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MANANOLIGOSSACARIDEO E COLISTINA NA DIETA DE LEITOES DESMAMADOS

RESUMO - Objetivou-se avaliar os efeitos da utilizagdo de prebidtico, antimicrobiano ou
associacao de ambos na racao de leitdes sobre desempenho, histomorfometria intestinal,
os niveis de IgA e IgG séricas totais, e presenca de células IgA positivas em cada
tratamento. O experimento de campo foi realizado em uma granja comercial de ciclo
completo, utilizou-se de 100 leitdes machos, castrados, de mesma composicao genética,
dos 21 até 63 dias de idade, distribuidos em 4 tratamentos com 5 repeti¢cdes: Ty = racao
basal com antimicrobiano como promotor de crescimento convencional (sulfato de
colistina, 40 ppm); T» = Racdo basal sem nenhum promotor de crescimento; Tz = T +
prebidtico Bio-Mos®; T4 = T2 + prebidtico Bio-Mos®. Amostras de sangue foram colhidas
nos dias 0, 14 e 42 dias pds-desmame para mensurar IgA e IgG totais pelo teste ELISA.
Os fragmentos de tecidos para histomorfometria foram colhidos no momento do abate,
aos 63 dias de idade. Concluiu-se que nao houve diferencas de desempenho entre a
utilizacdo de prebidtico, antimicrobiano ou associagcdo destes em leitdbes na fase de
creche, a superficie de absorcdo da mucosa duodenal foi maior, assim como observou
maior quantidade de células IgA positivas no duodeno em leitdes tratados com prebidtico
e, quando associado ao antimicrobiano, foi capaz de aumentar os niveis de IgA sérica
total aos 42 dias pds-desmame, enquanto os niveis séricos de IgG total foram maiores
nos animais que nao receberam nenhum promotor de crescimento nesta granja com alto

desafio sanitario.

Palavras-chave: colistina, imunoglobulinas, leitdes, mananoligossacarideo, superficie de

absorcéo intestinal
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MANNAN OLIGOSACCHARIDE AND COLISTIN ON WEANING PIGLETS DIET

ABSTRACT - The objective of this trial was to evaluate the effects of prebiotic,
antimicrobial, or association of both promoters in piglets diet upon performance,
intestinal histomorfometry, and total IgA and IgG serum levels, in each treatment. The
experiment was carried out in commercial pig farm, one-site production, using a hundred
weaned castrated males, hybrid piglets, from 21 to 63 days of age, distributed in 4 traits
with 5 repetitions: T1 = basal feed + antimicrobial as conventional growth promoter
(colistin sulphate, 40 ppm); T2 = basal feed without any growth promoter; T3 = T1 + Bio-
Mos® prebiotic; T4 = T2 + Bio-Mos® prebiotic. Pieces of intestine were sampled on last
day of the trial. There were no differences on performance. The duodenal absorptive
mucosa surface was higher in piglets treated with prebiotic and the use of prebiotic by long
term post-weaning enhanced immunostimulation. Blood samples were collected on days
0, 14 and 42 days post weaning to measure total IgA and IgG by ELISA test. Fragments
of tissue for histomorfometry were collected at slaughter, when piglets were at 63 days
of age. It was concluded that there were no differences on nursery piglets performance
using prebiotic, antimicrobial, or association of both promoters; the small intestine
absorptive surface was higher in piglets treated with prebiotic, and when associated to
antimicrobial promoter, was able to increase the levels of total serum IgA at 42 days
post weaning, while total serum IgG levels were higher in piglets which didn’t receive

any growth promoter in this high health challenge pig farm.

Keywords: colistin, immunoglobulins, piglets, mannan oligosaccharides, intestinal

absorption surface.



1 INTRODUGCAO

A suinocultura brasileira € uma atividade do setor agropecuario com perfil
bastante definido e tem conquistado o mercado externo. Em 2000, o Brasil exportou
127.883 toneladas de carne suina, e em 2005, alcangou a cifra de 625.075 toneladas,
registrando um aumento de 388,79% nos ultimos cinco anos, segundo a ABIPECS
(Associagao Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina, 2006).

Conforme o departamento de doengas emergentes e outras doengas
notificaveis da Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2005), a utilizagdo de
antibioticos na producdo animal é considerada um risco crescente para a saude
humana. Na nutricdo animal na produgdo de carnes de aves e suinos, ainda se faz
uso rotineiro de varios antimicrobianos em doses subclinicas, os quais lideram as
vendas no mercado de promotores de crescimento. Na Europa, existe intenso
trabalho de técnicos de 6rgaos oficiais e associagbes de consumidores em prol da
restricdo total ao uso de antibiéticos como promotores de crescimento. No Brasil,
estao proibidas a clortetraciclina, oxitetraciclina, penicilinas e sulfonamidas sistémicas
para alimentacdo animal, conforme a portaria ministerial n® 193, de 12 de maio de
1998. Alguns importadores de carne brasileira impdem a remoc¢ao dos promotores de
crescimento convencionais, como antibiéticos e antimicrobianos, sua substituigao por
outros que nao deixem residuos nas carnes ou induzam ao aparecimento de
bactérias resistentes além de evitar danos ao meio ambiente (GONZALES, 2004).

A crescente inquietacdo publica quanto a utilizacdo de antibi6ticos e seus
problemas potenciais como toxicidade, alergia e desenvolvimento de resisténcia
(MONTES, PUGH, 1993) tém estimulado o interesse clinico pelos probidticos como
suplemento (SISSONS, 1989; PARKER, 1990).

O agronegécio brasileiro € fortemente influenciado pelo mercado internacional,
cuja demanda interfere nas tecnologias adotadas e no sistema intensivo de produgao
de suinos (SIPS), bem como nas matérias-primas a serem utilizadas. Relatos de
Luchiari Filho (2002) afirmaram que o bem-estar do povo esta diretamente
relacionado a sua condigdo alimentar, faz com que a produgcédo animal e vegetal

apresente uma importancia vital para o desenvolvimento das nacoes.



O mundo passa por intensas e profundas transformagdes, as quais estende as
esferas politicas, econémicas, culturais, sociais e tecnoldgicas, o que tem gerado
novas tendéncias de mercado, afeta sobremaneira o perfil do consumidor de carnes e
o seu padrao de consumo (SCHUTER, LEE 1999; REGMI, GETTHAR, 2001).

Na visdo do conceito de marketing societal (KOTLER, 2000), deve-se oferecer
ao consumidor o que € bom em longo prazo e ndao apenas o que ele deseja.
Entretanto, as necessidades societais se afloram, haja vista a preocupagcdo com o
meio ambiente, com a promoc¢ao da saude das pessoas, com a seguranca alimentar,
com o cumprimento dos direitos humanos e com o bem-estar humano e animal.

Inserido neste contexto, objetivou-se comparar o ganho de peso,
histomorfometria intestinal, niveis de IgA e IgG séricas totais, presencga de células IgA
positivas no duodeno e linfonodos mesentéricos de leitbes submetidos a ragdes
experimentais com promotor convencional, com prebiotico, associacdo de ambos, e

sem nenhum promotor de crescimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos 20 anos o setor de alimentos investiu de maneira crescente no
desenvolvimento de uma classe especial de produtos que, além de cumprir 0 seu
papel basico na manutengdo da vida, fornece nutrientes para o funcionamento do
organismo, demonstram potenciais de reduzir o risco de determinadas doencas
(CARLOS et al. ,20083).

Por tratar da fisiopatologia animal, o trato gastrointestinal (TGl) € um relevante
canal para a entrada de patégenos no organismo e desenvolvimento de doengas. O
animal possui barreiras protetoras naturais para prevenir tal invasdo. Na maioria dos
animais existem mais células de microrganismos da microbiota normal do trato
intestinal do que células do préprio animal. A mucosa do TGl possui 0 ambiente ideal
para colonizagdo e crescimento de microrganismos (RICHTER, 1992). Alguns deles
possuem grande importancia na digestao e absor¢do dos nutrientes e participam da
sintese de vitaminas (KOZASA, 1989).

De acordo com Richter (1992), outro papel importante da microbiota € preparar
o intestino do neonato para se tornar um érgao imunolégico, visto que os animais de
laborat6rio com auséncia de colonizacao bacteriana em sua mucosa possuem menos
linfécitos e plasmaécitos na lamina prépria se comparados aos animais convencionais.

O epitélio intestinal promove uma barreira fisiolégica e imunolégica contra
microrganismos e substancias estranhas, € o principal local de defesa do organismo.
Em geral, este sistema imunolégico de mucosa é homeostatico, apesar da
consideravel carga presente no intestino (KASPER et al., 2004)

No utero, o feto € estéril. A aquisicdo da microbiota do neonato ocorre no
nascimento ao adquirir microrganismos da flora vaginal da mae (FULLER, 1989), e
ainda sofrera influéncia do ambiente e, em pouco tempo, estara estabelecida uma
relacdo simbidtica que persiste por toda a vida do animal (HIDAKA, EIDA, 1988;
EWING, COLE, 1994). Vérios fatores influenciam a composicdo da microbiota
intestinal, sendo a composicao da dieta ingerida o mais importante (FERNANDES et
al., 2000).



Relatos de Floch et al. (1972) apud Fernandes et al. (2000) demonstraram que
os agentes antibacterianos endégenos moduladores da microbiota entérica de maior
importancia sdo os acidos biliares. Os animais coprofagicos apresentam maior
quantidade de bactérias no intestino delgado proximal em relacdo aos nao
coprofagicos, mas no colon, o numero é semelhante (LICHTMAN, 2000). Cook (2004)
citou que 1 a 2% do peso animal corresponde a microbiota do TGl.

A secrecdo 4cida gastrica destréi grande parte das bactérias no intestino
delgado provenientes da cavidade oral e ou ingeridas com os alimentos. Com o uso
continuo de antiacidos em humanos, pode-se observar aumento na microbiota do
duodeno. A motilidade intestinal e a imunidade da mucosa intestinal interferem na
composicdo da microbiota intestinal. A barreira anatbmica exercida pela vélvula
ileocecal atua separando as espécies gram-positivas predominantes no intestino
delgado superior das espécies gram-negativas que habitam o célon (MORAIS, NETO
2003).

As principais fungdes da microbiota intestinal s&do: metabolismo, fermentacao
de carboidratos nao digeriveis e de muco, producao de acidos graxos de cadeia curta
e vitamina K, absorcdo de ions, agado trofica do controle da proliferagdo e
diferenciagdo celular, desenvolvimento da homeostase e do sistema imunoldgico,
protecdo contra patdgenos e resisténcia a colonizagdo (GUARNER, MALAGELADA,
2003). Relatos de Katzung (2006) alguns microrganismos do ceco podem contribuir
com a biotransformacéo de diferentes drogas na modificagdo da estrutura inicial da
droga e ou da pré-droga. A biotransformacdo de farmacos e outros agentes
xenobidticos em metabdlitos mais hidrofilicos sdo essenciais para o término de sua
atividade biolégica e para sua eliminagdo do organismo, na maioria das vezes pela
urina.

A microbiota do trato gastrointestinal (TGI) € expressiva na imunidade intestinal
dos animais, pois fornece estimulo primario para o desenvolvimento e maturagdo de
células linféides nas placas de Peyer e todos os componentes necessarios para
iniciar uma reagdo imunolégica pelas células T, células B precursoras das células do
plasma que produzem anticorpos ou imunoglobulinas. Pode estimular a expressao
dos glico-conjugados epiteliais especificos em superficies luminais, os quais vao
servir de receptores para a aderéncia de bactérias (SALMINEM, 1998; DEPLANCKE,
2001).



Cerca de 70 a 80% das células produtoras de imunoglobulinas estao
localizadas no TGl, e mais de 60% da producao diaria total de imunoglobulinas sao
de IgA intestinal. (SALMINEM, 1998; BENGMARK, 2002; BRANDTZAEG, 1989). A
IgA intestinal ou IgA secretéria é produzida por células da mucosa intestinal, e tem
importancia fundamental no intestino contra bactérias e virus. O principal modo de

acao da IgA é evitar a aderéncia de bactérias as superficies mucosas (ORGANNACT)

Os principais desequilibrios da microbiota intestinal estdo ligados a fatores
estressores como a desmama, vacinagao, doengas clinicas ou subclinicas, mudancas
bruscas da alimentagdo, mudanca de ambiente, transporte por longas distancias,
dentre outros, além do uso oral de altas doses de antibidticos e ou por seu uso
prolongado (SALMINEN, DEIGHTTON, GORBACH, 1993).

Como as ragbes de aves e suinos no Brasil sdo formuladas principalmente a
base de milho e farelo de soja, nas granjas com bom manejo alimentar e sanitario, a
maioria dos probidticos e prebidticos podem atender adequadamente ambas as
espécies. Porém deve-se atentar para a especificidade de cada espécie, incluindo a
humana.

Um dos pontos criticos de contaminacgao bioldgica no abate dos animais para
producdo de carne ocorre na abertura das cavidades toracica, abdominal e na
evisceracao, quando microrganismos patogénicos do intestino podem contaminar a
carcaca. Segundo BERENDS; URLINGS; SNIJDERS (1997), 70% sé&o dos préprios
animais e os demais 30% s&o de contaminagdo cruzada, portanto o uso de
antimicrobianos e ou de moduladores da microbiota intestinal na dieta destes animais
pode reduzir este risco, pois favorece o crescimento das bactérias benéficas ao
hospedeiro (MATHEW et al. 1993; COLLET, 2000).

Do ponto de vista de higiene e saude publica da carne, varios avangos foram
feitos como, por exemplo, a diminuicdo da incidéncia de cisticercose suina e
eliminacdo de endo e ectoparasitas de aves e suinos criados em confinamento. As
racdes fornecidas e formuladas para atender as exigéncias nutricionais, promovem a
saude dos rebanhos e ganhos superiores a 1000 g/dia para suinos em fase de
terminacdo (BELLAVER, 2005). Porém, nos ultimos anos tem ocorrido sensivel
mudanca nos paradigmas que dirigem o foco da producdo animal, havendo maior

necessidade de assegurar também a qualidade e a inocuidade da carne.



Os microingredientes  nutricionais sdo  substancias ou  misturas
intencionalmente adicionadas as ragdes com a finalidade de conservar, intensificar ou
modificar suas propriedades desejaveis e suprimir as indesejaveis, obedecidas as
normas de utilizacdo. Nesta classificacdo, como pré-nutrientes incluem-se o0s
promotores de crescimento, convencionais ou nao, segundo o Compéndio de
Brasileiro de Alimentacao Animal (1998).

Os aditivos destinados a alimentagédo animal séo classificados em cinco grupos
(GONZALES, 2004): (1) tecnoldgicos (conservantes, antioxidantes, emulsificantes,
estabilizantes, espessantes, gelificantes, antiaglomerantes, reguladores de acidez);
(2) sensoriais (corantes, aromatizantes e palatabilizantes); (3) nutricionais (vitaminas,
aminoacidos, elementos tragos e fontes purificadas de energia); (4) zootécnicos, que
sé@o os melhoradores da digestibilidade (enzimas, &cidos organicos), melhoradores da
microbiota intestinal (microrganismos e oligossacarideos), promotores de
crescimento, botanicos (ervas, especiarias e extratos, éleos e esséncias de ervas);e
(5) antiparasitarios (anticoccidianos e anti-histomoniases).

A tendéncia européia de remocdo dos antimicrobianos das racdes tem
aumentado a busca de produtos alternativos substitutivos aos promotores
convencionais. Entre esses, de acordo com Fernandes et al. (2000), estdao os
suplementos  probibticos, prebidticos, simbidticos, acidos organicos e
mananoligossacarideos (MOS), entre outros, que podem trazer beneficios a saude
dos animais domésticos. A medida que as bactérias probidticas e os
mananoligossacarideos (MOS) sdo administrados, a condicdo de eubiose se torna
permanente, assim impossibilita o estabelecimento de Escherichia coli, Clostridium
sp, Salmonella sp, aumenta o numero de bactérias benéficas produtoras de acidos
organicos como o acido latico, acético e butirico (OYOFO et al., 1989; ITO et al.,
2004).

2.1 “Status” sanitario ou ecolégico dos animais

O “status” sanitario ou ecologico define a relagdo dos animais com o seu

ambiente particular e especifico, por incluir a microbiota ou o conjunto de organismos



associados aos animais, € 0s organismos presentes nos limites do ambiente fisico e
barreiras sanitarias. Na microbiota incluem-se os virus, bactérias, fungos e parasitas,
e quanto mais eficientes forem as barreiras sanitarias deste ambiente, menores as
probabilidades de contaminacdo dos animais (COUTO, 2002). A partir dessa
definicao pode-se classifica-los em trés grupos distintos: (1) os animais gnotobidticos,
(2) “Specific Pathogen Free” ou SPF (animais livres de germes patogénicos
especificos) e (3) animais convencionais.

Em 1885, Louis Pasteur expressou seu ponto de vista sobre a importancia das
bactérias, ao afirmar que a vida na auséncia de microrganismos seria impossivel
(TANNOCK, 2005). Os animais “germ-free” sobrevivem sem uma microbiota, porém
0s prejuizos sdo significativos para o desenvolvimento imunitario dos mesmos
(BOURLIOUX et al.,2003).

Animais gnotobioticos possuem microbiota associada definida e devem ser
criados em ambientes dotados de barreiras sanitarias absolutas. Referem-se a
animais que possuem microbiota conhecida, ndo existente ou ndo detectavel. A
producao de animais com este padrao sanitario s6 € possivel mediante equipamentos
especiais, como isoladores. O termo gnotobidtico, palavra de origem grega que
significa vida conhecida, pode ser utilizado tanto para animais livres de germes como
para aqueles com um ou mais organismos detectaveis. Assim, em virtude da
quantidade de microbiotas que estejam associadas ao animal, este pode ser
classificado em “germ free” (GF) ou de flora definida (FD). Os animais GF sao
totalmente livres de microbiota e isentos de quaisquer parasitos internos e externos,
podendo ser denominados de animais axénicos, ou seja, animais livres de vida
associada. Os animais GF que foram intencionalmente contaminados com um tipo de
microrganismo ou parasitos especificos sdo denominados de monoxénicos. Os
dixénicos, com dois tipos de microbiota, e o0s polixénicos sao relativos aos
contaminados, deliberadamente, com varias microbiotas (COUTO, 2002).

O mesmo autor classifica os organismos em SPF aqueles livres de
microrganismos e parasitos especificos, porém n&o necessariamente livres de outros
nao-especificos. Sao também denominados de heteroxénicos, pois albergam
somente microrganismos nao patogénicos, incapazes de causar doenga.

A microbiota interage com as células do epitélio intestinal do hospedeiro e

provoca uma resposta continua do sistema imunolégico; este, por sua vez, tende a



desenvolver-se e constitui importante componente do sistema imune (SCHIFFRIN,
BLUM, 2002).

O trato gastrointestinal com a microbiota sdo considerados importantes para a
tolerancia imunolégica (GUARNER , MALAGELADA, 2003; ISOLAURI et al., 2001)

Evidéncias da importancia da microflora intestinal para o desenvolvimento do
sistema imune foram obtidas pelos estudos realizados nos animais “germ-free”.
Nestes animais observou-se que a mucosa intestinal apresentava baixa densidade de
células linféides, as Placas de Peyer eram pequenas € pouco numerosas, € era
reduzida a concentragdo das imunoglobulinas circulantes. Apos a colonizagao destes
animais por microorganismos, os linfocitos intra-epiteliais expandiram-se, os centros
germinativos com células produtoras de imunoglobulinas rapidamente proliferaram
nas Placas de Peyer e na lamina prépria, e a concentracdo de imunoglobulinas
circulantes aumentou (FALK, 1998). O desenvolvimento do sistema imune local e
sistémico com o estimulo da microflora matura o sistema imunolégico, e impede a
estruturacéo de resposta alérgica (KALLIOMAKI, ISOLAURI, 2003)

Os animais convencionais sao 0s que possuem uma microbiota indefinida por
serem criados em ambientes desprovidos de barreiras sanitarias rigidas. Entretanto,
ao introduzir animais em um novo ambiente, sempre € prudente fazer uma
quarentena, por evitar a introdugdo de doencas nado existentes no rebanho em
questdo. Estes sdo utilizados na maioria das pesquisas, pois apresentam menor

preco e maior facilidade de aquisicao e manutencao (COUTO, 2002).

2.2 Antimicrobianos como promotores de crescimento em suinos

Ha relatos desde 1940 sobre o melhor desempenho das aves alimentadas com
sobras oriundas da fermentacdo de tetraciclinas cuja intencdo era suplementar com
residuos de vitamina B12, quando se verificou que o melhor desempenho era efeito
da tetracilicina, e ndo era da vitamina como se pensava (STOKESTAD AND JUKES,
1949 e 1950) citados por Sweden, Ministry of Agriculture (SOU) 1997.

As evidéncias da atuagdo de antibidticos em baixas dosagens como
promotores de crescimento foram se sucedendo, de tal forma que em 1951, a
instituicdo “Food and Drug Administration” (FDA) aprovou o uso de produtos na

alimentagdo animal sem prescricdo veterinaria (JONES, RICKE, 2003). Os termos



aditivo ou promotor de crescimento sdo também associados, algumas vezes, na
midia com a conotag¢ao de serem prejudiciais a saude humana (BELLAVER, 2005). A
definicdo pelo Codex Alimentarius para os antimicrobianos utilizados como aditivos
alimentares nas racfes animais é de melhoradores de desempenho. A falta de
clareza das categorias de microingredientes pode ser minimizada com a proposta
classificatéria feita por Adams (1999), que classifica os alimentos em nutrientes e
nutracéuticos.

Os antimicrobianos agem na microbiota do trato gastrointestinal como
bactericidas ou bacteriostaticos causando efeitos interativos com a fisiologia do
animal, segundo Muramatsu et al. (1994). Atuam isoladamente ou associados aos
quimioterapicos ao promover o crescimento e ou a eficiéncia alimentar, por prevenir e
controlar algumas doencas. Relatos de Mentem (1995), os mesmos sao capazes de
induzir alteragdes da populagdo bacteriana especifica, ao selecionar microrganismos
adaptados ao ambiente luminal modificado. Os mecanismos propostos seriam: efeito
no controle de doencgas subclinicas, na economia de nutrientes, protecao contra a
producdo de toxinas no TGl e efeito metabdlico. Mesmo sem existir conclusdes
precisas sobre a agdo dos antimicrobianos, pressupde-se que estes mecanismos
sejam associados para promover a melhora do desempenho dos animais. O controle
de doencas permite que 0s animais expressem ao maximo o seu potencial genético
para crescimento e deposicdo de carne. A resposta e a dosagem do antimicrobiano
especifico variam conforme a idade do animal, a prevaléncia das doencas dentro do
rebanho e o tipo de aditivos e desafios ambientais em que se encontra o rebanho
(BELLAVER, 2005),

O Instituto de Defesa do Consumidor (IDEC) atua de maneira decisiva no
Brasil com relagdo aos alimentos oferecidos ao consumidor, como ilustrou o episédio
referente a proibicdo da utilizagdo de alguns antibidticos em ragdées animais. Desde
2001, o IDEC solicitava a proibi¢do de seis drogas (carbadox, olaquindox, bacitracina
de zinco, espiramicina, virginiamicia e fosfato de tilosina) usadas em ra¢des de suinos
e aves que, por serem inseguras, ja haviam sido proibidas pela Unido Européia e
Canada. Somente em 2003, quando o IDEC encaminhou representacdo a
Procuradoria Geral da Republica, o Ministério da Agricultura, érgdo incumbido do
registro e autorizacdo dessas substancias, constituiu um grupo de trabalho com

especialistas para avalia-las. Como resultado, em 2004, foi proibida a utilizacdo de
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olaquindox e, em 2005, de carbadox, substancias antes presentes nas racdes
animais, porém com efeitos cancerigenos.

2.3 Substancias prebioticas, fontes e modo de acao

Os prebidticos agem na forma de alimento para 0s microrganismos com
caracteristicas probioticas, que segundo Fuller (1989), sdo as bactérias e ou
leveduras vivas da propria microbiota intestinal ou mesmo suplementadas, que
melhoram o equilibrio da microbiota intestinal. O termo prebiético foi empregado por
Gibson (1998) para designar ingredientes nutricionais nao digeriveis que contribuem
beneficamente com o hospedeiro. Agem estimulando seletivamente o crescimento e a
atividade do metabolismo de uma ou mais bactérias benéficas do colon.

De acordo com Gibson (1998), as substancias classificadas como prebidticos
ndao podem ser hidrolisadas ou absorvidas nas por¢des iniciais do TGlI, fermentam
seletivamente um limitado numero de bactérias benéficas no colon, induzindo efeitos
sistémicos benéficos a saude. Alguns acgucares absorviveis ou nao, fibras, alcoois
derivados de acucares e oligossacarideos estdo dentro da classificacdo de
prebiodticos.

Destes, os oligossacarideos de cadeias curtas de polissacarideos compostos
de trés a dez agucares simples ligados entre si tém recebido particular atengcao pelas
inUmeras propriedades prebidticas Silva, (2000).

Gozzolino et al. (2005) relata que oligossacaridios sao carboidratos com grau
de polimerizacdao de 3 a 10, embora a IUPAC (IUB-IUPAC) de 1982 considere
oligossacaridios todos os carboidratos que contém de 2 a 19 unidades de
monossacaridios, existe um consenso geral dos pesquisadores e agéncias
regulamentadoras que consideram como oligossacaridios carboidratos com grau de
polimerizagéo superior ai0.

Segundo Fernandes et al. (2000), as substancias prebidticas mais conhecidas
sdo: frutoligossacarideos (FOS), os “neosugars” (derivados enzimaticos de FOS),
inulinas (FOS com alto grau de polimerizagdo), lactulose, lactitol,
mananoligossacarideos (MOS) e transgalactosideos (TOS).
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Hidaka et al. (1986), relata que a ingestao de “neosugars” por leitbes aumenta
a populacdo de Enterococcus e Lactobacillus, diminui a de Clostridium, reduz
diarréias, aumenta o ganho de peso e melhora a conversao alimentar.

Os oligossacarideos demonstram excelentes efeitos prebioéticos,ao alimentar
seletivamente algumas espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium e, desta maneira,
reduz a quantidade de outras bactérias como bacteroides, coliformes, e Clostridium.

As substancias prebidticas agem por alimentar e estimular o crescimento de
diversas bactérias intestinais benéficas, cujos metabdlitos atuam ao reduzir o pH, pelo
aumento de 4&acidos organicos. Atuam no bloqueio dos sitios de aderéncia
principalmente a D-Manose, com isso reduz a fixacdo de algumas bactérias
patogénicas na mucosa intestinal, evita a sua adesao ao intestino e também retira os
patdégenos ja aderidos recentemente a mucosa, por eliminar ou evitar a coloniza¢ao
(NEWMAN, 1994).

A ingestdo de carboidratos nado digeriveis aumentou as bifidobactérias
residentes no coélon, cuja microbiota € estavel, isto demonstra que os FOS foram
efetivos no crescimento da microbiota desejavel (YAZAWA, TAMURA, 1982). O
consumo de FOS resultou em supresséo de substancias putrefeitas e na diminuigao
da incidéncia de constipacao intestinal; as bifidobactérias intestinais sao de dificil
reposicdo por via exdgena, e sao bastante sensiveis aos antibidticos, que
desequilibram facilmente a microbiota (FERNANDES et al., 2000). Qualquer alimento
ou ingrediente de racdo que chega até o intestino grosso € em potencial um
prebidtico, porém deve ser fermentado por microrganismos benéficos para que seja
efetivamente considerado como um prebiético de fato (LAN et al., 2005).

Relato de Spring (2000) afirmou que os MOS atuam pela adsor¢cao e remogao
de patégenos do trato intestinal e modulacdo do sistema imunolégico. A habilidade
dos prebidticos de aumentar a resisténcia aos desafios pelos patégenos ja foi
bastante estudada em humanos e animais. Um estudo em camundongos demonstrou
que a suplementacdo de FOS e de inulina na dieta conferiu protecdo contra
patbgenos sistémicos e indutores tumorais (BUDDINGTON; DANOHOO;
BUDDINGTON, 2002), inclusive verotoxina de Escherichia coli O157:H7 e
Campylobacter. Da mesma forma, observou que a alta concentragdo de

oligossacarideos da parede celular vegetal em dietas a base de trigo fornecidas a
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perus alterou a microbiota intestinal de perus jovens, melhorou o estado de saude e
reduziu a populagédo de Salmonella spp. no ceco (SANTOS et al., 2005).

As bactérias produtoras de acido latico podem estimular a imunidade pela
producdo de vitaminas e aumento da capacidade das células das vilosidades de
absorverem lactose, sacarose e maltose, ndo deixa esses agucares disponiveis para
o crescimento de patégenos (VANBELLE; TELLER; FOCANT, 1990). O principal
efeito dos prebioticos de fermentacao seletiva é o aumento no numero de bactérias
produtoras de &cido latico e acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no ceco, ao
reduzir o pH do TGIl. De fato, os prebidticos fermentativos produzem o efeito
antimicrobiano indireto dos &cidos organicos em organismos gram-negativos
susceptiveis. Embora o ceco seja a principal area de fermentacdo da microbiota
intestinal, a fermentagao microbiana no jejuno exerce maior influéncia na digestéo e
na absorgao de nutrientes.

A mensuracdo de AGCC e do pH da digesta no jejuno possibilita avaliar a
influéncia dos aditivos de racdo na fermentacdo microbiana (FERKET, SANTOS
JUNIOR, 2005).

2.3.1 Mananoligossacarideos (MOS)

Os MOS sao carboidratos complexos, derivados da parede celular de
leveduras Saccharomyces cerevisiae, contendo D-manose, glicose e proteina. Apos a
fermentacao da levedura por processo industrial, sua parede celular é separada da
porcao intracelular e submetida a tratamento enzimatico para obtengdo do MOS,
segundo Spring (2000). O Bio-Mos® é originado da levedura Saccharomyces
cerevisae'*?® (ALLTECH, 2005).

Os MOS fosforilados sao derivados da superficie celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026 e atuam como ligantes de alta afinidade, pois
proporciona um sitio de adsorgdo competitiva para determinada classe de bactérias
(OFECK et al., 1977). Patogenos gram-negativos com fimbrias tipo-1 especificas para
manose aderem-se aos MOS e ndo as células epiteliais, e s&o eliminados, preveni a
colonizacdo responsavel por doencas, porém permiti que sejam apresentados as
células imunoldgicas como agentes atenuados, antes de serem eliminados do
intestino (FERKET, SANTOS JUNIOR, 2005). A presenca de MOS adicionado a
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racdo no TGl remove parcialmente as bactérias patogénicas que poderiam aderir a
mucosa intestinal (NEWMAN, 1994). Segundo Duval-Iflah, (2001), devido a
capacidade de interferir na adsorcdo de bactérias patogénicas no intestino, o MOS
também inibe a adsorgcado entre bactérias necessarias a transferéncia de plasmideos
pela conjugacdo. Este tipo de inibicao no TGl de camundongos colonizados com
microbiota humana foi descrito com a utilizacdo de lactose.

Foi demonstrado por Lou (1995) que a suplementagcdo de MOS a dieta
diminuiu a proporcao de grupos especificos de bactérias gram-negativas resistentes
aos antibiéticos nas fezes de suinos. Ferket (2002) observou que a suplementagao de
Bio-Mos® na dieta e o uso de antibiéticos reduziram o teor de AGCC totais da digesta
no jejuno de perus em aproximadamente 40%. Grande parte deste efeito foi atribuida
a redugcdo do acido propidnico, o produto mais importante da fermentagdo da
microbiota, que utiliza amidos e aclcares como principal substrato. O Bio-Mos®
aumentou a disponibilidade de energia da dieta ao diminuir a competicdo da
microbiota com o hospedeiro pelo substrato; de fato, a energia metabolizavel da dieta
aumentou em cerca de 3% apds a suplementagdo de Bio-Mos® ou de virginiamicina a
dieta. Swanson (2002) observou que os prebibticos interferem na fungédo imunologica
de humanos e caes ao estimular as bactérias produtoras de acido lactico.

Os prebidticos possuem muitas vantagens em relagdo aos probidticos, que
requerem a preservacdao da viabilidade da cultura. Muitas bactérias comensais
importantes presentes no intestino saudavel nao podem ser cultivadas ou replicadas
em laboratérios, o que dificulta a sua utilizacdo em produtos comerciais. Entretanto, ja
foi demonstrado em estudos com suinos (KONSTANTINOV et al., 2003) e humanos
(RASTALL et al.,, 2005) que a suplementacdo de prebidticos na dieta estimula a
producao dessas bactérias que ndo podem ser cultivadas. Além disso, ha a vantagem

de serem mais estaveis ao calor e a pressao durante o processamento da ragao.

2.4 Resposta humoral — producao de IgA e IgG sérica total

No passado, a maioria das pesquisas que correlacionavam a produg¢do animal
com imunidade era focada na potencializagdo da resposta imunolégica. Entretanto, a
partir da década de 80, novos conhecimentos a respeito do sistema imunoldgico e

suas inter-relagdes permitiram melhor entendimento da atuacdo sistémica destes
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componentes. Na ultima década, novos estudos apresentaram como objetivo a
compreensao da inter-relagdo entre desempenho zootécnico, exigéncias nutricionais
dos animais com o sistema imunolégico (JOHNSON, 1997; SHURSON, JOHNSTON,
1998).

As Placas de Peyer contém todos os componentes necessarios para iniciar
uma reacao imunoldgica: células T, células B e células dendriticas. As células B sao
precursoras das células do plasma, que produzem anticorpos, as imunoglobulinas e
funcionam, ainda, como células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas. Os antigenos séo recolhidos por essas células, processados e levados as
células T. Reagdes mediadas pelas células T sdo mais eficazes contra patdgenos
intracelulares, enquanto reagcdes mediadas por células B sdo mais eficazes contra
patdgenos extracelulares (TIZARD, 2000).

Os animais livres de bactérias apresentam o ceco dilatado, o tecido linfatico
hipodesenvolvido e niveis reduzidos de imunoglobulinas no soro. A parede intestinal
destes animais é mais fina e ndo se observa a presengca do infiltrado linfo-
plasmocitario na lamina prépria, que € normalmente observado nos animais
convencionais. As respostas imunolégicas na mucosa intestinal sdo diferentes
daquelas que ocorrem sistematicamente. A IgA secretada na mucosa entérica é o
principal anticorpo (AC) do intestino, com a capacidade de impedir a aderéncia de
microrganismos a superficie dos enterécitos. Esta IgA secretora se diferencia da IgA
sérica por se apresentar na configuracao de dimeros, formados pela peca secretora
para conferir resisténcia contra a protedlise na luz intestinal (MORAIS, NETO, 2003).

De acordo com Vanderhoof (2004), o potencial beneficio de se modificar a
composicao de uma microbiota anormal pode ser uma nova forma de abordar tratar e
prevenir os processos inflamatérios no periodo neonatal e na infancia. Segundo Oba,
Cukier, Magnoni (2005), recomendam fornecer suplementagdo com probibticos ou
prebidticos, pois a integridade do TGl é o resultado do delicado equilibrio entre as
citocinas inflamatoérias, as interleucinas 1, 6 e 8 e o fator de necrose tumoral e as
antiinflamatérias, interleucina 1RA, 4 e 10.

A defesa imunoldgica intestinal depende da coordenacao entre enterécitos e
células do sistema imunoldgico, os linfocitos B e T, macréfagos, eosindfilos e

neutréfilos, que povoam a lamina prépria da mucosa. Os enterécitos tém a
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capacidade de sintetizar varias citocinas e quimocinas (CARVALHO, COLLARES-
BUZATO, 2005).

O intestino € o maior sistema imunolégico do organismo. O sucesso do
desenvolvimento do sistema imunolégico da mucosa intestinal requer estimulos
constantes das bactérias intestinais. Da mesma forma que o sistema imunol6gico
intestinal estimula as defesas contra as infeccoes, ele induz a tolerdncia aos
alimentos e as bactérias encontradas na luz intestinal. Os mecanismos moleculares
da inducao da tolerancia oral sdo pouco conhecidos; sabe-se que ela pode ser
modificada pelas caracteristicas genéticas do hospedeiro, do meio ambiente, pela
utilizacado de antibiéticos e dos antigenos administrados (OBA, CUKIER, MAGNONI,
2005).

A importancia do “gut associated lymphoid tissue” GALT, a nivel intestinal,
reside no fato dos intestinos constituirem a via mais importante de entrada de
antigenos no corpo. No grupo desses antigenos podemos incluir proteinas
alimentares, bactérias e outros organismos e proteinas estranhas (SMEETERS
PEETERS, et al., 1988).

Uma ampla variedade de células, mediadores quimicos, especialmente
citocinas e quimiocinas, outros componentes como sistema complemento e
imunoglobulinas estdo envolvidos na resposta imunologica. Dentre os tipos celulares,
os linfécitos, células apresentadoras de antigenos “antigen presenting cells” ou
(APCs), destacam-se por desempenharem funcdes primordiais nesse tipo de
resposta. Entre as APCs estdo os macrofagos, que sao células caracterizadas por
sua alta capacidade de fagocitar e apresentar fragmentos do antigeno internalizado e
processado. As células M também participam da apresentagdo de antigeno, por
captura-los na superficie de mucosa e carrea-los as células apresentadoras de
antigeno das placas de Peyer. Os linfocitos s&o subdivididos basicamente em
linfécitos T e B, os quais apresentam funcgdes distintas. As células T (linfécitos T
“helper”) sao responsaveis pelo reconhecimento do antigeno apresentado pela APCs
e por estimular células linféides, via mediadores quimicos. Outro subtipo de célula T
(linfécito T citotdéxico) tem como papel o ataque direto a células infectadas ou
neoplasicas. Os linfocitos B desempenham como principal fungao a diferenciacdo em

plasmocitos, e, por conseguinte, a sintese de imunoglobulinas. As imunoglobulinas
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sao0 o0s principais componentes solluveis de inter-relagdes com antigenos do sistema
imune.

Mesmo com este vasto arsenal e uma complexa rede de interacbes com outros
tipos celulares, o sistema imunolégico apresenta também o propédsito primordial de
manutencao da homeostase, ou seja, o retorno aos parametros fisioldégico anteriores
a ativacdao antigénica, visto que as condicoes de hiper ou hiporresponsividade
imunolégica sdo deletérias para o organismo. Em determinadas circunstancias, o
sistema imunologico dos animais ndao esta completamente ativo ou desenvolvido,
além de, muitas vezes, estes individuos apresentarem como agravantes situagoes de
estresse, devido ao desmame, mudanca de dieta, formacdo de novos lotes
(KLASING, AUSTIC, 1984; VAN HEUTGEN et al., 1994; DRITZ et al., 1996; MORES
et al., 1998; SAUBER et al., 1999), entre outros. O sistema imunolégico dos animais
pode responder a algum estimulo externo, como em vacinagdées ou em respostas as
infeccdes. A manutencdo das condigdes de homeostasia € de fundamental
importancia, tanto do ponto de vista sanitario como produtivo.

Nos recém-nascidos, a imunidade € o resultado da exposicao intestinal a uma
grande variedade de antigenos, inclusive microrganismos patogénicos e proteinas
dietéticas, o que é importante no desenvolvimento da defesa dos animais jovens
contra diarréias (PORTER, BARRAT, 1987, NEWBY et al. 1984, apud SISSONS,
1989). A boa resposta imunoldgica € uma forma mais eficiente de resistir as doencas
do que uma resposta inflamatéria ativa (HUMPHREY; KOUTSOS; KLASSING, 2000).

Muitos microrganismos realizam multiplas funcbes e seus efeitos na
modulacao imunolégica especifica, ndo especifica e na barreira intestinal, contribuem
para a saude desde os primeiros anos de vida até a velhice (SALMINEN, 2002).

O estabelecimento da colonizagcdo normal no periodo neonatal tem importancia
crucial no desenvolvimento do tecido linféide intestinal, no sistema imunolégico e na
funcdo de barreira do intestino. Por sua vez, o bom desenvolvimento do sistema
imunologico tera consequéncias nos processos alérgicos, infecciosos agudos e
cronicos (YAMASHIRO et al., 2004). A colonizagao do recém-nascido interage com o
desenvolvimento do sistema imunoldgico que por sua vez, aprende a reconhecer que
essas bactérias sdo hospedeiros desejaveis do TGl e dessa forma, contribui para a
saude geral (VANDERHOOF, YOUNG, 2004; SAKATA et al., 2005).
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Segundo Ferreira (2005), a necessidade de suplementacdo de nutrientes na
atuacdo do sistema imunolégico ainda ndo foi bem elucidada; por esta razdo, os
nutricionistas formulam dietas para atender as necessidades do maximo potencial de
crescimento, de mantenca, nos diferentes estagios fisioldgicos e de producao, além
de disponibilizar um 6timo nivel de nutrientes para a adequada ativacao e
responsividade do sistema imunolégico. Os ajustes metabdlicos resultantes da
ativacao do sistema imunolégico redistribuem os nutrientes ingeridos para outras vias,
fora do processo de crescimento (STAHLY, 1994).

As bactérias produtoras de acido lactico aumentam a atividade de macroéfagos
e linfécitos (SISSONS, 1989). Manning, Gibson (2004) relataram que o aumento no
nuamero de bactérias produtoras de acido lactico estimulou a atividade fagocitica, ou
seja, resposta imunoldgica celular e ou a secrecdo de IgA, resposta imunolédgica
humoral, e pode afetar a colonizagao de patégenos, como Salmonella e rotavirus.

Espera-se que MOS provoque um aumento na resposta dos anticorpos devido
a capacidade do sistema imunoldgico de reagir ao material antigénico estranho de
origem microbiana. Parte da estrutura da parede celular da levedura presente no
MOS fosforilado consegue gerar propriedades antigénicas potentes (BALLOU, 1970).
A medida que o MOS estimula a secrecdo de IgA no lumén intestinal, os agentes
patogénicos tornam-se mais labeis a agéo fagocitica dos linfécitos da lamina prépria
do intestino. Todos os animais criados em granjas convencionais estdo sujeitos ao
estresse imunologico, que depende do desafio promovido pela carga de patégenos
no ambiente e pelo programa de vacinagdo adotado (FERKET, SANTOS JUNIOR,
2005).

A placenta do tipo epiteliocorial, encontrada nos suinos, impede a transferéncia
de imunoglobulinas maternas para o feto em desenvolvimento. Assim, leitdes ao
nascer sao praticamente agamaglobulinémicos, dependem inteiramente do colostro
para aquisicdo das imunoglobulinas que irdo conferir a protecédo inicial, necessaria
para sua sobrevivéncia (BRAMBELL, 1958). Para a maior parte dos animais
domésticos, incluindo os suinos, a imunoglobulina G, que se apresenta com
concentracdo maxima no colostro por ocasido do parto, constitui a mais importante
classe de anticorpos.

As imunoglobulinas da classe G (IgG) exercem inumeras fungdes biolégicas

importantes por interagirem com varios tipos celulares. A base desta interagéo é a
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ligacdo dos dominios Fc (fragmento cristalizavel) da IgG com receptores especificos
(FcyR: Fc “gamma receptors”) presentes nas membranas de células do sistema
imunoloégico, que sdo importantes mediadores da ligacdo entre as respostas imunes
humoral e celular. Estimula uma variedade de respostas biol6gicas, dependendo do
tipo celular, do tipo de receptor Fcy e da natureza do complexo de IgG. Estas
respostas incluem processos diretamente relacionados com a eliminagdo de
antigenos como a fagocitose, ativagdo do complemento, citotoxicidade celular
dependente do anticorpo, geracdo de espécies reativas de oxigénio, liberacdo de
enzimas lisossomais, “clearance” de imunocomplexos e regulacdo da producao de
anticorpos (DAERON, 1997).

2.5 Morfologia da mucosa intestinal de leitdoes

Os leitdes desmamados na terceira semana de vida tém o sistema digestivo
agredido pelos nutrientes da dieta sélida, as quais promovem altera¢des na funcao e
modificagdes na mucosa intestinal (SOTO, 1999), além de que alguns nutrientes
protéicos atuam como antigenos a mucosa intestinal. De acordo com Smink (2003), a
grande preocupacao dos nutricionistas é formular racées complexas que ndo agridam
a integridade das vilosidades intestinais e também n&o causem diarréias devido a
baixa digestibilidade, pois o sistema digestivo ainda é imaturo. O periodo pos-
desmame é a fase mais critica ao leitdo, pois sdo varios os fatores desafiadores a
esta nova fase, que variam quanto a incidéncia, duragcédo, e severidade, “status”
sanitario e o limiar da barreira de entrada de novas doengcas em cada granja
(STOKES et al., 2001).

A fungdo mais importante dos enterdcitos é absorver as moléculas dos
nutrientes produzidos durante a digestdo. Ocorrem prejuizos da absor¢cdo em
doencas marcadas pela atrofia das mucosas intestinais, causadas por infeccdes ou
deficiéncias nutricionais, gerando a sindrome da ma absorcdao (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). Como o sistema digestivo dos suinos se assemelha com o dos
seres humanos, estas consideracdes também sao validas aos suinos. A presenca de
pregas da mucosa, vilosidades e microvilosidades aumentam em muito a superficie

de revestimento intestinal, caracteristica importante num érgao onde a absorgao
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ocorre tao intensamente. Calcula-se que as pregas aumentem a superficie intestinal
em cerca de trés vezes, as vilosidades em cerca de 10 vezes e as microvilosidades
em cerca de 20 vezes. Em conjunto, estas estruturas sao responsaveis por um
aumento de aproximadamente 600 vezes na mucosa intestinal, isto resulta numa area
aproximada de 200 m? em toda extensdo em humanos.

No duodeno, a submucosa apresenta as chamadas glandulas duodenais ou de
Brinner. Na base das vilosidades intestinais, encontram-se as glandulas intestinais
ou de Lieberkiihn, nas quais se localizam as células de Paneth, produtoras de
lisozima, células enteroenddcrinas, produtoras de horménios polipeptidicos, bem
como as células M (Atlas digital de Histologia).

As células caliciformes est&o distribuidas entre as células absortivas. Elas séo
menos abundantes no duodeno e aumentam em numero em diregdo ao ileo.
Produzem glicoproteinas &cidas do tipo mucina, que s&o hidratadas e formam
ligagbes cruzadas entre si para originar o muco, cuja fungao principal é proteger e
lubrificar o revestimento intestinal (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). A presenca de
células caliciformes é uma caracteristica distintiva das superficies das mucosas nas
regides Umidas que se comunicam com 0 meio exterior, por apresentar uma camada
de muco sobre o tecido epitelial. A atividade secretora exibe duas vias de secregao: a
secrecao constitutiva, que ocorre em taxa basal constante ao longo do ciclo de vida e
ndao depende de regulacdo, a exocitose de uma vesicula secretora por vez é
dependente dos movimentos do citoesqueleto; a outra via corresponde a secrecao
estimulada ou seletiva, a qual é desencadeada em resposta aos estimulos externos e
ndao depende diretamente do citoesqueleto (CARVALHO, COLLARES-BUZATO,
2005). O muco é uma secrecao espessa, composta, principalmente por &gua,
eletrélitos e a mistura de varias glicoproteinas, que consistem em grandes
polissacarideos ligados a quantidades menores de proteinas. Tem propriedades
aderentes, ao alimento ou a outras particulas, permitindo também que se espalhe na
forma de fina pelicula sobre as superficies das mucosas. Sua consisténcia €
suficiente para recobrir a parede intestinal e impedir o contato das particulas
alimentares com a mucosa. Tem baixa resisténcia ao deslizamento. Promove a
aderéncia das particulas fecais, as quais formam o bolo fecal. O muco é muito
resistente a digestdo pelas enzimas gastrintestinais, tem capacidade de tamponar
pequenas quantidades de acido ou de alcalis (GUYTON, 2002).
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Na mucosa intestinal, além das células absortivas, enteroendécrinas e
caliciformes, s&o encontradas também as células de Paneth. S&o células exdcrinas,
contém grandes granulos de secre¢cdes no seu interior, cujo conteudo é rico em
lisozimas, devido a sua atividade antimicrobiana, atacando bactérias causadoras de
doencas a medida que elas aparecem, podem desempenhar um papel fundamental
no controle da microbiota intestinal, no mecanismo de inflamagdes e outras
disfuncbes gastrointestinais. Nunca foi entendido claramente como o sistema
imunologico inato protege de infecgcdes no intestino, exposto constantemente a
bactérias, fungos, protozodarios e virus; esse 6rgdo esta sempre em alerta para
eliminar os agentes infecciosos imediatamente quando atacam, sem precisar produzir
anticorpos especificos (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). A renovagdo de todo
epitélio intestinal € substituido a cada quatro ou seis dias por novas células criadas
pelas criptas. As células de Paneth se alojam nas criptas e agem como sentinelas
que protegem essa renovagado celular contra infecgbes, secretando rapidamente
peptideo defensina, eficaz na eliminacdo de bactérias, ndo reagindo as infec¢des
provocadas por fungos ou protozoarios. Segundo Ouellette (2000), a funcédo dessas
células pode esclarecer como o intestino libera a passagem de moléculas de
alimentos pelas paredes intestinais para o organismo sem permitir a passagem de
bactérias potencialmente patogénicas no intestino.

Em relatos de Junqueira, Carneiro (2004), as células absortivas sdo colunares
altas, no apice de cada existe uma camada homogénea denominada borda em
escova. Quando observada ao microscopio eletrénico, a borda em escova € vista
como uma camada de microvilosidades densamente agrupadas, e cada
microvilosidade ¢é uma protusdo cilindrica do citoplasma apical, com
aproximadamente 1 um em altura por 0,1 um de didmetro, consiste em uma
membrana celular que envolve um eixo de microfilamentos de actina associadas a
outras proteinas do citoesqueleto. Estima-se que cada célula absortiva possui, em
média, 3000 microvilosidades e que 1 mm? de mucosa contenha cerca de 200
milhdes destas estruturas.

A replicacdo dos enterdcitos ocorre nas criptas, as quais apresentam grande
capacidade mitética. A medida que as células das criptas intestinais se multiplicam,
migram para a base da vilosidade, com isto empurram as outras para o apice da

vilosidade. No percurso da migracao, as células amadurecem, vao se transformando
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da condicdo de células indiferenciadas ou jovens ainda na cripta para células
absortivas, caliciformes ou enteroendécrinas. A descamagdo ou renovagado das
células das vilosidades ocorre devido a varios fatores, idade, atrito do fluxo diario do
quimo, tipo da dieta, estado de saude do intestino, dentre muitos outros (RIBEIRO,
1996).

A associacdo da menor altura das vilosidades e da maior profundidade das
criptas, observada no periodo pds-desmame, com a redugcdo na atividade das
enzimas intestinais, ligadas aos enterocitos na regido do “brush border”, foi
amplamente estudada por HAMPSON (1986), HAMPSON, KIDDER (1986) e
PLUSKE et al. (1996), porém, provavelmente influenciado por fatores adversos, esta
relacdo nem sempre tem obedecido a hipétese da associagéo citada.

As pesquisas realizadas tém procurado associar a redugdo na altura das
vilosidades e incremento na profundidade das criptas. Apés o desmame, com a
reducdo na atividade especifica das enzimas presentes na borda em escova dos
enterdcitos, nos dias seguintes ao desmame, acreditava-se que um aumento na taxa
de proliferagdo celular nas criptas e na migracdo dos enterécitos as vilosidades,
aumentaria o numero de enterécitos imaturos com pouca atividade digestiva e
absortiva (Smith, 1984; Hampson, 1986; Hampson, Kidder, 1986; Pluske et al., 1996).
No entanto, a grande variabilidade nos experimentos nem sempre tem resultado em

diferencas significativas nas atividades das enzimas.

Segundo Miller et al. (1984), a reducdo do comprimento das vilosidades
intestinais reduz a producado e a atividade de algumas enzimas como a isomaltase,
sacarase e lactase da borda em escova dos enterdcitos. Tal fato pode ser explicado
devido a alta taxa de reposicao celular pelas criptas, na tentativa de repor as células
perdidas pelas vilosidades, permite que enterécitos imaturos cheguem ao apice dos
vilos, sem expressar acao enzimatica (HAMPSON, KIDDER, 1986). A reducao do
comprimento das vilosidades € menos acentuada no final do intestino delgado, mas
devido a auséncia de alimento no lumen nas primeiras horas pés-desmame pode ser
a causa da baixa agao das peptidases (HEDEMANN; HOJSGAARD; JENSEN, 2003).
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2.6 Imunoistoquimica de células IgA positivas

As células IgA positivas deslocam do intestino por meio da corrente sanguinea,
migrando para os locais efetores, como os linfonodos mesentéricos. Nos suinos, 90%
das células que contém imunoglobulina na lamina propria, produzem IgA (TIZARD,
1998).

A imunoglobulina (IgA) é a principal imunoglobulina na mucosa intestinal
Mestecky; McGhee (1987) . Os AC poliméricos IgA sédo produzidos pelos plasmaocitos
na lamina prépria do trato intestinal (Tl), os quais se ligam aos receptores poliméricos
de imunoglobulina (pIR) na base do epitélio.

O complexo de IgA e plIR sofrem endocitose e transporte vesicular até a
superficie apical dos enterécitos, os quais sdo secretados no lumen intestinal. Os
plasmocitos sdo derivados das células B, e produz IgA pela mudanga da produgéo de
IgM , pela atividade de citocinas do perfil Th2 na placa de Peyer e linfonodos
mesentéricos. Estas células ao produzir IgA , em seguida migram para a lamina
propria intestinal (HUSBAND et al., 1999; MC INTYRE, STROBER, 1999).

A maioria das células produtoras de IgA do intestino delgado pertencem ao
recente classificado B células da linhagem B1. As Células B1 estdo amplamente
distribuidas na cavidade abdominal e migram para a lamina prépria do TI.

As células produtoras de IgA migram para a base das membranas basais,
pelas quimiocinas expressas na células epiteliais (KUNKEL et al, 2000; KUNKEL et
al, 2003). As quais aumentam a producéao e secrecao de IgA.

Os neurotramissores, denominados substancia P (SP), aumentam a producao
de IgA no trato intestinal, enquanto que o polipeptidio vasoativo “VIP” e a
somatostatina diminui a producao IgA. (PASUCAL et al., 1994; STANISZ, BEFUS,
BIENENSTOCK, 1986)

A evidéncia morfolégica de mastécitos e plasmacitos, cujas células estao
proximas das fibras nervosas na lamina propria, sustenta a hipétese que o sistema
nervoso regula a producdo de mediadores imunes (CRIVELLATO et al., 1998;
GOTTWALD, LHOTAK, STEAD, 1997).

Como muitos agentes invadem o organismo pela superficie de mucosas é
desejavel induzir a producdo de anticorpos protetores nestas superficies
(OUWEHAND et al.,1999). As placas de Peyer presentes no tecido linféide associado
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ao intestino ou GALT sao conhecidas por regular a producao de IgA secretora (YUN,
LILLEHOJ,H., LILLEHOJ,E., 2000). Desta forma, a utilizacdo de agentes capazes de
estimular a resposta local, como adjuvantes orais, seria uma das alternativas para a

prevencao de colonizagdo de microrganismos patogénicos.
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3. MATERIAL e METODOS
3.1 Local e instalacoes

O experimento foi realizado na Granja Piracaiba no municipio de Araguari, MG,
que possui sistema de criacdo de suinos em ciclo completo, com 450 matrizes, de
“status” sanitario convencional. O setor de creche, local do alojamento dos leitdes do
experimento, era composto de vinte baias suspensas de 3 m? (1 x 3), separadas por
grades metalicas. Cada baia possuia bebedouro tipo chupeta instalada em angulo de
45° com altura regulavel. O comedouro era do tipo semi-automético, com cinco
bocas por baia. O piso na area do comedouro era compacto (1/3) e os 2/3 restantes
eram constituidos de ripado metélico. A temperatura ambiente era controlada com

manejo das portas e campanulas elétricas.

3.2 Animais

Foram utilizados 100 leitbes machos castrados, da mesma composi¢ao
genética, peso médio inicial de 5,80 kg, aos 21 dias de idade, quando foram
desmamados, transferidos para o setor de creche e alojados em grupos de cinco
leitbes por baia. Finalizado o experimento, o peso médio foi de 24,09 kg aos 63 dias

de idade (42 dias de experimento).

3.3 Tratamentos e Racoes Experimentais

Os promotores de crescimento foram adicionados as ragdes pré-inicial, inicial 1
e 2 dos leitdes, que foram fornecidas na fase pds-desmama, desde o dia zero (dia do
desmame ou 21 dias de idade) até a saida da creche (42 dias pés-desmame ou 63
dias de idade), de acordo com os diferentes tratamentos e protocolo de utilizagdo do
prebiético Bio-Mos ©.

3.3.1 Tratamentos

Os quatro tratamentos utilizados foram:
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T1= Racgéo basal com promotor de crescimento convencional (sulfato de colistina, 40
ppm);

T2= Racéo basal sem nenhum promotor de crescimento;

Ts= T + prebiético Bio-Mos ©;

T4= T2 + prebiotico Bio-Mos ©.

A dosagem do Bio-Mos © seguiu o protocolo recomendado pelo fabricante
ALLTECH, de acordo com as diferentes faixas de idade, conforme discriminado no

quadro abaixo:

RACAO IDADE (dias) | DOSE Bio-Mos® PERIODO '
Racao pré-inicial 21-35 4 kg/t P1: de 21 aos 35 dias de idade
Racao inicial 1 36 —49 2 kg/t P2: de 36 aos 49 dias de idade
Ragéo inicial 2 50 - 63 1 kg/t P3: de 50 aos 63 dias de idade

Quadro 1. Protocolo de utilizacdo do Bio-Mos ®

! A somatéria dos trés periodos de fornecimento de ragéo, ou seja, dos 21 aos 63 dias de idade dos
leitdes, perfaz o periodo total (PT) do experimento de 42 dias de duragao.

3.3.2 Ragbes Experimentais
As racoes experimentais foram formuladas de modo a atender as exigéncias
nutricionais minimas dos animais, suinos machos castrados de alto potencial genético

de médio desempenho, conforme a TAB. 1.

Tabela 1 - Niveis nutricionais das rag6es experimentais utilizadas de 21 aos 63 dias
de idade nos diferentes periodos.

Niveis Nutricionais' Pré-Inicial Inicial 1 Inicial 2
Energia metabolizavel (kcal’kg) 3.240,00 3.382,00 3.250,00
Proteina bruta (%) 20,00 20,42 18,00
Calcio (%) 0,80 0,81 0,70
Fosforo disponivel (%) 0,40 0,40 0,32
Lisina (%) 1,33 1,15 0,95

" Os niveis nutricionais calculados para os trés tipos de racdo foram iguais ou superiores aos
preconizados por ROSTAGNO et al. (2005).
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As formulacdes das ragdes utilizadas em cada periodo (P1, P2 e P3) estao
detalhadas nas TAB. 2, 3 e 4. Foi utilizado o misturador de ragdo vertical com

capacidade para 1.000 kg, da marca Nogueira modelo N1000.

Tabela 2 - Composicao percentual e pregos da racao pré-inicial fornecida no P1, nos
diferentes tratamentos.

INGREDIENTES (kg) TRATAMENTOS

T1 T2 T3 T4
Milho 35,55 35,60 35,15 35,20
Farelo de soja 19,40 19,40 19,40 19,40
Bolacha moida 5,00 5,00 5,00 5,00
Nucleo ' 40,00 40,00 40,00 40,00
Bio-Mos ©?2 - - 0,40 0,40
Colistina 0,05 - 0,05 -
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
R$ / kg 2,306 2,291 2,345 2,330

" Composicdo do Nucleo Porcelo 400 (garantia’kg): Mn (134,7 mg); Zn (6571 mg); Fe (224,59 mg);Cu
(359,46 mg); | (2,25mg); Se (0,68 mg); Vit A (15.435 Ul); Vit D3 (2.835 )UI; Vit E (69,39 mg); Vit K3
(4,55 mg); Vit B1(5,8 mg); Vit B2 (17,11 mg); Vit B6 (7,53 mg); Vit B12 (37,17 mcg); Ac. Félico (1,62
mg); Ac. Pantoténico (40,21 mg); Niacina (77,23 mg); Biotina (322 mcg); Colina (1.665 mg);
Metionina (6,57 g) ; Lisina (16,92 g); Antioxidante (373 mg); Na (5,85 g) - PB (Minimo 15,30%); EE
(Maximo 9,67%); FB (Maximo 1,18%); Umid. (Maximo; 12%); M Mineral (Maximo 12,57%,); Célcio
(Maximo 1,92%,); Fosforo (Minimo 1,10%).

% Bio-Mos ®: 30% de mananoligossacarideo fosforilado; fornecedor: Alltech.

® Colistin 8%; fornecedor: Uniquimica.
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Tabela 3 - Composi¢ao percentual e precos da racdo Inicial 1 fornecida no P2, nos
diferentes tratamentos.

INGREDIENTES (kg) T1 T2 T3 T4
Milho 43,85 43,90 43,65 43,70
Farelo de soja 25,80 25,80 25,80 25,80
Oleo de soja refinado 0,30 0,30 0,30 0,30
Bolacha moida 5,00 5,00 5,00 5,00
Nucleo 25,00 25,00 25,00 25,00
Bio-Mos ®2 - - 0,20 0,20
Colistina 0,05 - 0,05 -
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
R$ / kg 1,436 1,421 1,475 1,460

" Composicédo do Nucleo Porcelo 250 (garantia/kg): Mn (215,53mg); Zn (7.722 mg); Fe (360mg);Cu (574 mg); | (3,6
mg); Se (1,08 mg); Vit A (21.600 UI); Vit D3 (4.500 Ul); Vit E (94,93mg); Vit K3 (7,2 mg); Vit B1(5,94 mg); Vit B2
(21,24 mg); Vit B6 (8,88 mg); Vit B12 (56,16 mcg); Ac. Fdlico (1,26 mg); Ac. Pantoténico (52,83 mg); Niacina
(113,04mg); Biotina (377,83 mcg); Colina (1.575 mg); Metionina (6,75 g) ; Lisina (16,53 g); Antioxidante (400
mg); Na (9 g) - PB (Minimo 13,50%); EE (M&ximo 10, 70%); FB (Maximo 1,21%); Umid. (M&ximo; 12%); M
Mineral (Maximo 17,20%); Célcio (Maximo 2,93%); Fésforo (Minimo1,41%).

2Bjo-Mos ©: 30% de mananoligossacarideo fosforilado; fornecedor: Alltech.

3 Colistin 8%; fornecedor: Uniquimica.

Tabela 4 - Composicdo percentual e preco da ragao Inicial 2 fornecida no P3 nos
diferentes tratamentos.

INGREDIENTES (kg) = T2 TRATAM%\‘TOS T2

Milho 51,65 51,70 51,55 51,60
Farelo de soja 34,00 34,00 34,00 34,00
Oleo de soja refinado 3,30 3,30 3,30 3,30
Aclcar 5,00 5,00 5,00 5,00
Nucleo' 6,00 6,00 6,00 6,00
Bio-Mos® - - 0,10 0,10
Colistina® 0,05 - 0,05 -
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
R$ / kg 0,672 0,658 0,711 0,696

" Composigéo do Nicleo Porcelo 60 (garantia/kg): Mn (224,04 mg); Zn (16.392,90 mg); Fe (812,6 mg);Cu (2369
mg); | (4,5 mg); Se (4,5 mg); Vit A (90.306 Ul); Vit D3 (18.765 Ul); Vit E (377,64 mg); Vit k3 (28,8 mg); Vit
B1(15,4 mg); Vit B2 L(63,17 mg); Vit B6 (30,51 mg); Vit B12 (225,2 mcg); Ac. Folico (5,29 mg); Ac. Pantoténico
(180,7 mgq); Niacina (452,61 mg); Biotina (1060 mcg); Colina (2.700 mg); Metionina (23,5 g) ; Lisina (29,7 g);
Antioxidante (167,19 mg); Na (33,5 g); Treonina (23,08 g); Ca (120 g); P (50,84 g); Aditivo acidificante (66,7 g);
Fluor (Maximo: 508,4 mq); Sol. P em Ac Citrico 2%; (90% Maximo)

%Bio-Mos ®: 30% de mananoligossacarideo fosforilado; fornecedor: Alltech

8 Colistin 8%; fornecedor: Uniquimica.
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3.4 Ganho médio diario de peso (GMDP)

Para posterior determinacdo do ganho médio diario de peso (GMDP) e
consumo de ragao por tipo de racdo e por tratamento, os animais, as ragdes
consumidas e suas sobras foram pesados nos dias 0, 14, 28 e 42 pos-desmama.

Para a realizacdo das pesagens foi utilizada uma balanga mecénica Filizola,

com subdivisdes de 100 gramas, com carga maxima para 50 kg.

3.5 Histomorfometria Intestinal

3.5.1 Colheita de tecidos e fixacao

Foram abatidos doze leitdes com 63 dias de idade, sendo trés por tratamento,
seguindo as normas do abate humanitério. Imediatamente ao abate, abriu-se a
cavidade abdominal e foram colhidos fragmentos dos intestinos delgado e grosso,
sendo duodeno, jejuno, ileo e colon respectivamente, além de linfonodos
mesentéricos. Todos os fragmentos foram colhidos sob 0s mesmos critérios
anatdémicos, o duodeno distalmente a 10 cm do piloro, o jejuno distalmente 150 cm do
piloro e o ileo a 15 cm apds observacado na mudanca visual do tecido do 6rgao, que o
caracteriza.

Os fragmentos anelares perfaziam cerca de 1 cm de comprimento e foram
abertos no sentido longitudinal, lavados cuidadosamente com soro fisiologico
procurando-se preservar ao maximo as vilosidades, com a superficie da mucosa
voltada externamente; as extremidades do corte foram grampeadas em papel cartao
grosso de cor branca, com grampos de aluminio para evitar o fechamento luminal do
tecido. Foram colocados em solugcao aquosa a 10% de formol PA, tamponada com
fosfato monobésico de sédio e fosfato dibasico de sdédio com pH 7,4 para fixacdo, que
paralisa o metabolismo celular e preserva as estruturas do tecido para os
procedimentos posteriores. A fixagéo evita a autdlise celular, impede a proliferagéo de
microrganismos e leva ao endurecimento do tecido para resistir aos tratamentos
posteriores. O fixador ndo deve causar danos ao tecido ou gerar artefatos na lamina.

Cada fragmento, intestino e linfonodo, foi acondicionado em frasco individual.
Apds 24 horas, os fragmentos de tecidos foram transferidos para solu¢ao de éalcool
etilico PA (AE-PA) diluido a 70% em &agua destilada (Ad), cujo objetivo foi evitar o

excesso de impregnacao de formol, referentes as andlises imunoistoquimicas.
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3.5.2 Preparo dos fragmentos

Os tecidos foram desidratados em AE-PA, em uma seqiéncia de
concentracdes crescentes de 85 e 95 %, sempre diluidos em Ad, e trés baterias AE-
PA (100%), por 30 min em cada passagem.

Procedeu-se a clarificacdo em trés passagens de xilol PA (Xi-PA) (100%) de 30
min por etapa. Posteriormente, o fragmento de tecido foi imerso em trés cubas de
parafina histolégica fundida entre 56 ¢ a 58 °C, por 30 min por secdo, Os fragmentos
foram emblocados em recipientes metalicos a temperatura ambiente.

No micrétomo, cortes com a espessura aproximada de 5 ym foram obtidos, e,
em seguida, transferidos para agua a temperatura de 36° a 40°C, removeu-se as
possiveis rugas da fita de parafina contendo o corte,com isso facilitou a aderéncia

adequada na lamina de vidro previamente albuminada.

3.5.3 Coloracao de hematoxilina-eosina

As laminas foram secas em estufa a 50° C por 2 horas, para melhorar a
aderéncia do corte. Depois de retiradas e resfriadas a temperatura ambiente, foram
submetidas a duas passagens em Xi-PA por 10 min e uma vez de Xi-PA por 3 min
por secdo, promovendo a desparafinacdo. Em seqiéncia, foram reidratadas em trés
etapas de AE-PA absoluto Ill, I e I, 10 s por vez e, em seguida, em AE-PA 95% ,
85%, € 70% por 10 s em cada. Posteriormente, procedeu-se a lavagem em agua
corrente (A/cr) por 20 min, e Ad por 05 min. As laminas foram, entdo, coradas com
hematoxilina de Meyer por 15 min, lavadas em A/cr por 20 min removeu 0 excesso de
corante, e depois em Ad por 05 min. Em sequéncia, foram coradas com eosina por 12
s e lavadas em A/cr e Ad por 3 s. A desidratagdo das laminas foi obtida em séries
crescentes de AE-PA (70%, 85%, 95%) por 10 s, absoluto I, ILIIl por 10 s. Em
seguida, em Xi-PA LILIII por 01 minuto por etapa. As laminas foram montadas com

laminula e o selante entellan ©.
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3.5.4 Analise morfométrica da mucosa intestinal

Para a realizacdo das analises morfométricas da mucosa do duodeno, jejuno,
ileo e célon, as imagens foram captadas em aumento de 40 vezes, utilizou-se o
microscépio éptico Olympus BX 40 com camera Olympus OLY 200, acoplada a um
computador, pela placa digitalizadora Data Translation 3150. Estas mensuracoes
foram obtidas pelo programa de analise de imagens HL Image 97 (Western Vision
Softwares).

Foram mensuradas 10 vilosidades e 10 criptas por lamina, processou trés
laminas de cada segmento intestinal por animal e trés animais por tratamento.

O numero de vezes em que a superficie da mucosa intestinal € aumentada (M)
foi calculado, seguindo o método proposto por Kisielinski et al. (2002):
LVXCV)+ (L;’ n chjz —('-;/jz

M=
2
)

2 2
Onde:

M = Numero de vezes em que a superficie da mucosa intestinal é aumentada;
LV = Largura média do vilo;
CV= Comprimento médio do vilo;

LC = Largura média da cripta.

3.5.5 Porcentagem de células caliciformes por area delimitada

Das laminas montadas, algumas foram coradas por azul de alcian e com PAS
(Periodic Acid Schiff), tingindo de azul escuro as areas ricas em glicidios,
representam as glicoproteinas que compdéem o muco secretado pelas células
caliciformes; as demais areas assumem coloragdo no tom de rosa claro.

A analise quantitativa das células caliciformes foi realizada em uma regiéo
previamente delimitada da mucosa com vilosidades integras dos segmentos
duodeno, jejuno e ileo do intestino delgado, e célon, do intestino grosso. As imagens
foram visualizadas em aumentos de 40X, utilizou microscépio 6ptico Olympus BX 40
com camera Olympus OLY 200, conectada ao computador pela placa digitalizadora

Data Translation 3150; posteriormente, foram capturadas e segmentadas por
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“threshold” ou contraste limiar, conforme (WALDEMARIN, BELETTI, COSTA, 2004),
apos formou-se imagens binarias onde as areas de células caliciformes ficaram
pretas, e as demais em branco (Figura 1). O percentual da cor preta nas areas
delimitadas evidenciou a regidao das células caliciformes, que foi calculado pelo
programa de analise de imagens HL Image 97 (Western Vision Softwares).

equivale a 100 micrémetros

FIGURA 1. Exemplo de imagem digital (A) e binaria (B) segmentada por
“threshold”. Corte histoldgico do célon de leitdo com 63 dias de idade,
coloracao azul de alcian e PAS (Periodic Acid Schiff). Setas de cor azul
exemplificam regides de células caliciformes.

Corou-se pelo Alcian Blue por 45 min, lavou-se em A/cr / 5 min, em seguida em
Ad /5 min; oxidou-se com &cido periédico a 0,5% / 10 min, lavou em_A/cr /5 min e em
duas mudas em &gua destilada, tratou-se pelo reativo de Schiff / 10 min, passou
pelos banhos sulfurosos por 3 vezes dois min em cada, lavou-se em A/cr por 10 min .

As laminas foram montadas com laminula e o selante entellan ©.
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3.6 Colheita de sangue

Colheu-se 3 mL de sangue de cada leitdo nos dias 0, 14 e 42 dias de
experimento, na veia jugular, com agulha descartaveis BD 0,7X25 e seringas
descartaveis de 5 mL, armazenados em tubo de ensaio. Os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por trés horas para coagulacao; depois, armazenados em
geladeira, por duas horas, por facilitar a retracdo do coagulo. Apds a centrifugagao,
em 1200 G por cinco min, procedeu-se a separagao dos soros, 0os quais foram
armazenados a temperatura de -20°C até a realizacédo do teste ELISA.

3.7 Conjugacao do anticorpo com a biotina

A dosagem de IgA sérica total pelo teste ELISA “enzime linked immunosorbent
assays”, segundo Mineo (1980),0 primeiro passo € a conjugacao do anticorpo anti-IgA
suina com biotina, abaixo descrita:

O anticorpo de cabra anti-IgA suina (Serotec, Oxford, England) foi marcado
com biotina de acordo com o seguinte protocolo: 250 ug de N-hidroxisuccinida-biotina
(Sigma Chemical Co., EUA) foram adicionadas a 1 mg de anticorpo anti IgA suina
diluido em tampao borato de sédio 0,1M (pH 8.8). A mistura foi incubada por 4 horas
a temperatura ambiente sob agitacao lenta. Em seguida, 20 uL de solucao de NH,CI
a 1 M foram adicionados para cada 250 ug de biotina e incubados por 10 min a
temperatura ambiente. O anticorpo marcado foi dialisado contra PBS para remover a
biotina ndo ligada, com pelo menos seis trocas durante 48 horas; posteriormente
armazenado a - 20°C.

3.8 Dosagem de IgA sérica total pelo teste ELISA

A dosagem de IgA total no soro dos leitdes dos quatro grupos de tratamentos
foi realizada por ELISA, conforme anteriormente descrito (RODRIGUES, 2002).
Placas de poliestireno de alta afinidade com 96 pogos (Corning Incorporated Costar®,
Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), foram sensibilizadas (50 uL/poc¢o) com o
anticorpo monoclonal (AC de captura) de camundongo anti-IgA suina (Serotec,
Oxford, England) diluido a 1:100 em tampao carbonato-bicarbonato a 0,06 M (pH 9,6)
por 18 horas a 4°C.
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As placas foram lavadas com solucao salina tamponada com fosfatos a 0,01M
(PBS; pH 7,2) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) por trés vezes e os sitios ativos
das placas foram bloqueados (100 uL/pogo) com 1% de soroalbumina bovina (BSA;
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em PBS-T por uma hora a temperatura
ambiente.

Apbés novo ciclo de lavagens, as amostras de soros dos leitbes foram
adicionadas (50 uL/poc¢o) em duplicata, nas diluicbes de 1:40 e 1:80 em PBS-T-BSA e
incubadas por 2 horas a 37°C em camara umida. Em cada placa, foram utilizadas trés
amostras de soros pré-colostro de leitdes recém-nascidos (controles negativos), duas
amostras de soros de suino adulto (controle positivo) e o diluente PBS-T-BSA como
controle da reacao. As placas foram submetidas a novo ciclo de lavagens com PBS-T
por seis vezes e, subsequentemente, foi adicionado (50 pL/po¢o) o anticorpo
secundario de cabra anti-IgA suina (Serotec, Oxford, England) marcado com biotina,
na diluicdo de 1:1000 em PBS-T-BSA. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C
e lavadas novamente por seis vezes com PBS-T.

Em seguida, foi adicionado (50 pL/poco) o conjugado estreptavidina-
peroxidase (Sigma Chemical Co., EUA) na diluigdo de 1:1000 em PBS-T-BSA e
incubado durante 30 min a temperatura ambiente. Apés um novo ciclo de lavagens,
as placas foram reveladas pela adicdo do substrato enzimatico consistindo de
solugéo de 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS, Sigma Chemical
Co., EUA) a 0,01 M em tampéo citrato-fosfato a 0,07M (pH 4,2) contendo 0,03% de
H2O2 (Sigma Chemical Co., EUA).

Os valores de densidade optica (DO) de IgA sérica total foram determinados
em leitora de ELISA (Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, VA,
EUA), a 405 nm.

3.9 Dosagem de IgG sérica total pelo teste ELISA
A dosagem de IgG total no soro dos leitdes submetidos aos quatro tratamentos

foi realizada por ELISA, apdés a padronizacdo e otimizagdo da reacdo em
experimentos preliminares pela titulacdo em bloco dos reagentes. Placas de
poliestireno de alta afinidade com 96 pogos (Corning Incorporated Costar®, Corning
Incorporated, Corning, NY, EUA), foram sensibilizadas (50 pL/pog¢o) com o anticorpo
policlonal de cabra anti-lgG suina (Serotec, Oxford, England) na concentracao de 5
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pug/mL em tampéao carbonato-bicarbonato (PBS -T- BSA) a 0,06 M, pH 9,6, por 18
horas, a 4°C. As placas foram lavadas com PBS-T por trés vezes e bloqueadas com
PBS-T-BSA.

As amostras de soro foram adicionadas (50 puL/po¢o) em duplicata, na diluicao
de 1:10000 em PBS-T-BSA e incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida. Em
cada placa, foram utilizados trés soros controles negativos de suinos recém-nascidos
que ndo ingeriram o colostro e o diluente PBS-T-BSA como controle dos soros. As
placas foram submetidas a novo ciclo de lavagens com PBS-T por seis vezes e,
imediatamente, foram adicionados 50 pL por pogo do anticorpo de cabra anti-IgG
suina marcado com peroxidase (Serotec, Oxford, England), na diluicdo de 1:50.000
em PBS-T-BSA e incubado por 1 hora a 37°C. Ap6s um novo ciclo de lavagens, as

placas foram reveladas pela adicdo do substrato enzimatico (ABTS e H205).

3.10 Imunoistoquimica e identificacao de células IgA positivas
3.10.1 Processamento histologico

Apb6s a preparacao dos fragmentos dos tecidos para a rotina histolégica, os
cortes de duodeno e linfonodos mesentéricos foram emblocados em parafina,
cortados no micrometro com espessura de 4-6 um, os quais foram fixados sobre
laminas de vidro, sem uso de albumina, diferente do usual na rotina histologica.

Em seguida secados em estufa por 10 min, e guardados até a reacdo de

imunoistoquimica.

3.10.2 Reacao imunoistoquimica

Os cortes foram desparafinados em solugdo de xilol 100% por 20 min a
temperatura de 40-50°C, 12 passagem, xilol por 15 min a temperatura ambiente 22
passagem, em seguida reidratados em uma bateria sequencial de alcoodis etilicos
decrescentes diluidos em A/d 100, 90, 80 e 70% 3 min por secdo. Em seguida fez o
bloqueio da fosfatase alcalina endégena com solucao de acido acético a 8%, para o
linfonodos usou 10 min, e para duodeno 3 imersdes de 10 min cada vez, seguido de
lavagem em A/Cr e em seguida em solucao tampao TRIS 0,05M, pH 7.4, com 0,87%

de cloreto de sodio “Tris buffered saline” (TBS), durante 5 minutos. Procedeu ao
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bloqueio dos sitios inespecificos de ligacao, incubou com soro normal de coelho
diluido a 2,5% em TBS, durante 1 hora a 37 C. Apds incubou-se com Ac primario anti
IgA suina produzida em cabra (SEROTEC), a diluicdo de 1/100 em TBS por uma
noite a 4 C, seguido de duas lavagens de 5 min cada com TBS. Incubou-se as
laminas com o Ac secundario anti cabra biotinilado (IgG de coelho), diluido 1/100 em
TBS por 1 h a 37° C e depois fez-se duas lavagens de 5 min cada com TBS. Para
amplificagdo do sinal da reac&o foi utilizado o complexo avidina biotina fosfatase
alcalina (AB/PA), diluido em 1/100 em TBS, fez outra incubagéo por 30 min a 37°C e
mais duas lavagens de 5 min com TBS. Para revelar utilizou-se o substrato fast red-
naftol (SIGMA) em TBS por 3 min, seguido de lavagens em A/Cr e TBS. As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Mayer por 10 min, seguindo-se a
diferenciagdo do corante em agua amoniacal, corrente e destilada. Apos secagem
das laminas ao ar, foram montadas com glicerina pH 7.4, e laminula. Em seguida fez-
se a leitura das laminas em microscopio Optico, localizou e contou o numero total de
células IgA positivas, expressa em médias da contagem de 40 campos de cada
lamina, fotografadas em aumento de 400 vezes. Como controle da reacao, parte do
material foi incubado com soro normal de coelho como Ac primario. A padronizacao

das reacdes foi conforme o protocolo de Rodrigues (2002).

3.11 Analise econOmica

A eficiéncia econbmica entre as racbes testadas foi analisada pela
determinag¢do do custo do alimento por ganho de peso vivo em kg, de acordo com a
seguinte formula (BELLAVER et al., 1985):

Qi x P

CMei =
Gi

Onde:

CM. = Custo médio de alimentacdo por kg de peso vivo, obtido no i-ésimo
tratamento;

Q; = Quantidade de racao a ser consumida no i-ésimo tratamento;

P; = Preco da racao (R$/kg) da época, no i-ésimo tratamento;

Gi = Ganho de peso diario (GPD, em g) no i-ésimo tratamento verificado no periodo.
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A eficiéncia econémica do desempenho dos leitdes de cada tratamento foi
analisada pelo indice de Eficiéncia Econdmica (IEE), conforme BARBOSA et al.

(1982), de acordo com a seguinte férmula:

MCM. x 100
CMei

IEE =

Onde:

MCM. = Menor custo médio da ragao entre os tratamentos
CM,; = Custo médio do tratamento i considerado

3.12. Delineamento estatistico

Utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com 4 tratamentos
e 5 repeticbes, dentro dos periodos P1, P2 e P3, para desempenho e andlise
econdmica. Cada repeticao (baia) foi constituida por cinco animais. Realizou-se a
analise de variancia, com comparagdes entre médias pelo teste de Tukey com nivel
de significancia a 5% (STATISTICA VERSION, 2005).

Para as analises histomorfométricas, variaveis com distribuicdo ndo normal,
utilizou o teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis na comparacao geral e o teste de
Tukey com nivel de significancia a 5% nas comparagdes dois a dois.

Na dosagem de IgA sérica, utilizou-se o teste t de Student bicaudal. Na
dosagem de IgG sérica, utilizou-se o teste t de Student. Na contagem de células IgA

positivas, utilizou-se o teste T de Student.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Ganho de peso, consumo de racao e conversao alimentar

Os valores de consumo de ragdo dos diferentes tratamentos estao
representados na TAB. 5.

Tabela 5 Consumo de ragao (kg) por tratamento, de leitbes na fase de creche
alimentados com dietas com e sem colistina, € ou com Bio-Mos®.

Racao / Periodo *

Tratamentos
Pré-Inicial (P1) Inicial 1 (P2) Inicial 2 (P3) Periodo Total (PT)
TH1 106,50 234,00 897,50 1.238,00 A
T2 89,00 250,00 947,00 1.286,00 A
T3 104,40 250,00 904,00 1.258,40 A
T4 97,50 232,00 963,00 1.292,50 A
Mortalidade (%) 4% 2 4% 3

' Médias com letras iguais na mesma coluna sdo semelhantes P(>0,05) entre si, pelo teste de Tukey 5%.

2 Morte de um leitao no 9° dia do teste (P1), racido PRE INICIAL;

® Morte de um leitdo, no 37° dias do teste (9° dia do P3), racdo INICIAL;

* O valor das parcelas perdidas foi estimado com base na média das repetigdes do tratamento, onde
ocorreu a perda da parcela (morte do animal).

Nao houve diferenca significativa (P>0,05) do consumo de racdo entre o0s
diferentes tratamentos (TAB. 5). Provavelmente, devido ao peso inicial dos leitdes ter
sido bastante uniforme no inicio do experimento, e ao fato de os animais serem da
mesma procedéncia e composicao genética, e também devido ao manejo padrao a
todos os tratamentos, visto que foram alojados em sala Unica, durante todo o
experimento, aliado ao uso de racdes isonutrientes entre os quatros tratamentos.

As médias de ganho de peso por periodo dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos estéo representadas na TAB. 6.
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Tabela 6 - Médias de ganho de peso por animal (kg/periodo), por periodos, de leitdes
na fase de creche de acordo com os tratamentos.

TRATAMENTO P1 P2 P3 PERIODO TOTAL?
T1 2,549 6,408 10,033 18,958 A2
T2 2,161 6,412 9,525 18,100 A
T3 2,302 6,030 9,835 18,057 A
T4 2,047 6,322 9,738 18,062 A
MEDIA 2,265 a' 6,293 b 9,783 ¢
Valor de P > 0,05 <0,01% >0,05 °

' Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,01) pelo teste de Tukey 5%.
% Médias com letras iguais na mesma coluna sao semelhantes P(>0,05) entre si, pelo teste de Tukey 5%;
¥ Significativo (P<0,01); *® Nzo Significativo (P>0,05).

Os resultados de ganho de peso entre os quatro tratamentos no presente
estudo diferiram dos resultados encontrados por Lovatto et al. (2005), quando
compararam dietas sem aditivos antimicrobianos, com alho ou colistina, e observaram
ganho de peso maior nos leitdes suplementados com colistina.

Embora nao tenha ocorrido diferenca significativa (P>0,05) de ganho de peso
entre os tratamentos (TAB. 6), o coeficiente de variagdao (CV) foi de 27,36%, mesmo
nas condigdes padronizadas do teste. Verificou-se, entretanto, que a média de peso
dos leitdes no periodo total, ou seja, nos 42 dias de experimentacao, em T1 (colistina)
foi 4,96% maior, quando comparado & média encontrada no T4 (Bio-Mos®). Segundo
Fedalto et al. (2003), os antibi6ticos, quando utilizados como promotores de
crescimento, apresentam muitos efeitos benéficos na producdo animal. No entanto,
sua retirada sera inevitavel devido as limitagdes impostas pela globalizacdo que
restringe cada vez mais seu uso, sendo que o efeito imediato desta suspensao
podera ter uma queda brusca na produtividade.

Na granja comercial, onde foi realizado este experimento, os desafios de
campo eram considerados altos. Federizzi (2005), simultaneamente na condug¢ao do
presente experimento, baseado em aspectos epidemiolégicos e clinico-patoldgicos,
caracterizou a ocorréncia de Circovirose Suina neste rebanho, associada as
infecgcbes bacterianas concomitantes (Streptococcus suis sorotipo 1, Bordetella
bronchiseptica e Pasteurella multocida). Esta situacdo espelha o desafio encontrado
na maioria das suinoculturas brasileiras, e, quanto maior o desafio, maior é a

possibilidade de efeito para os antimicrobianos.



39

Ao considerar apenas os resultados de desempenho, a utilizacdo de Bio-Mos®

mostrou-se similar aos demais tratamentos, ja que nao diferiu significativamente.

Nos grandes centros observa-se uma crescente conscientizacdo das
vantagens de consumir carnes sem residuos de antibidticos devido ao
desenvolvimento potencial de bactérias resistentes, inclusive cepas patogénicas.
Somando-se a estas razdes, 0s perigos que o uso continuo dos antimicrobianos nas
racdes representa no surgimento de resisténcias multiplas de bactérias, assim como
os impactos negativos que isto pode ter na saude e no meio ambiente (HAAPAPURO
et al., 1997).

A TAB. 7 mostra a conversao alimentar no periodo total, dentre os diferentes
tratamentos.

Tabela 7 - Conversao alimentar estimada (kg) por tratamento, de leitdes alimentados
com dietas com e sem colistina, e ou com Bio-Mos® na fase de creche

Tratamentos CR' PESO FINAL ° CA°®
T1 49,52 24,758 2,00
T2 51,44 23,900 2,15
T3 50,33 23,850 2,11
T4 51,73 23,860 2,16
MEDIA 50,74 24,090
CV (%) 1,99 1,85

' CR: Consumo de ragao por tratamento no periodo total, em kg;
2 PESO FINAL: Peso médio dos leitdes aos 63 dias de idade, em kg;
2 CA: Conversao alimentar estimada, considerando-se a perda de parcelas (morte de animais).

Da mesma forma que em consumo de ragao e ganho de peso, a CA nao diferiu
(P>0,05) entre os quatro tratamentos, similar aos resultados obtidos por Utiyama
(2004), o qual ndo observou diferencas na conversao alimentar entre os tratamentos
utilizados em seu estudo (controle, antimicrobiano, probiético, prebidtico e extrato

vegetal).

4.2 Histomorfometria intestinal

Os resultados de comprimento médio dos vilos (CV), largura média dos vilos
(LV), largura média das criptas (LC), em um, e numero de vezes em que a superficie

da mucosa intestinal é aumentada (M) do duodeno, jejuno e ileo de leitdes aos 63
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dias de idade, que foram submetidos aos quatro diferentes tratamentos, estdo na
TAB. 8.

Tabela 8 - Comprimento médio dos vilos (CV), largura média dos vilos (LV), largura
média das criptas (LC), em um, e nimero de vezes em que a superficie da
mucosa intestinal é aumentada (M) de leitbes aos 63 dias de idade,
submetidos a quatro diferentes tratamentos.

Segmento Tratamento CV LV LC M

T1 442,71 +110,92 a 146,63 + 55,71 ab 73,94 +27,10 ab 5,86 +1,37 ab

T2 442,76 £139,33 a 179,93+ 51,97 a 73,40% 8,80 a 5,42 +1,46 ab
Duodeno T3 325,19 +156,66 a 117,96+22,73 b 94,71 +10,11 b 400+1,48 b
T4 396,85+ 77,85 a 138,60 +34,38 ab 5593+ 568 a 6,38+1,44 a
T1 341,33+ 8491 a 11223+23,35 a 36,10+ 3,76 a 7,30+1,22 a
) T2 331,03 +127,74 a 131,00+ 52,93 a 37,61+12,53 a 6,31 1,94 a
Jejuno T3 345,17+ 17,40 a 90,60+ 23,79 a 3525% 242 a 8,42+1,26 a
T4 403,84 +210,88 a 136,76 +24,68 a 36,29+ 0,54 a 7,74 +£3,85 a
T 266,38 + 53,93 a 156,09+17,19 a 33,23% 2,10 a 496+0,85 a
fieo T2 277,85+ 80,20 a 115,63 +37,97 a 34,64+ 3,31 ab 6,01 +£1,08 a
T3 280,36 + 78,82 a 148,11 +4869 a 3829+ 284 b 529+1,74 a
T4 268,60 + 83,63 a 137,12+6551 a 33,49+ 3,71 ab 568+221 a

" Letras distintas na mesma coluna para cada segmento intestinal indicam diferencas estatisticas pelo
teste de Tukey com P<0,05, ap6s constatagao de diferenca entre os tratamentos com aplicagéo da
ANOVA (P<0,05).

Os parametros mensurados (CV, LV, e M) nado foram afetados pelos
tratamentos no jejuno e no ileo. No jejuno, a LC néo foi alterada pelos tratamentos
(P>0,05), enquanto que no ileo, houve diferencas entre tratamentos (P<0,05), que
nao foram suficientes para influenciar M.

No duodeno, o CV nao sofreu alteracao ao passo que o LV, LC e M sofreram
influéncia dos tratamentos. Os valores encontrados para M, por representarem a
superficie absortiva, tém relevante destaque neste estudo por mostrarem que a
suplementacdo com Bio-Mos® promoveu aumento na area absortiva da mucosa
intestinal.

Galfi , Neoprady (1995) estudaram o efeito do butirato sobre as células
intestinais de leitdes alimentados com uma dieta controle ou com uma dieta

suplementada com 1,7 kg/t de butirato, e observaram aumento de 30 % no
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comprimento das vilosidades no ileo dos leitdes alimentados com butirato. Isto indica
um aumento da capacidade digestiva e absortiva destes animais.

Estes resultados se aproximam com os resultados de Kisielinski et al. (2002)
quando trabalharam com outro mamifero, ratos, medindo os segmentos jejuno 6,9 +
1,6 e ileo 5,3 + 1,1. Porém, foram bem diferentes de Marchini (2005), quando
trabalhou com frangos de corte, encontrou aos 42 dias de idade para duodeno 26,21,
jejuno 18,07 e ileo 14,13, pelo fato dos frangos de corte ter o periodo de engorda e
acabamento bem mais precoce, 42 dias de idade, comparados aos suinos aos 170
dias, talvez justifique esta acentuada diferenca devido a mucosa dos frangos
demandar uma superficie absortiva bem mais extensa para o rapido crescimento e
ganho de peso em curto espago de tempo. Na tab. 9, observa-se a porcentagem de
Células Caliciformes.

Tabela 9 - Porcentagem de células caliciformes (CC) e desvio-padrdo em leitdes aos
63 dias de idade, submetidos os quatro diferentes tratamentos.

Duodeno Jejuno lleo Célon
Tratamento
%CC DP %CC DP %CC DP %CC DP
T1 3,63 1,00 3,47 0,85 2,43 0,30 5,10 0,60
T2 517 3,61 3,90 1,95 4,67 0,60 6,53 3,00
T3 6,83 1,87 4,65 0,78 5,07 1,20 3,10 1,80
T4 4,10 0,75 2,87 0,85 2,67 2,40 4,63 3,20
Média 4,93 - 3,72 - 3,71 - 4,84 -

Os resultados de porcentagem de células caliciformes sao apenas
demonstrativos, porém nao conclusivos devido ao baixo valor de n avaliados neste
quesito, por perdas de algumas laminas de tecido. Entretanto, ilustram que o numero
de células caliciformes foi maior no duodeno em todos os tratamentos. Os valores
médios encontrados neste estudo foram diferentes e inferiores dos encontrados em
leitbes de 56 dias de idade por Utiyama (2004), respectivamente 5,91% no duodeno,
5,94% no jejuno e 8,25% para ileo, e n&o citou valores para célon.

Relatos de Bienenstock, Befus (1980) mostraram que os microrganismos da
microbiota intestinal podem influenciar a dindmica das células caliciformes pela

liberagéo de compostos bioativos ou da ativagao indireta do sistema imunolégico.
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A camada de muco que reveste a superficie do epitélio intestinal € a primeira
barreira a infeccao entérica. Portanto, a produgdo de muco determinada pelo nimero
de células caliciformes, € uma importante caracteristica do sistema de protecao

contra patégenos e segundo Ferket, Santos Junior (2005)

4.3 Niveis de IgA sérica total pelo teste ELISA

Os niveis séricos de IgA total encontrados nos leitdbes em trés momentos do
estudo, aos 21, 35 e 63 dias de idade estdo demonstrados nas figuras 2, 3 e 4.

O padréo positivo utilizado foi soro de um suino adulto e o padrdo negativo foi
soro de leitdo recém-nascido, que ndo mamou o colostro. A linha pontilhada refere-se
ao “cut off”, a média dos soros negativos mais 3 desvios-padrao.

No dia zero, todos os niveis foram semelhantes (P>0,05) para todos os
tratamentos, assim como 14 dias depois. Entretanto, no ultimo dia do estudo, foi
demonstrada diferenca significativa (P<0,05) entre as respostas observadas de
leitdes dos tratamentos T3 (colistina + Bio-Mos®), com niveis de IgA sérica total
superiores aos leitdes de T1 (colistina). Supde-se que este aumento pode ter ocorrido
em funcédo do prebibtico favorecer a populacdo de bactérias produtoras de acido
lactico, que intensificariam a atividade de macréfagos e linfocitos, relatado por
Sissons (1989). Estes resultados confirmam os dados obtidos por Rodrigues (2002), a
qual trabalhou com probiético na dieta de leitdes lactentes.

A resposta e a dosagem de um antimicrobiano especifico variam conforme a
idade do animal, da prevaléncia de doencas, o tipo de aditivos e desafios ambientais
em que se encontra o rebanho (BELLAVER, 2005).
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FIGURA 2. Niveis de IgA sérica total em leitdbes aos 21 dias de idade submetidos a 4
diferentes tratamentos
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FIGURA 3. Niveis de IgA sérica total em leitbes aos 35 dias de idade submetidos a 4
diferentes tratamentos
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FIGURA 4. Niveis de IgA sérica total em leitdes aos 63 dias de idade submetidos a 4
diferentes tratamentos

4.4 Niveis de IgG sérica total pelo teste ELISA

Os resultados de IgG séricas estao ilustrados pelas figuras 5 e 6.

Como fato relevante, observou-se maior producao de IgG sérica total (P<0,05)
em T2 com relacdo ao T3 em leitdes de 63 dias de idade (figura 6), provavelmente
em funcao do maior desafio no limen intestinal, proporcionado pela auséncia total de
promotores de crescimento na racao (T2). Considerando-se que em T3 a associacao
de colistina e Bio-Mos® possa ter gerado menor competicdo ao ambiente intestinal, o
animal talvez tenha deixado de desviar nutrientes importantes destinados ao
crescimento e ganho de peso para atender as exigéncias acentuadas do sistema
imunoldégico neste momento de estresse.

Os ajustes metabdlicos resultantes da ativagao do sistema imune redistribuem
0s nutrientes ingeridos para outras vias, fora do processo de crescimento (STAHLY,
1994).

Ha falta de conhecimentos para esclarecer as reais necessidades nutricionais
exigidas ao adequado funcionamento da étima resposta imunolégica. Corrobora com
idéia de Ferreira (2005) a necessidade de suplementagdo de nutrientes na atuacao
do sistema imunoldgico que ainda nao foi bem elucidada; por esta razédo, os
nutricionistas formulam dietas visando atender as necessidades do maximo potencial

de crescimento, mantenga, diferentes estagios fisioldgicos e de producéo, além de
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disponibilizar um 6timo nivel de nutrientes para a adequada ativacdo e

responsividade do sistema imunologico.
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FIGURA 5. Niveis de IgG sérica total em leitbes aos 21 dias de idade submetidos a 4
diferentes tratamentos
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FIGURA 6. Niveis de IgG sérica total em leitdes aos 63 dias de idade submetidos a 4
diferentes tratamentos
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4.5 Imunoistoquimica em células IgA positivas no duodeno e linfonodos
mesentéricos

Nao houve diferenga (P>0,05) na contagem de células IgA positivas nos
linfonodos avaliados, sendo detectadas apenas em quantidades irrisérias (T1, 0,267;
T2, 0,375; T3, 0,225; T4, 0,250), diferente do encontrado em leitdes lactentes, aos 21
dias de idade, por Rodrigues (2002).

No duodeno (figura 7), observou-se maior nimero de células IgA positivas nos
leitdes tratados com T4 (Bio-Mos®), seguido por T3 (associacdo dos produtos
colistina e Bio-Mos®), ambos superiores ao T1 e T2 (tratamentos sem Bio-Mos®).

Sabe-se que IgA é a principal imunoglobulina na mucosa intestinal e talvez por
isso foi encontrada em maior quantidade do que nos linfonodos, pois 0s complexos
de IgA e receptores poliméricos de imunoglobulina (pIR) sofrem endocitose e sao
finalmente secretados no lumen intestinal. As células produtoras de IgA migram para
a base das membranas basais, e sdo expressas pelas quimiocinas nas células
epiteliais, as quais aumentam a produgédo e secregao de IgA. Os neurotramissores
também aumentam a producdo de IgA no trato intestinal. As placas de Peyer
presentes no GALT regulam a producao de IgA secretora. Algum destes mecanismos
pode estar associado a maior contagem de células IgA positivas em intestinos de
leitbes que receberam o Bio-Mos® (T3 e T4), o qual provavelmente estimulou a

resposta local, se tornando uma possivel alternativa para a prevencao de colonizacao

T1 T2 T3 T4
Tratamentos

de microrganismos patogénicos.

Células IgA positivas

FIGURA 7. Contagem de células IgA positivas no duodeno de leitdes aos 63 dias de
idade submetidos a 4 diferentes tratamentos
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4.6 Analise econOmica

Observou-se (TAB. 10 e 11) que os menores Cme; e maiores I|EE
correspondentes foram: para o T2 (R$ 1,321 /kg de PV ganho) no periodo 1, € T1 nos
periodos seguintes, em P2 (R$ 0,734/ kg de PV ganho) e em P3 (R$ 0,842/ kg de PV
ganho).

Tabela 10 - Custo médio de alimento por kg de peso vivo ganho por tratamento
(Cme;), de acordo com o periodo’.

Cme; (R$)
TRATAMENTOS = Po 53
T1 1,349 0,734 0,842
T2 1,321 0,776 0,914
T3 1,487 0,844 0,876
T4 1,553 0,750 0,964

T p1 (21 a 35 dias de idade); P2: de 36 aos 49 dias de idade; P3: de 50 aos 63 dias de idade.

Detalhando estes dados com o IEE (TAB.10), tem-se:

Tabela 11 - indice de Eficiéncia Econémica avaliado de acordo com o periodo

1 IEE (%)

TRATAMENTOS > = 53
T4 97,93 100,00 100,00
T2 100,00 94,65 92,03
T3 88,78 86,93 96,03
T4 85,05 97,87 87,34

Aparentemente, o uso do prebidtico (T4) onerou o custo de producédo nos
periodos P1 e P3, tendo alcancado o melhor IEE no periodo P2, com a diferenca
minima de 2,13% em relacdo ao T1. Porém, este efeito pode ser minimizado pela
agregacdo de valor ao suino produzido com prebidticos, uma vez que estes nao
deixam residuos na carne e nao desenvolvem resisténcia as drogas utilizadas em
seres humanos (FULLER, 1988; ANDREATTI, SAMPAIO, 2000).

Além disto, como ndo houve diferenga de desempenho entre os tratamentos
utilizados em condi¢gdes de campo, apesar da padronizagdo imposta pelo teste, a
diferenca na resposta obtida em M, indicando que a suplementacdo com Bio-Mos®

promoveu aumento na area absortiva da mucosa intestinal, o que pode superar a
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informacdo obtida quando houver melhores condigdes gerais de manejo e menor
desafio sanitario.

Outros fatores a serem considerados: o aumento de IgA sérica total em leitdes
que consumiram Bio-Mos® mais promotor convencional durante 42 dias pos-
desmame e o0 aumento do numero de células IgA positivas encontradas nos animais
que receberam Bio-Mos® na ragdo em comparacédo aos ndo tratados, sustentando a

hipdtese de estimular uma resposta intestinal benéfica.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de prebidtico, antibidtico ou associagdo destes ndo alterou o
desempenho dos leitdes na fase de creche.

A superficie de absorgdo da mucosa duodenal foi maior em leitdes tratados
com Bio-Mos®.

Demonstrou-se aumento de IgA sérica total em leitdes que consumiram Bio-
Mos® mais promotor convencional durante 42 dias pés-desmame.

Os niveis séricos de IgG foram maiores nos animais que ndo receberam
nenhum promotor de crescimento aos 42 dias pos-desmame nesta granja com
alto desafio de campo.

Observou-se maior quantidade de células IgA positivas no duodeno de leitdes
que receberam Bio-Mos® na ragdo em comparacdo aos ndo tratados,

sustentando a hip6tese dos prebidticos estimular uma resposta imunitéria local.
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