inclusion 

of MOS in the diets increased (P < 0 .05) the lymphocyte concentration in 22% in the blood 

serum of animals compared to the BG50 group. The IgA concentration in the blood serum of 

the control animals was twice as high (P < 0.05) compared to the group fed the BG100 diet on 

day 7. Although not statistically different, the piglets fed BG50, BG100, MOS and HALQ diets 

presented IgA concentration in the intestinal mucosa from 2.1 to 2.7 times greater (P>0.05) 

compared to animals fed the control diet. Supplementation with β-glucans or MOS was not 

effective in improving performance and controlling diarrhea in post-weaning piglets. However, 

more studies are needed to elucidate the levels and their effects on the immune system in post-

weaning piglets. 

 

Keywords: immune system, intestinal health, pigs, prebiotics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

3.1. Introdução 

O processo de desmame precoce é um dos eventos mais estressantes aos animais na 

suinocultura intensiva, que pode contribuir para disfunções intestinais e do sistema imunológico 

de leitões que resultam em comprometimento da saúde, e em reduções na ingestão de alimentos 

e no crescimento, especialmente durante a primeira semana após o desmame (Campbell et al, 

2013). Uma das estratégias para se evitar ou minimizar tais problemas é a inclusão nas dietas 

de antibióticos como promotores de crescimento (APC), ou de aditivos antimicrobianos como 

o óxido de zinco (ZnO), que promovem melhorias na taxa de crescimento, bem como, na 

eficiência de utilização dos alimentos, reduzindo a mortalidade e a morbidade (Cromwell, 

2002).  

Tradicionalmente, os APC e o ZnO têm sido incorporados à dieta de leitões pós-

desmame, para controlar a incidência de diarreia e promover melhorias no desempenho, com 

resultados satisfatórios. No entanto, o possível aumento da resistência microbiana decorrente 

do uso de APC levou à sua proibição em 2006 na União Europeia (UE) (Regulamento CE nº 

1831/2003). Da mesma forma, a UE irá proibir doses farmacológicas de ZnO a partir de 2022 

devido ao risco de acumulação ambiental e sua associação com resistência microbiana (Long 

et al., 2017). A Food and Drug Administration dos EUA impôs restrições ao uso de antibióticos 

em animais em dezembro de 2016 e a Health Canada proibiu o uso de antibióticos na dieta de 

animais em 2017, com mais países a serem seguidos. No Brasil, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento também restringiu diversos antimicrobianos com finalidades de 

promotores de crescimento (Dutra, 2017) e em 23 de Janeiro de 2020, o MAPA publicou a 

instrução normativa (IN) Nº 1 (13/01/2020), proibindo em todo território nacional, a 

importação, a fabricação, a comercialização e o uso de aditivos melhoradores de desempenho 

que contenham os antimicrobianos tilosina, lincomicina, e tiamulina, classificados como 

importantes na medicina humana. 

Diante disso, é fundamental desenvolver alternativas aos antibióticos para garantir a 

sustentabilidade de longo prazo da produção de suínos. Dentre as potenciais alternativas se 

destacam os probióticos, prebióticos, enzimas, acidificantes, extratos de plantas e nutracêuticos, 

como cobre (Li et al., 2012; Wang et al., 2012; Zuo et al., 2015; Long et al., 2018; Lu et al., 

2018; San Andres et al., 2019). 

Os prebióticos são caracterizados como substratos seletivamente fermentados que 

resultam em mudanças específicas na composição e/ou atividade da microbiota do trato 

gastrointestinal (TGI), conferindo benefícios à saúde do hospedeiro (Gibson et al., 2010). A 
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maioria dos prebióticos identificados são carboidratos com diferentes estruturas moleculares 

que ocorrem naturalmente na alimentação humana e animal, como os oligossacarídeos não 

digestíveis (Gaggia et al., 2010), dentre os quais destacam-se: β-glucanos, frutoligossacarídeos 

(FOS), galactoligossacarídeos (GOS) e mananoligossacarídeos (MOS) (Gibson et al., 2010). 

Os β-glucanos constituem um promissor grupo de prebióticos, sendo unidades 

estruturais básicas das paredes celulares de plantas superiores, algas, fungos, leveduras e várias 

espécies bacterianas. Eles são compostos por D-glicose unidas por ligações glicosídicas em 

várias conformações (Pretus et al., 1991). A molécula de β-glucano é considerada 

imunomoduladora, capaz de alterar respostas biológicas, uma vez que possui a capacidade de 

ligação com receptores de membrana específicos de células fagocíticas, potencializando a sua 

eficácia (Robertsen, 1999). Além do efeito imunomodulador, o β-glucano é fermentado 

seletivamente por bactérias benéficas no TGI do animal, controlando, de forma indireta, o 

desenvolvimento de microrganismos patogênicos e a saúde intestinal (Pretus et al., 1991). 

Os MOS são carboidratos não digestíveis compostos por manose e podem ser 

encontrados na parede celular de levedura em formação complexa. A parede celular de S. 

cerevisiae contém manana-proteínas e glucanas, os principais constituintes da parede celular 

externa são polímeros de manana com ligações α(1-6) e α(1-2) ou, em menor extensão α(1-3) 

de cadeias laterais limitadas. Halas & Nochta (2012) relatam que a inclusão de MOS na dieta 

aumenta diretamente a competência imunológica de suínos, particularmente de fêmeas e leitões 

recém-desmamados. Em estudos com camundongos, cães e aves verificaram-se que o MOS 

dietético aumentou a secreção de IgA em diferentes segmentos da mucosa intestinal (O’Carra, 

1997; Kudoh et al., 1999; Swanson et al., 2002). O aumento da produção de IgA da mucosa 

pode ser atribuível à ativação da defesa imunológica local através dos receptores de ligação à 

manose localizados no epitélio intestinal. Além disso, Davis et al. (2004) relataram que 21 dias 

de alimentação com 2 g de manana fosforilada por kg de dieta alteraram o complexo de 

linfócitos T da lâmina própria do jejuno de leitões pós-desmame. 

Ao avaliarem a efeitos da suplementação de 1000, 2000 e 3000 mg/kg de MOS, 

glucomananas e β-glucanos, Anjos et al. (2019) constataram que níveis elevados (3000 mg/kg) 

de prebióticos não são uma alternativa viável aos antimicrobianos em promover melhorias sob 

o desempenho na dieta de leitões recém-desmamados. Ao passo que, Hiss & Sauerwein (2003) 

avaliaram o efeito da suplementação de 0, 0.015 e 0.03% de β-glucano para leitões recém 

desmamados durante quatro semanas e observaram os benefícios da suplementação de β-

glucano sobre o desempenho, porém nenhum efeito sobre os parâmetros imunológicos testados. 

Além disso, os autores observaram tendência no aumento do consumo de ração. Por fim, Van 
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der Peet-Schwering et al. (2007) avaliaram efeitos da cultura de levedura (YC) e cultura de 

levedura modificada (YC + produto da parede celular (CWP) contendo mananoligossacarídeos) 

em dietas para leitões após o desmame e sugeriram que a cultura de levedura poderia ser uma 

alternativa aos antibióticos nas dietas de leitões desmamados e que a adição de CWP às dietas 

contendo YC não promoveu melhorias sobre o desempenho ou a saúde dos leitões desmamados 

em comparação aos leitões alimentados com dietas contendo apenas YC. 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes níveis 

de β-1,3/1,6 glucano e MOS sobre desempenho, morfologia intestinal e na resposta imune de 

leitões pós-desmame durante seis semanas. 

 

3.2. Material e métodos 

O presente estudo foi revisado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Escola Superior de Agricultura “Luiz Queiroz” (ESALQ) – Universidade de São Paulo 

(USP) (SP, Brasil) sob o protocolo de número 2017.5.1623.11.2. O experimento foi realizado 

no Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura 

“Luiz de Queiroz”, SP, Brasil, para avaliar o desempenho, morfometria intestinal e marcadores 

da resposta imune em suínos pós-desmame.  

 

3.2.1. Animais, instalações e dietas experimentais 

Duzentos e cinquenta suínos (150 machos castrados e 100 fêmeas), mestiços (PIC), 

recém-desmamados com 21 dias de idade e 6,5 ± 0,8 kg de peso vivo foram obtidos de uma 

granja de suínos comercial (Mogi Mirim, São Paulo, Brasil) e transportados para as instalações 

experimentais da Esalq – USP. Os animais foram dividios em dois grupos de 125 e alojados em 

grupos de cinco (três machos castrados e duas fêmeas) por baia, em dois períodos diferentes, 

em um galpão com 25 baias suspensas, de 1,8 m2 (1,20 x 1,50 m) cada, com piso parcialmente 

ripado, contendo um bebedouro tipo chupeta e um comedouro semiautomático.  

A fim de garantir o conforto térmico, cada baia continha uma lâmpada infravermelha 

(250 W) como fonte de calor e realizou-se o controle da temperatura a partir da abertura e 

fechamento das cortinas laterais do barracão experimental. Ao longo dos 42 dias experimentais 

registrou-se a temperatura ambiental, uma vez ao dia, no interior das salas por meio da leitura 

dos termômetros da temperatura máxima e mínima.  

Os animais foram submetidos a um programa de alimentação em 3 fases (Tabela 1): pré-

inicial (1 a 7 dias de experimento), inicial I (8 a 21 dias de experimento) e inicial II (22 a 42 

dias de experimento, para atender as exigências nutricionais de suínos de acordo com as 
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recomendações do NRC (2012). As dietas foram compostas oferecidas ad libitum ao longo do 

período experimental e consistiram em: Controle, sem qualquer antimicrobiano; BG50: dieta 

controle com 50 mg de β-glucanos por tonelada de racão; BG100: dieta controle com 100 mg 

de β-glucanos por tonelada de racão; MOS: dieta controle com 500 mg de manoligossacarídeo 

solúvel por tonelada de racão;  Halq: dieta controle com 120 ppm do antibiótico Halquinol. 

 

Tabela 1: Ingredientes e composição centesimal das dietas experimentais  

Fases Pré-inicial Incial I Inicial II 

Ingredientes, %    

Milho 46,655 55,134 62,297 

Farelo de soja  25,000 28,000 30,000 

Soro de leite em pó 13,517 5,406 - 

Concentrado proteico de soja 7,512 2,405 - 

Açúcar 2,500 4,000 4,000 

Óleo de soja 0,895 1,032 0,161 

Calcário 0,817 0,806 0,817 

Fosfato bicálcico 1,312 1,345 1,083 

Sal 0,599 0,662 0,610 

Premix vitamínico 0,150 0,150 0,150 

Premix mineral 0,100 0,100 0,100 

L - Lisina HCl 0,496 0,518 0,454 

DL – Metionina 0,235 0,201 0,153 

L – Treonina 0,149 0,157 0,136 

L – Valina 0,045 0,066 0,024 

L – Triptofano 0,003 0,003 - 

Antioxidante 0,015 0,015 0,015 

Valores calculados    

Energia líquida, Mcal/kg 2,45 2,45 2,41 

g Lisina digestível / Mcal EL 6,13 5,51 5,51 

Proteína bruta, % 22,59 20,42 19,61 

Lisina digestível, % 1,50 1,35 1,23 

Metionina digestível, % 0,53 0,47 0,42 

Metionina + Cistina digestível, % 0,82 0,74 0,68 

Treonina digestível, % 0,88 0,79 0,73 

Valina digestivel, % 0,95 0,86 0,78 

Triptofano digestível, % 0,25 0,22 0,21 

Ca Total, % 0,85 0,80 0,70 

P disponível, % 0,45 0,40 0,33 
1Fornecendo por kg da dieta: cobalto, 1 mg; cobre, 13 mg; ferro, 100 mg; iodo, 1,0 mg; manganês, 50 mg e zinco, 

95 mg. 
2Fornecendo por kg da dieta: vitamina A, 9000 UI; vitamina D3, 2000 UI; vitamina E, 54 UI; vitamina K3, 4 mg; 

ácido fólico, 0,45 mg; ácido pantotênico, 21 mg; biotina, 0,16 mg; cianocobalamina, 30 μg; niacina, 40 mg; 

piridoxina, 2,9 mg; riboflavina, 5 mg; selênio, 0,40 mg e tiamina, 1,8 mg. 
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3.2.2. Procedimentos experimentais 

Os animais foram submetidos a um desafio sanitário (adaptado de Kahindi et al., 2014), 

que consistiu na aspersão de 575 mL de uma mistura de água e fezes suína (1 kg de fezes frescas 

para cada 5L de água) em cada baia, um dia antes do início do experimento. Além disso, as 

baias não foram lavadas antes e durante a primeira fase do experimento.  

A presença de diarreia (fezes líquidas) ou sua ausência (fezes normais) foi avaliada por 

meio de observação visual de sinais de diarreia em cada animal. Diariamente, quantificou-se o 

número de animais com presença e ausência de diarreia em cada baia. Para cada baia, fez-se a 

média do número de observações indicando a presença de diarreia em relação ao número de 

animais na baia. A partir deste número, calculou-se a percentagem de dias com diarreia no 

período experimental de acordo com Milani et al. (2017): 

 

DO (%) = {[(P1 × D) + (P2 × D) + (Pn × D)] / n / TD} × 100, 

 

Em que: DO (%) é a percentagem média de dias que os leitões apresentaram diarreia em 

cada baia; P(1, 2…n) representa cada leitão dentro da baia (n), D é o número de dias em que 

cada leitão apresentou diarreia dentro da baia, TD é o número de dias de cada fase do programa 

nutricional utilizado. 

Os animais, a ração fornecida e as sobras de ração nos comedouros foram pesados 

semanalmente, para determinação do ganho diário de peso (GDP) e do consumo diário de ração 

(CDR) e cálculo da conversão alimentar (CDR/GDP) por baia. Toda a ração desperdiçada pelos 

animais para fora dos comedouros foi recolhida, pesada e descontada do total fornecido aos 

animais. 

Amostras de sangue (7 mL) foram coletadas assepticamente da veia jugular de 1 leitão 

por baia, cujo peso foi o mais próximo ao peso médio da baia, no final das fases 1 e 2 (dias 7 e 

21 de experimento, respectivamente). O sangue foi coletado em tubos de vacutainers (BD, 

Franklin Lakes, NJ) contendo EDTA. As amostras de plasma foram separadas por centrifugação 

a 4,000 rpm a 4 ° C por 15 min e congeladas a –80 ° C para análise do perfil hematológico, 

IgA, IgG e IgM. As séries hematimétricas e leucométricas globais foram obtidas usando um 

contador automático de células veterinárias, MC-6200 Vet (Shenzhen Maxcom Electronic, 

China), e confirmação da leucometria específica realizada pela técnica de esfregaço de sangue 

por coloração diferencial pelo método panótico, de acordo com Dacie e Lewis (1995). A 

fórmula absoluta de leucócitos foi obtida a partir das contagens global e diferencial das células 

leucocitárias. Para determinação das concentrações de imunoglobulinas as análises foram 
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realizadas no Laboratório de Anatomia e Fisiologia Animal (LAFA, ESALQ/USP), as 

concentrações foram determinadas pela técnica de imunodifusão radial (Mancini et al., 1965; 

Besser et al., 1985), que relaciona o diâmetro do anel de precipitação formado pela reação da 

Ig na amostra com o anti-soro Ig presente no ágar. Os diâmetros das amostras foram 

comparados com os diâmetros de padrões previamente estabelecidos. O ágar foi preparado com 

anti-soro IgG, IgM ou IgA porcino (Sigma Chemicals Company, EUA) e para curvas padrão 

foram utilizados, respectivamente, IgG, IgM ou IgA porcino (Sigma Chemicals Company, 

EUA). 

Após a coleta de sangue realizada no sétimo dia do experimento, efetuou-se eutanásia 

do animal que teve sangue coletado, para amostragem do tecido intestinal. Os animais 

sacrificados passaram por jejum de oito horas, foram insensibilizados por eletronarcose (1,3 A 

por 3 segundos, 240 V) e em seguida eutanasiados por sangria, e o trato gastrointestinal foi 

rapidamente removido e identificado. Na porção proximal do duodeno e jejuno de cada leitão 

foram coletadas cortes de 7 cm. Cada seção foi suavemente lavada e submersa em uma solução 

tampão de formaldeído-fosfato a 10% em um recipiente identificado individualmente para 

posterior avaliação morfológica microscópica. As porções distal do duodeno e do jejuno 

também foram extraídas para coleta de 1,5 mL de amostras de mucosa, que foram 

imediatamente armazenadas em nitrogênio líquido por duas horas e transferidas para o freezer 

a -80 ° C para quantificação de IgA. 

As seções de 7 cm de duodeno e jejuno foram lavadas com solução salina (0,85% de 

NaCl), fixadas em solução de formol tamponado neutro a 10%. As amostras foram embebidas 

em parafina, de seção delgada e fixadas em lâminas de microscópio com coloração com 

hematoxilina e eosina (AFIP, 1994). As lâminas foram avaliadas sob uma câmera de vídeo Sony 

CCD acoplada a um microscópio (Belkin e Stepp, 2000) com ampliação de 10x. Uma média de 

15 altura das vilosidades, largura das vilosidades e profundidade das criptas foi medida em cada 

lâmina,  

 

3.2.3. Delineamento experimental e análises estatísticas 

Os animais foram distribuídos em um delineamento em blocos casualizados, de acordo 

com o peso inicial, com 5 tratamentos e 10 repetições por tratamento, sendo a baia, com 5 

animais (três machos castrados e duas fêmeas) na semana 1 e quatro animais nas demais 

semanas, considerada a unidade experimental. Os dados foram analisados usando o 

procedimento PROC MIXED do SAS (versão 9,2; SAS Inst, Inc,, Cary, NC) com dieta como 

efeito fixo e blocos como efeito aleatório. A normalidade dos erros foi testada pelo método 
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Cramer-von Misses, e os dados foram analisados quanto a valores discrepantes, que foram 

removidos quando necessário e os valores de reposição estimados. Os resultados de frequência 

de diarreia foram transformados (y = arcoseno p/100). Todos os dados foram submetidos à 

ANOVA e as comparações médias foram realizadas pelo teste de Tukey (5%) e foi considerada 

tendência quando 0,06 > P < 0,10. Os dados de desempenho e frequência de diarreia foram 

analisados como medidas repetidas usando dados semanais da baia com a estrutura de 

variância-covariância de dependência anterior de primeira ordem, com base nas estatísticas de 

ajuste do critério de informação bayesiano (BIC).  

 

3.3. Resultados 

Não foram verificadas diferenças no GDP, CDR, CA (Tabela 2) e na frequência de 

diarreia (Tabela 3) entre leitões alimentados com as diferentes dietas experimentais. Os animais 

que receberam a dieta BG100 apresentaram tendência de (P = 0,0624) de maior GPD (264,1 vs, 

213,4) quando comparados aos animais alimentados com a dieta controle na semana 2 (dia s 8 

a 14) do experimento.  

Ao analisar a morfometria intestinal, não houve diferença na altura das vilosidades, 

profundidade da cripta, área das vilosidades no jejuno entre leitões alimentados com diferentes 

dietas experimentais (Tabela 4), porém os leitões que receberam a dieta Halq apresentaram 

maior profundidade de cripta (P = 0,017) no duodeno em comparação aos animais que 

receberam a dieta MOS e, ambos os grupos não diferiram (P> 0,05) dos demais tratamentos. 

Não foram observadas diferenças na contagem total de hemácias, hemoglobina, 

hematócrito, volume corpuscular médio, concentração média de hemoglobina corpuscular e 

número total de plaquetas no soro dos leitões que receberam as diferentes dietas experimentais 

(Tabela 5) e na contagem total de glóbulos brancos, monócitos, neutrófilos e linfócitos no soro 

dos leitões ao 7º e 21º de experimento (Tabela 6). 

Em contrapartida, os leitões alimentados com dieta BG50 apresentaram concentração 

de neutrófilos 20% maior (P <0,05) em comparação aos animais alimentados com a dieta 

controle no dia 21. Além disso, a inclusão de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a 

concentração de linfócitos em 22% no soro sanguíneo dos leitões, em comparação aos animais 

alimentados com dieta BG50. 
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Tabela 2: Peso corporal, ganho diário de peso (GDP), consumo diário de ração (CDR) e conversão 

alimentar (CA) dos leitões alimentados com as dietas experimentais durante todo o período experimental 

(1 a 42 dias)a 

Itens 
Dietas 

SEMb P valor 
CONT BG 50 BG 100 MOS HALQ 

Peso corporal (kg)        

 Dia 1 6,49 6,48 6,48 6,49 6,49 0,05 - 

 Dia 7 7,58 7,37 7,45 7,48 7,43 0,28 0,472 

 Dia 14 9,18 9,04 9,37 9,32 9,19 0,28 0,599 

 Dia 21 11,51 10,97 11,82 11,62 11,57 0,30 0,357 

 Dia 28 14,09 13,58 14,35 14,44 14,35 0,34 0,690 

 Dia 35 17,54 16,88 17,56 17,84 17,98 0,39 0,778 

 Dia 42c 21,18 20,14 21,32 21,68 21,51 0,45 0,686 

GPD (g/d)        

Dia 1–7 189.2 150.7 183.8 166.1 157.8 9.8 0.143 

Dia 8–14 213.4 217.1 264.1 247.0 244.7 10.2 0.062 

Dia 15–21 324.1 288.7 349.8 336.5 340.3 13.0 0.394 

Dia 22–28 368.1 360.2 380.2 403.1 406.6 13.1 0.516 

Dia 29–35 492.1 462.0 482.9 485.3 518.5 14.8 0.703 

Dia 36–42 c 501.2 452.1 537.9 549.5 540.7 19.1 0.432 

Dia 1–42  349.0 325.0 353.3 362.0 357.0 8.4 0.139 

CDR (g/d)        

Dia 1–7 285.9 273.9 269.5 274.0 267.1 14.8 0.803 

Dia 8–14 350.4 338.9 372.8 359.7 363.3 15.6 0.622 

Dia 15–21 536.6 498.6 567.6 538.2 557.5 17.2 0.268 

Dia 22–28 652.9 612.6 651.9 693.9 700.0 22.5 0.527 

Dia 29–35 899.6 854.8 899.2 902.3 905.7 21.7 0.862 

Dia 36–42 c 1089.3 973.3 1072.8 1100.4 1053.7 27.6 0.472 

Dia 1–42  637.0 594.0 642.0 646.0 644.0 13.3 0.154 

CA (CDR/GDP)        

Dia 1–7 1,53 1,69 1,51 1,68 1,74 0,05 0,400 

Dia 8–14 1,67 1,62 1,42 1,49 1,50 0,04 0,208 

Dia 15–21 1,70 1,81 1,67 1,61 1,69 0,03 0,349 

Dia 22–28 1,77 1,74 1,76 1,74 1,76 0,04 0,999 

Dia 29–35 1,85 1,89 1,89 1,89 1,75 0,03 0,496 

Dia 36–42 c 2,31 2,27 1,97 2,01 2,16 0,06 0,316 

Dia 1–42  1,84 1,84 1,83 1,79 1,81 0,01 0,847 

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS baseados em 10 observações, 5 leitões por baia na semana 1 e 4 leitões por baia nas 

semanas restantes. 
b EPM = erro padrão da média. 

c Os dados de desempenho foram analisados usando medidas repetidas por 6 semanas. 
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Tabela 3: Frequência de diarreia dos leitões alimentados com as dietas experimentais durante todo o 

período experimental (1 a 42 dias)a 

Itemsb 
Dietas 

SEMb P valor 
CONT BG 50 BG 100 MOS HALQ 

Frequência de diarreiac, %       

1 a 7 d 36,14 37,85 33,95 38,42 38,16 5,3 0,972 

7 a14 d 43,71 41,21 36,66 38,71 34,92 6,7 0,881 

14 a 21 d 16,59 15,35 13,57 12,78 15,71 4,6 0,943 

21 a 28 d 8,45 11,32 15,47 9,52 11,72 3,6 0,894 

28 a 35 d 9,99 6,90 12,61 7,50 6,42 3,7 0,492 

35 a 42 d 24,02 17,77 17,5 14,58 11,66 5,3 0,755 

1 a 42 d 23,15 21,74 21,63 20,25 19,77 3,1 0,859 

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS baseados em 10 observações, 5 leitões por baia na semana 1 e 4 leitões por baia nas 

semanas restantes. 
b EPM = erro padrão da média. 

c Os dados de frequência de diarreia foram analisados usando medidas repetidas durante 6 semanas. 

 

Tabela 4: Altura média das vilosidades (AV), profundidade da cripta (PC), razão AV / PC e área no 

duodeno e jejuno dos leitões ao 7º dia experimento, alimentados com as dietas experimentaisa 

Item 
Dietas 

EPMb P valor 
CONT BG50 BG100 MOS HALQ 

Duodeno        

AV, µm 426,66 432,19 434,28 412,27 455,80 7,781 0,4095 

PC, µm 188,01 ab 196,87 ab 185,65ab 178,77b 205,78a 3,177 0,0172 

AV/PC 2,27 2,20 2,35 2,32 2,23 0,034 0,5425 

Área, µm2 1,73 1,70 1,70 1,62 1,92 0,053 0,3449 

Jejuno        

AV, µm 364,39 381,90 373,92 368,45 383,55 7,139 0,8772 

PC, µm 154,01 156,35 146,80 149,28 155,58 2,986 0,8155 

AV/PC 2,40 2,48 2,56 2,50 2,48 0,053 0,9172 

Área, µm2 1,26 1,37 1,34 1,20 1,29 0,038 0,6231 
CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS  com base em 10 observações por dieta no dia 7. 
b EPM = Erro Padrão da Média. 
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Tabela 5: Eritrograma e plaquetas dos leitões ao 7º e 21º dias de experimento, alimentados com as dietas 

experimentaisa  

Items 
Dietas 

EPMb P valor 
CONT BG50 BG100 MOS HALQ 

Dia 7        

Hemácias, 106/µL 6,77 6,49 6,40 6,88 6,50 0,09 0,338 

Hemoglobina, g/dL 11,32 10,93 10,70 11,76 10,91 0,17 0,217 

Hematócrito, % 40,93 39,15 38,54 41,19 38,96 0,55 0,316 

VCMc, fL 60,47 60,47 60,27 59,92 60,06 0,40 0,988 

CHCMc, % 27,64 27,87 27,73 28,12 27,99 0,12 0,652 

Plaquetas, 103/µL 638,16 652,36 601,84 637,28 506,40 31,4 0,544 

Dia 21        

Hemácias, 106/µL 6,35 6,57 6,27 6,68 6,18 0,10 0,389 

Hemoglobina, g/dL 10,84 11,34 10,89 11,44 10,69 0,17 0,465 

Hematócrito, % 38,14 40,23 38,43 40,47 37,97 0,58 0,420 

VCMc, fL 60,16 61,37 61,26 60,61 61,61 0,35 0,616 

CHCMc, % 28,46 28,19 28,37 28,25 28,14 0,09 0,742 

Plaquetas, 103/µL 604,60 617,94 512,85 650,56 591,15 22,77 0,355 
CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS com base em 10 observações por dieta nos dias 7 e 21. 
b EPM = Erro Padrão da Média. 
c VCM = volume corpuscular médio; CHCM = concentração da hemoglobina corpuscular média.  
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Tabela 6: Leucograma dos leitões ao 7º e 21º dias de experimento, alimentados com as dietas 

experimentaisa 

Itemsb 
Dietas 

EPMc P valor 
CONT BG50 BG100 MOS HALQ 

Dia 7        

CBS, 103/µL 25,18 21,04 25,00 20,08 20,36 0,964 0,161 

Neutrófilos        

% 47,95 41,13 49,52 46,70 46,77 1,524 0,090 

103/µL 11,83 9,06 12,58 10,02 9,41 0,584 0,261 

Linfócitos,         

% 49,02 56,32 47,45 50,19 50,32 1,490 0,081 

103/µL 11,95 12,00 11,69 10,25 10,37 0,540 0,714 

Monócitos,         

% 2,12 1,98 2,5 2,69 2,37 0,211 0,878 

103/µL 0,528 0,365 0,649 0,549 0,498 0,052 0,586 

Dia 21        

CBS, 103/µL 21,45 18,19 20,19 18,48 19,54 0,788 0,742 

Neutrófilos,         

% 44,04a 53,07b 51,44ab 48,25ab 52,12ab 1,789 0,040 

103/µL 9,376 9,996 10,304 9,343 10,143 0,503 0,963 

Linfócitos,         

% 46,52ab 38,75b 39,69ab 47,37a 44,02ab 1,868 0,0133 

103/µL 11,95 12,00 11,69 10,25 10,37 0,503 0,714 

Monócitos,        

% 2,55 2,70 2,35 2,48 1,90 0,233 0,818 

103/µL 0,495 0,472 0,464 0,477 0,380 0,044 0,937 
CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS com base em 10 observações nos dias 7 e 21. 
b CBS, total células brancas do sangue; NEU, neutrófilos; LINF, linfócitos; MON, monócitos. 
c EPM = Erro Padrão da Média. 

 

Em relação à concentração de imunoglobulinas no 7º dia de experimento, os animais 

alimentados com a dieta controle apresentaram IgA sérico duas vezes maior (P <0,05) em 

comparação ao grupo alimentado com a dieta BG100, porém não foram observadas diferenças 

para IgA da mucosa, IgG e IgM séricos (P>0,05) (Tabela 7). Para o 21º dia de experimento, 

não foram observadas diferenças (P>0,05) entre os tratamentos para nenhuma das variáveis 

analisadas. Embora não estatisticamente diferentes, os leitões que receberam as dietas BG50, 

BG100, MOS e HALQ apresentaram concentração de IgA na mucosa intestinal de 2,1 a 2,7 

vezes maior (P> 0,05) em comparação aos animais submetidos à dieta controle. 
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Tabela 7: Conteúdo de imunoglobulinas A, G e M no soro sanguíneo (mg / mL) e conteúdo de 

imunoglobulina A na mucosa do jejuno (mg / g de proteína total) dos leitões ao 7º e 21º dias de 

experimento, alimentados com as dietas experimentaisa 

Itemsb 
Dietas 

EPMc P valor 
CONT BG50 BG100 MOS HALQ 

Dia 7        

IgA        

Soro 5,95a 3,67ab 2,91b 3,52ab 5,07ab 0,16 0,026 

Mucosa 0,964 2,264 2,563 2,450 2,034 0,144 0,348 

IgG 15,03 14,01 12,70 13,05 15,73 0,14 0,716 

IgM 1,115 1,094 1,081 1,044 1,042 0,151 0,499 

Dia 21        

IgA 0,414 0,358 0,357 0,367 0,302 0,188 0,718 

IgG 17,84 15,98 17,18 18,81 19,34 0,14 0,630 

IgM 1,321 1,436 1,383 1,373 1,439 0,145 0,187 
CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de β-glucanos/t ração; BG100: CONT + 100 

mg de β-glucanos/t ração; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarídeo solúvel/ t ração; HALQ: CONT + 120 

ppm do antibiótico Halquinol. 
a Os valores são LSMEANS com base em 10 observações nos dias 7 e 21. 
b Imunoglobulinas A, G e M no soro e mucosa do jejuno. 
c EPM = Erro Padrão da Média. 
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3.4. Discussão 

O presente estudo avaliou o efeito da suplementação de β-(1,3-1,6) glucanos e MOS em 

substituição à antibiótico promotor de crescimento em leitões recém-desmamados sob desafio 

sanitário. A exposição dos leitões a ambiente com más condições sanitárias, foi implementada 

de modo a criar situação em que a utilização de aditivos antimicrobianos e de seus possíveis 

substitutos fosse necessária para permitir bom desempenho dos animais e, consequentemente, 

possibilitasse visualização dos potenciais efeitos dos aditivos testados. 

Em estudos comparando-se o desempenho zootécnico de suínos alimentados com e sem 

β-glucano em ambientes com diferentes condições higiênicas, verificou-se melhor ganho de 

peso dos leitões alimentados com β-glucano em relação aos animais controle apenas na 

condição de alojamento em estado higiênico ruim, ao passo que nenhum benefício relacionado 

ao prebiótico foi detectado em leitões expostos à menores cargas patogênicas (Decuypere et al., 

1998; Hiss & Sauerwein, 2003). Similarmente ao nosso estudo, Hahn et al, (2006) observaram 

tendência linear (P = 0,086 e P=0,068) para GDP em leitões recém desmamados durante as 

fases II (3 a 5 semanas após o desmame) e no estudo total, respectivamente. Os autores 

atribuíram a tendência linear para GDP ao aumento linear na digestibilidade dos nutrientes, 

Outra possível justificativa para a ausência de efeitos dos aditivos prebióticos sobre as 

variáveis desempenho, pode ter sido as dosagens dos beta-glucano utilizadas. Zhou et al (2013) 

não encontraram diferenças nas variáveis de desempenho com a inclusão de 0,1 g/kg de β-

glucano na dieta, similar ao tratamento BG100 do presente estudo. Em contrapartida, Dritz et 

al, (1995) constataram que a suplementação com 0,25 g de β-glucano / kg de dieta aumentou o 

GDP e o CDR em leitões recém-desmamados.  

A avaliação da morfologia intestinal dos leitões buscou identificar efeitos dos 

oligossacarídeos testados sobre o estado funcional do intestino delgado, que é caracterizado, 

em parte, pela altura das vilosidades e profundidade da cripta. Os resultados da presente 

pesquisa foram similares aos encontrados por Van der Peet-Schwering, et al. (2007), que não 

verificaram efeitos dos tratamentos dietéticos de cultura de levedura (0,125% de YC) e cultura 

de levedura modificada (0,125% YC + 0,2% produto da parede celular (CWP) contendo MOS) 

em suínos na altura das vilosidades, na profundidade da cripta ou na relação altura de vilosidade 

: profundidade de cripta. Em contrapartida, Shen et al. (2014) observaram aumento na altura de 

vilosidades de leitões desmamados que receberam 2,5, 5 e 10 g/kg de cultura de levedura 

fermentada, concentrações maiores dos que as utilizadas no presente estudo. Sendo assim, a 

baixa dosagem de beta-glucano e MOS no presente estudo pode explicar, em parte, a ausência 

de resultados sobre a morfologia do epitélio intestinal,  
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Os parâmetros hematológicos encontrados estão dentro do padrão fisiológico para a 

espécie suína (Miller et al., 1961; Feldman et al., 2000; Tizard et al., 2002; Saleh et al., 2015), 

verificando-se diferença entre os tratamentos sobre os neutrófilos e linfócitos aos 21 dias do 

período experimental. 

Os linfócitos desempenham papel fundamental na defesa do organismo, pois são as 

células que reconhecem e respondem a antígenos estranhos, constituindo, assim, os mediadores 

da imunidade humoral e celular (Abbas et al., 2015). Estudos tem reportado que a inclusão de 

MOS na dieta promove melhorias na resposta imune (Halas e Nochta, 2012). Davis et al. (2004) 

constataram um aumento de 18,45% na proliferação de linfócitos em animais que receberam 2 

g de mananos/kg de ração em comparação ao grupo controle, ressaltando, assim, que a maior 

proporção de linfócitos no sangue observada quando os leitões foram alimentados com mananos 

pode ser uma indicação de que esta suplementação alivia as alterações na função imunológica 

que resultam em uma resposta inflamatória durante o estresse do desmame. 

Os neutrófilos, também denominados de leucócitos polimorfonucleares, constituem a 

população mais abundante de células brancas sanguíneas circulantes e medeiam as fases iniciais 

das reações inflamatórias (Abbas et al., 2015). Segundo Sonck et al, (2010) e Rubin-Bejerano 

et al. (2007), os β-glucanos possuem a capacidade de estimular neutrófilos e monócitos pela 

produção de espécies reativas de oxigênio. Os resultados do presente estudo estão de acordo 

com Sonck et al. (2010) que avaliaram os efeitos dos β-glucanos em estudo in vitro, constataram 

que duas fontes de β-glucano de Saccharomyces cerevisae (S, cerevisae e Macrogard) parecem 

ter um efeito de estimular o sistema imune pois, além da proliferação de linfócitos, estimulam 

também neutrófilos e monócitos e dão origem à produção de TNF-α e IL-1β, duas citocinas 

pró-inflamatórias. Além disso, os autores ressaltam que, para altas concentrações, ambos os β-

glucanos não estimulam a proliferação de linfócitos e neutrófilos e, apresentam um efeito 

citotóxico. 

A IgA é o anticorpo mais abundante nas secreções da mucosa intestinal (Cerutti et al., 

2011; Corthesy, 2013). No intestino, a IgA monomérica interage com um pequeno polipeptídeo 

derivado de células plasmáticas denominado cadeia de junção para formar dímeros de IgA que 

reconhecem o receptor de imunoglobulina polimérica (pIgR) na superfície basolateral das 

células do epitélio intestinal (Brandtzaeg, 1974; Mostov e Deitcher, 1986; Mestecky e McGhee, 

1987).  

A produção dos vários tipos de imunoglobulinas pode ser afetada pelos glucanos 

(Sauerwein et al, 2007). Esses autores ao avaliarem a inclusão de 300g/ton de ração de extrato 

de parede celular de Saccharomyces cerevisae concluíram que doses mais baixas favorecem a 
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concentração de IgA. Tal fato, foi constatado no presente estudo, em que os níveis séricos dos 

leitões que receberam a dieta BG50 apresentaram maior concentração de IgA em comparação 

aos animais do grupo BG100. 

Também há relatos demonstrando efeitos estimuladores dos MOS sobre a IgA. Segundo 

Halas e Nochta (2012), a maior produção de IgA na mucosa é provavelmente atribuível à 

ativação da defesa imunológica local através dos receptores de ligação à manose localizados na 

superfície intestinal. De fato, observou-se, no presente estudo, aumento numérico, mas não 

estatístico, na concentração de IgA na mucosa intestinal de leitões alimentados com as dietas 

contendo prebióticos em comparação ao grupo controle. 

O ambiente em que os leitões foram mantidos podem explicar a ausência de efeitos dos 

produtos testados sobre as variáveis analisadas. Segundo Hiss & Sauerwein (2003) diferentes 

cargas de patogênicas presentes nos sistemas de instalação podem ter efeitos sobre a resposta 

do animal ao β-glucano. Para avaliar o potencial efeito imunomodulador do β-1,3-1,6-glucano 

Decuypere et al. (1998) compararam o desempenho de suínos alimentados com β-glucano vs 

controle mantidos em dois ambientes com diferentes condições higiênicas. Os autores 

observaram que, apenas os leitões da granja com um estado higiênico inferior responderam com 

aumento do ganho diário de peso, ao passo que nenhum benefício relacionado ao β-glucano na 

taxa de crescimento foi detectado em leitões expostos à menores cargas patogênicas. 

Diante do exposto, os níveis de β-glucano, MOS, bem como o antibiótico halquinol, não 

foram eficientes em promover melhorias no desempenho, reduzir a incidência de diarreia e 

estimular a resposta imune de leitões pós-desmame. Entretanto, vale ressaltar que, a tendência 

(P = 0,06) para um GPD maior de animais que receberam a dieta BG100 em comparação aos 

animais alimentados com a dieta controle na segunda semana do experimento, o aumento 

numérico de IgA na mucosa intestinal de leitões alimentados com dietas teste em comparação 

aos animais da dieta controle e a maior (P <0,05) porcentagem de neutrófilos no soro sanguíneo 

do grupo BG50, em comparação ao grupo controle, são indicativos do potencial do β-glucano 

em melhorar o status imunológico e o desempenho de leitões pós-desmame. São necessários 

mais estudos, testando diferentes desafios sanitários para leitões na fase de creche e, além disso, 

diferentes concentrações de β-glucano nas dietas, a fim de elucidar o efeito do aditivo na 

alimentação de leitões. 
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4. UTILIZAÇÃO DE EXTRATO PIROLENHOSO EM SUBSTITUIÇÃO AO USO DE 

ANTIBIÓTICOS E SEUS EFEITOS SOBRE O DESEMPENHO, DIGESTIBILIDADE 

E SAÚDE INTESTINAL DE LEITÕES PÓS-DESMAME 

 

Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da inclusão do extrato pirolenhoso 

(EP), em substituição aos antibióticos como promotores de crescimento (APC) em dietas para 

leitões recém desmamados, dos 21 aos 63 dias de idade, sobre ganho diário de peso, consumo 

diário de ração, conversão alimentar, incidência de diarreia dos animais, digestibilidade dos 

nutriente da dieta, pesos (relativo e absoluto) dos órgãos, morfologia intestinal, pH do estômago 

e ceco, marcadores da resposta imune (Interleucinas (IL) IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral 

(α) TNF-α), parâmetros sanguíneos e composição da microbiota do ceco dos leitões. Foram 

utilizados 200 leitões (100 machos e 100 fêmeas), com 5,58 ± 0,65 kg, alojados em grupos de 

4 animais por baia e submetidos aos tratamentos: CN – controle negativo; EP1: CN + 1 % de 

EP; EP2: CN + 2% de EP; EP3: CN + 3% de EP; e CP – CN + 120 ppm de Halquinol. No 3º 

dia do experimento, cada animal foi inoculado com 1 mL com cepa de Escherichia coli 

enterotoxigênica (ETEC): E, coli U21 (K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +), para promover o 

desafio sanitário. Além disso, utilizou-se a mesma cepa de ETEC para realização do teste in 

vitro. Não foram observados efeitos dos tratamentos (P>0,05) sobre o desempenho, pesos 

(relativo e absoluto) dos órgãos, incidência de diarreia, morfologia intestinal, pH do estômago 

e ceco e parâmetros sanguíneos. A inclusão de EP e antibiótico contribuíram para a 

concentração de IL-10, aumentando, assim, a imunomodulação e diminuição da resposta 

inflamatória. A concentração de Lactobacillus foi maior no conteúdo do ceco dos animais que 

receberam a dieta EP3 (P<0,05). Além disso, observou-se uma redução de 90,52%, 64,29%, 

62,12% e 34,56% nos gêneros Escherichia coli, Clostridium 1, Streptococcus e Campylobacter, 

respectivamente, no conteúdo cecal dos animais alimentdos com EP3 em relação aos do grupo 

controle. Os testes in vitro demonstraram o efeito bacteriostático e bactericida do EP a 6%.  

 

Palavras-chave: suínos, aditivos, sistema imune, diversidade microbiana, 
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Abstract 

 

The aim of the present study was to evaluate the effects of including pyroligneous 

extract (PE), replacing antibiotics as growth promoters (AGP) in diets for newly weaned piglets, 

from 21 to 63 days of age, on daily weight gain, daily feed intake, feed conversion, incidence 

of animal diarrhea, digestibility of nutrients, organ weights (relative and absolute), intestinal 

morphology, stomach and cecum pH, immune response markers (Interleukins (IL) IL-6, IL-10 

and tumor necrosis factor (α) TNF -α), blood parameters and microbial composition on cecum 

content. Two hundred 5,58 ± 0,65 kg piglets (100 males and 100 females) were housed in 

groups of 4 animals per pen and submitted to the following treatments: NC – negative control; 

PE1: NC + 1% PE; PE2: NC + 2% PE; PE3: NC + 3% PE; and PC – NC + 120 ppm of 

Halquinol. On the 3rd day of the experiment, each animal was inoculated with 1 mL of an 

enterotoxigenic Escherichia coli strain (ETEC): E, coli U21 (K88 + / LT + / STb + / F18 + / 

Sta +), to promote the sanitary challenge. In addition, the same strain of ETEC was used to 

perform the in vitro test. There were no effects of treatments (P>0,05) on performance, organ 

weights (relative and absolute), diarrhea incidence, intestinal morphology, stomach and cecum 

pH and blood parameters. The inclusion of PE and antibiotics contributed to the concentration 

of IL-10, thus increasing immunomodulation and decreased inflammatory response. In contrast, 

the concentration of Lactobacillus was higher in the cecum content of animals that received the 

PE3 diet (P<0,05). Furthermore, there was a reduction of 90,52%, 64,29%, 62,12% and 34,56% 

in the genera Escherichia coli, Clostridium 1, Streptococcus and Campylobacter, respectively, 

in the cecum content of piglets fed PE3 compared to NC piglets. In vitro tests demonstrated the 

bacteriostatic and bactericidal effect of 6% EP.  

 

Keywords: swine, additives, wood vinegar, immune system, microbial diversity, 
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4.1. Introdução 

O desmame é uma das fases mais desafiadoras na vida dos suínos, frequentemente 

acompanhada por redução no consumo de ração e desempenho reduzido (Leibbrandt et al., 1975; 

Bruininx et al., 2002a; Vente-Spreeuwenberg et al., 2003) que, em conjunto com os sistemas digestivo 

e imunológico imaturos dos suínos jovens, predispõem o leitão a distúrbios gastrointestinais, como 

elevada incidência de diarreia. Os principais efeitos de um sistema digestivo imaturo em leitões 

desmamados incluem redução da atividade das enzimas digestivas, mudanças na morfologia intestinal 

(Hampson, 1986; Boudryet al., 2004) e redução da digestão no intestino delgado. Em relação ao 

sistema imunológico, os leitões são extremamente imunodeficientes e dependem amplamente do leite 

de porca para imunidade, crescimento e sobrevivência (Stokes et al., 2001). Portanto, o manejo dos 

leitões durante o desmame é uma das tarefas mais desafiadoras no sistema intensivo de produção de 

suínos (Jayaraman & Nyachoti, 2017). 

O comprometimento da capacidade digestiva e absortiva induz a um efeito deletério na função 

da barreira intestinal (Boudry et al., 2004; Moeser et al., 2007). O epitélio intestinal atua como 

primeira linha de defesa do corpo para proteger o organismo de microrganismos patogênicos, toxinas 

ou antígenos que residem no lúmen do intestino delgado. Quando a barreira intestinal é rompida, o 

resultado é o aumento da permeabilidade que permite que toxinas, bactérias ou antígenos associados 

à alimentação atravessem o epitélio, resultando em um processo inflamatório, má absorção, diarreia 

e redução do crescimento e da produção (Moeser et al., 2007). 

Uma das alternativas utilizadas para reduzir os impactos do desmame precoce na suinocultura 

industrial é a inclusão de antibióticos, em doses subterapêuticas, como melhoradores do desempenho. 

Sua eficiência em aumentar a taxa de crescimento, melhorar a utilização de alimentos e reduzir a 

mortalidade dos animais está bem documentada (Cromwell, 2002). O aumento do uso de antibióticos 

deu origem à preocupação do desenvolvimento de cepas bacterianas patogênicas resistentes (Wegener 

et al., 1999; Kyriakis et al., 1999; Budiño et al., 2005) e contaminação residual da cadeia alimentar 

com antibióticos (Chen et al., 2005; Roselli et al., 2005). Tal fato levou à adoção de medidas de 

segurança e à retirada gradual dos antibióticos das dietas de suínos. Em 2006, o uso de antibióticos 

como promotores de crescimento foi proibido na UE (Castro, 2005; Chen et al., 2005). 

Nas últimas duas décadas, pesquisas foram desenvolvidas em busca de alternativas aos 

antibióticos para manter a saúde e o desempenho dos suínos. As alternativas mais pesquisadas 

incluem probióticos, prebióticos (Jacela et al., 2010), enzimas (Thacker et al., 2000; Jacela et al., 

2009; Adeola & Cowieson, 2011), acidificantes (Jacela et al., 2009; Suruanarayana et al., 2012), 
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extratos de plantas (Windisch et al., 2008; Jacela et al., 2010; Liu et al., 2011) e nutracêuticos como 

cobre e zinco (Pettigrew et al., 2006; Jacela et al., 2010). 

Nesse contexto, o extrato pirolenhoso (EP) é um composto com potencial para ser utilizado 

como melhorador de desempenho em dietas para suínos jovens. O EP é obtido após a condensação 

da fumaça formada pela carbonização da biomassa da madeira para produção de carvão vegetal. A 

biomassa consiste em grande parte de celulose, hemicelulose e lignina, polímeros complexos que são 

submetidos a várias transformações sob temperaturas elevadas (Araújo et al., 2017). 

O processo de pirólise corresponde à decomposição térmica de material orgânico na ausência 

de oxigênio ou quando o oxigênio está presente em quantidade significativamente menor do que a 

necessária para a combustão completa. A pirólise da madeira é uma rota para a produção de carvão 

vegetal (sólido), alcatrão (líquido) e produtos gasosos como possíveis fontes alternativas de energia 

(Balat et al., 2009). O processo pode ser ajustado para favorecer a produção de carvão vegetal, líquido 

de pirólise, gás ou metanol (Demirbas, 2004). A temperatura é o fator mais importante para a 

distribuição do produto da pirólise. Em temperaturas mais altas, as moléculas maiores presentes no 

líquido e no sólido residual são quebradas para produzir moléculas menores que enriquecem a fração 

gasosa. Baixas temperaturas e altos tempos favorecem a produção de carvão vegetal, enquanto as 

temperaturas mais altas e os curtos tempos levam à alta produção de líquido (Bridgwater, 2003; Balat 

et al., 2009). 

Em temperatura acima de 400°C os compostos menos voláteis presentes no carvão sólido são 

gradualmente expelidos, produzindo assim um produto com maior teor de carbono fixo e menor teor 

de carbono volátil. Posteriormente, a mistura destes gases e vapores percorre um cano de 10 metros 

de comprimento, ocorrendo condensação dos vapores condensáveis. O líquido pirolenhoso coletado 

é, posteriormente, deixado em repouso por um período 90 dias para que ocorra a decantação e 

purificação natural, resultando na formação de três fases: 1ª - o óleo na parte superior; 2ª - o EP 

líquido e translúcido de coloração amarela a marrom avermelhada na fase intermediária e 3ª - o 

alcatrão vegetal de consistência pegajosa e coloração escura na parte inferior (Wei et al., 2010). 

O líquido de pirólise é referido na literatura por termos como alcatrão pirolenhoso, óleo de 

pirólise, bio-óleo, bio-óleo bruto, óleo biocombustível, líquido de madeira, óleo de madeira, fumaça 

líquida, ácido pirolenhoso, destilados de madeira, vinagre de madeira e mokusaku  (Bridgwater, 2003; 

Loo et al., 2008)  possui diversas formas de aplicação, dentre elas a agrícola, é composto por água, 

80 a 90% (v/v), e uma mistura complexa de compostos, entre os quais mais de 200 compostos 

orgânicos decorrentes da degradação térmica da madeira, como ácido acético, álcoois, acetonas, 

ésteres e furanos. Além destes cita-se número significativo de compostos resultantes da degradação 
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térmica da lignina: fenol, guaiacol, siringol, pirocatecol e seus derivados (Adriansz et al., 2000; 

Guillén & Manzanos, 2002; Wei et al., 2010; Pimenta et al., 2018). 

Vale ressaltar que, a composição química e concentração de compostos dependem 

intrinsecamente do tipo de material carbonizado (Pimenta et al., 2000; Nakai et al., 2007; Rakmai 

2009; Pimenta et al., 2018). O EP obtido a partir de Eucalyptus urograndis caracteriza-se pela 

presença de altos teores de guaiacol e seus derivados que, juntamente com compostos fenóis e furfural 

podem conferir atividades antibacterianas e antifúngicas ao composto (Araújo et al., 2017). 

Dentre os compostos que constituem o EP, o guaiacol é usado medicinalmente como um 

expectorante, anti-séptico e anestésico local, ao passo que, o fenol apresenta valor terapêutico como 

fungicida (O’Neil, 2013). O cresol é usado como antisséptico local, desinfetante e como antisséptico 

intestinal (O’Neil, 2013). O furfural (2-furaldeído) é encontrado na pimenta da Jamaica, é um 

ingrediente flavorizante e pode atuar como fungicida (Abdel-Kahr et al., 2015) e, além disso, também 

possui atividade nematicida (Ismail; Mohamed, 2007; Crow; Luc, 2014). 

Provavelmente, as propriedades antibacterianas e antifúngicas do EP de diferentes fontes não 

podem ser atribuídas a um único composto, mas a uma combinação de vários, como apontado por 

Yang et al., (2016). Tal fato foi constatado no trabalho de Choi et al., (2009), que avaliaram a inclusão 

do EP de Quercus acutíssima, em teores crescentes (0,1; 0,2 e 0,3%) em dietas para leitões recém-

desmamados e verificaram melhorias no desempenho, na digestibilidade dos nutrientes das dietas e 

na diversidade microbiana no TGI dos animais. Os autores atribuíram esses efeitos aos ácidos 

orgânicos (3,99% ácido acético e 10,89% ácido propiônico) presentes no extrato. 

Além disso, outros trabalhos constataram o efeito benéfico da adição de EP na alimentação 

de animais não ruminantes. Como relatado por Ahn (2005) a adição de EP em 0,2% na ração de 

leitões resultou em melhorias na conversão alimentar e digestibilidade de nutrientes e diminuição de 

coliformes intestinais patogênicos. Com a mesma inclusão de EP na ração de frangos, Shim et al, 

(2010) relataram redução na emissão de gases tóxicos nas excretas, além de efeitos positivos nos 

parâmetros nutricionais da carne. 

Diante do exposto e da escassez de estudos científicos explorando a utilização do EP de 

Eucalyptus urograndis como fonte alternativa à substituição de antibióticos, estudos são necessários 

para verificar o seu potencial na dieta de leitões recém-desmamados. Sendo assim, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar diferentes níveis do EP de Eucalyptus urograndis na alimentação de leitões 

recém-desmamados, sobre o desempenho zootécnico, digestibilidade dos nutrientes da dieta, 

morfologia intestinal, peso de órgãos, sistema imunológico e composição da microbiota intestinal. 
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4.1. Material e métodos  

O presente estudo foi revisado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) – Universidade de São Paulo 

(USP) (SP, Brasil) sob o protocolo de número 2019-27. O experimento foi realizado na 

instalação de creche do Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia da Escola 

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de São Paulo (USP), 

localizado no município de Piracicaba, estado de São Paulo, Brasil. 

Foram utilizados 200 leitões (100 machos castrados e 100 fêmeas), divididos em dois 

lotes de 100 animais cada, obtidos de um rebanho suíno comercial, mestiços, desmamados 

aos 21 dias de idade e com 5,58  0,65 kg de peso vivo médio inicial. Os animais foram 

alojados em grupos de quatro (dois machos e duas fêmeas), de acordo com o peso vivo inicial, 

em 25 baias suspensas de 1,80 m² (1,20 x 1,50m) cada, com piso parcialmente ripado, 

comedouro semiautomático, bebedouro tipo chupeta e aquecimento com lâmpada 

infravermelha de 250W. 

 

4.1.1. Dietas experimentais 

Os animais foram submetidos a um programa de alimentação em 3 fases: pré-inicial 

(0 a 7 dias após o desmame), inicial I (8 a 21 dias após o desmame) e inicial II (22 a 42 dias 

após o desmame), para atender as exigências nutricionais de suínos de acordo com as 

recomendações de Rostagno et al. (2017). As dietas (Tabela 8) foram distribuídas em cinco 

tratamentos, sendo eles:  CN - controle negativo sem adição de aditivo promotor de 

crescimento; CP - controle positivo, CN + antibiótico (halquinol, 120 ppm); EP1 - CN com 

inclusão de 1% do extrato pirolenhoso; EP2 - CN com inclusão de 2% do extrato pirolenhosos 

(EP2); e EP3 - CN com inclusão de 3% do extrato pirolenhoso (EP3). Água foi utilizada como 

inerte, a fim de garantir que todas as dietas apresentassem o mesmo teor de umidade. 

 

4.1.2. Desafio sanitário 

No terceiro dia do experimento os leitões foram submetidos a desafio sanitário, que 

consistiu na inoculação via oral com solução contendo Escherichia coli. Para o preparo do 

inóculo, trabalhou-se com uma cepa de Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC): E. coli U21 

(K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +), isolada do trato gastrointestinal de suínos. 

Inicialmente, a cepa de ETEC foi ativada em caldo de cultivo “Brain Heart Infusion” 

(BHI) e, sequencialmente, 1 mL do caldo contendo a bactéria foi transferido para um tubo 

contendo 25 mL de caldo BHI estéril, o qual foi incubado a 37°C por 20h. O processo de 
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ativação foi repetido por mais duas vezes, sendo, no total, realizados três processos de ativação 

consecutivos da bactéria. Após os três dias de ativação, retirou-se o tubo da incubadora, que 

foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, para obtenção do pelete bacteriano, que foi 

ressuspendido em 30 mL de solução salina de cloreto de sódio (NaCl) estéril a 0,85%, sendo 

a densidade populacional bacteriana de aproximadamente 8-9 x 108 UFC/mL. A partir desta 

suspensão foi feita uma diluição de 1:20 em solução salina estéril (0,85% NaCl) para atingir 

uma população aproximada de 4-6 x 107 UFC/mL, a qual foi o inóculo final ou inóculo de 

trabalho utilizado para a inoculação dos leitões. 

 Para confirmar a densidade populacional do inóculo final foi realizada a contagem em 

agar Tryptic Soy Agar (TSA) em triplicata. Os inóculos utilizados no primeiro e segundo lotes 

do experimento contiveram 6,4 x 107 e 5,7 x 107 UFC/mL de Escherichia coli enterotoxigênica 

(ETEC): E, coli U21 (K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +), respectivamente, e cada animal 

recebeu oralmente 1 mL do inóculo (Lund et al., 1991; Genovese et al., 2001; Sugiharto et al., 

2015, Barreto, 2019).
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Tabela 8: Composições centesimal e nutricional das dietas experimentais. 

 Pré-Inicial I Pré-Inicial II Inicial 

Ingredientes (g/kg) CN

NN 

EP1 EP2 EP3 CP CN EP1 EP2 EP3 CP  CN EP1 EP2 EP3 CP 

Milho 497,0 580,8 596,1 
Farelo de soja 

  

220,0 241,5 301,5 

Soro de leite em pó 85,0 42,5 - 

Plasma sanguíneo seco 50,0 25,0 - 

Concentrado proteico de soja 18,5 4,00 3,00 

Farelo de trigo 15,0 - - 

Óleo de soja 43,6 30,0 28,5 

Fosfato bicálcico 20,3 19,7 17,7 

Calcário 9,90 8,60 8,00 

Sal - 2,00 4,80 

Pré-mistura vitamínica ¹ 

vitamínicavitamínica 1 
1,00 1,00 1,00 

Pré-mistura mineral 2 1,00 1,00 1,00 

L-Lisina HCl, 78% 4,10 5,00 4,20 

DL-Metionina, 99% 1,70 1,80 1,60 

L-Treonina, 98,5% 1,90 2,30 1,70 

L-valina, 98,5% 0,60 1,10 0,50 

L-triptofano, 98,5% 0,30 0,50 0,30 

Antioxidante 0,20 0,20 0,20 

Água 30,0 20,0 10,0 0,0 29,88

88 
30,0 20,0 10,0 0,0 29,88

88 
30,0 20,0 10,0 0,0 29,8888 

Extrato pirolenhoso - 10,0 20,0 30,0 - - 10,0 20,0 10,0 - - 10,0 20,0 30,0 - 

Halquinol - - - - 0,12 - - - - 0,12 - - - - 0,12 

TOTAL (kg) 1,00 1,00 1,00 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 
 

 

Composição calculada  
   

Energia líquida (kcal/kg) 2520 2481 2462 

Proteína bruta (%) 21,39 19,84 20,28 

Cálcio (%) 1,07 0,97 0,88 

Fósforo DTE (%) 0,51 0,47 0,42 

Lisina DIE (%) 1,45 1,35 1,25 

CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – controle positivo, com adição do antibiótico halquinol; EP1 – dieta com adição de 1% extrato pirolenhoso; 

EP2 – dieta com adição de 2% extrato pirolenhoso; EP3 – dieta com adição de 3% extrato pirolenhoso; 1Pré-mistura vitamínica, por kg da dieta: selênio, 40mg/kg; vitamina A, 

900000UI/kg; vitamina D3, 200000UI/kg; vitamina E, 5400UI/kg; vitamina K3, 400mg/kg; tiamina, 180mg/kg; riboflavina, 500mg/kg; niacina, 4g/kg; ácido pantotênico, 

2,1g/kg; piridoxina, 290mg/kg; cianocobalamina, 3000mcg/kg; ácido fólico, 45mg/kg; biotina, 16mg/kg; 2Premix mineral, por kg da dieta: cobre, 1,3g/kg; ferro, 10g/kg; 

manganês, 5g/kg; zinco, 9,7g/kg; iodo, 100mg/kg; Dióxido de titânio (TiO2): indicador de indigestibilidade. 
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4.1.3. Desempenho zootécnico e incidência de diarreia 

Durante todo o período experimental de 42 dias, os animais receberam água e ração à 

vontade. Os leitões foram pesados nos 1°, 7°, 14º, 21°, 28º, 35º e 42° dias do período 

experimental para cálculo do ganho diário de peso (GPD). Além disso, quantificou-se as 

rações fornecidas, bem como as sobras de ração nos comedouros e as porções que foram 

desperdiçadas pelos animais, para a determinação do consumo diário de ração (CDR), para 

cálculo da conversão alimentar (CA) (CDR/GDP).  

A presença de diarreia (fezes líquidas) ou sua ausência (fezes normais) foi avaliada a 

partir da observação visual de sinais de diarreia em cada animal. Diariamente, o mesmo 

indivíduo, quantificou o número de animais com presença e ausência de diarreia em cada baia. 

Para cada baia, fez-se a média do número de observações indicando a presença de diarreia em 

relação ao número de animais na baia. A partir deste número, calculou-se a percentagem de 

dias com diarreia no período experimental de acordo com Milani et al., (2017): 

 

DO (%) = {[(P1 × D) + (P2 × D) + (Pn × D)] / n / TD} × 100, 

 

Em que: DO (%) é a percentagem média de dias que os leitões apresentaram diarreia 

em cada baia; P(1, 2…n) representa cada leitão dentro da baia (n), D é o número de dias em 

que cada leitão apresentou diarreia dentro da baia, TD é o número de dias de cada fase do 

programa nutricional utilizado, 

 

4.1.4. Parâmetros sanguíneos 

Para quantificação dos parâmetros sanguíneos foram realizadas coletas de sangue nos 

7º e no 21º dia do experimento. Foi selecionado um animal (macho) por baia, com peso médio 

mais próximo a média de peso dos animais. A coleta foi realizada por punção na veia cava 

anterior.  O animal selecionado foi disposto em posição de decúbito dorsal sobre um suporte 

para coleta, a região de coleta foi limpa e desinfetada com algodão embebido em álcool 70%. 

A coleta foi realizada a vácuo utilizando agulha múltipla 25 x 0,8 mm em tubo coletor de 

sangue, tampa roxa, contendo anticoagulante K3EDTA (VACUETTE®, Greiner Bio-One, 

Americana, SP, Brasil) e em tubo coletor de sangue com soro ativador de coagulação, tampa 

vermelha, CAT Ativador de Coágulo (VACUETTE®, Greiner Bio-One, Americana, SP, 

Brasil). 

O hemograma foi realizado pelo método automático (Cell dyn 3500, ABBOTT, 

Chicago, Estados Unidos da América) e constou da avaliação de parâmetros da série vermelha 
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(eritrócitos), da série branca (leucócitos) e da série plaquetária (plaquetas). A análise da série 

vermelha foi constituída pelas seguintes determinações: contagem de eritrócitos, dosagem de 

hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio (V,c,m,), concentração da 

hemoglobina corpuscular média (C,h,c,m,), metarrubrícitos e proteína total. A série branca foi 

analisada para os seguintes índices: contagem total de leucócitos e contagem diferencial de 

leucócitos (eosinófilos, basófilos, heterófilos, linfócitos típicos, células atípicas, mielócitos, 

metamielócitos, monócitos, neutrófilos bastonetes e segmentados). A série plaquetária 

correspondeu à contagem de plaquetas. 

As concentrações das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α no soro dos leitões foram 

determinadas usando o kit ELISA (TermoFisher, Waltham, Massachusetts, EUA), seguindo 

as instruções dos fabricantes. 

 

4.1.5. Eutanásia de leitões 

No 14º dia do experimento, quando os animais completarem 37 dias de idade, efetuou-

se eutanásia de um animal por unidade experimental para pesagem de órgãos, coleta de 

amostras de tecidos do duodeno e do jejuno para avaliação da morfologia do epitélio intestinal 

e coleta de conteúdo do ceco e quantificação das populações de microrganismos. Os animais 

sacrificados foram insensibilizados por eletronarcose (1,3 A por 3 segundos, 240 V) e em 

seguida eutanasiados por exsanguinação,  

 

4.1.6. Peso de órgãos e mensuração do pH 

Após o abate, estômago, fígado, intestinos delgado e grosso, ceco, rins, pulmão, coração 

e baço foram removidos e pesados, assim como as carcaças evisceradas. Foram determinados 

os pesos absolutos dos órgãos, e seus pesos em relação ao peso de carcaça. Para pesagem, 

separou-se a vesícula biliar do fígado e procedeu-se o esvaziamento do estômago e dos 

intestinos. Além disso, foi realizada a mensuração dos intestinos delgado e grosso, utilizando 

uma fita métrica fixa em mesa. 

Imediatamente após o abate dos animais, foi realizada a mensuração do pH dos 

conteúdos do estômago e ceco com auxílio de um potenciômetro digital (Modelo tec-5, tecnal 

Ltda, Piracicaba-SP, Brasil), conforme metodologia descrita por Grecco et al, (2018). 

 

4.1.7. Histologia do epitélio intestinal  

Para avaliação da morfologia do epitélio intestinal, foram coletadas amostras de 3 cm 

do duodeno (15 cm a partir da válvula pilórica) e de 3 cm do jejuno (a 150 cm da junção 
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ileocecal) do animal abatido. As amostras foram lavadas em solução salina (0,85% de NaCl), 

fixadas em solução de formol tamponado neutro a 10% por 72 horas e, posteriormente, foram 

lavadas e armazenadas em álcool etílico 70% e, a partir destas confeccionadas lâminas 

histológicas, coradas pelo método hematoxilina-eosina (AFIP, 1994). 

A partir destas lâminas, foram realizados registros de imagens utilizando um 

microscópio óptico (BELKIN, 2000) com um sistema de análise de imagens acoplado. 

Posteriormente foram realizadas as mensurações de altura de vilosidade e profundidade de 

cripta. Utilizou-se aumento de 10X e foram realizadas mensurações em 15 vilosidades e 15 

criptas por lâmina. 

 

4.1.8. Digestibilidade de nutrientes das dietas 

Para determinar as digestibilidades dos nutrientes das dietas foi utilizado o método de 

coleta parcial de fezes (Adeola 2021), com a inclusão de 0,3% de dióxido de titânio (TiO2) às 

dietas na fase pré-inicial II, como indicador de indigestibilidade. Após o início do consumo da 

ração com indicador, foi estabelecido um período de 5 dias para manutenção do seu fluxo no 

trato digestório dos animais e, posteriormente, realizou-se a coleta de fezes dos animais de cada 

unidade experimental, durante dois dias, diretamente do piso das baias. 

Após as coletas, as fezes da baia foram homogeneizadas e armazenadas em sacos 

plásticos a -18ºC para posterior análise. Além disso, as amostras de ração também foram 

coletadas e armazenadas. Posteriormente, as amostras de fezes foram descongeladas em 

temperatura ambiente, homogeneizadas e secas a 65°C por um período de 72 horas. Após a 

secagem, as amostras de fezes e ração foram moídas e submetidas às análises laboratoriais para 

determinação de matéria seca (MS), extrato etéreo (EE), energia bruta (EB) e proteína bruta 

(PB) (AOAC, 2006), e de TiO2 (MYERS et al,, 2004). 

A determinação dos coeficientes de digestibilidade aparente foi realizada utilizando a 

equação proposta por ADEOLA (2001): 

 

Digestibilidade aparente total (%) = 100 – [100 × (concentração do indicador na dieta × 

concentração do componente nas fezes / concentração do indicador nas fezes × concentração 

do componente na dieta)]. 

 

4.1.9. Avaliação de populações microbianas no conteúdo cecal  

Nos animais abatidos foram coletadas amostras do conteúdo cecal em criotubos de 2,5 

mL, que foram imediatamente armazenados em nitrogênio líquido e enviados para análise em 
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laboratório. As amostras foram enviadas para o laboratório NGS Soluções Genômicas 

(Piracicaba, SP) e, posteriormente, foram avaliadas as abundâncias relativas dos gêneros 

bacterianos no conteúdo do ceco dos leitões. Inicialmente realizou-se a coleta do conteúdo do 

ceco dos animais, seguida de extração do DNA bacteriano, de sua quantificação e 

posteriormente sequenciamento para identificação e quantificação dos gêneros presentes. 

A extração de DNA foi realizada utilizando o MagMAX™ CORE Nucleic Acid 

Purification Kit (Thermofisher), incluindo adaptações para a extração de todos os 

microrganismos, incluindo aqueles que apresentam parede celular espessa. Antes do 

processamento com o Kit, foi incluída uma etapa de lise mecânica realizada em um 

equipamento que lisa o tecido e rompe simultaneamente várias amostras biológicas por agitação 

em alta velocidade utilizando beads de vidro. A qualidade do DNA extraído foi verificada por 

eletroforese em gel de agarose e quantificada em Nanodrop. O equipamento KingFisher 

(Thermofisher) foi utilizado para a extração. 

O preparo das bibliotecas foi realizado seguindo as recomendações Illumina. Os primers 

utilizados para amplificação locus-específica de bactérias flanqueia a região V4. Sequência 

overhang de adaptadores está incluída nos primers locus-específicos. As sequências de 

adaptadores Illumina, que foram hibridizadas com as sequências imobilizadas na lâmina de 

sequenciamento são: 

Forward overhang: 5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG‐

[sequência locus-específica] 

Reverse overhang: 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG‐

[sequência locus-específica]. 

O sequenciamento foi realizado no sistema Illumina Miseq e as leituras produzidas 

foram de 2x250 pb. Inicialmente a primeira PCR foi realizada para amplificação locus-

específica. Em seguida, AMPure XP beads foram utilizadas para purificação da reação de PCR, 

e o tamanho dos fragmentos gerados na reação de PCR foi avaliado por eletroforese em gel de 

agarose. A segunda PCR foi realizada para ligar os barcodes do kit Nextera XT, e novas etapas 

de purificação da PCR e validação das bibliotecas foram realizadas. Posteriormente, as 

bibliotecas foram quantificadas, para que todas as amostras/bibliotecas fossem unidas de 

maneira equimolar em um único pool. 

Para introduzir complexidade ao sequenciamento, um controle heterogêneo, o fago phi-

X, foi combinado com o pool de amplicons. Por fim, foi feita a desnaturação das bibliotecas e 

do phi-X, para permitir o sequenciamento. 
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Primeiro, as leituras multiplexadas foram atribuídas em amostras biológicas. O 

programa DADA2 (Callahan et al., 2016), um pacote de código aberto implementado na 

linguagem R, foi utilizado para modelagem e correção de erros de amplicons, sem a construção 

de OTUs. Estudos mostram que em várias comunidades simuladas, DADA2 identificou 

variantes mais reais e produziu menos sequências espúrias que outros métodos (Callahan et al., 

2016). O pacote DADA2 tem um pipeline completo implementado para transformar os arquivos 

fastq do sequenciador em sequências de amostras inferidas, desmembradas, e sem quimeras. A 

filtragem de arquivos fastq foi realizada para cortar as sequências dos primers de PCR e filtrar 

as extremidades 3’ das leituras devido ao decaimento da qualidade (Q<30). Após a filtragem, 

as reads ficaram com um tamanho de 2 x 260 pb, mantendo a sobreposição para posterior junção 

das leituras e remontagem do fragmento da região V3-V4. 

Após o processamento inicial dos dados de sequenciamento pelo DADA2, as 

taxonomias foram atribuídas a cada ASV (do inglês Amplicon Sequencing Variants) utilizando 

uma implementação do programa DADA2 do método de classificador bayesiano ingênuo para 

essa finalidade. A função assignTaxonomy toma como entrada um conjunto de sequências 

(ASVs) a serem classificadas e um conjunto de treinamento de sequências de referência com 

taxonomia conhecida, e atribui taxonomias. O banco de dados Silva 132 foi utilizado como 

referência. 

As classificações taxonômicas, e suas quantificações, gerados pelo DADA2 foram 

importados para o programa Phyloseq (Mcmurdie; Holmes, 2013), também implementado no 

R. Foram filtradas as ASVs que não foram classificadas em pelo menos até o nível de família, 

e ASVs assinaladas como a mesma espécie foram aglomeradas. Também foram filtradas as 

ASVs que não estavam presentes em pelo menos 5% das amostras. Após, o arquivo phyloseq 

com as contagens das taxonomias foi importado para o programa edgeR (Robinson et al., 2010), 

um pacote do R/Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Para análise de abundância diferencial 

entre grupos, os pacotes limma voom foram utilizados para normalização, juntamente com o 

edgeR. 

 

4.1.10. Avaliação in vitro da atividade antibacteriana do extrato pirolenhoso 

Para determinação da atividade antibacteriana do EP in vitro utilizou-se duas cepas de 

Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC), E, coli U7 (K88 + / LT + / STb +) e E, coli U21 

(K88 + / LT + / STb + / F18 + / Sta +) isoladas do trato gastrointestinal de suínos. As cepas 

foram fornecidas pelo Laboratório de Saúde Suína do Departamento de Medicina Veterinária 



74 
 

Preventiva e Saúde Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade 

de São Paulo. 

 

4.1.11. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A determinação da CIM foi realizada pelo método de microdiluição utilizando uma 

microplaca de 96 poços seguindo o protocolo M07-A9 Metodologia para Testes de 

Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluição para Bactéria de Crescimento Aeróbico, 

da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). 

Para o teste, o inóculo padrão de cada bactéria foi preparado em solução salina de cloreto 

de sódio 0,85%, a partir de colônias vivas de cada cepa de ETEC, contidas em uma placa de 

Ágar TSA, na densidade óptica do padrão 0,5 Mc Farland (0,08 - 0,13 a 625 nm) correspondente 

a 108 UFC/mL. Este inóculo padrão foi diluído 1:100 para obter-se um inóculo de 1 x 106 

UFC/mL (Inóculo Final). 

A solução estoque do EP foi preparado a uma concentração 12% v/v com Caldo Müeller 

Hinton (sem adição de emulsificante devido a sua boa solubilização no caldo). A partir da 

solução estoque foram feitas as diluições duplas seriadas em uma faixa de 6 a 0,047 % v/v ao 

longo do eixo Y da microplaca. Vinte microlitros do inóculo final foram adicionados a cada 

poço contendo 180 µL das diversas concentrações do EP, sendo o volume final em cada poço 

de 200 µL e população bacteriana de aproximadamente 105 UFC/mL. Foram utilizados os 

seguintes controles: controle do meio de cultura (200 µL de caldo MH) e controle de 

crescimento (180 µL de caldo MH + 20 µL de inóculo). 

As microplacas foram incubadas em um leitor de microplacas (VitorTM X3, 

PerkinElmer) a 37ºC por 24 horas. A CIM foi estabelecida como a menor concentração do 

extrato que inibiu o crescimento bacteriano visível. A existência ou não de crescimento 

bacteriano foi avaliada pela construção de curvas de sobrevivência e pelo teste de resazurina ao 

final do período de incubação. A menor concentração que não produziu valores de absorbância 

detectáveis (a 600 nm) até o final da incubação foi considerada como a CIM obtida pelas curvas 

de sobrevivência. Para o teste de resazurina, 25 µL de solução de resazurina (R7017; Sigma-

Aldrich) a 0,0135% m/v foram adicionados a cada poço da microplaca. Portanto, após inspeção 

visual, a presença de células viáveis foi evidenciada por uma mudança na cor da resazurina, de 

azul de resazurina a rosa resofurina, após 20 min de incubação adicional a 37 °C. Os ensaios 

foram realizados em triplicata em três repetições independentes. 
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4.1.12. Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

A determinação da concentração bactericida mínima (CBM) foi realizada a partir dos 

poços onde não houve crescimento bacteriano visível. Assim, retirou-se uma alíquota de 50 µL 

de cada poço e semeou-se superficialmente em ágar Muller-Hinton. Após o período de 

incubação, 18-20 h a 37°C, foi definida a concentração bactericida mínima como a menor 

concentração do EP capaz de causar a inativação total da bactéria representada pela ausência 

de crescimento de colônias no ágar. 

 

4.1.13. Delineamento experimental e análises estatísticas  

Foi adotado o delineamento experimental em blocos completos casualizados com cinco 

tratamentos, 10 repetições por tratamento, sendo a unidade experimental composta por quatro 

animais (baia) para as avaliações de desempenho zootécnico e digestibilidade de dietas e um 

animal para as demais avaliações. Os blocos foram formados de acordo com o peso inicial dos 

animais. 

Os dados foram submetidos a testes para verificação da adequação ao modelo linear e 

da não violação das pressuposições da análise de variância e submetidos à análise da variância 

utilizando-se o procedimento MIXED do SAS® (SAS Institute Inc,, Cary, North Carolina, 

USA). O modelo matemático incluiu os efeitos fixos dos tratamentos, os efeitos aleatórios dos 

blocos nas avaliações de 1 a 7 dias e o peso dos animais como covariável nas demais avaliações 

e o erro experimental. Considerou-se diferença estatística quando o valor de P foi inferior a 

0,05 e tendência quando inferior a 0,1. 

 

4.2. Resultados 

4.2.1. Desempenho e incidência de diarreia 

Ao longo do período experimental, 1 a 42 dias, não se verificou diferença para as 

variáveis peso vivo, GDP e CDR (Tabela 9). Em contrapartida, no período de 8 a 14 dias 

verificou-se diferença na CA (P<0,05), sendo que os animais que receberam o tratamento EP1 

apresentaram pior CA em comparação aos animais alimentados com os tratamentos CN, CP 

e EP2. Não houve efeitos dos tratamentos sobre a frequência de diarreia nos leitões 

desmamados (Tabela 10). 
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Tabela 9: Ganho diário de peso (GDP), consumo diário de ração (CDR) e conversão alimentar (CA - CDR/GDP) 

de leitões desmamados, alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano ou com os aditivos halquinol e extrato 

pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida,1 

Itens 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

GDP (g/d)        

Dias 1–7 261,8 280,5 268,3 275,9 259,9 8,81 0,355 

Dias 8–14 371,7 408,5 332,8 413,5 392,4 16,9 0,226 

Dias 15–21 553,0 516,3 511,6 504,6 557,5 16,8 0,414 

Dias 22–28 491,5 563,0 543,9 516,6 534,8 14,0 0,564 

Dias 29–35 593,3 594,8 555,3 566,9 589,4 15,0 0,904 

Dias 36–42  647,2 687,5 638,4 677,5 647,7 16,1 0,854 

CDR (g/d)        

Dias 1–7 283,3 295,8 280,0 282,9 250,6 10,8 0,528 

Dias 8–14 478,5 507,6 473,6 507,4 504,4 18,0 0,799 

Dias 15–21 610,1 575,4 588,2 577,1 618,2 19,8 0,553 

Dias 22–28 812,0 827,2 848,5 897,3 961,6 19,5 0,060 

Dias 29–35 964,1 1014,5 994,4 1038,3 996,4 25,2 0,795 

Dias 36–42 d 1161,2 1220,3 1215,3 1351,2 1222,4 29,7 0,123 

CA (CDR/GDP)        

Dias 1–7 1,08 1,05 1,03 1,02 1,05 0,02 0,306 

Dias 8–14 1,21a 1,24a 1,40b 1,23a 1,32ab 0,02 0,007 

Dias 15–21 1,15 1,13 1,16 1,15 1,11 0,02 0,879 

Dias 22–28 1,72 1,54 1,61 1,80 1,83 0,06 0,419 

Dias 29–35 1,68 1,74 1,82 1,86 1,75 0,05 0,626 

Dias 36–42  1,81 1,80 1,95 2,02 1,96 0,06 0,518 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 
abMédias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 

Tabela 10: Frequência de diarreia de leitões desmamados, alimentados com dieta sem aditivo 

antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida, 

Item 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Frequência de diarreia, % 

Dias 1–7 17,68 12,32 9,58 17,26 14,05 1,25 0,246 

Dias 8–14 21,79 18,21 21,43 30,36 25,36 1,84 0,190 

Dias 15–21 10,67 23,71 13,71 19,81 14,19 2,86 0,191 

Dias 22–28 6,75 3,17 5,56 3,17 4,17 1,19 0,998 

Dias 29–35 6,67 2,86 6,67 10,00 6,67 1,37 0,735 

Dias 36–42  9,17 2,22 8,89 11,11 9,72 1,85 0,405 

Dias 1 a 42  12,22 10,19 11,00 15,36 12,39 1,04 0,521 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 
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4.2.2. Parâmetro sanguíneos  

Não houve diferença entre os valores médios de hemácias, hemoglobina, hematócrito, 

VCM, CHCM e proteína total (Tabela 11) no 7º dia do experimento, bem como não se 

verificou efeitos para os valores de leucócitos, eosinófilos, linfócitos, monócitos, neutrófilos 

e IL-10 (Tabela 12) no 7º e 21º dias no sangue de leitões alimentados com dietas sem adição 

de qualquer aditivo zootécnico, com halquinol ou com EP.  

Em contrapartida, os animais que receberam a dieta CP apresentaram maiores (P<0,05) 

valores de hematócrito do que os submetidos à dieta CN e maiores (P<0,05) teores de proteína 

total sanguínea do que os leitões EP3 no 21º dia do experimento (Tabela 11). Os animais que 

receberam a dieta EP3 tiveram maior (P<0,05) concentração de plaquetas no sangue do que 

os leitões alimentados com as dietas CN e EP2 no 7º dia de experimento (Tabela 12). 

Não foram detectadas as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e a IL-6 foi verificada 

somente em poucos animais, aspecto que impediu a avaliação estatística destas variáveis. 

 

Tabela 11: Valores de C,h,c,m,, hemácias, hemoglobina, hematócrito, proteína total e V,c,m, 

sanguíneos, nos dias 7 e 21 do experimento, de leitões alimentados com dieta sem aditivo 

antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida.1 

Items 
Dietas 

EPM2 P 
 

CN CP EP1 EP2 EP3  

Dia 7         
Hemácias, 106/µL 5,93 6,24 5,94 6,12 6,42 0,13 0,481  
Hemoglobina, g/dL 10,34 10,58 10,31 10,19 10,58 0,25 0,915  
Hematócrito, % 34,75 36,10 34,60 35,05 35,30 0,70 0,912  
VCM3, fL 58,94 58,17 58,47 57,58 55,19 0,70 0,386  
CHCM4, % 29,68 29,24 29,69 28,96 29,84 0,21 0,186  
Proteína total, 103/µL 5,45 5,54 5,58 5,50 5,64 0,05 0,783  

Dia 21         
Hemácias, 106/µL 6,24 6,73 6,29 6,30 6,38 0,12 0,576  
Hemoglobina, g/dL 9,84 11,49 10,82 10,92 10,69 0,18 0,055  
Hematócrito, % 33,40b 38,20a 36,15ab 35,40ab 34,75ab 0,50 0,027  
VCM, fL 54,62 57,30 58,07 56,41 54,93 0,86 0,668  
CHCM, % 29,30 30,07 29,93 30,86 30,74 0,22 0,090  
Proteína total, 103/µL 5,94ab 6,04a 5,82ab 5,76ab 5,69b 0,04 0,023  

CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta nos dias 7 e 21. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 
3 Volume corpuscular médio. 
4 Concentração da hemoglobina corpuscular média. 
abMédias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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Tabela 12: Leucograma e teores de interleucina sanguíneos de leitões, nos dias 7 e 21 do 

experimento, alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano ou com os aditivos halquinol 

e extrato pirolenhoso dos 24 aos 66 dias de vida.1 

Items 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Dia 7        

Leucócitos, 103/µL 11,94 14,72 16,41 13,90 13,62 0,62 0,116 

Eosinófilos, % 0,75 1,10 1,45 1,75 1,30 0,15 0,292 

Neutrófilos, % 35,90 43,70 42,95 37,70 41,45 1,51 0,333 

Linfócitos, % 60,95 53,20 53,10 58,70 51,40 1,52 0,200 

Monócitos, % 2,35 1,85 2,15 1,55 2,05 0,18 0,576 

Plaquetas, 103/µL 571,7b 626,9ab 638,9ab 523,5b 708,6a 18,42 0,007 

Interleucina 10, pg/mL 14,91 10,66 9,09 9,11 10,22 0,84 0,191 

Dia 21        

Leucócitos, 103/µL 17,11 19,24 14,81 15,07 14,78 0,70 0,173 

Eosinófilos, % 1,20 0,65 1,15 0,75 1,05 0,13 0,615 

Neutrófilos, % 32,15 26,05 29,15 30,50 32,25 1,45 0,432 

Linfócitos, % 64,65 71,30 67,30 66,40 65,00 1,52 0,367 

Monócitos, % 1,85 1,80 2,10 2,20 1,50 0,20 0,815 

Plaquetas, 103/µL 575,05 532,35 480,05 512,80 560,80 16,17 0,353 

Interleucina 10, pg/mL 13,18 20,51 11,55 10,44 15,20 1,78 0,388 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 
abMédias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

4.2.3. Peso dos órgãos e pH estômago e ceco 

Não houve diferença (P>0,05) para os pesos, absoluto e relativo, do pulmão, coração, 

rins, fígado, baço, estômago, intestinos grosso e delgado, e ceco e comprimentos dos intestinos 

delgado e grosso. Do mesmo modo, não houve diferença (P>0,05) nos pHs do estômago e 

ceco dos animais que receberam as dietas experimentais (Tabela 13). 
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Tabela 13: Pesos, absoluto e relativo, do pulmão, coração, rins, fígado, baço, estômago, intestinos grosso e 

delgado, e ceco, comprimentos dos intestinos delgado e grosso e pH dos conteúdos do estômago e do ceco de 

leitões abatidos aos 35 dias de idade e alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano (controle negativo) ou 

com os aditivos halquinol e extrato pirolenhoso (EP).1 

Item 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Pulmão        

Absoluto, g 14,65 14,63 13,52 15,96 14,05 0,49 0,445 

Relativo, % 2,31 2,12 2,14 2,31 2,20 0,06 0,619 

Coração        

Absoluto, g 5,01b 5,89ab 5,43ab 6,39a 5,22b 0,21 0,010 

Relativo, % 0,86 0,93 0,92 1,00 0,89 0,02 0,179 

Rins        

Absoluto, g 6,98 7,42 6,60 7,69 6,73 0,21 0,361 

Relativo, % 1,04 1,03 0,97 1,05 0,99 0,02 0,644 

Fígado        

Absoluto, g 333,5 340,0 324,7 370,9 333,3 1,08 0,711 

Relativo, % 5,05 4,80 4,90 5,18 4,99 0,09 0,716 

Baço        

Absoluto, g 1,88 2,13 1,84 2,12 2,09 0,08 0,705 

Relativo, % 0,30 0,30 0,28 0,30 0,32 0,01 0,881 

Estômago        

Absoluto, g 10,99 11,94 11,30 11,30 10,65 0,32 0,729 

Relativo, % 1,62 1,67 1,68 1,53 1,58 0,04 0,792 

pH 3,28 3,18 2,88 2,71 3,12 0,14 0,734 

Intestino grosso        

Comprimento, m 2,89 2,48 2,39 2,64 2,39 0,08 0,173 

Absoluto, g 222,4 240,7 201,9 228,5 202,7 0,74 0,398 

Relativo, % 3,46 3,45 3,08 3,19 3,06 0,12 0,730 

Intestino delgado        

Comprimento 13,20 13,28 12,33 13,44 12,50 0,18 0,171 

Absoluto, g 59,45 61,08 59,61 63,23 56,53 1,89 0,859 

Relativo, % 8,89 8,72 8,95 8,69 8,61 0,26 0,994 

Ceco        

Absoluto, g 3,57 3,54 3,84 3,83 3,40 0,09 0,429 

Relativo, % 0,52 0,48 0,57 0,52 0,51 0,01 0,299 

pH 5,27 5,59 5,54 5,73 5,71 0,07 0,215 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 

 

4.2.4. Histologia do epitélio intestinal 

Não houve diferença (P>0,05) para altura de vilosidade (AV), profundidade de cripta 

(PC) e na relação (AV/PC) dos leitões que receberam as dietas sem aditivo antimicrobiano ou 

com a inclusão de halquinol e EP (Tabela 14). 
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Tabela 14: Altura média das vilosidades (AV), profundidade da cripta (PC), e razão AV / PC 

no duodeno e jejuno de leitões abatidos aos 35 dias de idade e alimentados com dieta sem 

aditivo antimicrobiano (controle negativo) ou com os aditivos halquinol e extrato pirolenhoso.1 
 

Item 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Duodeno        

AV, µm 337,19 335,31 336,44 369,64 326,19 8,77 0,458 

PC, µm 310,92 323,96 329,01 301,32 304,58 6,63 0,634 

AV/PC 1,10 1,07 1,04 1,24 1,09 0,04 0,425 

Jejuno        

AV, µm 238,63 256,13 286,98 256,02 254,99 6,84 0,236 

PC, µm 178,30 176,95 203,12 178,88 187,93 4,26 0,253 

AV/PC 1,42 1,55 1,52 1,52 1,46 0,04 0,894 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 

– dieta com 1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 

 

4.2.5. Digestibilidade de nutrientes das dietas 

Não houve diferença (P>0,05) na digestibilidade aparente dos nutrientes e da energia 

das dietas sem aditivo antimicrobiano ou com a inclusão de halquinol e EP em leitões na fase 

pré-inicial II (Tabela 15), 

 
Tabela 15: Digestibilidade aparente dos nutrientes e da energia de dietas sem aditivo antimicrobiano ou 

com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) para leitões na fase pré – inicial II.1 

Item 
Dietas  

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Digestibilidades, %        

Matéria seca 84,38 84,16 83,75 84,77 84,11 0,21 0,638 

Proteína bruta 80,46 80,74 79,85 81,60 80,50 0,34 0,584 

Extrato etéreo 70,29 68,42 69,00 70,84 70,37 0,59 0,416 

Fibra em detergente neutro 57,67 56,84 56,61 57,76 56,93 0,63 0,964 

Fibra em detergente ácido 58,45 57,20 54,54 60,54 57,29 0,88 0,152 

Energia bruta 85,36 84,85 84,27 84,93 85,21 0,24 0,609 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 – dieta com 

1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 

 

4.2.6. Avaliação de populações microbianas no conteúdo cecal 

A população de microrganismos do gênero Lactobacillus foi maior (P<0,05) no 

conteúdo do ceco dos animais que receberam as dietas CN, EP1, EP2 e EP3 em comparação 

aqueles alimentados com a dieta contendo o antimicrobiano halquinol (Tabela 16). 

Comparando-se os animais que receberam as dietas CN, EP1, EP2 e EP3 observou-se efeito 

linear crescente (P<0,05) no aumento da população de Lactobacillus de acordo com a crescente 

adição de EP às dietas, sendo a abundância de microrganismos desse gênero 50% superior no 

conteúdo do ceco dos animais EP3 comparativamente aos leitões CN. Além disso, observou-se 
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uma redução numérica nas populações de Campylobacter, Clostridium 1 Streptococcus e 

Escherichia coli da ordem de 34, 6; 64;3; 90,5 e 62,1 no conteúdo cecal dos animais que 

receberam o tratamento EP3 em comparação aos animais alimentados com a ração CP. 

 

Tabela 16: Abundância relativa de gêneros de microrganismos no conteúdo do ceco de leitões com 37 

dias de idade, alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso 

(EP).1 

Items 
Dietas 

EPM2 P 
CN CP EP1 EP2 EP3 

Agathobacter 4,32 4,17 3,96 3,26 3,64 0,43 0,915 

Alloprevotella 1,96 1,58 2,32 2,19 1,92 0,19 0,790 

Anaerovibrio 4,72 5,97 3,58 3,98 5,84 0,60 0,597 

Bifidobacterium 0,74 0,52 0,79 1,13 0,18 0,14 0,304 

Blautia 2,05 3,08 3,15 2,31 3,23 0,23 0,229 

Campylobacter 1,26 1,36 1,38 1,45 0,89 0,22 0,925 

Clostridium 1 0,63 0,14 0,09 0,66 0,05 0,12 0,126 

Clostridium 6 0,06 0,03 0,10 0,06 0,02 0,01 0,256 

Escherichia/Shiggella 1,00 7,81 4,05 9,83 0,74 1,67 0,189 

Faecalibacterium 2,01 2,71 3,43 2,70 3,06 0,22 0,367 

Lachnospira 0,45 0,29 0,33 0,25 0,23 0,05 0,619 

Lactobacillus3 21,57ab 20,93b 25,76a 29,15a 32,54a 1,47 0,032 

Megasphera 10,33 7,51 9,07 7,98 12,64 0,75 0,216 

Peptococcus 0,13 0,14 0,07 0,07 0,08 0,01 0,062 

Prevotella  14,58 13,59 13,55 13,65 13,88 0,84 0,989 

Prevotellaceae UCG003 0,13 0,13 0,15 0,05 0,03 0,02 0,318 

Prevotellaceae NK3B31 0,94 0,54 1,19 0,74 0,86 0,08 0,053 

Ruminococaceae 0,05 0,07 0,06 0,04 0,04 0,01 0,718 

Ruminococcus 1,01 0,57 0,61 0,59 0,44 0,10 0,846 

Selenomonas 1,31 1,21 0,83 0,63 0,61 0,21 0,861 

Streptococcus 1,06 0,66 0,31 0,81 0,25 0,13 0,339 

Subdoligranulum 3,70 2,57 3,63 2,89 1,98 0,29 0,496 

Succnivibrio 1,44 1,80 1,33 0,62 0,55 0,27 0,467 
CN – controle negativo, sem adição de aditivo antimicrobiano; CP – dieta controle positivo, com halquinol; EP1 – dieta com 

1% de EP; EP2 – dieta com 2% de EP; EP3 – dieta com 3% de EP. 
1 Médias de 10 observações por dieta. 
2 EPM = Erro Padrão da Média. 
3 Efeito linear (P = 0,0101). 
abMédias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

4.2.7. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 

concentração bactericida mínima (CBM) 

Os resultados dos testes in vitro evidenciaram efeitos bacteriostáticos e bactericidas do 

EP sobre a mesma E. coli usada no desafio sanitário, porém em dose superior a testada no 

experimento in vivo, 6% de inclusão do EP, Em contrapartida, ao avaliar a CIM em cepas de 

E. coli U7 a concentração de 3% do EP apresentou efeito bacteriostático. 
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Figura 1: Cinética de crescimento bacteriano em função das concentrações do extrato 

pirolenhoso   a) E, coli U21 e b) E, coli U7 

 

Tabela 17, Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida mínima (CBM) 

do extrato pirolenhoso 

Cepa bacteriana 

Extrato pirolenhoso 

Concentração Inibitória Mínima 

(% v/v)1 

Concentração Bactericida 

Mínima (% v/v)1 

Escherichia coli U21 6 6 

Escherichia coli U7 3  6 
1Determinado por curvas de sobrevivência e teste de resazurina. 
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4.3. Discussão 

Os antibióticos têm sido usados na produção animal desde sua descoberta para manter 

a saúde e promover melhorias no desempenho. Entretanto, o risco de bactérias adquirirem 

resistência a antibióticos específicos e resíduos de antibióticos na carne levou à proibição de 

antibióticos como promotores de crescimento na União Europeia (UE) desde janeiro de 2006 

(Papatsiros et al., 2012). Nos últimos anos, pesquisas foram conduzidas para encontrar aditivos 

alimentares substituintes aos antibióticos, que têm o potencial de melhorar a saúde intestinal e 

o desempenho de leitões desmamados (Han & Tracker, 2010, Hosseindoust et al., 2017). 

Particularmente, após a proibição da utilização de antibióticos na dieta de animais, a 

suplementação dietética de ZnO na dose farmacológica (2,500 e 3,000 mg Zn / kg) foi 

amplamente utilizada para melhorar o desempenho e funções gastrointestinais e para reduzir a 

diarreia em leitões pós-desmame (Han & Tracker, 2010). No entanto, em relação às questões 

ambientais, muitos países da União Européia (Commission Regulation, 2003) e outros países 

como a Coréia do Sul ou o Japão adotaram restrições ao uso ZnO. 

O presente estudo avaliou o efeito da inclusão de EP em substituição ao antibiótico 

promotor de crescimento e ZnO, sobre o desempenho, frequência de diarreia, morfologia 

intestinal, parâmetros do sistema imune (interleucinas (IL) IL-6, IL10 e TNF-α) e sanguíneos e 

população microbiana no ceco de leitões recém-desmamados sob condições de desafio 

sanitário. A inoculação dos leitões, por via oral, com cepas de E. coli U21 (K88 + / LT + / STb 

+ / F18 + / Sta +), foi implementada para criar situação de desafio sanitário, em que o uso de 

aditivos antimicrobianos e de seus possíveis substitutos fosse necessária para permitir bom 

desempenho dos animais e, consequentemente, possibilitasse visualização dos potenciais 

efeitos dos aditivos em estudo. 

A exposição dos animais ao desafio sanitário com inoculação por E, coli U 21 (K88 + / 

LT + / STb + / F18 + / Sta +) não foi efetiva, uma vez que não se observou o agravamento da 

diarreia após a inoculação por E. coli e a sua permanência até sete dias (Marquardt et al,, 1999; 

Owusu-Asiedu et al, 2003). O desmame é uma prática comercial que engloba vários agentes 

estressores que, em condições de pesquisas são reduzidos, pois trabalha-se com menor grupo 

de animais por baia, maior cautela na relação homem-animal, maior controle ambiental e maior 

atenção a um número reduzido de animais. Tais fatos reduzem os agentes multifatoriais 

causadores do estresse ao desmame, o que garante ao animal maior resistência a exposição a 

doses desafiantes de E. coli (Gonyou et al., 1986; Bokkers, 2006). 

Os principais componentes do EP de Eucalyptus urogandis são guaiacol (16,40%), 

cresol e seus derivados (5,38%), fenol (1,44%), siringol (8,52) e furfural (15,75%). A presença 
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de altos teores de guaiacol e seus derivados juntamente com os fenóis e furfural podem explicar 

as atividades antibacteriana e antifúngica do EP. Enquanto que o cresol e seus derivados são 

usados como anti-séptico local, parasiticida, desinfetante e como anti-séptico intestinal (O’Neil 

2013), Furfural (2-furaldeído) é encontrado na pimenta da Jamaica. É um ingrediente 

aromatizante e pode atuar como fungicida (Abdel-Kahr et al, 2015) e, além disso, possui ação 

nematicida (Ismail & Mohamed 2007; Crow & Luc 2014). 

Vários estudos foram feitos para identificar a composição química do EP, e mais de 200 

compostos principais foram identificados em concentrações variáveis. A composição química 

e a concentração de compostos dependem intrinsecamente da origem do material carbonizado 

(Pimenta et al., 2000; Nakai et al., 2007; Rakmai 2009; Souza et al., 2012). 

Choi et al. (2009) avaliaram o efeito da inclusão de vinagre de madeira de Quercus 

acutíssima (3,99 de ácido acético e 10,89% de ácido propiônico) sobre o desempenho, 

digestibilidade e microbiota intestinal, comparando diferentes promotores de crescimento 

(antibiótico, ácido orgânico e vinagre de madeira) adicionados à dieta de leitões pós-desmame. 

Os autores verificaram que suínos alimentados com vinagre de madeira tiveram melhor 

desempenho do que aqueles alimentados com ácidos orgânicos. Pode-se especular que o 

vinagre de madeira pode ter efeitos semelhantes em influenciar o desempenho de suínos devido 

à presença de diferentes ácidos orgânicos (Sasaki et al.,1999); além disso, o vinagre de madeira 

tem efeitos antioxidantes (Pszczola, 1995). 

Segundo Sasaki et al, (1999) o EP também é denominado como um ácido orgânico 

natural. Os ácidos orgânicos adicionados às dietas podem manter um baixo pH do conteúdo 

gástrico e, consequentemente, alterar a microbiota intestinal (Thomlison e Lawrence, 1981; 

Kirchegessner e Roth, 1982; Burnell et al., 1988). Foi relatado que o EP também apresenta forte 

atividade ácida em pH 3 e contém 280 componentes diferentes, sendo os principais o ácido 

acético e propiônico (Kim, 1996) e substâncias antioxidantes como compostos fenólicos (Loo 

et al., 2008). 

Dibner e Buttin (2002) sugeriram que o acidificante pode causar um aumento na 

atividade da enzima digestiva, atividade da fitase microbiana e aumentar a secreção pancreática. 

Akakabe et al. (2006) também relataram que o vinagre de bambu tem um pH baixo na faixa de 

2,5–2,8, que supostamente tem efeito semelhante ao de um acidificante. Portanto, o vinagre de 

bambu pode atuar de forma semelhante ao acidificante e explicar o aumento da digestibilidade 

e do desempenho em leitões pós-desmame. 

Tendo em vista que a variação da composição química do EP influencia a resposta do 

organismo animal, a ausência de ácidos orgânicos no EP de Eucalyptus urograndis (Araújo et 
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al., 2017) pode explicar a ausência de resultado significativo para os parâmetros de 

desempenho, pH no estômago e ceco, digestibilidade de nutrientes e frequência de diarreia. 

Outro fator importante a se considerar para a inclusão de EP na dieta é a forma física de 

inclusão do composto, líquida ou em pó. Mekbungwan et al. (2007) avaliaram os efeitos de 

uma solução de composto de vinagre de madeira em pó de carvão vegetal em leitões recém 

desmamados alimentados com farinha de semente de guandu crua como fonte proteica. O 

composto líquido de vinagre de madeira foi adsorvido em pó de carvão vegetal amorfo (1: 4). 

 Os autores observaram alterações histológicas intestinais em leitões alimentados com 

semente de guandu, demonstrando que as características intestinais podem ser atrofiadas pela 

alimentação com semente de guandu, resultando em redução do desempenho. E concluíram 

que, a inclusão de vinagre de madeira em pó pode prevenir os efeitos prejudiciais das toxinas 

dietéticas da semente de guandu na função intestinal. Sendo assim, a inclusão do EP líquido no 

presente estudo pode explicar a ausência de resultados significativos na integridade do epitélio 

intestinal e peso dos órgãos de leitões recém-desmamados. 

As citocinas avaliadas no presente estudo exercem papeis fundamentais na resposta 

inflamatória, sendo que a IL-6 é uma citocina pró-inflamatória que promove maturação e 

ativação de neutrófilos, maturação de macrófagos e diferenciação/manutenção de linfócitos-T 

citotóxicos e células NK. O TNF-α, também conhecido como caquetina, é uma citocina pró-

inflamatória produzida principalmente por monócitos, macrófagos e linfócitos-T, que são 

abundantes no peritôneo e no tecido esplâncnico. A IL-10 inibe as citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente TNF, IL-1 e IL-6, sintetizadas por macrófagos e monócitos ativados, 

estimulando, assim a produção endógena de citocinas anti-inflamatórias. Além disso, aumenta 

a proliferação de mastócitos e impede a produção de IFNγ pelas células NK (Zhang & Na, 

2007; Curfs et al., 1997). 

Ao avaliar os efeitos do vinagre de bambu em pó sobre o desempenho e níveis de 

expressão de mRNA de IL-10, IL-22 e IL-25 em órgãos imunológicos de leitões desmamados, 

Huo et al. (2016) observaram que a dosagem de vinagre de bambu em pó a 1,0% pode ser 

sobredosagem e reduzir anormalmente o nível de expressão de mRNA de IL-10, que então não 

poderia exercer a função de supressão da inflamação suficientemente e resultar em um aumento 

da taxa de diarreia. 

Em contrapartida, os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram a não detecção 

das citocinas IL-6 e TNF-α que pode ser explicada pela presença da IL-10 no organismo dos 

leitões recém desmamados. Tal fato indica que tanto o EP, quanto o antibiótico, contribuíram 
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para manutenção da concentração de IL-10 exercendo, assim, a função de supressão da 

inflamação, mantendo a capacidade de resposta imunológica dos leitões recém-desmamados. 

Ao analisar os parâmetros sanguíneos, hemograma e leucograma, em função dos 

tratamentos, os valores observados neste estudo se mantiveram dentro de limites fisiológicos 

normais para suínos (Miller et al., 1961; Tizard, 2014). 

Uma estratégia eficiente para atenuar o grau de intensidade da diarreia nutricional pós-

desmame é regular a composição nutricional da dieta (Leser et al., 2002; Bedford et al., 2001). 

Várias abordagens nutricionais para melhorar a transição do desmame e atenuar as doenças 

entéricas foram pesquisadas nos últimos anos (Pluske et al., 2002; Bauer et al., 2006). As 

evidências sugerem que intervenções dietéticas específicas, como a inclusão adequada de 

proteínas (Wu, 2016; Rist et al., 2014), fibras (Mu et al., 2017), amido (Han et al., 2012), 

equilíbrio eletrolítico (Merchant et al., 2011) e outros constituintes da dieta, podem reduzir os 

efeitos da diarreia nutricional pós-desmame a partir da modulação da microbiota intestinal. 

Um dos constituintes da dieta com potencial para reduzir a diarreia nutricional pós-

desmame é o EP (Choi et al., 2009; Wang et al., 2012; Yan et al., 2012; Chu et al., 2013). 

Segundo Choi et al. (2009) a maior população de Lactobacillus no íleo de leitões alimentados 

com dietas suplementadas com vinagre de madeira pode inibir coliformes patogênicos ao TGI, 

bloqueando possíveis receptores intestinais desses patógenos ou secretando metabólitos tóxicos 

contra bactérias gram-negativas. De forma similar, o presente estudo verificou uma maior 

concentração de Lactobacillus (P<0,05) e uma redução numérica das populações das bactérias 

patogênicas Campylobacter, Clostridium 1 Streptococcus e Escherirchia coli. 

As bactérias do gênero Lactobacillus são ácido-láticas, do tipo bastonetes, Gram-

positivas e não esporuladas com cerca de 80 espécies reconhecidas (Axelsson, 2004), e são 

empregadas como probióticos em dietas de animais de produção, por exercerem uma série de 

efeitos positivos ao hospedeiro, tais como: produção de compostos orgânicos, decorrentes da 

atividade fermentativa, como ácido láctico, peróxido de hidrogênio e ácido acético que 

aumentam a acidez intestinal, e substâncias denominadas bacteriocinas,  que auxiliam na 

destruição de microrganismos indesejáveis inibindo proliferação bacteriana e o dano ao epitélio 

intestinal (Fooks & Gibson, 2002); estímulo a secreção de mucina pelas células intestinais, 

contribuindo para o espessamento da barreira intestinal local (Mack, et al., 2003); promoção da 

lise de proteínas com potencial alergênico no TGI, processo que pode contribuir para a redução 

da alergenicidade das proteínas, minimizando o risco de alergia alimentar; competição por 

nutrientes com outros microrganismos, fator primordial no controle de patógenos (Chen & 

Walker, 2005). 
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A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, flagelada pertencente à família 

Enterobatteriaceae e é o agente causador de uma ampla gama de doenças em suínos, incluindo 

diarreia neonatal e diarreia pós-desmame, que são importantes causas de morte em leitões 

lactentes e pós-desmame (Fairbrother et al., 2012). 

As infecções entéricas por Clostridium em suínos ocorrem predominantemente no 

período neonatal, e as infecções por Clostridium perfringens tipo A (Pertencente ao grupo 

Clostridium 1) são reconhecidas com frequência crescente na indústria suína (Yaeger et al., 

2002). Clostridium perfringens são bactérias Gram-positivas, anaeróbicas e formadoras de 

esporos. Os esporos de Clostridium podem persistir na matéria fecal e no ambiente, o que pode 

facilitar a disseminação dessas bactérias e a transmissão da porca para o leitão. A infecção 

clostridial geralmente ocorre em leitões nos primeiros 7 dias após o nascimento e pode estar 

associada a uma microbiota normal subdesenvolvida e à administração de antibióticos (Yaeger 

et al., 2002), A infecção por Clostridium perfringens causa diarreia em leitões neonatos, o que 

pode levar a baixo peso ao desmame, mortalidade pré-desmame e impacto econômico na 

produção de suínos. 

O Streptococcus suis é um importante patógeno suíno responsável por grandes perdas 

econômicas para a indústria suína global (Gottschalk, 2011). O Streptococcus suis foi isolado 

de casos de meningite, broncopneumonia, artrite, pericardite, endocardite, polisserorite, 

septicemia, rinite e aborto (Perch et al., 1983; Sihvonen et al., 1988; Touil et al., 1988). 

Por fim, ao avaliarem os efeitos do estresse do desmame sobre a microbiota intestinal e 

seu perfil metabólico em leitões, Li et al., (2018) observaram que Campylobacteraceae e 

Campylobacter também aumentaram após o desmame. O aumento desta espécie bacteriana em 

leitões desmamados pode ser um dos principais motivos da diarreia pós-desmame,  

Sendo assim, pode-se concluir que a inclusão do EP em dietas de leitões pós-desmame 

favoreceu a maior população de Lactobacillus no ceco, inibindo, assim, a proliferação de 

bactérias patogênicas no trato intestinal. Esses resultados sugerem que os antibióticos não 

apenas reduzem os microrganismos patogênicos, mas também inibem as bactérias benéficas. 

Os resultados dos testes in vitro vem ao encontro do efeito positivo sobre os 

Lactobacillus no ensaio in vivo e, em conjunto, evidenciam o potencial do EP como aditivo 

para suínos. Os efeitos bacteriostáticos e bactericida sobre a mesma E. coli usada no desafio 

sanitário, porém em dose superior, 6%, evidenciam que o EP tem ação em inibir crescimento e 

eliminar E. coli, sendo o sucesso neste ponto dependente do ajuste de dosagem. Vale ressaltar 

a necessidade de pesquisas futuras para obtenção do EP seco, ou com menor teor de umidade, 

de modo que seja possível sua inclusão em dietas para suínos em concentrações mais elevadas. 



88 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

4.4. Conclusão  

Os resultados do presente estudo evidenciam a efetividade do EP sobre a manutenção 

da microbiota intestinal, uma vez que foi observado maior concentração do gênero 

Lactobacillus nos animais que receberam a dieta contendo 3% de EP. Além disso, a inclusão 

de EP não promoveu qualquer prejuízo ao desempenho e à saúde dos animais, evidenciando, 

assim, que o EP não causa efeitos nocivos aos suínos. Por fim, estudos in vitro evidenciaram 

que a inclusão de 6% de EP exerce efeitos bacteriostáticos e bactericida em cepas de E. coli. 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

O conceito de One Health é compreendido pela interligação intrínseca e interdependente 

entre: a saúde animal, a saúde humana e a saúde ambiental. Na produção de suínos, as 

discussões sobre o conceito de One Health estão centralizadas no uso prudente de 

antimicrobianos na cadeia produtiva. A restrição ao uso de antibióticos pela União Europeia, 

bem como, a recente restrição ao uso de óxido de Zinco em doses subterapêuticas, como 

promotores de crescimento, em dietas de leitões recém-desmamados, fomenta investimentos 

globais em pesquisas a fim de desenvolver tecnologias alternativas para reduzir a utilização de 

antimicrobianos em larga escala. 

Dentre as alternativas estudadas, destaca-se os prebióticos cujo mecanismo de ação pode 

ser alterado por agentes multifatoriais, tais como: grau de pureza e origem dos prebióticos, 

níveis de inclusão, status imunológico do animal, grau de higiene das instalações, manejo, 

nutrição, associação a outros aditivos. Estudos são necessários para estabelecimento da 

dosagem ideal, bem como, conhecimento dos agentes capazes de interferir na ação dos 

prebióticos. 

Utilizado em larga escala no setor agrícola, o extrato pirolenhoso (EP) é uma alternativa 

para controle da microbiota intestinal, garantindo assim, a saúde do hospedeiro. No entanto, 

estudos são necessários para determinar o nível de inclusão do EP, bem como, a forma de 

inclusão, tendo em vista que, o extrato em pó ou adsorvido a um veículo se mostrou mais eficaz, 

quando comparado à sua inclusão na forma líquida. 

Por fim, a condução do presente estudo evidencia que a utilização de um único aditivo 

não foi capaz de reduzir o uso de antimicrobianos em larga escala. Sendo assim, a elaboração 

de um planejamento estratégico com ações integradas de manejo, sanidade e nutrição se torna 

uma estratégia promissora para atingir um dos pilares do conceito One Health na suinocultura. 

 

 

 




