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RESUMO

Avaliacao de aditivos alternativos, em substituicdo aos antibidticos, na alimentacéo de
leitbes recém-desmamados

O presente estudo foi dividido em dois experimentos, utilizando-se leitdes recém-
desmamados, dos 21 aos 63 dias de idade, para avaliacdo de aditivos alternativos a antibioticos
promotores de crescimento (APC). No experimento 1 os animais foram alimentados com uma
dieta basal (DB) sem qualquer aditivo zootécnico, ou com dietas similares a DB, porém
suplementadas com B-glucanos em 50 e 100 ppm (BG50 e BG100), mananoligossacarideos
(MOS) e halquinol, com 10 repeticbes e 5 animais por unidade experimental (UE). Os
parametros avaliados foram ganho de peso diério de (GPD), consumo diario de racdo (CDR),
conversao alimentar (CA), incidéncia de diarreia, morfologia intestinal, marcadores da resposta
imune (Imunoglobulinas A, G e M), eritrograma e hemograma completo. Fezes de suinos
adultos diluidas em agua (1:5) foram aspergidas sobre as baias antes do alojamento, a fim de
promover desafio sanitario. No experimento 2 os suinos 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 repeti¢Oes e 4 animais por unidade experimental. Foram
avaliadas o0 GDP, CDR, CA, incidéncia de diarreia, pesos (relativo e absoluto) dos 6rgéos,
morfologia intestinal, pH dos contetidos do estdmago e ceco, marcadores da resposta imune
(Interleucinas (IL) IL-6, IL-10 e TNF-a), parametros sanguineos ¢ COmMposi¢cdo microbiana do
conteudo do ceco dos leitdes. Cada animal foi inoculado com 1 mL com cepa de Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC): E. coli U21 (K88 + /LT +/STb +/F18 +/ Sta +), para promover
desafio sanitario. Além disso, foi realizado o teste in vitro para determinar concentracdo
inibitéria minima e a concentracao bactericida minima. Em ambos o0s experimentos, adotou-se
delineamento experimental em blocos casualizados e os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). No experimento 1, ndo foram
observados efeitos dos tratamentos sobre o0 desempenho e a incidéncia de diarreia. Contudo, 0s
animais alimentados com BG100 apresentaram tendéncia (P = 0,0624) para maior GDP em
relacdo aos leitdes submetidos a DB (264.1 vs. 213.4g/dia), de 8 a 14 dias do experimento. Nao
houve efeito da suplementacdo de prebidticos sobre a morfologia intestinal e os parametros
hematoldgicos. Entretanto, os leitdes alimentados com BG50 apresentaram concentracdo de
neutrofilos 20% maior (P <0,05) em comparacao aos animais que receberam a DB no dia 21 e,
além disso, a inclusdo de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a concentracdo de linfocitos em
14% no soro sanguineo dos animais do grupo controle, em comparacdo ao grupo BG50. A
concentracdo de IgA no soro sanguineo dos animais DB foi duas vezes maior (P <0,05) em
comparacdo ao grupo alimentado com BG100 no dia 7. No experimento 2, ndo foram
observados efeitos dos tratamentos sobre o desempenho, pesos (relativo e absoluto) dos 6rgaos,
incidéncia de diarreia, morfologia intestinal, pH do estbmago e ceco e parametros sanguineos.
A inclusdo de EP e antibidtico contribuiram para a concentragdo de IL-10, aumentando, assim,
a imunomodulacdo e reducdo da resposta inflamatoria. A concentracdo de Lactobacillus no
conteudo do ceco foi maior (P<0,05) nos animais que receberam EP3. Além disso, observou-
se redugdes numéricas de 90,5%, 64,3%, 62,1% e 34,6% nos géneros Escherichia coli,
Clostridium 1, Streptococcus e Campylobacter, respectivamente, em razéo da utilizagéo do EP.
Os testes in vitro demonstraram o efeito bacteriostatico e bactericida do EP a 6%. Mais estudos
s8o necessarios para elucidar os niveis dos prebidticos e EP na racdo e seus efeitos sobre o
desempenho, sistema imune e saude intestinal em leitdes pos-desmame.

Palavras-chave: Prébioticos, Extrato pirolenhoso, Sadde 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 f-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- o), 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. INTRODUCAO

O desmame precoce é uma das praticas mais desafiadoras no ciclo de vida do suino de
criagdo comercial. Os leitdes recém-desmamados sdo geralmente expostos a uma série de
agentes estressores, nutricionais, psicologicos, ambientais, fisiologicos e sociais (Laine et al.,
2008; Heo et al, 2015), que provocam reducdo do desempenho e prevaléncia da diarreia pds-
desmame (Campbell et al., 2013). Ao serem submetidos a transicdo de dieta, do leite materno
uma dieta de desmame, os leitdes sofrem uma reducédo severa no consumo de racdo por alguns
dias apos o desmame (Kluess et al., 2010). Além disso, para se adaptar ao novo ambiente, a
composicdo da microbiota gastrointestinal também é alterada em decorréncia de mudancas no
comportamento alimentar e composicao da dieta. Esse periodo é frequentemente associado a
um desafio devido a alta incidéncia de distarbios gastrointestinais, como a diarreia nutricional
pos-desmame (Aherne et al., 1992; Kluess et al., 2010).

A diarreia po6s-desmame € considerada um grande problema de salde e causa
substancial morbidade e mortalidade em suinos. Vale ressaltar que, a diarreia pés-desmame é
uma doenca gastrointestinal multifatorial com fatores etioldgicos importantes (Lalles et al.,
2007; Atasever et al., 2018). O trato gastrointestinal € um ecossistema complexo e equilibrado.
A composicdo da dieta € um fator importante que influencia o ecossistema microbiano intestinal
(Leser et al., 2002; Jayaraman & Nyachoti, 2017). Sendo assim, ao considerar o equilibrio entre
0 ecossistema microbiano intestinal e a composicdo da dieta, a diarreia nutricional pés-
desmame é um grande problema no processo de desmame (Pluske et al., 2002).

A estratégia mais eficiente para aliviar a diarreia nutricional p6s-desmame € a regulacédo
da composicdo nutricional da dieta. Varias abordagens nutricionais para atenuar o impacto a
transicdo do desmame e aliviar doencas entéricas foram pesquisadas nos ltimos anos (Thacker,
2013; Ferreira et al., 2017). Dentre as potenciais alternativas se destacam os probidticos,
prebidticos, enzimas, acidificantes, extratos de plantas e nutracéuticos, 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 prebioticos sdo caracterizados como substratos seletivamente fermentados que
resultam em mudancgas especificas na composi¢do e/ou atividade da microbiota do trato
gastrointestinal (TGI), conferindo beneficios a satude do hospedeiro (Gibson et al., 2010). A
maioria dos prebioticos identificados sdo carboidratos com diferentes estruturas moleculares
que ocorrem naturalmente na alimentacdo humana e animal. Carboidratos dietéticos, como
fibras, sdo prebidticos candidatos, mas os mais promissores sdo 0s oligossacarideos ndo

digestiveis (ONDs) (Gaggia et al., 2010). Dentre os ONDs estudados na nutricdo animal
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destacam-se: B-glucanos, frutoligossacarideos (FOS), galactoligossacarideos (GOS) e
mananoligossacarideos (MOS) (Gaggia et al., 2010).

O B-glucano caracteriza-se como um tipo de polissacarideo funcional constituinte da
parede celular de fungos, bactérias e cereais (aveia, centeio e cevada, etc). Possui varias funcoes
bioldgicas, dentre elas, modulacdo do sistema imune e regulacdo da glicose. A molécula de B-
glucano geralmente é composta por residuos de glucopiranosil ligados em B-1,3 com um
pequeno numero de cadeias laterais de residuos de glucopiranosil ligados em B-1,6. As ligacGes
glicosidicas especiais e as ligac6es de hidrogénio intermoleculares contribuem para um tipo de
estrutura molecular helicoidal Gnica que é facilmente reconhecida pelas células do sistema
imunolodgico (Xiong et al., 2015).

Os mananoligossacarideos (MOS) sdo carboidratos ndo digestiveis compostos por
blocos de manose e podem ser encontrados na parede celular de levedura em formacao
complexa. Saccharomyces cerevisiae € uma levedura muito utilizada nas inddstrias de
panificacdo e cervejaria e a partir destes processos obtém-se exclusivamente os MOS que sdo
utilizados na nutricdo animal. A parede celular de S. cerevisiae contém manana-proteinas e
glucanas, os principais constituintes da parede celular externa sdo polimeros de manana com
ligacdes a(1-6) e a(1-2) ou, em menor extensdo a(1-3) de cadeias laterais limitadas (Halas e
Nochta, 2012).

Outra recente estratégia utilizada para aliviar a diarreia nutricional pds-desmame é o
extrato pirolenhoso (EP). O extrato pirolenhoso (EP) € um coproduto obtido apds a producéo
do carvéo vegetal, a partir da condensacdo da fumaca formada pela carbonizacdo da biomassa
da madeira (Aradjo et al., 2017).

O EP também conhecido como vinagre de madeira, acido pirolenhoso e mokusaku,
possui diversas formas de aplicacdo, dentre elas a agricola, € composto por agua em sua maior
parte (80 a 90% v/v) e uma mistura complexa de milhares de compostos, contendo nesses mais
de 200 compostos organicos decorrentes da degradacdo térmica da madeira, como &cido
acético, alcoois, acetonas, ésteres, fendis e furanos (Aradjo et al., 2017).

Diante do exposto, a presente tese, dividida em dois experimentos, avaliou, no primeiro
experimento a inclusdo de B-glucano, MOS e, no segundo experimento, avaliou, a inclusdo de
EP em dietas para leitdes pds-desmame como estratégia para atenuar os impactos da diarreia

nutricional pos-desmame.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Estresse do desmame

O desmame em condicBGes comerciais € um dos eventos mais estressantes ao qual os
leitbes sdo submetidos. Neste momento, o leitdo recém-desmamado é exposto a agentes
estressores psicossociais e fisicos, incluindo separacdo materna, mudancas abruptas na dieta e
ambientais, e mistura e estabelecimento de hierarquia social com leit6es de diferentes leitegadas
(Forbes, 1995; Whittemore & Green, 2006).

Essas mudancas sociais contribuem consideravelmente para o estresse, que, por sua vez,
pode desencadear o mau funcionamento do trato gastrointestinal (TGI). Varias respostas
hormonais ocorrem durante uma resposta ao estresse por meio da ativacdo nervosa simpatica
da medula adrenal e do eixo hipotalamo-hipd6fise-adrenal (HHA). As catecolaminas (adrenalina
/ noradrenalina e dopamina) sao liberadas da medula adrenal quando expostas a fatores de
estresse (Squires, 2010). Esses horménios podem aumentar a frequéncia cardiaca, a constrigdo
dos vasos sanguineos no TGI e o metabolismo, criando a "resposta de luta ou fuga". O eixo
HHA libera o horménio liberador de corticotrofina durante eventos estressantes, que estimula
a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) e glicocorticdides como o cortisol
(Squires, 2010).

Além disso, essas mudangas geralmente levam a uma reducdo no consumo de racdo
(Pluske et al., 2019). Estima-se que no final da primeira semana pds-desmame, a ingestdo de
energia metabolizavel (EM) é 60 a 70% inferior aquela do periodo pré-desmame, e que leva
aproximadamente duas semanas apds o desmame para recuperar a ingestdo de EM (Campbell
et al., 2013). A reducdo do consumo de racdo pode causar inflamacao intestinal por meio da
ativacdo do eixo cérebro-intestino (Mereu et al. 2015). Esse estresse psicossocial pode levar a
uma rapida degeneracdo da estrutura intestinal, causando atrofia das vilosidades induzida por
estresse e maior exposicdo a infec¢do secundaria, devido ao comprometimento da funcédo de
barreira intestinal (Moeser et al. 2017; Gimsa et al. 2018). Essas mudangas podem persistir na
idade adulta e sdo mais significativas no desmame precoce (< 23 dias de idade), em comparacao
a suinos desmamados tardiamente.

Durante o periodo de desmame a imaturidade do sistema imunoldgico e da microbiota
intestinal tornam os leitdes suscetiveis a patdogenos que levam a diarreia pos-desmame (Gresse
etal., 2017). A diarreia pos-desmame tem sido a principal e crescente causa de mortalidade na
indUstria suinicola durante a fase de creche.

Durante 0 desmame ocorre ativacao nas respostas imunologicas, tais como a sintese de

citocinas pro-inflamatorias. As citocinas pro-inflamatorias influenciam a integridade intestinal,
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bem como a funcdo epitelial no que se refere & permeabilidade e transporte de nutrientes
(McKay & Baird, 1999). Pie et al. (2004) avaliaram a expressdo génica de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1p, IL-6 e TNF-a em leitdes com 28 dias de idade ao longo de oito dias
apos o desmame. Os autores demonstraram que 0 desmame esta associado a uma regulacao
positiva de citocinas pro-inflamatorias e relataram aumento da expresséo de TNF-a no intestino
proximal e médio seguido por aumentos no intestino delgado distal e colon proximal. Os autores
concluiram que o desmame esta associado a uma regulacdo positiva precoce de genes de
citocinas pro-inflamatorias que podem contribuir para distirbios funcionais resultando na
reducdo do desempenho e exercem um papel fundamental na diarreia p6s-desmame.

Além disso, a regulagdo do metabolismo também pode ser alterada em resposta ao
desmame quando ocorre inflamacdo associada ao aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias. As citocinas pro-inflamatorias regulam a funcéo imunoldgica e o crescimento ou
processos metabdlicos (Johnson, 1997; Spulock, 1997). Assim, o estresse do desmame impacta
tanto as alteracdes estruturais quanto as respostas imunoldgicas ativas.

A composicdo da microbiota intestinal e a sucessdo ecoldgica no inicio da vida sdo
moduladas por uma série de fatores internos e externos. Por exemplo, ambiete, dieta fornecida
a matriz, mudanca na dieta, administracdo de probioticos e prebidticos e suplementacdo de
antibioticos na racdo desempenham papéis importantes na formacao da comunidade microbiana
intestinal de leitdes (Pajalliro et al., 2014; Bian et al., 2016; Chae et al., 2016). Assim, 0
desmame nas primeiras quatro semanas de vida € um momento importante de transi¢do e
estresse para 0s animais e a compreensdo da dinamica da microbiota intestinal durante a
transicdo do desmame é de interesse, pois influencia a salde geral e o desempenho dos suinos.

A microbiota intestinal de leitdes jovens sofre uma sucessdo ecoldgica muito rapida
apos a inducao de varios fatores durante o desmame. Um dos principais fatores que influenciam
as mudancas na microbiota em leitbes durante o desmame é a mudanca abrupta na dieta de
fontes de nutrientes simples para mais complexas, 0 que pode afetar a capacidade de absorgéo
do intestino delgado e provavelmente influencia o crescimento e a eficiéncia alimentar
(Guevarra et al., 2019).

Além disso, o estabelecimento de uma microbiota benéfica é importante durante a fase
de desmame pois os leitdes ainda possuem um sistema imunoldgico imaturo e sdo dependentes
do leite materno para prevenir a colonizacao e crescimento excessivo de patdgenos oportunistas
(Castillo et al., 2007). Sendo assim, é necessario compreender melhor a sucessdo microbiana

do intestino durante a transicdo do desmame, e como diversos fatores influenciam as alteragoes



19

microbianas do intestino dos leitdes em associacdo com a melhoria da saude gastrointestinal,
desempenho do crescimento e bem-estar dos leitbes (Gresse et al., 2017).

A microbiota intestinal protege o organismo contra patdgenos, regulando a resposta
imune do hospedeiro. Uma recente analise metagenémica da microbiota fecal em leitdes
diarreicos revelou que a diarreia foi associada ao aumento na abundéncia relativa de Prevotella,
Sutterella, Campylobacter e Fusobacteriaceae (Yang et al., 2017). Dou et al. (2017) avaliaram
o0 potencial da composicdo da microbiota intestinal precoce de leitbes, como um indicador de
suscetibilidade a diarreia pos-desmame, de leitbes desmamados em mas condicdes de
alojamento. Os autores observaram que quando comparada a leitdes diarreicos, a microbiota
intestinal de leitdes saudaveis apresentou maior abundancia de Prevotellaceae,
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e Lactobacillaceae. Os resultados desses estudos sugerem
gue a composicdo microbiana intestinal pode ser usada como um biomarcador para prever o
estado de sadde dos leitdes.

Durante a transicdo do desmame, os leitdes experimentam uma queda imediata, mas
transitdria, no consumo de alimento, o que contribui para a inflamacao intestinal (McCracken
etal., 1999; Lalles et al., 2004). Em um estudo recente, foram propostos 0s mecanismos pelos
quais a inflamac&o intestinal contribui para o desequilibrio da microbiota (Zeng et al., 2017).
Em condigdes de inflamacdo intestinal, a resposta do hospedeiro resulta na produgdo de
espécies reativas de oxigénio, como 6xido nitrico (NO), que é rapidamente convertido em
nitrato (NO3") quando liberado no Iimen 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 patdgenos dentro da familia Enterobacteriaceae, Salmonella
enterica serovar Typhimurium e E. coli enterotoxigénica (ETEC), induzem ao processo de
inflamacdo intestinal em suinos, causando a disbiose (Drumo et al., 2015; Pollock et al., 2018).
Por exemplo, em um modelo de leitdo de infec¢do por Salmonella Typhimurium, Arguello et
al. (2018) observaram que houve uma reducdo na populacdo de bactérias desejaveis, como
Bifidobacterium e Lactobacillus, com um aumento em bactérias patogénicas, Citrobacter e uma
deplecéo em bactérias anaerdbias, nomeadamente Clostridium, Ruminococcus ou Diallister na
mucosa do ileo de leitbes desmamados. Portanto, a inflamaco intestinal associada ao desmame
inicia distdrbios na microbiota intestinal, o que favorece o crescimento de bactérias

enteropatogénicas, especialmente Enterobacteriaceae.
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2.2.Uso prudente de antibi6ticos como promotores de crescimento (APC)

Os antibidticos sdo amplamente utilizados como promotores de crescimento na
alimentacdo animal ha mais de 50 anos. Eles representam uma ferramenta extremamente
importante na producéo eficiente de carne suina, bovina, de aves e outros produtos de origem
animal. Quando usados em niveis baixos (subterapéuticos) nas ra¢des, 0s antibioticos sdo
capazes de promover melhorias nas taxas de crescimento e eficiéncia da utilizagéo da racéo,
reduzem a mortalidade e morbidade e melhoram o desempenho reprodutivo (Cromwell et al.,
2002).

Da produgdo total de antibidticos para tratamento humano e para producdo animal,
aproximadamente 25% é usado em animais de producdo e 90% dessa por¢éo foi relatada como
sendo usada em concentracdes subterapéuticas como promotores de crescimento (APHIS,
1996; Angulo et al., 1998). O uso de antimicrobianos em diferentes dosagens associado a
exposicao dos animais aos mesmos tem sido exacerbado, sendo em 66,3% da vida dos animais,
em média, nas diferentes fases de producdo (72% das maternidades e 96% creches e
terminacgdes) (Dutra, 2017).

Embora o uso de antibioticos seja importante para a manutencdo da salde e bem-estar
animal dentro dos sistemas de producdo, o uso em larga escala principalmente em doses
subterapéuticas levantou preocupacdes a respeito da selecdo de bactérias multirresistentes a
varias classes de antibidticos (Morés, 2014; WHO, 2018). Essas preocupacles se
desenvolveram em torno das seguintes questdes: (1) o uso subterapéutico de antimicrobianos
em racdes para animais cria bactérias resistentes a antimicrobianos; (2) se o uso subterapéutico
fosse eliminado, o nivel de resisténcia das bactérias abrigadas pelos animais seria reduzido; e
(3) reduzir a resisténcia aos antibiéticos em medicamentos melhoraria a saide humana porque
o0 potencial de transmissdo de bactérias resistentes a antibidticos de animais para humanos seria
reduzido (National Research Council, 1998).

Além disso, a descoberta de genes bacterianos resistentes a antibiéticos que sdo
utilizados na saude humana, como por exemplo, 0 gene de resisténcia a colistina mediado por
plasmideo (mcr-1) que foi encontrado em Escherichia coli de suinos e em humanos na China
(LIU et al., 2016), reforcou o debate sobre a possivel transmissdo horizontal de resisténcia
microbiana e a necessidade de agdes para uso de forma racional desses agentes.

A média global de uso de antimicrobianos varia em torno de 172 mg/kg de suino
produzido (Van Boeckel et al., 2015). Ao passo que, no Brasil, a média de uso de
antimicrobianos é de 358,0 mg/kg de suino produzido. A elevada inclusdo de APC foi associada

a utilizacdo em média de pelo menos sete principios ativos, sendo eles: Amoxilina, Colistina,
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Doxiciclina, Enramicina, Florfenicol, Tiamulina e Tilosina e a exposi¢do por longos periodos.
Evidenciando, assim, 0 uso excessivo de antibidticos nos sistemas de producdo nacional em
comparacdo a media global (Dutra, 2017).

Dessa forma, iniciativas globais comecaram a surgir na tentativa de minimizar o
agravamento da resisténcia antimicrobiana. Em 2006, o uso de APC em dietas de suinos foi
banido pela Unido Europeia (Gaggia; Mattarelli; Biavati, 2010), e varios outros paises também
ja implementaram ou vem implementando politicas de restricdo nos proximos anos (Maron;
Smith; Nachman, 2013). No Brasil, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
também restringiu nos Gltimos anos diversos antimicrobianos com finalidades de promotores
de crescimento (Dutra, 2017) e recentemente implementou o Programa de Vigilancia e
Monitoramento da Resisténcia aos Antimicrobianos para avaliar os riscos, tendéncias e padrdes
na ocorréncia de disseminacdo de resisténcia por meio de alimentos de origem animal (MAPA,
2021).

Devido ao fato de que o uso de antibi6ticos foi proibido e que a expanséo desta politica
para outros paises agora pode ser esperada, intensas pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de estratégias alternativas com o objetivo de manutencdo da saude e
desempenho animal (Chen et al., 2005; Bomba et al., 2006; Castillo et al., 2008). Varias
substancias naturais, muitas das quais estdo disponiveis comercialmente, foram investigadas
como alternativas eficientes aos antibiéticos como promotores de crescimento. Atualmente,
probidticos, prebioticos, acidos organicos, enzimas, fitobidticos, adsorventes de argila e outros
estdo sob investigacdo. Esses aditivos podem exercer efeitos benéficos na composicdo da
microbiota e, consequentemente, afetar a saide animal e o desempenho (Vondruskova et al.,
2010).

2.3.Prebidticos

A modulacdo da microbiota intestinal a partir da utilizacdo de aditivos zootécnicos, tais
como pré e probioticos tornou-se uma das alternativas na nutricdo animal a fim de atender a
legislagdo que proibe o uso de antibidticos, em doses subterapéuticas, como promotores de
crescimento na producdo animal (Anadon et al., 2019).

De acordo com a definigdo atual, os prebidticos sdo caracterizados como ingredientes
seletivamente fermentados que resultam em mudancas especificas na composicdo e/ou
atividade da microbiota do trato gastrointestinal (TGI), conferindo beneficios a saude do
hospedeiro (Gibson et al., 2010).
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Embora o conceito de prebiotico tenha sido elucidado ao longo dos anos, para ser
considerado um prebidtico eficiente, propde-se que o prebidtico atenda aos seguintes critérios,
0s quais devem ser comprovados por estudos in vitro e in vivo: ndo digestivel (resisténcia a
acidez estomacal, digestdo enzimatica e absorcdo intestinal na parte superior do TGI); boa
fermentacdo pela microbiota do intestino grosso; e estimulagdo seletiva do crescimento e
atividade de bactérias intestinais (Macfarlane & Cummings, 1999; De Vrese & Schrezenmeir,
2008).

Os prebidticos incluem uma pluralidade de polissacarideos nao-amilaceos (PNAS) ou
oligossacarideos, incluindo mananoligossacarideos (MOS), frutanos (FOS e inulina),
oligofrutose, galactanos (galacto-oligossacarideos (GOS)), malto-oligossacarideos, lactulose,
lactitol,  glucoligossacarideo,  xilo-oligossacarideo,  soja-oligossacarideo,  isomalto-
oligossacarideo (10S) e pirodextrinas (Gibson et al., 2017).

Os prebidticos possuem varios efeitos benéficos em animais e humanos a partir dos
seguintes mecanismos de acdo: i) estimula seletivamente microrganismos benéficos da
microbiota intestinal com atividade imunomoduladora (como Bifidobacterium e Lactobacillus);
ii) inibe a adesao epitelial e invasdo de microrganismos patogénicos; iii) aumento da producédo
de &cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), vitaminas, bacteriocinas e outros compostos
antimicrobianos. Butirato, propionato, acetato e piruvato sdo capazes de alterar beneficamente
a expressdo de citocinas e melhorar a imunidade; iv) melhora a integridade intestinal; v)
aumenta a producdo de muco; vi) aumento de citocinas anti-inflamatdrias; vii) diminuicdo de
citocinas pré-inflamatodrias; viii) efeitos benéficos no tecido linfatico associado ao intestino ou
GALT (do inglés, gut-associated lymphoid tissue) e no sistema imunoldgico da mucosa; ix)
aumentando a IgA da mucosa, alterando a expressdo de citocinas e linfocitos, aumentando a
IgA secretora; x) melhorando o desenvolvimento do intestino delgado; xi) aumento da altura
das vilosidades, profundidade da cripta e namero de células caliciformes por vilosidade.

O B-glucano é um tipo de polissacarideo funcional constituinte da parede celular de
fungos, bactérias e cereais (aveia, centeio e cevada, etc). Possui varias funcdes bioldgicas,
ativacdo da funcdo imunoldgica, anti-inflamatorio e regulacdo da glicose. A molécula de B-
glucano geralmente compreende residuos de glucopiranosil ligados em B-1,3 com um pequeno
nimero de cadeias laterais de residuos de glucopiranosil ligados em B-1,6. As ligacOes
glicosidicas especiais e as ligac6es de hidrogénio intermoleculares contribuem para um tipo de
estrutura molecular helicoidal Gnica que é facilmente reconhecida pelas células do sistema

imunoldgico (Xiong et al., 2015).
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Estudos indicam que o B-glucano pode promover melhorias no desempenho de ratos
(Belobrajdic et al., 2015), frangos de corte (Tian et al., 2016), peixes (Jiang et al., 2016), suinos
(Lee et al., 2017) e bovinos (Ma et al., 2015), devido aos seus efeitos imunomodulatorios,
antitumorais, antimutagénicos, anti-inflamatorios, entre outros (Robertsen, 1999; Kogan e
Kocher, 2007; Magnani, 2008).

Os B-glucanos originalmente usados como imunomoduladores de amplo espectro
também podem melhorar a satide do TGI, aumentando as funcBes de barreira da mucosa e
contribuindo para o aumento do desempenho animal. No TGI, os nutrientes sdo digeridos e,
através da mucosa intestinal, absorvidos pelo corpo. Os glucanos podem ter uma influéncia
substancial na composi¢do da microbiota intestinal, o que ndo apenas ajuda a digestdo, mas
direta e indiretamente pode apoiar as atividades imunolégicas do tecido linféide associado ao
intestino (GALT), que representa o maior 6rgdo imunoldgico em mamiferos (Vetvicka et al.,
2014).

Para avaliar os efeitos dos glucanos sobre os parametros imunoldgicos em suinos com
ascariose experimental (animais infectados via oral com ovos infectantes de Ascaris suum na
dose de 20.000 ovos por leitdo), Benkova et al. (1992) combinaram glucanos com
imunoglobulina suina e zinco e, observaram elevacao significativa dos niveis de células T e B
do sangue periférico e estimulo da atividade fagocitica das células da série branca do sangue.
Além disso, os autores constataram que esta combinacdo ofereceu 65% de efeitos protetores
contra a ascariose. Esses efeitos foram observados ja nos primeiros dias de infeccdo. A
producdo 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 sintese de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6
modulando o sistema imune, mas também regulando o metabolismo de nutrientes. Além disso,
a citocina antiinflamatéria 1L-10 regulada por glucanos que inibe a proliferacdo de células T e
a diferenciacdo funcional, incluindo a secre¢éo de citocinas Thl e Th2, que simultaneamente
exibe a via de transducéo de sinal de NF-kB (Clarke et al., 1998). Li et al. (2006) sugeriram que
a suplementacgdo da dieta de suinos com glucanos pode suprimir a imunidade celular, o que
reflete na melhoria do desempenho.

Adicionalmente, um estudo demonstrou que a suplementacdo com [-glucanos
influenciou particularmente a expressdo de fendtipos de linfocitos, proliferacdo de células
linfoides em resposta a estimulagdo ex vivo da ades@o de Escherichia coli enterotoxigénica a

enterdcitos. A proporcao de subpopulacdes de células T CD4 nos linfonodos mesentéricos,
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placas de Peyer e células T CD8 no sangue periférico foi maior em leitdes alimentados com -
glucanos. Os autores concluiram que uma maior ingestdo nutricional de glucanos resultou em
um aumento de leucdécitos do sangue periférico e, especificamente, aumentou a contagem de
células T virgens.

Em contrapartida, Sauerwein et al. (2007) ao avaliarem os efeitos da suplementacéo
com parede celular de leveduras sobre o sistema imune de leitdes pds-desmame nao observaram
efeito imunomodulatério, bem como melhorias no desempenho. A divergéncia quanto a
efetividade da suplementacdo de B-glucanos sobre o desempenho de leitdes pds-desmame
podem estar relacionadas as propriedades fisico-quimicas destes prebi6ticos que apresentam
efeitos bioldgicos divergentes, dependendo das estruturas de ramificacdo e dos pesos
moleculares (Vetvicka et al., 2014).

Os mananoligossacarideos (MOS) sdo carboidratos ndo digestiveis compostos por
blocos de manose e podem ser encontrados na parede celular de levedura em formacéo
complexa. Saccharomyces cerevisiae € uma levedura muito utilizada nas inddstrias de
panificacdo e cervejaria e a partir destes processos obtém-se exclusivamente os MOS que sdo
utilizados na nutricdo animal (Halas e Nochta, 2012). A parede celular de S. cerevisiae contém
manana-proteinas e glucanas, os principais constituintes da parede celular externa sdo
polimeros de manana com liga¢des a(1-6) e a(1-2) ou, em menor extensdo a(1-3) de cadeias
laterais limitadas.

No epitélio intestinal, as enzimas do animal ndo sdo capazes de clivar essas ligacoes e,
portanto, os MOS ndo tém valor nutritivo direto, mas demonstrou sua efetividade na
manutenc¢do da salde intestinal (Spring, 1999).

Estudos in vitro evidenciam que, na presenca de manano, certos patdgenos entéricos
gram-negativas com fimbrias tipo-1 especificas para manose, como Salmonella spp. e
Escherichia coli, se ligam por meio de fimbrias aos compostos de manana. Tal fato pode reduzir
a colonizacdo do epitélio intestinal por estes microrganimsos, uma vez que as fimbrias estardo
ocupadas e ndo se ligardo aos carboidratos de mebrana do epitélio intestinal, posteriormente
inibindo a producdo de metabolitos toxicos que promovem danos no epitélio intestinal. A
fixacdo destas bactérias no epitélio intestinal ocorre através da interacdo entre as fimbrias e as
glicoproteinas da superficie de enterdcitos, que sdo ricas em manose (receptores de lecitina)
(Firon et al., 1983). Alguns resultados sugerem que a suplementacdo dietética de MOS pode
reduzir o numero de bactérias nocivas no intestino grosso se a exposi¢do ao patégeno for
elevada, como na pos-infeccdo (White et al., 2002; Burkey et al., 2004; Liu et al., 2008; Castillo
et al., 2008).
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Em contrapartida, outros estudos ndo comprovaram que o numero de patdgenos
(facultativos) foi de fato afetado pelos MOS dietético (Van der Peet-Schwering, et al., 2007).
Dependendo da sua estrutura quimica (ligacGes e proporcdo de manose), a eficiéncia dos
produtos de manano pode diferir em relacdo ao seu potencial para moderar a proliferacao 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 alteracdes de
determinadas varidveis imunolégicas (Halas e Nochta, 2012). Estudos recentes relatam que a
inclusdo de produtos de manano na dieta aumenta diretamente a competéncia imunoldgica de
suinos, particularmente de fémeas e leitbes pos-desmame (Halas e Nochta, 2012). Estudos com
camundongos, cdes 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 producédo de IgA da mucosa é provavelmente atribuivel a uma ativacdo
da defesa imunoldgica local através dos receptores de ligacdo a manose localizados na
superficie do intestino.

Em uma revisdo sistematica Halas e Nochta (2012) afirmam que ¢é provavel que os MOS
auxiliem na manutencdo da integridade intestinal e, consequentemente, na fungéo digestiva e
absortiva do intestino apds o desmame. Portanto, a sindrome de ma absor¢do associada a esse
periodo pode ser aliviada com a suplementacdo dietética de MOS. Além disso, 0s autores
sugerem que o0 MOS aumenta a resisténcia a doencas em suinos, promovendo a apresentacdo
de antigenos, aumentando assim a mudanca de uma resposta imune inata para uma adaptativa.
Sendo assim, a suplementacédo dietética de MOS pode ter um efeito promotor de crescimento
em suinos mantidos em mas condic¢des higiénicas, enquanto o efeito positivo de MOS nao €
observado em rebanhos de suinos saudaveis com altos padrdes de higiene que sdo capazes de

manter sua alta taxa de desempenho pds-desmame.

2.4.Extrato Pirolenhoso
O extrato pirolenhoso (EP) é obtido ap6s a producdo do carvao vegetal, a partir da
condensacdo da fumaca formada pela carbonizacdo da biomassa da madeira. Durante a
producéo de carvéo ocorre a pirolise lenta, a qual atinge temperaturas superiores a 300 °C, com
taxa de aquecimento inferior a 80 °C/min. (Williams & Besler, 1996). A biomassa é constituida,
em grande parte, por celulose, hemicelulose e lignina, biopolimeros complexos que sdo

submetidos a varias transformac6es quando submetidos a elevacdo da temperatura. Acima de
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400°C os componentes menos volateis que compfem carvao solido sdo gradualmente
expelidos, produzindo assim um produto que tem um maior teor de carbono fixo e um menor
teor de carbono volatil. A fumaca, percorre um cano com comprimento superior a 10 metros e,
ao longo do percurso, ocorre condensacao dos vapores condensaveis. O liquido pirolenhoso
obtido fica em repouso durante trés meses para que ocorra a decantacao e purificagdo natural,
resultando em um composto dividido em trés fases: o 6leo, na fase superior; o EP liquido,
translucido de coloracdo amarela a marrom avermelhada na fase intermediaria e o alcatrdo
vegetal, de consisténcia pegajosa e coloracdo escura na parte inferior (Wei et al., 2010).

O EP também conhecido como vinagre de madeira, &cido pirolenhoso e mokusaku
possui diversas formas de aplicagdo, dentre elas a agricola, é composto por agua em sua maior
parte (80 a 90% v/v) e uma mistura complexa de milhares de compostos, contendo nesses mais
de 200 compostos organicos decorrentes da degradacdo térmica da madeira, como acido
acético, alcoois, acetonas, ésteres e furanos. Além destes cita-se nimero significativo de
compostos resultantes da degradacdo 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
etal., 2010).

A composicao quimica e concentragdo de compostos do EP dependem intrinsecamente
de qual material original é carbonizado (Pimenta et al., 2000; Nakai et al., 2007; Rakmai 2009;
Souzaet al., 2012). O EP obtido a partir de Eucalyptus urograndis caracteriza-se pela presenca
de altos teores de guaiacol e seus derivados que, juntamente com outros fendis e furfural podem
explicar as atividades antibacterianas e antifingicas (Araujo et al., 2017).

Guaiacol é usado medicinalmente como um expectorante, anti-séptico e anestésico
local. O fenol apresenta valor terapéutico como fungicida (O’neil, 2013). O cresol é usado como
antisséptico local, parasitico, desinfetante e como antisséptico intestinal (O’neil, 2013).
Furfural (2-furaldeido) é encontrado na pimenta da Jamaica, € 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 antifingicas do EP de diferentes
fontes ndo podem ser atribuidas a um Gnico composto, mas a uma combinacéo de varios, como
apontado por Yang et al. (2016). Tal fato foi constatado no trabalho de Choi et al. (2009), que
avaliaram o efeito dos niveis de inclusdo (0,1; 0,2 e 0,3%) do extrato de Quercus acutissima
em dietas para leitdes pds-desmame, sobre o desempenho, digestibilidade e diversidade

microbiana. Os autores verificaram uma melhoria nas variaveis analisadas e atribuiram essa
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melhora aos acidos organicos (3,99% éacido acético e 10,89% acido propidnico) presentes no
EP.

Vale ressaltar que, outros trabalhos observaram o efeito benéfico da adicdo de EP na
nutricdo de animais monogastricos. Como relatado por Ahn (2005) a adi¢do em proporc¢éo de
0,2% na ragdo de leitdes pos-desmame resultou no aumento da eficiéncia alimentar, melhora
na digestibilidade de nutrientes e reducdo de coliformes intestinais prejudiciais. Em estudo
utilizando a mesma concentracao de EP em frangos de corte, Shim (2010) relatou reducédo na
emissdo de gases toxicos nas excretas, além de observar efeitos positivos nos parametros
qualiativos da carne.

Diante do exposto, e da escassez de estudos cientificos explorando a utilizacdo do EP
de Eucalyptus urograndis como fonte alternativa a substituicdo de antibioticos como
melhoradores de desempenho e de marcadores da sadde intestinal, estudos sdo necessarios para

verificar o seu potencial na dieta de leitGes recém-desmamados.
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3.USODE BETA1,3-1,6 GLUCANOS E MANANOLIGOSSACARIDEO SOLUVEL NA
DIETA DE LEITOES RECEM-DESMAMADOS SOBRE O DESEMPENHO
ZOOTECNICO, MORFOLOGIA INTESTINAL E PARAMETROS IMUNOLOGICOS

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementagdo de B-glucanos e
mananoligossacarideos (MOS), em substituicdo aos antibioticos promotores do crescimento
(APC) em dietas para leitdes recem desmamados, sobre o desempenho, incidéncia de diarreia,
morfologia intestinal e pardmetros de resposta imune (Imunoglobulinas A, G e M) e sanguineos.
Foram utilizados 250 leitbes (150 machos e 100 fémeas), 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 B-glucano/ kg (BG50); Controle + 100 mg de p-glucano/kg (BG100);
Controle + 500 mg de MOS /kg (dieta MOS); e Controle + 120 ppm de Halquinol (HALQ).
Fezes de suinos adultos diluidas em agua (1:5) foram aspergidas sobre as baias antes do
alojamento, como desafio sanitario aos leitdes. Nao foram observados efeitos dos tratamentos
sobre o0 desempenho e a incidéncia de diarreia. Contudo, 0s animais alimentados com BG100
apresentaram tendéncia (P = 0,0624) para maior ganho diario de peso em relacdo aos leitGes
submetidos a dieta controle (264.1 vs. 213.4g/dia), de 8 a 14 dias do experimento. N&o houve
efeito da suplementacdo sobre a morfologia intestinal e os parametros hematol6gicos.
Entretanto, os leitdes alimentados com dieta BG50 apresentaram concentracdo de neutréfilos
20% maior (P <0,05) em comparacdo aos animais que receberam a dieta controle no dia 21 e,
além disso, a inclusdo de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a concentracédo de linfécitos em
22% no soro sanguineo dos animais do grupo controle, em comparacdo ao grupo BG50. A
concentracdo de IgA no soro sanguineo dos animais controle foi duas vezes maior (P <0,05)
em comparacdo ao grupo alimentado com a dieta BG100 no dia 7. Embora néo estatisticamente
diferentes, os leitdes alimentados com as dietas BG50, BG100, MOS e HALQ apresentaram
concentracdo de IgA na mucosa intestinal de 2,1 a 2,7 vezes maior (P> 0,05) em comparacao
aos animais alimentados com a dieta controle. A suplementagao com B-glucanos ou MOS néo
foi efetiva na melhoria do desempenho e controle da diarreia dos leitdes p6s-desmame. Porém,
mais estudos sdo necessarios para elucidar os niveis e seus efeitos sobre o sistema imunoldgico
em leitdes pds-desmame.

Palavras-chave: prebidticos; suinos, satde intestinal, sistema imunoldgico.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effects of supplementation of p-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 B-glucan/kg (BG50); Control + 100 mg B-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 B-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.
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3.1. Introducéo

O processo de desmame precoce € um dos eventos mais estressantes aos animais na
suinocultura intensiva, que pode contribuir para disfungdes intestinais e do sistema imunoldgico
de leitdes que resultam em comprometimento da salde, e em reducdes na ingestdo de alimentos
e no crescimento, especialmente durante a primeira semana apds o desmame (Campbell et al,
2013). Uma das estratégias para se evitar ou minimizar tais problemas ¢ a incluséo nas dietas
de antibi6ticos como promotores de crescimento (APC), ou de aditivos antimicrobianos como
0 6xido de zinco (ZnO), que promovem melhorias na taxa de crescimento, bem como, na
eficiéncia de utilizacdo dos alimentos, reduzindo a mortalidade e a morbidade (Cromwell,
2002).

Tradicionalmente, os APC e 0 ZnO tém sido incorporados a dieta de leitdes pos-
desmame, para controlar a incidéncia de diarreia e promover melhorias no desempenho, com
resultados satisfatorios. No entanto, o possivel aumento da resisténcia microbiana decorrente
do uso de APC levou a sua proibicdo em 2006 na Unido Europeia (UE) (Regulamento CE n°
1831/2003). Da mesma forma, a UE ira proibir doses farmacoldgicas de ZnO a partir de 2022
devido ao risco de acumulagdo ambiental e sua associagcdo com resisténcia microbiana (Long
etal., 2017). A Food and Drug Administration dos EUA imp0s restri¢cdes ao uso de antibioticos
em animais em dezembro de 2016 e a Health Canada proibiu o uso de antibiéticos na dieta de
animais em 2017, com mais paises a serem seguidos. No Brasil, 0 Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento também restringiu diversos antimicrobianos com finalidades de
promotores de crescimento (Dutra, 2017) e em 23 de Janeiro de 2020, o0 MAPA publicou a
instrucdo normativa (IN) N° 1 (13/01/2020), proibindo em todo territério nacional, a
importacdo, a fabricacdo, a comercializacdo 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 antibidticos para garantir a
sustentabilidade de longo prazo da producdo de suinos. Dentre as potenciais alternativas se
destacam os probidticos, prebidticos, enzimas, acidificantes, extratos de plantas e nutracéuticos,
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 prebioticos sdo caracterizados como substratos seletivamente fermentados que
resultam em mudancas especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota do trato

gastrointestinal (TGI), conferindo beneficios a satude do hospedeiro (Gibson et al., 2010). A
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maioria dos prebioticos identificados sdo carboidratos com diferentes estruturas moleculares
que ocorrem naturalmente na alimentacdo humana e animal, como os oligossacarideos ndo
digestiveis (Gaggia et al., 2010), dentre os quais destacam-se: B-glucanos, frutoligossacarideos
(FOS), galactoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos (MOS) (Gibson et al., 2010).

Os B-glucanos constituem um promissor grupo de prebi6ticos, sendo unidades
estruturais bésicas das paredes celulares de plantas superiores, algas, fungos, leveduras e varias
espécies bacterianas. Eles sdo compostos por D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas em
varias conformacbes (Pretus et al., 1991). A molécula de PB-glucano € considerada
imunomoduladora, capaz de alterar respostas bioldgicas, uma vez que possui a capacidade de
ligagdo com receptores de membrana especificos de células fagociticas, potencializando a sua
eficacia (Robertsen, 1999). Além do efeito imunomodulador, o B-glucano é fermentado
seletivamente por bactérias benéficas no TGI do animal, controlando, de forma indireta, o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e a satde intestinal (Pretus et al., 1991).

Os MOS sdo carboidratos ndo digestiveis compostos por manose e podem ser
encontrados na parede celular de levedura em formacdo complexa. A parede celular de S.
cerevisiae contém manana-proteinas e glucanas, os principais constituintes da parede celular
externa sdo polimeros de manana com liga¢des a(1-6) e a(1-2) ou, em menor extensdo a(1-3)
de cadeias laterais limitadas. Halas & Nochta (2012) relatam que a incluséo de MOS na dieta
aumenta diretamente a competéncia imunoldgica de suinos, particularmente de fémeas e leitGes
recém-desmamados. Em estudos com camundongos, cdes e aves verificaram-se que o MOS
dietético aumentou a secre¢ao de IgA em diferentes segmentos da mucosa intestinal (O’Carra,
1997; Kudoh et al., 1999; Swanson et al., 2002). O aumento da producdo de IgA da mucosa
pode ser atribuivel a ativacdo da defesa imunolégica local através dos receptores de ligacéo a
manose localizados no epitélio intestinal. Além disso, Davis et al. (2004) relataram que 21 dias
de alimentacdo com 2 g de manana fosforilada por kg de dieta alteraram o complexo de
linfocitos T da lIamina prépria do jejuno de leitbes pds-desmame.

Ao avaliarem a efeitos da suplementacdo de 1000, 2000 e 3000 mg/kg de MOS,
glucomananas e B-glucanos, Anjos et al. (2019) constataram que niveis elevados (3000 mg/kg)
de prebioticos ndo sdo uma alternativa viavel aos antimicrobianos em promover melhorias sob
0 desempenho na dieta de leitdes recém-desmamados. Ao passo que, Hiss & Sauerwein (2003)
avaliaram o efeito da suplementacdo de 0, 0.015 e 0.03% de B-glucano para leitdes recéem
desmamados durante quatro semanas e observaram os beneficios da suplementacdo de B-
glucano sobre o desempenho, porém nenhum efeito sobre os parametros imunolégicos testados.

Além disso, os autores observaram tendéncia no aumento do consumo de ragéo. 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 mananoligossacarideos)
em dietas para leitGes apds o desmame e sugeriram que a cultura de levedura poderia ser uma
alternativa aos antibioticos nas dietas de leitdes desmamados e que a adicdo de CWP as dietas
contendo Y C ndo promoveu melhorias sobre o desempenho ou a saude dos leitdes desmamados
em comparacéo aos leitdes alimentados com dietas contendo apenas YC.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes niveis
de B-1,3/1,6 glucano e MOS sobre desempenho, morfologia intestinal e na resposta imune de

leitdes pds-desmame durante seis semanas.

3.2. Material e métodos
O presente estudo foi revisado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Escola Superior de Agricultura “Luiz Queiroz” (ESALQ) — Universidade de Sdo Paulo
(USP) (SP, Brasil) sob o protocolo de nimero 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 suinos pos-desmame.

3.2.1. Animais, instalacdes e dietas experimentais

Duzentos e cinquenta suinos (150 machos castrados e 100 fémeas), mesticos (PIC),
recém-desmamados com 21 dias de idade e 6,5 + 0,8 kg de peso vivo foram obtidos de uma
granja de suinos comercial (Mogi Mirim, Sdo Paulo, Brasil) e transportados para as instalacdes
experimentais da Esalg — USP. Os animais foram dividios em dois grupos de 125 e alojados em
grupos de cinco (trés machos castrados e duas fémeas) por baia, em dois periodos diferentes,
em um galpo com 25 baias suspensas, de 1,8 m? (1,20 x 1,50 m) cada, com piso parcialmente
ripado, contendo um bebedouro tipo chupeta e um comedouro semiautomatico.

A fim de garantir o conforto térmico, cada baia continha uma lampada infravermelha
(250 W) como fonte de calor e realizou-se o controle da temperatura a partir da abertura e
fechamento das cortinas laterais do barracdo 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 termdmetros da temperatura maxima e minima.

Os animais foram submetidos a um programa de alimentagdo em 3 fases (Tabela 1): pré-
inicial (1 a 7 dias de experimento), inicial | (8 a 21 dias de experimento) e inicial Il (22 a 42

dias de experimento, para atender as exigéncias nutricionais de suinos de acordo com as
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recomendacgdes do NRC (2012). As dietas foram compostas oferecidas ad libitum ao longo do
periodo experimental e consistiram em: Controle, sem qualquer antimicrobiano; BG50: dieta
controle com 50 mg de B-glucanos por tonelada de racdo; BG100: dieta controle com 100 mg
de B-glucanos por tonelada de racdo; MOS: dieta controle com 500 mg de manoligossacarideo

soluvel por tonelada de racdo; Halg: dieta controle com 120 ppm do antibidtico Halquinol.

Tabela 1: Ingredientes e composicao centesimal das dietas experimentais

Fases Pré-inicial Incial | Inicial 11
Ingredientes, %
Milho 46,655 55,134 62,297
Farelo de soja 25,000 28,000 30,000
Soro de leite em po 13,517 5,406 -
Concentrado proteico de soja 7,512 2,405 -
Acucar 2,500 4,000 4,000
Oleo de soja 0,895 1,032 0,161
Calcario 0,817 0,806 0,817
Fosfato bicalcico 1,312 1,345 1,083
Sal 0,599 0,662 0,610
Premix vitaminico 0,150 0,150 0,150
Premix mineral 0,100 0,100 0,100
L - Lisina HCI 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 liquida, Mcal/kg 2,45 2,45 2,41
g Lisina digestivel / Mcal EL 6,13 5,51 5,51
Proteina bruta, % 22,59 20,42 19,61
Lisina digestivel, % 1,50 1,35 1,23
Metionina digestivel, % 0,53 0,47 0,42
Metionina + Cistina digestivel, % 0,82 0,74 0,68
Treonina digestivel, % 0,88 0,79 0,73
Valina digestivel, % 0,95 0,86 0,78
Triptofano digestivel, % 0,25 0,22 0,21
Ca Total, % 0,85 0,80 0,70
P disponivel, % 0,45 0,40 0,33
'Fornecendo por kg da dieta: cobalto, 1 mg; cobre, 13 mg; ferro, 100 mg; iodo, 1,0 mg; manganés, 50 mg e zinco,
95 mg.

2Fornecendo por kg da dieta: vitamina A, 9000 Ul; vitamina D3, 2000 Ul; vitamina E, 54 Ul; vitamina K3, 4 mg;
acido folico, 0,45 mg; é&cido pantoténico, 21 mg; biotina, 0,16 mg; cianocobalamina, 30 pg; niacina, 40 mg;
piridoxina, 2,9 mg; riboflavina, 5 mg; selénio, 0,40 mg e tiamina, 1,8 mg.
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3.2.2. Procedimentos experimentais

Os animais foram submetidos a um desafio sanitéario (adaptado de Kahindi et al., 2014),
que consistiu na aspersao de 575 mL de uma mistura de agua e fezes suina (1 kg de fezes frescas
para cada 5L de dgua) em cada baia, um dia antes do inicio do experimento. Além disso, as
baias ndo foram lavadas antes e durante a primeira fase do experimento.

A presenca de diarreia (fezes liquidas) ou sua auséncia (fezes normais) foi avaliada por
meio de observacdo visual de sinais de diarreia em cada animal. Diariamente, quantificou-se o
numero de animais com presenca e auséncia de diarreia em cada baia. Para cada baia, fez-se a
média do nimero de observagdes indicando a presenca de diarreia em relagcdo ao numero de
animais na baia. A partir deste nimero, calculou-se a percentagem de dias com diarreia no

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

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

Em que: DO (%) é a percentagem média de dias que os leitbes apresentaram diarreia em
cada baia; P(1, 2...n) representa cada leitdo dentro da baia (n), D ¢ o nimero de dias em que
cada leitdo apresentou diarreia dentro da baia, TD é o nimero de dias de cada fase do programa
nutricional utilizado.

Os animais, a racdo fornecida e as sobras de racdo nos comedouros foram pesados
semanalmente, para determinacéo do ganho diario de peso (GDP) e do consumo diario de racao
(CDR) e calculo da conversdo alimentar (CDR/GDP) por baia. Toda a racdo desperdicada 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 leitdo
por baia, cujo peso foi 0 mais proximo 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 centrifugacéo
a 4,000 rpm a 4 ° C por 15 min e congeladas a —80 ° C para andlise do perfil hematoldgico,
IgA, 1gG e IgM. As séries hematimétricas e leucométricas globais foram obtidas usando um
contador automatico de células veterinarias, MC-6200 Vet (Shenzhen Maxcom Electronic,
China), e confirmacdo da leucometria especifica realizada pela técnica de esfregaco de sangue
por coloracdo diferencial pelo método pandtico, de acordo com Dacie e Lewis (1995). A
férmula absoluta de leucdcitos foi obtida a partir das contagens global e diferencial das células

leucocitarias. Para determinacdo das concentracdes de imunoglobulinas as analises foram
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realizadas no Laboratério de Anatomia e Fisiologia Animal (LAFA, ESALQ/USP), as
concentracOes foram determinadas pela técnica de imunodifusdo radial (Mancini et al., 1965;
Besser et al., 1985), que relaciona o diametro do anel de precipitacdo formado pela reacdo da
Ig na amostra com o anti-soro Ig presente no agar. Os diametros das amostras foram
comparados com os diametros de padrdes previamente estabelecidos. O &gar foi preparado com
anti-soro IgG, IgM ou IgA porcino (Sigma Chemicals Company, EUA) e para curvas padrdo
foram utilizados, respectivamente, 1gG, IgM ou IgA porcino (Sigma Chemicals Company,
EUA).

Apos a coleta de sangue realizada no sétimo dia do experimento, efetuou-se eutanasia
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 porcéo proximal do duodeno e jejuno de cada leitdo
foram coletadas cortes de 7 cm. Cada secdo foi suavemente lavada e submersa em uma solugéo
tampdo de formaldeido-fosfato a 10% em um recipiente identificado individualmente para
posterior avaliacdo morfoldgica microscépica. As porc¢des distal do duodeno e do jejuno
também foram extraidas para coleta de 1,5 mL de amostras de mucosa, que foram
imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido por duas horas e transferidas para o freezer
a -80 ° C para quantificacdo de IgA.

As secbes de 7 cm de duodeno e jejuno foram lavadas com solucdo salina (0,85% de
NaCl), fixadas em solucédo de formol tamponado neutro a 10%. As amostras foram embebidas
em parafina, de secdo delgada e fixadas em laminas de microscopio com coloragdo com
hematoxilina e eosina (AFIP, 1994). As laminas foram avaliadas sob uma cdmera de video Sony
CCD acoplada a um microscopio (Belkin e Stepp, 2000) com ampliacdo de 10x. Uma média de
15 altura das vilosidades, largura das vilosidades e profundidade das criptas foi medida em cada

lamina,

3.2.3. Delineamento experimental e analises estatisticas
Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos casualizados, de acordo
com o peso inicial, com 5 tratamentos e 10 repeti¢bes por tratamento, sendo a baia, com 5
animais (trés machos castrados e duas fémeas) na semana 1 e quatro animais nas demais
semanas, considerada a unidade experimental. Os dados foram analisados usando o
procedimento PROC MIXED do SAS (versdo 9,2; SAS Inst, Inc,, Cary, NC) com dieta como
efeito fixo e blocos como efeito aleatorio. 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 necessario e os valores de reposicéo estimados. Os resultados de frequéncia
de diarreia foram transformados (y = arcoseno Vp/100). Todos os dados foram submetidos &
ANOVA e as comparagdes médias foram realizadas pelo teste de Tukey (5%) e foi considerada
tendéncia quando 0,06 > P < 0,10. Os dados de desempenho e frequéncia de diarreia foram
analisados como medidas repetidas usando dados semanais da baia com a estrutura de
variancia-covariancia de dependéncia anterior de primeira ordem, com base nas estatisticas de

ajuste do critério de informac&o bayesiano (BIC).

3.3. Resultados

N&o foram verificadas diferencas no GDP, CDR, CA (Tabela 2) e na frequéncia de
diarreia (Tabela 3) entre leitGes alimentados com as diferentes dietas experimentais. Os animais
que receberam a dieta BG100 apresentaram tendéncia 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, ndo houve diferenca na altura das vilosidades,
profundidade da cripta, area das vilosidades no jejuno entre leitdes alimentados com diferentes
dietas experimentais (Tabela 4), porém os leitbes que receberam a dieta Halq apresentaram
maior profundidade de cripta (P = 0,017) no duodeno em comparacdo aos animais que
receberam a dieta MOS e, ambos os grupos nédo diferiram (P> 0,05) dos demais tratamentos.

Ndo foram observadas diferencas na contagem total de hemacias, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio, concentracdo média de hemoglobina corpuscular e
namero total de plaquetas no soro dos leitdes que receberam as diferentes dietas experimentais
(Tabela 5) e na contagem total de glébulos brancos, mondcitos, neutréfilos e linfocitos no soro
dos leitdes ao 7° e 21° de experimento (Tabela 6).

Em contrapartida, os leitdes alimentados com dieta BG50 apresentaram concentracao
de neutrofilos 20% maior (P <0,05) em comparacdo aos animais alimentados com a dieta
controle no dia 21. Além disso, a inclusdo de MOS nas dietas aumentou (P <0,05) a
concentracdo de linfécitos em 22% no soro sanguineo dos leitdes, em comparacdo aos animais

alimentados com dieta BG50.
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Tabela 2: Peso corporal, ganho diario de peso (GDP), consumo diario de ra¢do (CDR) e conversdo
alimentar (CA) dos leitdes alimentados com as dietas experimentais durante todo o periodo experimental
(1 a42 dias)?

Dietas
Itens SEMP P valor
CONT BG 50 BG 100 MOS HALQ

Peso corporal (kg)

Dia 1 649 648 648 649 649 0,05 -
Dia 7 758 737 745 748 743 028 0472
Dia 14 918 904 937 932 919 028 0599
Dia 21 1151 1097 11,82 11,62 1157 030 0,357
Dia 28 1409 1358 1435 1444 1435 034 0,690
Dia 35 1754 16,88 1756 17,84 17,98 039 0,778
Dia 42¢ 2118 2014 21,32 21,68 2151 045 0,686

GPD (g/d)

Dia 1-7 189.2 1507 1838 1661 1578 98  0.143
Dia 8-14 2134 2171 2641 2470 2447 102  0.062
Dia 15-21 3241 2887 3498 3365 3403 130  0.394
Dia 22-28 368.1 3602  380.2 4031 4066 131 0516
Dia 29-35 4921 4620 4829 4853 5185 148  0.703
Dia 36-42°¢ 5012 4521  537.9 5495 540.7 191  0.432
Dia 1-42 3490 3250 353.3 3620 357.0 84  0.139
CDR (g/d)
Dia 1-7 2859 2739 2695 2740 2671 148  0.803
Dia 8-14 3504 3389 3728 3597 3633 156  0.622
Dia 15-21 536.6 4986 5676 5382 5575  17.2  0.268
Dia 22-28 6529 6126 6519 6939 7000 225 0527
Dia 29-35 899.6 8548  899.2 9023 9057 217  0.862
Dia 36-42°¢ 1089.3 9733 10728 11004 1053.7 27.6  0.472
Dia 1-42 637.0 5940 6420 6460 6440 133  0.154
CA (CDR/GDP)
Dia 1-7 153 169 151 168 174 005 0,400
Dia8-14 167 162 142 149 150 004 0,208
Dia 15-21 1,70 1,81 167 161 1,69 003 0,349
Dia 22-28 1,77 1,74 176 174 176 004 0,999
Dia 29-35 18 189 189 189 175 003 0,49
Dia 36-42° 231 227 197 201 216 006 0,316
Dia 1-42 184 184 183 179 181 001 0847

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t racdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t racdo; HALQ: CONT + 120
ppm do antibidtico Halquinol.

20s valores sdo LSMEANS baseados em 10 observacdes, 5 leitdes por baia na semana 1 e 4 leitbes por baia nas
semanas restantes.

®EPM = erro padrdo da média.

¢Os dados de desempenho foram analisados usando medidas repetidas por 6 semanas.
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Tabela 3: Frequéncia de diarreia dos leitfes alimentados com as dietas experimentais durante todo o
periodo experimental (1 a 42 dias)?

Dietas
Items® SEMP P valor
CONT BG50 BG100 MOS HALQ

Frequéncia de diarreia®, %
la7d 36,14 37,85 33,95 38,42 38,16 53 0,972
7aldd 43,71 41,21 36,66 38,71 34,92 6,7 0,881
14a21d 16,59 15,35 13,57 12,78 15,71 4,6 0,943
21a28d 8,45 11,32 15,47 9,52 11,72 3,6 0,894
28a35d 9,99 6,90 12,61 7,50 6,42 3,7 0,492
35a42d 24,02 17,77 17,5 14,58 11,66 53 0,755
la42d 23,15 21,74 21,63 20,25 19,77 3,1 0,859

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t ra¢cdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t racdo; HALQ: CONT + 120

ppm do antibiético Halquinol.

2(0s valores sdo LSMEANS baseados em 10 observacdes, 5 leitdes por baia na semana 1 e 4 leitbes por baia nas

semanas restantes.
®EPM = erro padrio da média.

¢ Os dados de frequéncia de diarreia foram analisados usando medidas repetidas durante 6 semanas.

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

duodeno e jejuno dos leitdes ao 7° dia experimento, alimentados com as dietas experimentais?

Dietas b
Item CONT _ BG50  BG100 _ MOS HALQ  EPMY Pvalor
Duodeno
AV, um 426,66 432,19 43428 41227 45580 7,781  0,4095
PC, um 188,01® 106,87  18565®  17877° 20578 3177 0,0172
AV/PC 2,27 2,20 2,35 2,32 223 0034 05425
Area, pm? 1,73 1,70 1,70 1,62 1,92 0,053  0,3449
Jejuno
AV, um 364,39 381,90 37392 36845 38355 7,139 08772
PC, um 15401 156,35 14680 14928 15558 2,986  0,8155
AV/PC 2,40 2,48 2,56 2,50 248 0053 0,9172
Area, pm? 1,26 1,37 1,34 1,20 129 0038 0,6231

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t racdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t ragdo; HALQ: CONT + 120

ppm do antibiético Halquinol.

20s valores sd0 LSMEANS com base em 10 observac6es por dieta no dia 7.

b EPM = Erro Padrdo da Média.
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Tabela 5: Eritrograma e plaquetas dos leitdes ao 7° e 21° dias de experimento, alimentados com as dietas
experimentais®

Dietas b
Items CONT BG50 BGI00 MOS HALQ oM Pvalor
Dia7

Hemécias, 10°/uL 6,77 6,49 6,40 6,88 6,50 0,09 0,338
Hemoglobina, g/dL 11,32 1093 10,70 11,76 1091 0,17 0,217

Hematocrito, % 40,93 39,15 3854 4119 3896 0,55 0,316
VCMS, fL 60,47 6047 60,27 59,92 60,06 0,40 0,988
CHCM®, % 27,64 2787 27,73 2812 2799 0,12 0,652

Plaquetas, 10%/uL 638,16 652,36 601,84 637,28 506,40 31,4 0,544
Dia 21

Hemacias, 10%/uL 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

Hematocrito, % 38,14 40,23 38,43 4047 3797 058 0,420
VCMS, fL 60,16 61,37 61,26 60,61 6161 0,35 0,616
CHCM¢, % 28,46 28,19 28,37 28,25 28,14 0,09 0,742
Plaguetas, 103/uL 604,60 617,94 512,85 650,56 591,15 22,77 0,355

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t racdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t racdo; HALQ: CONT + 120
ppm do antibidtico Halquinol.

2 Os valores sdo LSMEANS com base em 10 observages por dieta nos dias 7 e 21.

® EPM = Erro Padrdo da Média.

¢VCM = volume corpuscular médio; CHCM = concentracdo da hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 6: Leucograma dos leitbes ao 7° e 21° dias de experimento, alimentados com as dietas
experimentais?

Dietas

b c
Items CONT BG50 BG100 MOS HALQ oM Pvalor
Dia7
CBS, 10%/uL 25,18 21,04 2500 20,08 20,36 0,964 0,161
Neutrofilos
% 4795 41,13 49,52 46,70 46,77 1,524 0,090
103/uL 11,83 9,06 12,58 10,02 941 0584 0,261
Linfdcitos,
% 49,02 56,32 47,45 50,19 50,32 1,490 0,081
10%/uL 11,95 12,00 11,69 10,25 10,37 0,540 0,714
Mondcitos,
% 2,12 1,98 2,5 2,69 2,37 0,211 0,878
10%/uL 0528 0,365 0649 0549 0,498 0,052 0,586
Dia 21

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

% 44,042 53,07° 51,44% 4825% 52 12% 1789 0,040
10%/uL 9,376 9,996 10,304 9,343 10,143 0,503 0,963
Linfécitos,

% 46,52 38,75 39,69 47,37 44,02® 1,868 0,0133
10%/uL 11,95 12,00 11,69 10,25 10,37 0,503 0,714
Mondcitos,

% 2,55 2,70 2,35 2,48 1,90 0,233 0,818
10%/uL 0495 0472 0464 0477 0,380 0,044 0,937

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t racdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t ragdo; HALQ: CONT + 120
ppm do antibiético Halquinol.

20s valores sdo LSMEANS com base em 10 observacdes nos dias 7 e 21.

b CBS, total células brancas do sangue; NEU, neutréfilos; LINF, linfocitos; MON, mondcitos.

¢EPM = Erro Padrdo da Média.

Em relagdo a concentragdo de imunoglobulinas no 7° dia de experimento, 0s animais
alimentados com a dieta controle apresentaram IgA sérico duas vezes maior (P <0,05) em
comparacgdo ao grupo alimentado com a dieta BG100, porém ndo foram observadas diferencas
para IgA da mucosa, IgG e IgM séricos (P>0,05) (Tabela 7). Para o 21° dia de experimento,
ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos para nenhuma das variaveis
analisadas. Embora ndo estatisticamente diferentes, os leitdes que receberam as dietas BG50,
BG100, MOS e HALQ apresentaram concentragdo de IgA na mucosa intestinal de 2,1 a 2,7

vezes maior (P> 0,05) em comparagdo aos animais submetidos a dieta controle.
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Tabela 7: Contetdo de imunoglobulinas A, G e M no soro sanguineo (mg / mL) e conteldo de
imunoglobulina A na mucosa do jejuno (mg / g de proteina total) dos leitbes ao 7° e 21° dias de
experimento, alimentados com as dietas experimentais®

b Dietas c
Items CONT _ BG50  BGI00  MOS _ HALQ  E°M°  Pualor
Dia 7
IgA
Soro 5,952 3,67% 2,91° 3,52 5,072 0,16 0,026
Mucosa 0,964 2264 2563 2450 2,034 0144 0,348
IgG 1503 1401 12,70 1305 1573 014 0,716
IgM 1,115 1,094 1081 1044 1042 0151 0,499
Dia 21
IgA 0414 0358 0357 0367 0302 0,188 0,718
IgG 1784 1598 1718 1881 1934 014 0,630
IgM 1321 1436 1383 1373 1439 0145 0,187

CONT = dieta controle, sem antimicrobiano; BG50: CONT + 50 mg de B-glucanos/t racdo; BG100: CONT + 100
mg de B-glucanos/t racdo; MOS: CONT + 500 mg de manoligossacarideo soltvel/ t ragdo; HALQ: CONT + 120
ppm do antibiotico Halquinol.

20s valores sdo LSMEANS com base em 10 observagdes nos dias 7 e 21.

® Imunoglobulinas A, G e M no soro e mucosa do jejuno.

¢EPM = Erro Padréo da Média.
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3.4. Discusséo

O presente estudo avaliou o efeito da suplementacao de B-(1,3-1,6) glucanos e MOS em
substituicdo a antibiotico promotor de crescimento em leitdes recém-desmamados sob desafio
sanitario. A exposicdo dos leitbes a ambiente com mas condicGes sanitarias, foi implementada
de modo a criar situacdo em que a utilizacdo de aditivos antimicrobianos e de seus possiveis
substitutos fosse necessaria para permitir bom desempenho dos animais e, consequentemente,
possibilitasse visualizacdo dos potenciais efeitos dos aditivos testados.

Em estudos comparando-se o desempenho zootécnico de suinos alimentados com e sem
B-glucano em ambientes com diferentes condi¢Oes higiénicas, verificou-se melhor ganho de
peso dos leitdes alimentados com B-glucano em relagdo aos animais controle apenas na
condicdo de alojamento em estado higiénico ruim, ao passo que nenhum beneficio relacionado
ao prebiotico foi detectado em leitGes expostos a menores cargas patogénicas (Decuypere et al.,
1998; Hiss & Sauerwein, 2003). Similarmente ao nosso estudo, Hahn et al, (2006) observaram
tendéncia linear (P = 0,086 e P=0,068) para GDP em leitGes recém desmamados durante as
fases Il (3 a 5 semanas ap6s 0 desmame) e no estudo total, respectivamente. Os autores
atribuiram a tendéncia linear para GDP ao aumento linear na digestibilidade dos nutrientes,

Outra possivel justificativa para a auséncia de efeitos dos aditivos prebioticos sobre as
variaveis desempenho, pode ter sido as dosagens dos beta-glucano utilizadas. Zhou et al (2013)
ndo encontraram diferencas nas varidveis de desempenho com a inclusdo de 0,1 g/kg de -
glucano na dieta, similar ao tratamento BG100 do presente estudo. Em contrapartida, Dritz et
al, (1995) constataram que a suplementacao com 0,25 g de B-glucano / kg de dieta aumentou o
GDP e 0 CDR em leitdes recém-desmamados.

A avaliagdo da morfologia intestinal dos leitdes buscou identificar efeitos dos
oligossacarideos 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 ndo
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 suinos na altura das vilosidades, na profundidade da cripta ou na relacéo altura de vilosidade
: profundidade de cripta. Em contrapartida, Shen et al. (2014) observaram aumento na altura de
vilosidades de leitbes desmamados que receberam 2,5, 5 e 10 g/kg de cultura de levedura
fermentada, concentragcdes 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 auséncia

de resultados sobre a morfologia do epitélio intestinal,
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Os pardmetros hematologicos encontrados estdo dentro do padréo fisiologico para a
espécie suina (Miller et al., 1961; Feldman et al., 2000; Tizard et al., 2002; Saleh et al., 2015),
verificando-se diferenca entre os tratamentos sobre os neutrofilos e linfocitos aos 21 dias do
periodo experimental.

Os linfécitos desempenham papel fundamental na defesa do organismo, pois sdo as
celulas que reconhecem e respondem a antigenos estranhos, constituindo, assim, os mediadores
da imunidade humoral e celular (Abbas et al., 2015). Estudos tem reportado que a inclusdo de
MOS na dieta promove melhorias na resposta imune (Halas e Nochta, 2012). Davis et al. (2004)
constataram um aumento de 18,45% na proliferacdo de linfécitos em animais que receberam 2
g de mananos/kg de racdo em comparacgao ao grupo controle, ressaltando, assim, que a maior
proporcao de linfdcitos no sangue observada quando os leitdes foram alimentados com mananos
pode ser uma indicacdo de que esta suplementacdo alivia as alteracdes na funcdo imunologica
que resultam em uma resposta inflamatdria durante o estresse do desmame.

Os neutrofilos, também denominados de leucdcitos polimorfonucleares, constituem a
populacdo mais abundante de células brancas sanguineas circulantes e medeiam as fases iniciais
das reacOes inflamatdrias (Abbas et al., 2015). Segundo Sonck et al, (2010) e Rubin-Bejerano
et al. (2007), os B-glucanos possuem a capacidade de estimular neutréfilos e mondcitos pela
producdo de espécies reativas de oxigénio. Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com Sonck et al. (2010) que avaliaram os efeitos dos f-glucanos em estudo in vitro, constataram
que duas fontes de B-glucano de Saccharomyces cerevisae (S, cerevisae e Macrogard) parecem
ter um efeito de estimular o sistema imune pois, além da proliferacdo de linfocitos, estimulam
também neutrofilos e mondcitos e dao origem a producdo de TNF-a e IL-1p, duas citocinas
pré-inflamatorias. Além disso, os autores ressaltam que, para altas concentragdes, ambos os -
glucanos ndo estimulam a proliferacdo de linfocitos e neutréfilos e, apresentam um efeito
citotoxico.

A IgA € o anticorpo mais abundante nas secreces da mucosa intestinal (Cerutti et al.,
2011; Corthesy, 2013). No intestino, a IgA monomérica interage com um pequeno polipeptideo
derivado de células plasmaticas denominado cadeia de juncéo para formar dimeros de IgA que
reconhecem o receptor de imunoglobulina polimérica (plgR) na superficie basolateral das
ceélulas do epitélio intestinal (Brandtzaeg, 1974; Mostov e Deitcher, 1986; Mestecky e McGhee,
1987).

A producdo dos varios tipos de imunoglobulinas pode ser afetada pelos glucanos
(Sauerwein et al, 2007). Esses autores ao avaliarem a incluséo de 300g/ton de racdo de extrato

de parede celular de Saccharomyces cerevisae concluiram que doses mais baixas favorecem a
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concentracdo de IgA. Tal fato, foi constatado no presente estudo, em que 0s niveis séricos dos
leitdes que receberam a dieta BG50 apresentaram maior concentragdo de IgA em comparagéo
aos animais do grupo BG100.

Também ha relatos demonstrando efeitos estimuladores dos MOS sobre a IgA. Segundo
Halas e Nochta (2012), a maior producdo de IgA na mucosa é provavelmente atribuivel a
ativacdo da defesa imunoldgica local através dos receptores de ligagdo a manose localizados na
superficie intestinal. De fato, observou-se, no presente estudo, aumento numérico, mas nédo
estatistico, na concentracdo de IgA na mucosa intestinal de leitGes alimentados com as dietas
contendo prebidticos em comparagao ao grupo controle.

O ambiente em que os leitdes foram mantidos podem explicar a auséncia de efeitos dos
produtos testados sobre as variaveis analisadas. Segundo Hiss & Sauerwein (2003) diferentes
cargas de patogénicas presentes nos sistemas de instalacdo podem ter efeitos sobre a resposta
do animal ao f-glucano. Para avaliar o potencial efeito imunomodulador do 3-1,3-1,6-glucano
Decuypere et al. (1998) compararam o desempenho de suinos alimentados com B-glucano vs
controle mantidos em dois ambientes com diferentes condi¢bGes higiénicas. Os autores
observaram que, apenas os leitdes da granja com um estado higiénico inferior responderam com
aumento do ganho diério de peso, ao passo que nenhum beneficio relacionado ao B-glucano na
taxa de crescimento foi detectado em leitGes expostos a menores cargas patogénicas.

Diante do exposto, 0s niveis de B-glucano, MOS, bem como o antibi6tico halquinol, ndo
foram eficientes em promover melhorias no desempenho, reduzir a incidéncia de diarreia e
estimular a resposta imune de leitdes pds-desmame. Entretanto, vale ressaltar que, a tendéncia
(P = 0,06) para um GPD maior de animais que receberam a dieta BG100 em comparacao aos
animais alimentados com a dieta controle na segunda semana do experimento, 0 aumento
numérico de IgA na mucosa intestinal de leitGes alimentados com dietas teste em comparagao
aos animais da dieta controle e a maior (P <0,05) porcentagem de neutr6filos no soro sanguineo
do grupo BG50, em comparagdo ao grupo controle, sdo indicativos do potencial do f-glucano
em melhorar o status imunolégico e o desempenho de leitbes pds-desmame. Sao necessarios
mais estudos, testando diferentes desafios sanitarios para leitdes na fase de creche e, além disso,
diferentes concentragdes de B-glucano nas dietas, a fim de elucidar o efeito do aditivo na

alimentacéo de leitdes.
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4. UTILIZACAO DE EXTRATO PIROLENHOSO EM SUBSTITUICAO AO USO DE
ANTIBIOTICOS E SEUS EFEITOS SOBRE O DESEMPENHO, DIGESTIBILIDADE
E SAUDE INTESTINAL DE LEITOES POS-DESMAME

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da inclusdo do extrato pirolenhoso
(EP), em substituicdo aos antibidticos como promotores de crescimento (APC) em dietas para
leitbes recém desmamados, dos 21 aos 63 dias de idade, sobre ganho diario de peso, consumo
diario de racéo, conversdo alimentar, incidéncia de diarreia dos animais, digestibilidade dos
nutriente da dieta, pesos (relativo e absoluto) dos érgdos, morfologia intestinal, pH do estdmago
e ceco, marcadores da resposta imune (Interleucinas (IL) IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral
(o) TNF-a)), parametros sanguineos e composi¢cdo da microbiota do ceco dos leitdes. Foram
utilizados 200 leitées (100 machos e 100 fémeas), 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 3°
dia do experimento, cada animal foi inoculado com 1 mL com cepa de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC): E, coli U21 (K88 + /LT +/STh +/F18 +/ Sta +), para promover 0
desafio sanitario. Além disso, utilizou-se a mesma cepa de ETEC para realizacdo do teste in
vitro. N&o foram observados efeitos dos tratamentos (P>0,05) sobre o desempenho, pesos
(relativo e absoluto) dos 6érgdos, incidéncia de diarreia, morfologia intestinal, pH do estdmago
e ceco e parametros sanguineos. A inclusdo de EP e antibiético contribuiram para a
concentracdo de IL-10, aumentando, assim, a imunomodulacdo e diminuicdo da resposta
inflamatoria. A concentragdo de Lactobacillus foi maior no contetdo do ceco dos animais que
receberam a dieta EP3 (P<0,05). Além disso, observou-se uma reducdo de 90,52%, 64,29%,
62,12% e 34,56% nos géneros Escherichia coli, Clostridium 1, Streptococcus e Campylobacter,
respectivamente, no contetido cecal dos animais alimentdos com EP3 em relagdo aos do grupo
controle. Os testes in vitro demonstraram o efeito bacteriostatico e bactericida do EP a 6%.

Palavras-chave: suinos, 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 (o) TNF -a), 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;
PELl: 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 +/STh +/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. Introducao

O desmame é uma das fases mais desafiadoras na vida dos suinos, frequentemente
acompanhada por redugdo no consumo de racdo e desempenho reduzido (Leibbrandt et al., 1975;
Bruininx et al., 2002a; Vente-Spreeuwenberg et al., 2003) que, em conjunto com os sistemas digestivo
e imunologico imaturos dos suinos jovens, predispdem o leitdo a disturbios gastrointestinais, como
elevada incidéncia de diarreia. Os principais efeitos de um sistema digestivo imaturo em leitGes
desmamados incluem reducéo da atividade das enzimas digestivas, mudangas na morfologia intestinal
(Hampson, 1986; Boudryet al., 2004) e reducdo da digestdo no intestino delgado. Em relagéo ao
sistema imunoldgico, os leitdes sdo extremamente imunodeficientes e dependem amplamente do leite
de porca para imunidade, crescimento e sobrevivéncia (Stokes et al., 2001). Portanto, 0 manejo dos
leitdes durante o desmame é uma das tarefas mais desafiadoras no sistema intensivo de producéo de
suinos (Jayaraman & Nyachoti, 2017).

O comprometimento da capacidade digestiva e absortiva induz a um efeito deletério na funcédo
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 patogénicos, toxinas
ou antigenos que residem no lIimen do intestino delgado. Quando a barreira intestinal € rompida, o
resultado é o aumento da permeabilidade que permite que toxinas, bactérias ou antigenos associados
a alimentacdo atravessem o epitélio, resultando em um processo inflamatério, ma absorcao, diarreia
e reducdo do crescimento e da producdo (Moeser et al., 2007).

Uma das alternativas utilizadas para reduzir os impactos do desmame precoce na suinocultura
industrial é a inclusdo de antibioticos, em doses subterapéuticas, como melhoradores do desempenho.
Sua eficiéncia em aumentar a taxa de crescimento, melhorar a utilizacdo de alimentos e reduzir a
mortalidade dos animais estd bem documentada (Cromwell, 2002). O aumento do uso de antibi6ticos
deu origem a preocupacao do desenvolvimento de cepas bacterianas patogénicas resistentes (Wegener
et al., 1999; Kyriakis et al., 1999; Budifio et al., 2005) e contaminacéo residual da cadeia alimentar
com antibidticos (Chen et al., 2005; Roselli et al., 2005). Tal fato levou a adocdo de medidas de
seguranca e a retirada gradual dos antibioticos das dietas de suinos. Em 2006, o uso de antibidticos
como promotores de crescimento foi proibido na UE (Castro, 2005; Chen et al., 2005).

Nas ultimas duas décadas, pesquisas foram desenvolvidas em busca de alternativas aos
antibidticos para manter a salde e o desempenho dos suinos. As alternativas mais pesquisadas
incluem probidticos, prebidticos (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 nutracéuticos como
cobre e zinco (Pettigrew et al., 2006; Jacela et al., 2010).

Nesse contexto, o extrato pirolenhoso (EP) € um composto com potencial para ser utilizado
como melhorador de desempenho em dietas para suinos jovens. O EP é obtido ap06s a condensacao
da fumaca formada pela carbonizagdo da biomassa da madeira para producéo de carvao vegetal. A
biomassa consiste em grande parte de celulose, hemicelulose e lignina, polimeros complexos que sdo
submetidos a varias transformacdes sob temperaturas elevadas (Araujo et al., 2017).

O processo de pirolise corresponde a decomposicao térmica de material organico na auséncia
de oxigénio ou quando o oxigénio estd presente em quantidade significativamente menor do que a
necessaria para a combustdo completa. A pirdlise da madeira é uma rota para a producdo de carvao
vegetal (sélido), alcatrdo (liquido) e produtos gasosos como possiveis fontes alternativas de energia
(Balat et al., 2009). O processo pode ser ajustado para favorecer a producdo de carvao vegetal, liquido
de pirdlise, gas ou metanol (Demirbas, 2004). A temperatura é o fator mais importante para a
distribuicdo do produto da pir6lise. Em temperaturas mais altas, as moléculas maiores presentes no
liquido e no sélido residual sdo quebradas para produzir moléculas menores que enriquecem a fragédo
gasosa. Baixas temperaturas e altos tempos favorecem a producdo de carvao vegetal, enquanto as
temperaturas mais altas e 0s curtos tempos levam a alta producéo de liquido (Bridgwater, 2003; Balat
et al., 2009).

Em temperatura acima de 400°C os compostos menos volateis presentes no carvao solido sdo
gradualmente expelidos, produzindo assim um produto com maior teor de carbono fixo e menor teor
de carbono volatil. Posteriormente, a mistura destes gases e vapores percorre um cano de 10 metros
de comprimento, ocorrendo condensacdo dos vapores condensaveis. O liquido pirolenhoso coletado
é, posteriormente, deixado em repouso por um periodo 90 dias para que ocorra a decantacdo e
purificacdo natural, resultando na formacdo de trés fases: 12 - o 6leo na parte superior; 2% - 0 EP
liquido e translicido de coloracdo amarela a marrom avermelhada na fase intermediaria e 3% - 0
alcatr@o vegetal de consisténcia pegajosa e coloragéo escura na parte inferior (Wei et al., 2010).

O liquido de pirolise é referido na literatura por termos como alcatrdo pirolenhoso, oleo de
pirdlise, bio-6leo, bio-6leo bruto, 6leo biocombustivel, liquido de madeira, 6leo de madeira, fumaca
liquida, acido pirolenhoso, destilados de madeira, vinagre de madeira e mokusaku (Bridgwater, 2003;
Loo et al., 2008) possui diversas formas de aplicagédo, dentre elas a agricola, € composto por agua,
80 a 90% (v/v), e uma mistura complexa de compostos, entre os quais mais de 200 compostos
organicos decorrentes da degradacdo térmica da madeira, como &cido acético, alcoois, acetonas,

ésteres e furanos. Além destes cita-se nimero significativo de compostos resultantes da degradacao
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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 composicdo quimica e concentracdo 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
presenca de altos teores de guaiacol e seus derivados que, juntamente com compostos fendis e furfural
podem conferir atividades antibacterianas e antiflngicas ao composto (Araujo 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 terapéutico como
fungicida (O’Neil, 2013). O cresol é usado como antisséptico local, desinfetante e como antisséptico
intestinal (O’Neil, 2013). O furfural (2-furaldeido) 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 antifungicas do EP de diferentes fontes ndo
podem ser atribuidas a um Unico composto, mas a uma combinacdo de varios, como apontado por
Yang et al., (2016). Tal fato foi constatado no trabalho de Choi et al., (2009), que avaliaram a incluséo
do EP de Quercus acutissima, em teores crescentes (0,1; 0,2 e 0,3%) em dietas para leitGes recém-
desmamados e verificaram melhorias no desempenho, na digestibilidade dos nutrientes das dietas e
na diversidade microbiana no TGI dos animais. Os autores atribuiram esses efeitos aos &cidos
organicos (3,99% acido acético e 10,89% acido propidnico) presentes no extrato.

Além disso, outros trabalhos constataram o efeito benéfico da adi¢do de EP na alimentacao
de animais ndo ruminantes. Como relatado por Ahn (2005) a adi¢do de EP em 0,2% na racdo de
leitbes resultou em melhorias na conversédo alimentar e digestibilidade de nutrientes e diminuicéo de
coliformes intestinais patogénicos. Com a mesma inclusdo de EP na racdo de frangos, Shim et al,
(2010) relataram reducdo na emissdo de gases toxicos nas excretas, além de efeitos positivos nos
parametros nutricionais da carne.

Diante do exposto e da escassez de estudos cientificos explorando a utilizacdo do EP de
Eucalyptus urograndis como fonte alternativa a substituicdo de antibioticos, estudos sdo necessarios
para verificar o seu potencial na dieta de leitdes recém-desmamados. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar diferentes niveis do EP de Eucalyptus urograndis na alimentacéao de leitbes
recém-desmamados, sobre o desempenho zootécnico, digestibilidade dos nutrientes da dieta,

morfologia intestinal, peso de 6rgdos, sistema imunoldgico e composicao da microbiota intestinal.
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4.1. Material e métodos

O presente estudo foi revisado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) — Universidade de Sdo Paulo
(USP) (SP, Brasil) sob o protocolo de nimero 2019-27. O experimento foi realizado na
instalagdo de creche do Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP),
localizado no municipio de Piracicaba, estado de S&o Paulo, Brasil.

Foram utilizados 200 leitdes (100 machos castrados e 100 fémeas), divididos em dois
lotes de 100 animais cada, obtidos de um rebanho suino comercial, mesticos, 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 fémeas), de acordo com o peso vivo inicial,
em 25 baias suspensas de 1,80 m? (1,20 x 1,50m) cada, com piso parcialmente ripado,
comedouro semiautomatico, bebedouro tipo chupeta e aquecimento com lampada
infravermelha de 250W.

4.1.1. Dietas experimentais

Os animais foram submetidos a um programa de alimentacdo em 3 fases: pre-inicial
(0 a 7 dias apds o desmame), inicial I (8 a 21 dias ap6s o desmame) e inicial 1l (22 a 42 dias
ap6s o desmame), para atender as exigéncias nutricionais de suinos de acordo com as
recomendacdes de Rostagno et al. (2017). As dietas (Tabela 8) foram distribuidas em cinco
tratamentos, sendo eles: CN - controle negativo sem adicdo de aditivo promotor de
crescimento; CP - controle positivo, CN + antibidtico (halquinol, 120 ppm); EP1 - CN com
inclusdo de 1% do extrato pirolenhoso; EP2 - CN com incluséo de 2% do extrato pirolenhosos
(EP2); e EP3 - CN com inclusdo de 3% do extrato pirolenhoso (EP3). Agua foi utilizada como

inerte, a fim de garantir que todas as dietas apresentassem o0 mesmo teor de umidade.

4.1.2. Desafio sanitario
No terceiro dia do experimento os leitdes foram submetidos a desafio sanitario, que
consistiu na inoculagéo via oral com solugédo contendo Escherichia coli. Para o preparo do
indculo, trabalhou-se com uma cepa de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC): E. coli U21
(K88 +/LT+/STh+/F18 +/ Sta +), isolada do trato gastrointestinal de suinos.
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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ativacéo foi repetido por mais duas vezes, sendo, no total, realizados trés processos de ativagéo
consecutivos da bactéria. Ap6s os trés dias de ativacdo, retirou-se o tubo da incubadora, que
foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos, para obtencdo do pelete bacteriano, que foi
ressuspendido em 30 mL de solucéo salina de cloreto de sodio (NaCl) estéril a 0,85%, sendo
a densidade populacional bacteriana de aproximadamente 8-9 x 108 UFC/mL. A partir desta
suspensdo foi feita uma dilui¢do de 1:20 em solucdo salina estéril (0,85% NaCl) para atingir
uma populagdo aproximada de 4-6 x 10’ UFC/mL, a qual foi o in6culo final ou indculo de
trabalho utilizado para a inoculacdo dos leitdes.

Para confirmar a densidade populacional do in6culo final foi realizada a contagem em
agar Tryptic Soy Agar (TSA) em triplicata. Os inoculos utilizados no primeiro e segundo lotes
do experimento contiveram 6,4 x 107 e 5,7 x 10" UFC/mL de Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC): E, coli U21 (K88 +/ LT +/ STh +/ F18 + / Sta +), respectivamente, e cada animal
recebeu oralmente 1 mL do indculo (Lund et al., 1991; Genovese et al., 2001; Sugiharto et al.,
2015, Barreto, 2019).



Tabela 8: Composicdes centesimal e nutricional das dietas experimentais.

Pré-Inicial | Pré-Inicial |1 Inicial
Ingredientes (g/kg) CN 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 2415 301,5
Soro de leite em po 85,0 42,5 -
Plasma sanguineo seco 50,0 25,0 -
Concentrado proteico de soja 18,5 4,00 3,00
Farelo de trigo 15,0 - -
Oleo de soja 43,6 30,0 28,5
Fosfato bicalcico 20,3 19,7 17,7
Calcério 9,90 8,60 8,00
Sal - 2,00 4,80
Pré-mistura vitaminica ! 1,00 1,00 1,00
Pré-mistura mineral 2 1,00 1,00 1,00
L-Lisina HCI, 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
Agua 30,0 20,0 10,0 0,0 29,88 30,0 200 10,0 00 2988 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
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Composicao calculada

Energia liquida (kcal/kg) 2520 2481 2462
Proteina bruta (%) 21,39 19,84 20,28
Célcio (%) 1,07 0,97 0,88
Fésforo DTE (%) 0,51 0,47 0,42
Lisina DIE (%) 1,45 1,35 1,25

CN - controle negativo, sem adicdo de aditivo antimicrobiano; CP — controle positivo, com adi¢éo do antibiotico halquinol; EP1 — dieta com adig8o de 1% extrato pirolenhoso;
EP2 — dieta com adicéo de 2% extrato pirolenhoso; EP3 — dieta com adigdo de 3% extrato pirolenhoso; Pré-mistura vitaminica, por kg da dieta: selénio, 40mg/kg; vitamina A,
900000UI/kg; vitamina D3, 200000Ul/kg; vitamina E, 5400Ul/kg; vitamina K3, 400mg/kg; tiamina, 180mg/kg; riboflavina, 500mg/kg; niacina, 4g/kg; acido pantoténico,
2,1g/kg; piridoxina, 290mg/kg; cianocobalamina, 3000mcg/kg; acido fdlico, 45mg/kg; biotina, 16mg/kg; 2Premix mineral, por kg da dieta: cobre, 1,3g/kg; ferro, 10g/Kg;
manganés, 5g/kg; zinco, 9,7g/kg; iodo, 100mg/kg; Didxido de titanio (TiO2): indicador de indigestibilidade.
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4.1.3. Desempenho zootécnico e incidéncia de diarreia

Durante todo o periodo experimental de 42 dias, 0os animais receberam &gua e racao a
vontade. Os leitbes foram pesados nos 1°, 7°, 14°, 21°, 28° 35° e 42° dias do periodo
experimental para célculo do ganho diario de peso (GPD). Além disso, quantificou-se as
racOes fornecidas, bem como as sobras de ragdo nos comedouros e as porgdes que foram
desperdicadas pelos animais, para a determinacdo do consumo diario de racdo (CDR), para
calculo da conversdo alimentar (CA) (CDR/GDP).

A presenca de diarreia (fezes liquidas) ou sua auséncia (fezes normais) foi avaliada a
partir da observacdo visual de sinais de diarreia em cada animal. Diariamente, 0 mesmo
individuo, quantificou o nUmero de animais com presenca e auséncia de diarreia em cada baia.
Para cada baia, fez-se a média do nimero de observacdes indicando a presenca de diarreia em
relacdo ao numero de animais na baia. A partir deste numero, calculou-se a percentagem de

dias com diarreia no periodo experimental de acordo com Milani et al., (2017):

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

Em que: DO (%) é a percentagem media de dias que os leitBes apresentaram diarreia
em cada baia; P(1, 2...n) representa cada leitdo dentro da baia (n), D é o nimero de dias em
que cada leitdo apresentou diarreia dentro da baia, TD é o numero de dias de cada fase do

programa nutricional utilizado,

4.1.4. Parametros sanguineos

Para quantificacdo dos pardmetros sanguineos foram realizadas coletas de sangue nos
7° e no 21° dia do experimento. Foi selecionado um animal (macho) por baia, com peso médio
mais préximo a média de peso dos animais. A coleta foi realizada por puncdo na veia cava
anterior. O animal selecionado foi disposto em posicao de decubito dorsal sobre um suporte
para coleta, a regido de coleta foi limpa e desinfetada com algoddo embebido em alcool 70%.
A coleta foi realizada a vacuo utilizando agulha mdltipla 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 coagulacdo, tampa
vermelha, CAT Ativador de Coéagulo (VACUETTE®, Greiner Bio-One, Americana, SP,
Brasil).

O hemograma foi realizado pelo método automatico (Cell dyn 3500, ABBOTT,
Chicago, Estados Unidos da América) e constou da avaliacdo de parametros da série vermelha
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(eritrocitos), da série branca (leucdcitos) e da série plaquetéria (plaquetas). A analise da série
vermelha foi constituida pelas seguintes determinagdes: contagem de eritrocitos, dosagem de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (V,c,m,), concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (C,h,c,m,), metarrubricitos e proteina total. A série branca foi
analisada para os seguintes indices: contagem total de leucdécitos e contagem diferencial de
leucacitos (eosindfilos, basofilos, heterofilos, linfocitos tipicos, células atipicas, mieldcitos,
metamieldcitos, mondcitos, neutrofilos bastonetes e segmentados). A série plaquetaria
correspondeu a contagem de plaquetas.

As concentragdes das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a no soro dos leitdes foram
determinadas usando o kit ELISA (TermoFisher, Waltham, Massachusetts, EUA), seguindo

as instrucoes dos fabricantes.

4.1.5. Eutanésia de leitbes
No 14° dia do experimento, quando os animais completarem 37 dias de idade, efetuou-
se eutanasia de um animal por unidade experimental para pesagem de 6rgdos, coleta de
amostras de tecidos do duodeno e do jejuno para avaliacdo da morfologia do epitélio intestinal
e coleta de contetdo do ceco e quantificagdo das populagdes de microrganismos. Os animais
sacrificados foram insensibilizados por eletronarcose (1,3 A por 3 segundos, 240 V) e em

seguida eutanasiados por exsanguinacao,

4.1.6. Peso de 6rgéos e mensuracéo do pH

Ap0s o abate, estdmago, figado, intestinos delgado e grosso, ceco, rins, pulméao, coracdo
e baco foram removidos e pesados, assim como as carcacas evisceradas. Foram determinados
0s pesos absolutos dos 6rgdos, e seus pesos em relacdo ao peso de carcaca. Para pesagem,
separou-se a vesicula biliar do figado e procedeu-se o esvaziamento do estbmago e dos
intestinos. Além disso, foi realizada a mensuracdo dos intestinos delgado e grosso, utilizando
uma fita métrica fixa em mesa.

Imediatamente ap0s o abate dos animais, foi realizada a mensuracdo do pH dos
conteudos do estdmago e ceco com auxilio de um potenciémetro 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 avaliagdo da morfologia do epitélio intestinal, foram coletadas amostras de 3 cm

do duodeno (15 cm a partir da valvula pilérica) e de 3 cm do jejuno (a 150 cm da juncao



71

ileocecal) do animal abatido. As amostras foram lavadas em solucdo salina (0,85% de NaCl),
fixadas em solugéo de formol tamponado neutro a 10% por 72 horas e, posteriormente, foram
lavadas e armazenadas em alcool etilico 70% e, a partir destas confeccionadas laminas
histoldgicas, coradas pelo método hematoxilina-eosina (AFIP, 1994).

A partir destas laminas, foram realizados registros de imagens utilizando um
microscopio optico (BELKIN, 2000) com um sistema de analise de imagens acoplado.
Posteriormente foram realizadas as mensuracfes de altura de vilosidade e profundidade de
cripta. Utilizou-se aumento de 10X e foram realizadas mensuracGes em 15 vilosidades e 15

criptas por lamina.

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 inclusdo de 0,3% de didxido de titanio (TiO2) as
dietas na fase pré-inicial 1, como indicador de indigestibilidade. Apds o inicio do consumo da
racdo com indicador, foi estabelecido um periodo de 5 dias para manutencdo do seu fluxo no
trato digestdrio dos animais e, posteriormente, realizou-se a coleta de fezes dos animais de cada
unidade experimental, durante dois dias, diretamente do piso das baias.

Apoés as coletas, as fezes da baia foram homogeneizadas e armazenadas em sacos
plasticos a -18°C para posterior analise. Além disso, as amostras de racdo também foram
coletadas e armazenadas. Posteriormente, as amostras de fezes foram descongeladas em
temperatura ambiente, homogeneizadas e secas a 65°C por um periodo de 72 horas. Apos a
secagem, as amostras de fezes e ragdo foram moidas e submetidas as analises laboratoriais para
determinacdo de matéria seca (MS), extrato etéreo (EE), energia bruta (EB) e proteina bruta
(PB) (AOAC, 2006), e de TiO2 (MYERS et al,, 2004).

A determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente foi realizada utilizando a
equacéo proposta por ADEOLA (2001):

Digestibilidade aparente total (%) = 100 — [100 x (concentragédo do indicador na dieta x
concentracdo do componente nas fezes / concentragéo do indicador nas fezes x concentragdo

do componente na dieta)].

4.1.9. Avaliacéo de populagdes microbianas no conteudo cecal
Nos animais abatidos foram coletadas amostras do contedido cecal em criotubos de 2,5

mL, que foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido e enviados para analise em
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laboratorio. As amostras foram enviadas para o laboratério NGS SolugGes Gendmicas
(Piracicaba, SP) e, posteriormente, foram avaliadas as abundancias relativas dos géneros
bacterianos no contetdo do ceco dos leitdes. Inicialmente realizou-se a coleta do contetdo do
ceco dos animais, seguida de extracdo do DNA bacteriano, de sua quantificacdo e
posteriormente sequenciamento para identificacdo e quantificagdo dos géneros presentes.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o MagMAX™ CORE Nucleic Acid
Purification Kit (Thermofisher), incluindo adaptacbes para a extracdo de todos o0s
microrganismos, incluindo aqueles que apresentam parede celular espessa. Antes do
processamento com o Kit, foi incluida uma etapa de lise mecénica realizada em um
equipamento que lisa o tecido e rompe simultaneamente varias amostras bioldgicas por agitacao
em alta velocidade utilizando beads de vidro. A qualidade do DNA extraido foi verificada por
eletroforese em gel de agarose e quantificada em Nanodrop. O equipamento KingFisher
(Thermofisher) foi utilizado para a extragéo.

O preparo das bibliotecas foi realizado seguindo as recomendac6es Illumina. Os primers
utilizados para amplificacdo locus-especifica de bactérias flanqueia a regido V4. Sequéncia
overhang de adaptadores estd incluida nos primers locus-especificos. As sequéncias de
adaptadores Illumina, que foram hibridizadas com as sequéncias imobilizadas na lamina de
sequenciamento séo:

Forward  overhang: 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
[sequéncia locus-especifica]

Reverse overhang: 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
[sequéncia locus-especifica].

O sequenciamento foi realizado no sistema Illumina Miseq e as leituras produzidas
foram de 2x250 pb. Inicialmente a primeira PCR foi realizada para amplificacdo locus-
especifica. Em seguida, AMPure XP beads foram utilizadas para purificacdo da reacdo de PCR,
e 0 tamanho dos fragmentos gerados na reacao 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 purificagdo da PCR e validacdo das bibliotecas foram realizadas. Posteriormente, as
bibliotecas foram quantificadas, para que todas as amostras/bibliotecas fossem unidas de
maneira equimolar em um Unico pool.

Para introduzir complexidade ao sequenciamento, um controle heterogéneo, o fago phi-
X, foi combinado com o pool de amplicons. Por fim, foi feita a desnaturagdo das bibliotecas e

do phi-X, para permitir o sequenciamento.
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Primeiro, as leituras multiplexadas foram atribuidas em amostras bioldgicas. O
programa DADAZ2 (Callahan et al., 2016), um pacote de codigo aberto implementado na
linguagem R, foi utilizado para modelagem e correcdo de erros de amplicons, sem a construcéo
de OTUs. Estudos mostram que em varias comunidades simuladas, DADA2 identificou
variantes mais reais e produziu menos sequéncias espurias que outros métodos (Callahan et al.,
2016). O pacote DADAZ2 tem um pipeline completo implementado para transformar os arquivos
fastq do sequenciador em sequéncias de amostras inferidas, desmembradas, e sem quimeras. A
filtragem de arquivos fastq foi realizada para cortar as sequéncias dos primers de PCR e filtrar
as extremidades 3’ das leituras devido ao decaimento da qualidade (Q<30). Apds a filtragem,
as reads ficaram com um tamanho de 2 x 260 pb, mantendo a sobreposicéo para posterior juncao
das leituras e remontagem do fragmento da regido V3-V4.

Apbds o processamento inicial dos dados de sequenciamento pelo DADA2, as
taxonomias foram atribuidas a cada ASV (do inglés Amplicon Sequencing Variants) utilizando
uma implementagdo do programa DADAZ2 do método de classificador bayesiano ingénuo para
essa finalidade. A funcdo assignTaxonomy toma como entrada um conjunto de sequéncias
(ASVs) a serem classificadas e um conjunto de treinamento de sequéncias de referéncia com
taxonomia conhecida, e atribui taxonomias. O banco de dados Silva 132 foi utilizado como
referéncia.

As classificacOes taxonémicas, e suas quantificagcdes, gerados pelo DADA2 foram
importados para o programa Phyloseq (Mcmurdie; Holmes, 2013), também implementado no
R. Foram filtradas as ASVs que ndo foram classificadas em pelo menos até o nivel de familia,
e ASVs assinaladas como a mesma espécie foram aglomeradas. Também foram filtradas as
ASVs que ndo estavam presentes em pelo menos 5% das amostras. Apos, 0 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 analise de abundéncia diferencial
entre grupos, os pacotes limma voom foram utilizados para normalizagdo, juntamente com o

edgeR.

4.1.10. Avaliagéo in vitro da atividade antibacteriana do extrato pirolenhoso

Para determinagéo da atividade antibacteriana do EP in vitro utilizou-se duas cepas de
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), E, coli U7 (K88 + /LT +/STh +) e E, coli U21
(K88 + /LT +/STh +/ F18 +/ Sta +) isoladas do trato gastrointestinal de suinos. As cepas

foram fornecidas pelo Laboratorio de Saude Suina do Departamento de Medicina Veterinaria
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Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Séao Paulo.

4.1.11. Determinacéo da concentracédo inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo utilizando uma
microplaca de 96 pogos seguindo o protocolo MO7-A9 Metodologia para Testes de
Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerobico,
da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

Para o teste, o in6culo padrdo de cada bactéria foi preparado em solucdo salina de cloreto
de sodio 0,85%, a partir de col6nias vivas de cada cepa de ETEC, contidas em uma placa de
Agar TSA, na densidade 6ptica do padrdo 0,5 Mc Farland (0,08 - 0,13 a 625 nm) correspondente
a 10® UFC/mL. Este inoculo padrdo foi diluido 1:100 para obter-se um indculo de 1 x 108
UFC/mL (In6culo Final).

A solucéo estoque do EP foi preparado a uma concentracdo 12% v/v com Caldo Mueller
Hinton (sem adicdo de emulsificante devido a sua boa solubilizacdo no caldo). A partir da
solucdo estoque foram feitas as diluicbes duplas seriadas em uma faixa de 6 a 0,047 % v/v ao
longo do eixo Y da microplaca. Vinte microlitros do inoculo final foram adicionados a cada
poco contendo 180 pL das diversas concentragdes do EP, sendo o volume final em cada poco
de 200 pL e populagdo bacteriana de aproximadamente 105 UFC/mL. Foram utilizados 0s
seguintes controles: controle do meio de cultura (200 pL de caldo MH) e controle de
crescimento (180 uL de caldo MH + 20 uL de in6culo).

As microplacas foram incubadas em um leitor de microplacas (VitorTM X3,
PerkinElmer) a 37°C por 24 horas. A CIM foi estabelecida como a menor concentragdo do
extrato que inibiu o crescimento bacteriano visivel. A existéncia ou ndo de crescimento
bacteriano foi avaliada pela construcéo de curvas de sobrevivéncia e pelo teste de resazurina ao
final do periodo de incubacdo. A menor concentracdo que nao produziu valores de absorbancia
detectaveis (a 600 nm) até o final da incubacéo foi considerada como a CIM obtida pelas curvas
de sobrevivéncia. Para o teste de resazurina, 25 pL de solucdo de resazurina (R7017; Sigma-
Aldrich) a 0,0135% m/v foram adicionados a cada poc¢o da microplaca. Portanto, ap6s inspe¢do
visual, a presenca de células viaveis foi evidenciada por uma mudanca na cor da resazurina, de
azul de resazurina a rosa resofurina, ap6s 20 min de incubacao adicional a 37 °C. Os ensaios

foram realizados em triplicata em trés repeticdes independentes.
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4.1.12. Determinacgdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) foi realizada a partir dos
poc¢os onde ndo houve crescimento bacteriano visivel. Assim, retirou-se uma aliquota de 50 pL
de cada pogo e semeou-se superficialmente em &gar Muller-Hinton. Ap6s o periodo de
incubagdo, 18-20 h a 37°C, foi definida a concentragdo bactericida minima como a menor
concentracdo do EP capaz de causar a inativacdo total da bactéria representada pela auséncia

de crescimento de colbnias no agar.

4.1.13. Delineamento experimental e anélises estatisticas

Foi adotado o delineamento experimental em blocos completos casualizados com cinco
tratamentos, 10 repeti¢bes por tratamento, sendo a unidade experimental composta por quatro
animais (baia) para as avaliacGes de desempenho zootécnico e digestibilidade de dietas e um
animal para as demais avaliagdes. Os blocos foram formados de acordo com o peso inicial dos
animais.

Os dados foram submetidos a testes para verificacdo da adequacdo ao modelo linear e
da ndo violagdo das pressuposicoes da analise de variancia e submetidos a analise da variancia
utilizando-se o procedimento MIXED do SAS® (SAS Institute Inc,, Cary, North Carolina,
USA). O modelo matematico incluiu os efeitos fixos dos tratamentos, os efeitos aleatdrios dos
blocos nas avaliacBes de 1 a 7 dias e 0 peso dos animais como covariavel nas demais avaliagdes
e 0 erro experimental. Considerou-se diferenca estatistica quando o valor de P foi inferior a

0,05 e tendéncia quando inferior a 0,1.

4.2. Resultados
4.2.1. Desempenho e incidéncia de diarreia
Ao longo do periodo experimental, 1 a 42 dias, ndo se verificou diferenca para as
variaveis peso vivo, GDP e CDR (Tabela 9). Em contrapartida, no periodo de 8 a 14 dias
verificou-se diferenca na CA (P<0,05), sendo que os animais que receberam o tratamento EP1
apresentaram pior CA em comparagao aos animais alimentados com os tratamentos CN, CP
e EP2. Ndo houve efeitos dos tratamentos sobre a frequéncia de diarreia nos leitbes

desmamados (Tabela 10).
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Tabela 9: Ganho diario de peso (GDP), consumo didrio de racdo (CDR) e conversao alimentar (CA - CDR/GDP)
de leitdes desmamados, alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano ou com os aditivos halquinol e extrato
pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida,*

Dietas 2
ltens CN CP EP1 EP2 gp3 oM P
GDP (g/d)
Dias 1-7 2618 2805 2683 2759 2599 881 0,355
Dias 8-14 3717 4085 3328 4135 3924 169 0,226
Dias 15-21 5530 5163 5116 5046 5575 168 0,414
Dias 22-28 4915 5630 5439 5166 5348 140 0564
Dias 29-35 5033 5948 5553 5669 5894 150 0,904
Dias 36-42 6472 6875 6384 6775 6477 161 0,854
CDR (g/d)
Dias 1-7 2833 2958 2800 2829 2506 10,8 0,528
Dias 8-14 4785 5076 4736 5074 5044 180 0,799
Dias 15-21 6101 5754 5882 5771 6182 198 0,553
Dias 22-28 8120 8272 8485 8973 9616 195 0,060
Dias 29-35 9641 10145 9944 10383 9964 252 0,795
Dias36-42d 11612 12203 12153 13512 12224 297 0,123
CA (CDR/GDP)
Dias 1-7 1,08 1,05 1,03 1,02 105 002 0,306
Dias 8-14 121° 1248 140° 123 132 002 0,007
Dias 15-21 1,15 1,13 1,16 1,15 111 002 0,879
Dias 22-28 1,72 1,54 1,61 1,80 183 006 0419
Dias 29-35 1,68 1,74 1,82 1,86 175 005 0,626
Dias 36-42 1,81 1,80 1,95 2,02 196 006 0,518

CN - controle negativo, sem adi¢do 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 observagdes por dieta.

2 EPM = Erro Padréo da Média.

BbN\édias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 10: Frequéncia de diarreia de leitbes desmamados, alimentados com dieta sem aditivo
antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida,

Dietas

2
ftem N _cpP__Er. EP2  EP3 oM P
Frequéncia 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 1a42 12,22 10,19 11,00 15,36 12,39 1,04 0,521

CN - controle negativo, sem adi¢do 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.

! Médias de 10 observagdes por dieta.

2 EPM = Erro Padréo da Média.
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N&o houve diferenga entre os valores medios de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,

VCM, CHCM e proteina total (Tabela 11) no 7° dia do experimento, bem como nao se

verificou efeitos para os valores de leucocitos, eosinofilos, linfocitos, mondcitos, neutrofilos

e IL-10 (Tabela 12) no 7° e 21° dias no sangue de leitdes alimentados com dietas sem adi¢ao

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 hematocrito do que os submetidos a dieta CN e maiores (P<0,05) teores de proteina

total sanguinea do que os leitdes EP3 no 21° dia do experimento (Tabela 11). Os animais que

receberam a dieta EP3 tiveram maior (P<0,05) concentracdo de plaquetas no sangue do que

os leitdes alimentados com as dietas CN e EP2 no 7° dia de experimento (Tabela 12).

N&o foram detectadas as citocinas pro-inflamatérias TNF-o ¢ a IL-6 foi verificada

somente em poucos animais, aspecto que impediu a avaliacdo estatistica destas variaveis.

Tabela 11: Valores de C,h,c,m,, hemécias, hemoglobina, hematocrito, proteina total e V,c,m,
sanguineos, nos dias 7 e 21 do experimento, de leitdes alimentados com dieta sem aditivo

antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) dos 24 aos 66 dias de vida.®

Dietas

2
Items CN cP er1 EP2 Eps oM P
Dia 7
Hemaécias, 10%/uL 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
Hematécrito, % 34,75 36,10 34,60 35,05 35,30 0,70 0,912
VCM?, fL 58,94 58,17 58,47 57,58 55,19 0,70 0,386
CHCM*, % 29,68 29,24 29,69 28,96 29,84 0,21 0,186
Proteina total, 10%/uL 5,45 5,54 5,58 5,50 5,64 0,05 0,783
Dia 21
Hemaécias, 108/uL 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
Hematdcrito, % 33,40° 38,208 36,15® 3540® 34,75® 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
Proteina total, 103/uL ~ 5,94® 6,04 582® 576® 569° 0,04 0,023

CN - controle negativo, sem adicdo 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 observagcdes por dieta nos dias 7 e 21.

2 EPM = Erro Padrdo da Média.
3 Volume corpuscular médio.

4 Concentragdo da hemoglobina corpuscular média.

BdMeédias 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 sanguineos de leitbes, 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.

Dietas )
Items CN CP EPL EP2 EP3 EM P
Dia7
Leucécitos, 10%/uL 11,94 14,72 16,41 1390 13,62 0,62 0,116
Eosinéfilos, % 075 110 145 175 130 015 0,292
Neutréfilos, % 3500 4370 4295 37,70 4145 151 0,333
Linfécitos, % 6095 5320 5310 5870 51,40 152 0,200
Monécitos, % 235 18 215 155 205 018 0576
Plaquetas, 10%/pL 571,7° 626,9% 6389% 5235° 708,6° 1842 0,007

Interleucina 10, pg/mL 1491 10,66 9,09 9,11 10,22 0,84 0,191
Dia 21

Leucdcitos, 10%/uL 17,11 19,24 1481 1507 14,78 0,70 0,173
Eosindfilos, % 1,20 0,65 1,15 0,75 1,05 0,13 0,615
Neutrdfilos, % 32,15 26,05 29,15 30,50 32,25 1,45 0,432
Linfocitos, % 64,65 71,30 67,30 66,40 65,00 152 0,367
Mondcitos, % 1,85 1,80 2,10 2,20 1,50 0,20 0,815
Plaquetas, 10%/uL 575,05 532,35 480,05 512,80 560,80 16,17 0,353

Interleucina 10, pg/mL 13,18 2051 1155 1044 15,20 1,78 0,388
CN - controle negativo, sem adi¢do 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 observagoes por dieta.
2 EPM = Erro Padréo da Média.
®bN\édias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.2.3. Peso dos 6rgéos e pH estdmago e ceco
N&o houve diferenca (P>0,05) para os pesos, absoluto e relativo, do pulmao, coracéo,
rins, figado, baco, estbmago, intestinos grosso e delgado, e ceco e comprimentos dos intestinos
delgado e grosso. Do mesmo modo, ndo houve diferenga (P>0,05) nos pHs do estdmago e
ceco dos animais que receberam as dietas experimentais (Tabela 13).
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Tabela 13: Pesos, absoluto e relativo, do pulméo, coracdo, rins, figado, baco, estbmago, intestinos grosso e
delgado, e ceco, comprimentos dos intestinos delgado e grosso e pH dos contelidos do estdmago e do ceco de
leitdes abatidos aos 35 dias de idade e alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano (controle negativo) ou
com os aditivos halquinol e extrato pirolenhoso (EP).*

Dietas

2

Item CN cP_EpL  EP2 _EP3 oM P
Pulmao

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
Coracdo

Absoluto, g 501b 589b 543ab 6,39 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
Figado

Absoluto, g 3335 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
Baco

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
Estémago

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 5,73 571 0,07 0,215

CN - controle negativo, sem adicdo 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 observagcdes por dieta.

2 EPM = Erro Padréo da Média.

4.2.4. Histologia do epitélio intestinal
N&o houve diferenca (P>0,05) para altura de vilosidade (AV), profundidade de cripta
(PC) e na relacdo (AV/PC) dos leitdes que receberam as dietas sem aditivo antimicrobiano ou

com a incluséo de halquinol e EP (Tabela 14).
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Tabela 14: Altura média das vilosidades (AV), profundidade da cripta (PC), e razdo AV / PC
no duodeno e jejuno de leitGes abatidos aos 35 dias de idade e alimentados com dieta sem
aditivo antimicrobiano (controle negativo) ou com os aditivos halquinol e extrato pirolenhoso.?

Dietas )
Item CN CP EP1 EP2 gp3 oM P
Duodeno
AV, um 337,19 335,31 336,44 369,64 326,19 8,77 0,458
PC, um 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, um 238,63 256,13 286,98 256,02 254,99 6,84 0,236
PC, um 178,30 176,95 203,12 178,88 187,93 426 0,253
AV/PC 1,42 1,55 1,52 1,52 1,46 0,04 0,894

CN - controle negativo, sem adi¢do 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.

! Médias de 10 observagdes por dieta.

2 EPM = Erro Padréo da Média.

4.2.5. Digestibilidade de nutrientes das dietas
N&o houve diferenca (P>0,05) na digestibilidade aparente dos nutrientes e da energia
das dietas sem aditivo antimicrobiano ou com a inclusdo de halquinol e EP em leitdes na fase
pré-inicial Il (Tabela 15),

Tabela 15: Digestibilidade aparente dos nutrientes e da energia de dietas sem aditivo antimicrobiano ou
com halquinol e extrato pirolenhoso (EP) para leitdes na fase pré —inicial 1.

Dietas 2
Item CN __cp Er1 EPz  Ep3 oM P
Digestibilidades, %
Matéria seca 84,38 84,16 83,75 84,77 84,11 021 0,638
Proteina bruta 80,46 80,74 7985 8160 8050 0,34 0,584
Extrato etéreo 70,29 68,42 69,00 70,84 70,37 059 0,416

Fibra em detergente neutro 57,67 56,84 56,61 57,76 56,93 0,63 0,964
Fibra em detergente acido 58,45 57,20 5454 6054 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 adicao 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 observacdes por dieta.
2 EPM = Erro Padrdo da Média.

4.2.6. Avaliacéo de populagdes microbianas no conteudo cecal
A populacdo de microrganismos do género Lactobacillus foi maior (P<0,05) no

conteudo do ceco dos animais que receberam as dietas CN, EP1, EP2 e EP3 em comparacao
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 populacdo de Lactobacillus de acordo com a crescente
adicdo de EP as dietas, sendo a abundéncia de microrganismos desse género 50% superior no

conteudo do ceco dos animais EP3 comparativamente aos leitbes CN. Além disso, observou-se
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uma redugdo numérica nas populacdes de Campylobacter, Clostridium 1 Streptococcus e
Escherichia coli da ordem de 34, 6; 64;3; 90,5 e 62,1 no conteldo cecal dos animais que

receberam o tratamento EP3 em comparacdo aos animais alimentados com a racéo CP.

Tabela 16: Abundancia relativa de géneros de microrganismos no contetdo do ceco de leites com 37
dias de idade, alimentados com dieta sem aditivo antimicrobiano ou com halquinol e extrato pirolenhoso
(EP).

Dietas )

Items CN CP EP1 _EP2 __EP3 =M P

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
Lactobacillus® 21,57 20,93° 25,768 29,15% 32,542 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 ucGoo3 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 adigéo 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 observages por dieta.

2 EPM = Erro Padrdo da Média.

8 Efeito linear (P = 0,0101).

®Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.2.7. Determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM)

Os resultados dos testes in vitro evidenciaram efeitos bacteriostaticos e bactericidas do

EP sobre a mesma E. coli usada no desafio sanitario, porem em dose superior a testada no

experimento in vivo, 6% de inclusdo do EP, Em contrapartida, ao avaliar a CIM em cepas de

E. coli U7 a concentracdo de 3% do EP apresentou efeito bacteriostatico.
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Figura 1: Cinética de crescimento bacteriano em funcdo das concentracfes do extrato
pirolenhoso a) E, coli U21 e b) E, coli U7

Tabela 17, Concentracéo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo bactericida minima (CBM)
do extrato pirolenhoso

Extrato pirolenhoso
Cepa bacteriana  Concentracdo Inibitdria Minima  Concentracdo Bactericida

(% v/v)! Minima (% v/v)!
Escherichia coli U21 6 6
Escherichia coli U7 3 6

!Determinado por curvas de sobrevivéncia e teste de resazurina.
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4.3. Discusséo

Os antibioticos tém sido usados na producdo animal desde sua descoberta para manter
a saude e promover melhorias no desempenho. Entretanto, o risco de bactérias adquirirem
resisténcia a antibioticos especificos e residuos de antibioticos na carne levou a proibicdo de
antibidticos como promotores de crescimento na Unido Europeia (UE) desde janeiro de 2006
(Papatsiros et al., 2012). Nos ultimos anos, pesquisas foram conduzidas para encontrar aditivos
alimentares substituintes aos antibioticos, que tém o potencial de melhorar a salde intestinal e
0 desempenho de leitdes desmamados (Han & Tracker, 2010, Hosseindoust et al., 2017).
Particularmente, apds a proibicdo da utilizacdo de antibi6ticos na dieta de animais, a
suplementacdo dietética de ZnO na dose farmacoldgica (2,500 e 3,000 mg Zn / kg) foi
amplamente utilizada para melhorar o desempenho e fungdes gastrointestinais e para reduzir a
diarreia em leitdes pos-desmame (Han & Tracker, 2010). No entanto, em relacdo as questdes
ambientais, muitos paises da Unido Européia (Commission Regulation, 2003) e outros paises
como a Coréia do Sul ou o Japdo adotaram restri¢cGes ao uso ZnO.

O presente estudo avaliou o efeito da inclusdo de EP em substituicdo ao antibiotico
promotor de crescimento e ZnO, sobre o desempenho, frequéncia de diarreia, morfologia
intestinal, parametros do sistema imune (interleucinas (IL) IL-6, IL10 e TNF-a) e sanguineos e
populacdo microbiana no ceco de leitdes recém-desmamados sob condi¢des de desafio
sanitario. A inoculacao dos leitBes, por via oral, com cepas de E. coli U21 (K88 + /LT +/STh
+/ F18 + / Sta +), foi implementada para criar situacdo de desafio sanitario, em que o uso de
aditivos antimicrobianos e de seus possiveis substitutos fosse necessaria para permitir bom
desempenho dos animais e, consequentemente, possibilitasse visualizacdo dos potenciais
efeitos dos aditivos em estudo.

A exposicdo dos animais ao desafio sanitario com inoculacédo por E, coli U 21 (K88 + /
LT +/STb +/ F18 +/ Sta +) néo foi efetiva, uma vez que ndo se observou o agravamento da
diarreia ap6s a inoculacdo por E. coli e a sua permanéncia até sete dias (Marquardt et al,, 1999;
Owusu-Asiedu et al, 2003). O desmame é uma pratica comercial que engloba varios agentes
estressores que, em condigdes de pesquisas sdo reduzidos, pois trabalha-se com menor grupo
de animais por baia, maior cautela na relagdo homem-animal, maior controle ambiental e maior
atencdo a um numero reduzido de animais. Tais fatos reduzem os agentes multifatoriais
causadores do estresse ao desmame, 0 que garante ao animal maior resisténcia a exposicao a
doses desafiantes de E. coli (Gonyou et al., 1986; Bokkers, 2006).

Os principais componentes do EP de Eucalyptus urogandis sdo guaiacol (16,40%),
cresol e seus derivados (5,38%), fenol (1,44%), siringol (8,52) e furfural (15,75%). A presenca
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de altos teores de guaiacol e seus derivados juntamente com os fendis e furfural podem explicar
as atividades antibacteriana e antifingica do EP. Enquanto que o cresol e seus derivados sdo
usados como anti-septico local, parasiticida, desinfetante e como anti-séptico intestinal (O’Neil
2013), Furfural (2-furaldeido) é encontrado na pimenta da Jamaica. E um ingrediente
aromatizante e pode atuar como fungicida (Abdel-Kahr et al, 2015) e, além disso, possui a¢cdo
nematicida (Ismail & Mohamed 2007; Crow & Luc 2014).

Varios estudos foram feitos para identificar a composic¢éo quimica do EP, e mais de 200
compostos principais foram identificados em concentragdes variaveis. A composicdo quimica
e a concentracdo 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 inclusdo de vinagre de madeira de Quercus
acutissima (3,99 de acido acético e 10,89% de acido propidnico) sobre o desempenho,
digestibilidade e microbiota intestinal, comparando diferentes promotores de crescimento
(antibidtico, &cido organico e vinagre de madeira) adicionados a dieta de leitdes pds-desmame.
Os autores verificaram que suinos alimentados com vinagre de madeira tiveram melhor
desempenho do que aqueles alimentados com &cidos organicos. Pode-se especular que o
vinagre de madeira pode ter efeitos semelhantes em influenciar o desempenho de suinos devido
a presenca de diferentes acidos organicos (Sasaki et al.,1999); além disso, 0 vinagre de madeira
tem efeitos antioxidantes (Pszczola, 1995).

Segundo Sasaki et al, (1999) o EP também é denominado como um &cido organico
natural. Os &cidos organicos adicionados as dietas podem manter um baixo pH do conteddo
gastrico 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 acida em pH 3 e contém 280 componentes diferentes, sendo o0s principais o acido
acetico e propibnico (Kim, 1996) e substancias antioxidantes como compostos fenélicos (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 secrecao pancreatica.
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 leitbes pos-desmame.

Tendo em vista que a variacdo da composi¢do quimica do EP influencia a resposta do

organismo animal, a auséncia de acidos organicos no EP de Eucalyptus urograndis (Araujo et
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al.,, 2017) pode explicar a auséncia de resultado significativo para os parametros de
desempenho, pH no estdmago e ceco, digestibilidade de nutrientes e frequéncia de diarreia.

Outro fator importante a se considerar para a inclusao de EP na dieta é a forma fisica de
inclusdo do composto, liquida ou em p6. Mekbungwan et al. (2007) avaliaram os efeitos de
uma solucdo de composto de vinagre de madeira em pd de carvao vegetal em leitbes recém
desmamados alimentados com farinha de semente de guandu crua como fonte proteica. O
composto liquido de vinagre de madeira foi adsorvido em po de carvéo vegetal amorfo (1: 4).

Os autores observaram alteracdes histologicas intestinais em leitGes alimentados com
semente de guandu, demonstrando que as caracteristicas intestinais podem ser atrofiadas pela
alimentacdo com semente de guandu, resultando em reducdo do desempenho. E concluiram
que, a inclusdo de vinagre de madeira em pd pode prevenir os efeitos prejudiciais das toxinas
dietéticas da semente de guandu na funcao intestinal. Sendo assim, a inclusdo do EP liquido no
presente estudo pode explicar a auséncia de resultados significativos na integridade do epitélio
intestinal e peso dos drgdos de leitbes recém-desmamados.

As citocinas avaliadas no presente estudo exercem papeis fundamentais na resposta
inflamatdria, sendo que a IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria que promove maturacdo e
ativacdo de neutréfilos, maturacdo de macrofagos e diferenciagdo/manutencao de linfécitos-T
citotoxicos e células NK. O TNF-q, também conhecido como caquetina, ¢ uma citocina pro-
inflamatoria produzida principalmente por mondcitos, macrdéfagos e linfocitos-T, que sdo
abundantes no periténeo e no tecido esplancnico. A IL-10 inibe as citocinas pro-inflamatérias,
principalmente TNF, IL-1 e IL-6, sintetizadas por macrofagos e mondcitos ativados,
estimulando, assim a producdo endégena de citocinas anti-inflamatorias. Além disso, aumenta
a proliferacdo de mastocitos e impede a produgdo de IFNy pelas células NK (Zhang & Na,
2007; Curfs et al., 1997).

Ao avaliar os efeitos do vinagre de bambu em pd sobre o desempenho e niveis de
expressdo de mRNA de IL-10, IL-22 e IL-25 em 6rgédos imunolégicos de leitdes desmamados,
Huo et al. (2016) observaram que a dosagem de vinagre de bambu em pé a 1,0% pode ser
sobredosagem e reduzir anormalmente o nivel de expressdo de mMRNA de IL-10, que entdo ndo
poderia exercer a funcdo de supressao da inflamagéo suficientemente e resultar em um aumento
da taxa de diarreia.

Em contrapartida, os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram a ndo deteccéo
das citocinas IL-6 e TNF-a que pode ser explicada pela presenca da IL-10 no organismo dos

leitbes recém desmamados. Tal fato indica que tanto o EP, quanto o antibidtico, contribuiram
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para manutencdo da concentracdo de IL-10 exercendo, assim, a funcdo de supressdo da
inflamacdo, mantendo a capacidade de resposta imunoldgica dos leitdes recém-desmamados.

Ao analisar os parametros sanguineos, hemograma e leucograma, em funcdo dos
tratamentos, os valores observados neste estudo se mantiveram dentro de limites fisioldgicos
normais para suinos (Miller et al., 1961; Tizard, 2014).

Uma estratégia eficiente para atenuar o grau de intensidade da diarreia nutricional pds-
desmame é regular a composicdo nutricional da dieta (Leser et al., 2002; Bedford et al., 2001).
Vérias abordagens nutricionais para melhorar a transicdo do desmame e atenuar as doencas
entéricas foram pesquisadas nos ultimos anos (Pluske et al., 2002; Bauer et al., 2006). As
evidéncias sugerem que intervencdes dietéticas especificas, como a inclusdo adequada de
proteinas (Wu, 2016; Rist et al., 2014), fibras (Mu et al., 2017), amido (Han et al., 2012),
equilibrio eletrolitico (Merchant et al., 2011) e outros constituintes da dieta, podem reduzir os
efeitos da diarreia nutricional pds-desmame a partir da modulagdo da microbiota intestinal.

Um dos constituintes da dieta com potencial para reduzir a diarreia nutricional pés-
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 populacdo de Lactobacillus no ileo de leitdes alimentados
com dietas suplementadas com vinagre de madeira pode inibir coliformes patogénicos ao TGl,
blogueando possiveis receptores intestinais desses patdgenos ou secretando metabdlitos toxicos
contra bactérias gram-negativas. De forma similar, o presente estudo verificou uma maior
concentracdo de Lactobacillus (P<0,05) e uma reducdo numérica das populacdes das bactérias
patogénicas Campylobacter, Clostridium 1 Streptococcus e Escherirchia coli.

As bactérias do género Lactobacillus sdo acido-laticas, do tipo bastonetes, Gram-
positivas e ndo esporuladas com cerca de 80 espécies reconhecidas (Axelsson, 2004), e sdo
empregadas como probidticos em dietas de animais de producdo, por exercerem uma série de
efeitos positivos ao hospedeiro, tais como: producdo de compostos organicos, decorrentes da
atividade fermentativa, como acido lactico, peroxido de hidrogénio e &cido acético que
aumentam a acidez intestinal, e substancias denominadas bacteriocinas, que auxiliam na
destruicdo de microrganismos indesejaveis inibindo proliferagédo bacteriana e o dano ao epitélio
intestinal (Fooks & Gibson, 2002); estimulo a secre¢do de mucina pelas células intestinais,
contribuindo para o espessamento da barreira intestinal local (Mack, et al., 2003); promocéo da
lise de proteinas com potencial alergénico no TGI, processo que pode contribuir para a reducéo
da alergenicidade das proteinas, minimizando o risco de alergia alimentar; competicdo por
nutrientes com outros microrganismos, fator primordial no controle de patdégenos (Chen &
Walker, 2005).
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A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, flagelada pertencente a familia
Enterobatteriaceae e é o agente causador de uma ampla gama de doengas em suinos, incluindo
diarreia neonatal e diarreia pds-desmame, que sdo importantes causas de morte em leitdes
lactentes e pos-desmame (Fairbrother et al., 2012).

As infeccbes entéricas por Clostridium em suinos ocorrem predominantemente no
periodo neonatal, e as infecgdes por Clostridium perfringens tipo A (Pertencente ao grupo
Clostridium 1) sdo reconhecidas com frequéncia crescente na indastria suina (Yaeger et al.,
2002). Clostridium perfringens sdo bactérias Gram-positivas, anaerobicas e formadoras de
esporos. Os esporos de Clostridium podem persistir na matéria fecal e no ambiente, o que pode
facilitar a disseminacdo dessas bactérias e a transmissdo da porca para o leitdo. A infeccdo
clostridial geralmente ocorre em leitdes nos primeiros 7 dias ap6s 0 nascimento e pode estar
associada a uma microbiota normal subdesenvolvida e a administracao de antibidticos (Yaeger
et al., 2002), A infecgdo por Clostridium perfringens causa diarreia em leites neonatos, o que
pode levar a baixo peso ao desmame, mortalidade pré-desmame e impacto econdmico na
producdo de suinos.

O Streptococcus suis € um importante patdgeno suino responsavel por grandes perdas
econdmicas para a industria suina 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 metabdlico em leitbes, Li et al., (2018) observaram que Campylobacteraceae e
Campylobacter também aumentaram apds o desmame. O aumento desta espécie bacteriana em
leitdes desmamados pode ser um dos principais motivos da diarreia p6s-desmame,

Sendo assim, pode-se concluir que a inclusdo do EP em dietas de leitdes pos-desmame
favoreceu a maior populacdo de Lactobacillus no ceco, inibindo, assim, a proliferacdo de
bactérias patogénicas no trato intestinal. Esses resultados sugerem que os antibiéticos ndo
apenas reduzem os microrganismos patogénicos, 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 suinos. Os efeitos bacteriostaticos e bactericida sobre a mesma E. coli usada no desafio
sanitario, porém em dose superior, 6%, evidenciam que o EP tem agéo 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 obtencdo do EP seco, ou com menor teor de umidade,

de modo que seja possivel sua inclusdo em dietas para suinos em concentra¢Ges mais elevadas.
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4.4. Concluséo
Os resultados do presente estudo evidenciam a efetividade do EP sobre a manutencéo
da microbiota intestinal, uma vez que foi observado maior concentracdo do género
Lactobacillus nos animais que receberam a dieta contendo 3% de EP. Além disso, a incluséo
de EP ndo promoveu qualquer prejuizo ao desempenho e a satde dos animais, evidenciando,
assim, que o EP ndo causa efeitos nocivos aos suinos. Por fim, estudos in vitro evidenciaram

que a inclusdo de 6% de EP exerce efeitos bacteriostaticos e bactericida em cepas de E. coli.
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5. CONCLUSAO GERAL

O conceito de One Health é compreendido pela interligacdo intrinseca e interdependente
entre: a salde animal, a saide humana e a saude ambiental. Na producdo de suinos, as
discussbes sobre o conceito de One Health estdo centralizadas no uso prudente de
antimicrobianos na cadeia produtiva. A restricdo ao uso de antibidticos pela Unido Europeia,
bem como, a recente restricdo ao uso de 6xido de Zinco em doses subterapéuticas, como
promotores de crescimento, em dietas de leitdes recém-desmamados, fomenta investimentos
globais em pesquisas a fim de desenvolver tecnologias alternativas para reduzir a utilizagdo de
antimicrobianos em larga escala.

Dentre as alternativas estudadas, destaca-se os prebioticos cujo mecanismo de agdo pode
ser alterado por agentes multifatoriais, tais como: grau de pureza e origem dos prebioticos,
niveis de inclusdo, status imunolégico do animal, grau de higiene das instalacdes, manejo,
nutricdo, associacdo a outros aditivos. Estudos sdo necessarios para estabelecimento da
dosagem ideal, bem como, conhecimento dos agentes capazes de interferir na acdo dos
prebidticos.

Utilizado em larga escala no setor agricola, o extrato pirolenhoso (EP) é uma alternativa
para controle da microbiota intestinal, garantindo assim, a satde do hospedeiro. No entanto,
estudos sdo necessarios para determinar o nivel de inclusdo do EP, bem como, a forma de
incluséo, tendo em vista que, o extrato em po ou adsorvido a um veiculo se mostrou mais eficaz,
quando comparado a sua incluséo na forma liquida.

Por fim, a conducéo do presente estudo evidencia que a utilizacdo de um Unico aditivo
ndo foi capaz de reduzir o uso de antimicrobianos em larga escala. Sendo assim, a elaboracéo
de um planejamento estratégico com agles integradas de manejo, sanidade e nutri¢do se torna

uma estratégia promissora para atingir um dos pilares do conceito One Health na suinocultura.





