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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos, onde o primeiro experimento avaliou o valor
nutritivo e os efeitos da utilizacdo de diferentes plasmas sanguineos spray dried PSSD
(suino, bovino e misto) em dietas para leitdes desmamados, e 0 segundo experimento
avaliou a substituicdo do antibiotico melhorador de desempenho pela associacdo de
butirato de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) sobre o
desempenho e saude intestinal de leitdes desmamados. Os experimentos foram realizados
no Setor de Suinocultura da Fazenda Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual
de Maring4, nos laboratorios de Analises de Sangue, de Nutricdo Animal e no Complexo
de Centrais de Apoio a Pesquisa. Experimento 1: Foram utilizados 24 leitdes, machos
castrados, mesticos, de linhagem comercial (Landrace x Large White x Pietrain), com
alto potencial genético e desempenho superior. Os animais foram alojados
individualmente em gaiolas de metabolismo em um delineamento experimental de blocos
a0 acaso, com quatro tratamentos, seis repeticdes e um animal por unidade experimental.
Foi realizada coleta total de fezes e urina. Foram determinados os valores de energia
digestivel (ED) e metabolizavel (EM) assim como os coeficientes de digestibilidade
(CDEB) e metabolizabilidade (CMEB) da energia bruta do PSSD. Para o experimento de
desempenho foram utilizados 64 leitdes de 21 a 49 dias de idade, fémeas e machos
castrados, com peso inicial de 6,61 + 0.48 kg e final de 14,95 + 1,70 kg, distribuidos em
um delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro tratamentos, constituidos
de trés diferentes PSSD (inclusdes de 6; 4 e 2% nas fases Pré-Inicial I e Il e na fase Inicial
I, respectivamente) e uma racao controle (sem PSSD), aos 21 a 28 dias de idade, aos 29
a 35 dias de idade, aos 36 a 49 dias de idade, respectivamente. Foram utilizadas oito
repeticdes, sendo a unidade experimental representada por um macho castrado e uma
fémea. Foram determinados o desempenho, variaveis sanguineas bioquimicas, a cada
troca de fase, proteinograma e determinacdo da variedade da microbiota dos animais ao
final do experimento. Experimento 2: Foram utilizados 80 leitdes, com peso corporal
inicial de 6,69+0.19kg e final de 15,01+2,54kg, distribuidos em delineamento de blocos
ao acaso, com cinco tratamentos (0, 0,10; 0,14 e 0,18%) de BLP (butirato de sédio,
levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco) e um tratamento controle positivo
(com antibiético 0,02% Halquinol 60%), com oito repeticdes e dois animais por unidade
experimental (macho e fémea). Foram determinados o desempenho, variaveis sanguineas
bioquimicas, pH de jejuno e ceco, proteinograma, translocacdo bacteriana, microbiota e
histologia intestinal, avaliacdo dos acigos graxos de cadeia curta (AGCC). Os resultados
do experimento 1 foi observada uma variacdo na composicdo mineral e de aminoacidos
entre os PSSD avaliados. Os PSSDB, PSSDS e PSSDM apresentaram valores de EM de
3535, 3520 e 3419 kcal/kg, respectivamente, em que o maior CMEB foi observado para
0 PSSDB (76,63%), seguido do PSSDS (73,68%) e PSSDM (72,95%). O PSSDS
proporcionou um desempenho superior para os leitdes no periodo (21-49 dias de idade)
com 504,96 de CDR e 1,65 de CA. Os PSSD nao estimularam as proteinas de fase aguda
assim como demonstraram uma maior diversidade da microbiota com a maior frequéncia
de Firmicutes acima de 89% com o uso de diferentes PSSD. O uso de PSSD em ragdes
para leitdes foi efetivo, devendo estar presente em dietas de leitbes nas fases pré-iniciais



e inicial 1, justificando o uso em dietas para leitdes, com melhores resultados para o
PSSDS. Para os resultados do experimento 2 O desempenho produtivo foi afetado,
demonstrando que os aditivos podem ser utilizados em substituicdo aos antibidticos
promotores de crescimento sem comprometer o desempenho dos animais. Ndo houve
efeito (P > 0,05) sobre o0 pH do conteudo de jejuno e ceco, assim como na translocacéo
das bactérias para o figado, no entanto, foi observado efeito (P < 0,05) para aumento de
bactérias benéficas e reducdo de bactérias patogénicas com o uso dos diferentes niveis do
aditivo. Foi observado efeito (P < 0,05) para as proteinas de fase aguda e imunoglobulinas
aos 49 dias de idade, onde o0s niveis crescentes de BLP n&do reduziram em relagdo ao uso
de antibidticos promotores de crescimento, assim como, foi observado efeito (P <0,05)
para as juncdes oclusivas, demonstrando maior expressdo dos genes responsaveis pela
defesa do organismo utilizando o BLP. Houve efeito (P <0,05) da histologia,
demonstrando maior altura das vilosidades no duodeno e jejuno, profundidade de cripa
no duodeno e a maior relacdo vilo:cripta no jejuno com 0,18% de BLP. Para as
concentracdes dos acidos graxos de cadeia curta ndo foi observado efeitos significativos
(P > 0,05). A associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco na dieta de leitdes pode substituir o uso dos antibidticos promotores
de crescimento (halquinol) na alimentacdo sem compromoter o desempenho zootécnico,
favorecendo a microbiota benéfica para Lactobacillus e Bifidobacterium, e reduzindo o
desenvolvimento de bactérias patogénicas como Clostridium, sem influenciar o pH assim
como, a concentracdo de acidos graxos de cadeia curta. Melhorou a barreira intestinal da
expressao dos genes das juncdes estreitas, sem afetar a translocacao de bactérias para o
figado, a altura das vilosidades foram melhoradas no duodeno e jejuno, e a melhor relacéo
vilo:cripta no jejuno, sinalizando a melhora na saude intestinal dos leitbes a medida que
0s niveis desta associagdo aumentaram em até 0,18%

Palavras-chave: antimicrobianos; diversidade microbiota; modulacéo intestinal; plasma
sanguineo, acidos organicos, proteinas sanguineas; translocacao bacteriana.



ABSTRACT
Two experiments were carried out, the first experiment evaluated the nutritive value and
the effects of using different SBP spray-dried blood plasmas (pork, bovine and mixed) in
diets for weaned piglets, and the second experiment evaluated the replacement of the
performance-enhancing antibiotic by association of sodium butyrate, dehydrated
hydrolyzed yeast and zinc proteinate on the performance and intestinal health of weaned
piglets. The experiments were carried out in the Pig Breeding Sector of the Iguatemi
Experimental Farm, at the State University of Maringa, in the Blood Analysis and Animal
Nutrition laboratories and in the Research Support Centers Complex. Experiment 1: 24
piglets, castrated males, crossbred, commercial lineage (Landrace x Large White x
Pietrain), with high genetic potential and superior performance were used. The animals
were housed individually in metabolism cages in a randomized block experimental
design, with four treatments, six replications and one animal per experimental unit. Total
collection of feces and urine was used. Digestible (DE) and metabolizable (ME) energy
values and digestibility (DCGE) and metabolizability (MCGE) coefficients of gross
energy were determined. For the performance experiment, 64 piglets aged between 21
and 49 days, females and castrated males, with initial weight of 6.61 + 0.48 kg and final
weight of 14.95 £ 1.70 kg, were distributed in a design in randomized blocks with four
treatments, consisting of three different SBP (inclusions of 7.5 and 3% in Pre-initial
phases | and 11 and in initial phase I, respectively) and a control diet (without SBP), at 21
to 28 days old, 29 to 35 days old, 36 to 49 days old, respectively. Eight replications were
used, with the experimental unit represented by a castrated male and a female.
Performance, biochemical blood variables, at each phase change, proteinogram and
determination of the microbiota variety of the animals at the end of the experiment were
determined. Experiment 2: 80 piglets were used, with initial body weight of 6.69+0.19kg
and final body weight of 15.01+2.54kg. Distributed in a randomized block design, with
five treatments (0.00, 0.10, 0.14 and 0.18%) of BLP (sodium butyrate, dehydrated
hydrolyzed yeast and zinc proteinate) and a positive control treatment (with antibiotic
0.02% Halquinol 60%), with eight replications and two animals per experimental unit
(male and female). Performance, biochemical blood variables, jejunum and cecum pH,
proteinogram, bacterial translocation, histology and evaluation of short chain fatty acids
(SCFA) were determined. The results of experiment 1, a variation in mineral and amino
acid composition was observed among the evaluated SBPs, SBPB, SBPP and SBPM
presented EM values of 3535, 3520 and 3419, respectively, in which the highest MCGE
was observed for SBPB (76.63%), followed by SBPP (73.68%) and SBPM (72. 95%).
The SBPP provided a superior performance for the piglets in the period (21-49 days of
age) with 504.96 of ADFI and 1.65 of FC. The SBP were effective in relation to the blood
variables evaluated, there was no stimulation of acute phase proteins, as well as a greater
diversity of the microbiota with the highest frequency of Firmicutes above 89% with the
use of different SBP. The use of SBP in piglet diets was effective in relation to non-use,
and should be present in piglet diets in the pre-initial and initial | phases, justifying its use
in piglet diets, with better results for SBPP. Results of experiment 2 productive
performance was affected, demonstrating that additives can be used to replace growth



promoting antibiotics without compromising animal performance. There was no effect (P
> 0.05) on the pH of the jejunum and cecum content, as well as on the translocation of
bacteria to the liver, however, an effect (P < 0.05) was observed for the increase of
beneficial bacteria and reduction of pathogenic bacteria with the use of different levels of
the additive. An effect (P < 0.05) was observed for acute phase proteins and
immunoglobulins at 49 days of age, where increasing levels of BLP did not reduce in
relation to the use of growth promoting antibiotics, as well as an effect (P <0.05) for the
tight junctions, demonstrating greater expression of the genes responsible for the
organism's defense using the BLP. There was an effect (P <0.05) of histology,
demonstrating greater villus height in the duodenum and jejunum, crypt depth in the
duodenum, and the highest villus:crypt ratio in the jejunum with 0.18% BLP. For
concentrations of short-chain fatty acids, no significant effects were observed (P > 0.05).
The association of sodium butyrate, dehydrated hydrolyzed yeast and zinc proteinate in
the diet of piglets can replace the use of antibiotics that promote growth in the feed
without compromising the zootechnical performance, favoring the beneficial microbiota
for Lactobacillus and Bifidobacterium, and reducing the development of bacteria
pathogenic as Clostridium, without influencing the pH as well as the concentration of
short chain fatty acids. It improved the intestinal barrier of tight junction gene expression
without affecting the translocation of bacteria to the liver, the height of the villi were
improved in the duodenum and jejunum, and the better villus:crypt ratio in the jejunum,
signaling the improvement in the intestinal health of the piglets as levels of this
association increased by up to 0.18%

Keywords: alternative additives; antimicrobials; blood plasma, blood proteins; bacterial
translocation; intestinal modulation; microbiota diversity.



1. INTRODUCAO

A suinocultura atual tem como objetivo elevar a produtividade na exploracao
intensiva, dessa forma os leitdes sdo desmamados entre 21 e 28 dias de idade, porém, a
fase de desmame dos suinos € um periodo critico, devido a imaturidade do sistema
digestorio e o contato com a nova dieta solida, o que acarreta na reducdo da ingestdo,
altera a morfologia e a integridade intestinal, consequentemente reduz o metabolismo, a
capacidade digestiva e absorcdo de nutrientes (Campbell et al., 2013; Lallés et al., 2004).

Um dos fatores a ser levado em consideracdo é a mudanga na dieta dos animais,
0s quais se alimentavam de uma dieta a base de leite altamente digestivel e logo apds
passam a ingerir alimentos mais solidos, com maior utilizacdo de produtos contendo
amido e proteinas vegetais que possuem menor digestibilidade, o que promove
dificuldades no aproveitamento dos nutrientes, impactando negativamente na absor¢édo
dos nutrientes (Garcia et al., 2018; Karasova et al., 2021).

O periodo de desmame corresponde a fase de transicdo entre a imunidade passiva
e a imunidade ativa, porém, devido a reducédo da eficiéncia alimentar com a maior taxa
de nutrientes ndo digeridos, principalmente de proteinas acarreta em processos
indesejaveis, alterando o pH intestinal predispondo a proliferacdo de bactérias
patogénicas e perturbacdes intestinais (Lalles, 2004; Heo et al., 2013). Neste sentido, a
utilizacdo de ingredientes funcionais pode favorecer a saude intestinal, permitindo que os
mesmos alcancem melhor desempenho frente aos desafios da fase de desmame (Pluske
etal., 2018).

Dietas formuladas com fontes proteicas de origem animal tem sido estudadas na
expectativa de que possam melhorar a digestibilidade dos nutrientes das dietas (Teixeira
et al., 2003). O sangue, por muito tempo foi considerado um subproduto das industrias
frigorificas de baixo valor nutricional, pois, o produto obtido era inconsistente quanto a
qualidade, além disso, a matéria-prima estava sujeita a varios graus de contaminacao por
urina, pelos e fezes (Muniz et al., 2001). O plasma sanguineo “spray dried” (PSSD) é uma
fonte de proteina animal de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) ou misto (PSSDM)
e tem sido utilizado em dietas de suinos para maximizar a taxa de crescimento trazendo
beneficios no crescimento principalmente na fase de pds desmame, ingestdo de racéo,
morbidade e sobrevivéncia (Torralardona et al., 2010; Pérez-Bosque et al., 2016).

Outros aditivos vém sendo estudados, sugerindo que a incluséo de butirato de
sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco nas dietas dos animais
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possuem a capacidade de modular o microbioma intestinal, favorecendo o crescimento
de bactérias benéficas e consequentemente reduzindo a colonizagdo dos pat6genos
intestinais que podem agir como fonte de energia, possibilitando maior absorcdo dos
nutrientes (Zhang et al., 2017).

O interesse zootécnico na utilizacdo dos acidos organicos como o butirato de
sodio é com base na acidificacdo, reduzindo o pH do meio por meio da liberagéo de ions
de hidrogénio (prétons) e, assim, dificultando e/ou prevenindo producdo de bactérias
patogénicas, alterando o status nutricional e sanitario a partir do perfil microbiano no trato
intestinal do animal (Corassa et al., 2012).

Os componentes da levedura hidrolisada como os beta-glucanos (p-glucanos),
glucamananos e manoligossacarideo (MOS) sdo considerados com agéo prebiotica no
hospedeiro, com efeitos positivos no sistema imune, melhorando a manutencdo da
eficiéncia digestiva, a integridade do epitélio intestinal e melhorando a absorcdo de
nutrientes (Budifio et al., 2010). Da mesma forma o zinco possui efeito na diminuicéo da
diarreia associado a reducdo da permeabilidade intestinal (Zhang e Guo, 2008) e inibicédo
e/ou reducdo da atividade da Escheria coli ao interagir com ions de zinco (Arantes et al.,
2005).

Portanto, a qualidade das dietas pré-iniciais e iniciais, 0 consumo e o
conhecimento das necessidades fisiologicas do trato digestorio do leitdo sdo aspectos
essenciais para a superacdo dos desafios inerentes ao desmame. Dessa forma, os objetivos
dos estudos foram avaliar o valor nutritivo e os efeitos da incorporacdo de diferentes
plasmas sanguineos (suino, bovino e misto) na dieta de leites e avaliar a influéncia da
inclusdo de uma associacdo de butirato de sddio, levedura hidrolisada desidratada e

proteinato de zinco como modulador do estado de saide de leitbes recém-desmamados.

I. Influéncia da fisiologia e alimentac¢do no pds-desmame de leitGes

A fim de elevar a produtividade na exploracéo intensiva, pratica-se o desmame
dos leitdes entre 21 e 28 dias de idade, para reduzir o intervalo entre partos por porca/ano,
reduzir o nimero de dias ndo reprodutivos por fémea e aumentar o nimero de leitbes
produzidos por porca/ano. No entanto, o desmame é considerado um periodo critico para
0 desenvolvimento desses animais, pois ocorrem mudagam como, nutricionais (mudanca
brusca tanto na estrutura fisica como na composicao das dietas), sociais (separacao das

suas maes, disputas para a formacao de nova hierarquia social devido a mistura de leitdes
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de varias leitegadas), sanitério (exposicdo a agentes patogénicos e antigénicos contidos
na racdo ou ambiente) e de manejo (transferéncia dos leitdes a um novo ambiente)
(Campbell et al., 2013; Heo et al., 2013; Pluske, 2018).

Durante o periodo de lactacédo, o sistema enzimatico dos leitbes esta adaptado
para a digestdo de nutrientes do leite, a caseina (proteina), lactose (carboidrato) e os
acidos graxos de cadeia curta, em contrapartida, a secre¢do de enzimas pancreéticas €
limitada pois, os leitbes ndo estdo aptos para produzirem de forma significativa, as
enzimas capazes de digerir os nutrientes presentes nas racées pos desmame (Chamone et
al., 2010; Halas et al., 2012).

O desenvolvimento do sistema gastrintestinal dos leitdes pode ser dividido em
trés fases, sendo, a fase pré-natal no qual ocorre 0 minimo estimulo do Iimen intestinal;
a fase neonatal, que esta associada com alteracdes causadas principalmente pelo colostro
e a ingestdo de leite; e a fase pds-desmame, caracterizada pelas alteracGes do sistema
gastrointestinal na adaptacéo ao fornecimento de alimentacdo solida (Pluske, 2018).

A imaturidade fisiolégica do sistema digestivo ao desmame é um dos maiores
transtornos a nutri¢do dos leitbes, o desenvolvimento do sistema enzimatico se completa
até a oitava semana de idade, sendo dependente do tipo de dieta fornecida, e a retomada
da ingestdo normal de alimento pode ser varidvel entre os animais, podendo levar até duas
semanas para recuperar os niveis pré-desmame de ingestao de energia (Le Dividich; Seve,
2000).

Com isso, o trato gastrointestinal (TGI) necessita identificar as mudancas de
maneira rapida para adaptar-se a nova condicao alimentar com alteracdes no pH, secrecao
enzimatica, motilidade, digestdo e a absorcdo intestinal, porque durante o desmame
ocorre a reducdo na producdo de &cido latico, simultaneamente com a inadequada
secre¢do enddgena de acido cloridrico (HCI) no estbmago, o que pode prejudicar o inicio
do processo digestivo das proteinas, dificultando a acidificacdo do conteldo gastrico,
aumentando a susceptibilidade as bactérias patogénicas responsaveis por perturbacdes
intestinais (Lalles et al., 2007; Heo et al., 2013).

Todas as alteragdes que os leitdes sdo submetidos, acarretam na diminuigdo na
ingestdo e absorcdo, afetando diretamente o consumo de alimento, a morfologia e,
consequentemente, a integridade intestinal devido a atrofia dos vilos e hiperplasia das

criptas, reduzindo assim, o metabolismo e a capacidade digestiva e de absorcdo de



nutrientes, levando a alteracGes na estrutura e funcédo do intestino (Campbell et al., 2013;
Lalles et al., 2004).

Durante a fase de creche o consumo alimentar de um leitdo representa apenas
2,6% do total de racdo durante toda a fase de criacdo. No entanto, o desempenho nessa
fase pode influenciar em até 30% do ganho de peso dos animais até o periodo de abate
(Cole e Varley, 2000). O déficit nutricional deve ser complementado devido a mudanca
da dieta liquida para sélida apos o desmame, sendo necessario que o leitdo consiga ingerir
e utilizar adequadamente os nutrientes da racao. Desta forma, o estimulo ao consumo de
racdo, a inclusdo de ingredientes especificos e o fornecimento de dietas com alta
digestibilidade para os leitbes podem melhorar a digestdo e a absorcdo pelo epitélio
intestinal (Budifio et al., 2010).

A primeira alimentacdo pds-desmame pode ocorre ap6s 24 horas
aproximadamente em 50% dos leitdes, mas em 10% s6 ocorre apds 48 horas (Brooks et
al., 2001). Leitdes mais jovens podem demorar até trés dias para atingir seus
requerimentos de energia, e de 8 a 14 dias para recuperar 0S niveis energeticos
consumidos anteriormente ao desmame, estando mais predispostos as alteracdes
intestinais (Le Dividich e Séve, 2000).

A queda no desempenho logo apds o desmame ocorre porque os leitdes nao
conseguem atingir um consumo adequado de energia, em compara¢do quando estavam
recebendo do leite da porca, pois aos 21 dias de lactacdo o leite possui teores de 5,62%
de proteina bruta; 7,62% de gordura e 5,27% de lactose e proporcionando uma
concentracdo energética de 1.205 kcal/kg, na matéria natural (Le Dividich e Seve, 2000).
A necessidade energética de mantenca para suinos é de 106 kcal EM/kg PV por dia,
atualmente as racOes utilizadas dos 21 aos 32 dias, devem conter de 3.400 Kcal/Kg EM
(Rostagno et al., 2017). Nessas condi¢fes, um animal com 6,5 kg de peso vivo necessita
ingerir no minimo 414 g de ragdo por dia, para atingir suas necessidades diarias de
mantenca.

Leitdes recém desmamados sdo alimentados com dietas ricas em amido, lipidios
e proteinas de origem vegetal que podem causar alteracfes metabdlicas e fisiologicas na
mucosa intestinal, devido ao baixo desenvolvimento que apresentam nesta fase, o que
causa estresse digestivo e diminui o consumo alimentar (Pluske, 2018). Alem disso, a

secrecao de enzimas digestivas, principalmente a-amilase e lipase, sédo limitadas nessa



fase, afetando a capacidade digestiva e a absor¢do de amido e lipidios presentes nos
alimentos (Souza et al., 2012).

Em vista disso, para se obter o maximo desempenho na fase de creche as dietas
devem conter fontes de energia prontamente disponiveis ou de facil utilizacdo, composta
por gorduras, cereais processados ou agucares simples, para que 0s animais possam
atender as suas necessidades energéticas até que sejam capazes de utilizar o amido dos
alimentos de origem vegetal (Blinzen et al., 2008). Consideram-se os ingredientes de alta
qualidade e digestibilidade como alternativas para a melhoria dos processos digestivos e
absortivos pelo epitélio intestinal, além de inibir distarbios funcionais e estruturais
(Budifio et al., 2010).

Alguns produtos utilizados em dietas de leitGes na fase pds-desmame incluem o
leite em pd, soro de leite, farinha de sangue, plasma sanguineo desidratado, além de
aditivos como probidticos, prebidticos, acidos organicos, cobre e zinco, que podem
modificar a microbiota intestinal e melhorar o desempenho.

Aditivos alimentares ou dietéticos podem ser definidos de acordo com a
legislacdo brasileira que regulamenta a utilizacao de aditivos alimentares na alimentacao
animal os define como substancia, microrganismo ou produto formulado que é adicionado
intencionalmente dietas, que pode ter valor nutritivo ou ndo, com o intuito de melhorar
as caracteristicas dos produtos utilizados na alimentacdo animal, que melhore o
desempenho produtivo e atenda as necessidades nutricionais, definida pela instrucédo
normativa n® 44 de 2015 (MAPA, 2015).

A composicdo da dieta e 0 manejo alimentar parecem ser criticos para solucionar
os disturbios pds-desmame. Deve-se buscar o uso de aditivos, alimentos funcionais e
microrganismos benéficos que favorecam a microbiota intestinal dos animais, permitindo
gue os mesmos consigam um melhor desempenho frente aos desafios da fase de desmame
(Pluske et al., 2018).

Il. Plasma sanguineo “spray dried”

Dentre os subprodutos de origem animal, o sangue vem sendo aproveitado ao
longo dos dltimos anos, no entanto, por muito tempo foi considerado um subproduto das
industrias frigorificas com baixo valor nutricional. O produto obtido era inconsistente

guanto a qualidade, a digestibilidade, solubilidade e com diferentes graus de



contaminacgdo por pelos, urina e material fecal, limitando a sua utilizacdo nas ragoes
animais (Muniz et al., 2001).

Atualmente, os métodos de processamento evoluiram e dentre eles estdo a
extrusdo, micronizagdo, “jet sploder” e desidratacdo por “spray-dried”, 0 que
possibilitaram a adequada utilizacdo de produtos de origem animal nas ra¢des de animais,
principalmente os hemoderivados.

A técnica de secagem pelo processamento “spray dried” é o0 mais utilizado para
produtos derivados de sangue, proporcionando materiais solidos a partir de liquidos,
possibilitando a protecdo de compostos bioativos contra processos de degradagéo,
mantendo a qualidade do produto e as suas propriedades fisico-quimicas (Gharsallaoui et
al., 2007). Dentre as fontes proteicas, o plasma sanguineo “spray dried” (PSSD) é um
subproduto da industria frigorifica, obtidos a partir do fracionamento industrial do sangue
de animais saudaveis, oriundo do sangue proveniente do abate de suinos ou bovinos
(Pérez-Bosque et al., 2016).

A extracdo do plasma tem inicio na sangria dos animais abatidos, na qual o
sangue é coletado com anticoagulante. Apds a coleta, ocorre a centrifugacdo, havendo a
separacdo e fracionamento celular entre eritrocitos (heméacias) e plasma, sendo
posteriormente resfriado a 4°C. Em seguida, as fragBes plasmaticas passam pelo processo
de ultra filtragem para reduzir a umidade em baixa temperatura, até que tenham
aproximadamente 30% de solidos (Pérez-Bosque et al., 2016) (Figura 1).

Apos a obtencdo, o plasma é entdo concentrado e desidratado por um sistema de
secagem por aspersao (spray-dried) que consiste em micronizar o plasma em gotas de 10
a 100 pm, através da passagem rapida por uma torre em alta pressdo (200 atm) e
temperatura minima de 80°C, originando um produto em p6 uniforme e de aspecto fino,

com as caracteristicas nutricionais preservadas (Pérez-Bosque et al., 2016) (Figura 1).
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Durante a secagem por pulverizagéo, as proteinas presentes no plasma sanguineo
conseguem preservar a maior parte da sua atividade bioldgica, pois sdo expostas a altas
temperaturas por um periodo muito curto de tempo, com a vantagem sobre a secagem
convencional para que as proteinas ndo sejam desnaturadas e preservem sua atividade
bioldgica, dos quais se destacam as imunoglobulinas, pois cerca de 20% das
imunoglobulinas se mantém funcionais apds o processamento (Borg et al., 2002; Pierce
et al., 2005).

Sangue coletado com
anticoagulante

Separacéo das fracGes
de plasma e células
sanguineas

Resfriamento e
remocdo de dgua

v

Processamento por
Spray Dryer

Tratatamento térmico
pos secagem

Liberacdo para venda
e rastreabilidade da

distribuicéo

Figura 1. Processo de obtengdo do plasma sanguineo “spray dried”.

Fonte: Adaptado Pérez-Bosque et al., 2016
I1l.  Plasma sanguineo “spray dried” na alimentacédo de leitdes

O plasma animal é composto por componentes funcionais, contendo
aproximadamente 70 a 80% de proteinas e € uma excelente fonte de proteina de alto valor
nutricional, e esta fracdo proteica é composta por cerca de 50% de albuminas e 25%
globulinas (incluindo a-, B- e y- globulinas), 5% fibrina e 20% de outras proteinas, como
haptoglobinas, transferrinas, fatores de crescimento e peptideos (Weaver et al., 2014). As
imunoglobulinas (1g) correspondem a 15-20% do PSSD, sendo que as 1gG representam
seu maior componente e estimulam o crescimento (Pierce et al., 2005).

A primeira vez que o PSSD foi proposto como fonte proteica para uso em dietas
para suinos foi no final de 1980 (Zimmerman, 1987). Desde entéo, os produtos de origem
animal e derivados do sangue, como o plasma sanguineo, tém-se demonstrado o aumento
da ingestdo de racdo ap6s o desmame, melhorando o desempenho dos leitdes na fase
inicial (Gattas et al., 2008; Torralardona, 2010; Pérez-Bosque et al., 2016).
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O aproveitamento do sangue suino; bovino e de suas fragdes sdo interessantes
pelas propriedades funcionais e nutricionais de suas proteinas, podendo apresentar
potencial de utilizacdo na alimentacdo animal, além da reducdo da poluicdo ambiental
inerente a exploracdo econdémica. Uma dieta formulada com fontes proteicas de origem
animal, como o PSSD, tem sido estudada na expectativa de que possa melhorar a
digestibilidade dos nutrientes das dietas (Teixeira et al., 2003). Devido ao processo de
desidratacdo, o produto € estabilizado mantendo seus componentes integros com teores
equilibrados de aminoacidos e varios componentes fisiolégicos, como imunoglobulinas,
peptideos e glicoproteinas, incluindo albumina e globulinas (Pierce et al., 2005; Pettigrew
et al., 2006; Pérez-Bosque et al., 2016).

Apds o desmame, a transicdo do leite para alimentos solidos tem importantes
consequéncias nutricionais, como a mudanca de gordura para carboidratos como principal
fonte de energia digestivel e a mudanca de proteina animal altamente digerivel para
proteinas menos digeriveis de origem vegetal (Everts et al., 1999). O tipo de proteina
utilizada na dieta de leitdes desmamados manifesta consequéncias para a ingestdo de
alimentos, ganho de peso, digestibilidade e atividade das enzimas pancreéticas (Peiniau
et al., 1996).

A adicdo de PSSD em comparacdo ao uso de proteina vegetal em dietas para
leitbes desmamados pode melhorar o desempenho pds-desmame, pois, a composicao de
aminoacidos e a digestibilidade proteica do PSSD é mais semelhante as proteinas
presentes no leite da porca (Darragh e Moughan, 1998). Em experimentos onde a soja
constituiu a principal fonte proteica da dieta, as respostas para o desempenho foram
melhoradas com a inclusdo do PSSD (Van Dijk et al., 2001).

O teor de proteinas do PSSD é menor que o da caseina e apresenta menor
digestibilidade ileal aparente de aminoacidos, entretanto, o conteudo de aminoacidos
essenciais do PSSD € superior a proteina da soja, sendo rico em lisina, triptofano e
treonina, com menores concentragdes de isoleucina e metionina (Kats et al.,1994b; Van
Dijk et al., 2001). A metionina € o primeiro aminoacido limitante em dietas com inclusfes
superiores a 6,0% de PSSD (NRC, 2012).

Dessa maneira, respostas positivas no desempenho dos leitbes foram obtidas
com utilizacdo de altas concentracBes de plasma quando a metionina sintética foi
adicionada as dietas (Owen et al., 1993b; Kats et al., 1994a, Chae et al., 1999). Dietas

sem a suplementacdo de metionina, foi estabelecido limite entre 6,0 e 8,5% de PSSD em
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dietas pés-desmame (Gatnau e Zimmerman, 1991; 1992; Gatnau et al., 1993; Kats et al.,
1994b).

A avaliacdo da suplementacdo de PSSD comparado com proteina extrusada de
soja na dieta de leitdes, foram observados que ao fornecer PSSD com consumo restrito,
ocorreu melhora na eficiéncia de utilizacdo proteica para o crescimento de tecido magro
e que essa resposta é mediada em parte pela diminuicdo do catabolismo de aminoacidos
(Jiang et al., 2000a, 2000b).

A suplementacao dietética com o PSSD tem efeitos positivos nos varios aspectos
ligados ao intestino, sendo que em inclusdes acima de 6% mostraram efeitos
estimuladores no crescimento (+27%) e no consumo de racgdo (+25%), no entanto, essas
melhorias foram mais discretas quando havia grande presenca de ingredientes de origem
vegetal na dieta (Van Dijk et al.,2001). A melhora de desempenho ao utilizar o PSSD, em
relacdo as fontes proteicas vegetais, provavelmente se deve a similaridade da composicao
de aminoacidos, e da digestibilidade proteica, em relagdo ao leite materno (Darragh e
Moughan, 1998).

Em relacdo a outras fontes de proteina animal, 0 PSSD incluido de 4-6% na racédo
inicial € o ingrediente mais interessante, por estimular o crescimento e o consumo de
racdo, com consequente reducdo das alteragOes intestinais (Van Dijk et al., 2001,
Torralardona et al., 2003).

A menor digestibilidade da matéria seca e de proteina nos leitdes foram
encontradas quando consumiram dietas com PSSD em relagdo a dietas que continham
soro de leite em p6 (Hansen et al., 1993). O PSSD é uma fonte efetiva de proteina em
dietas de leitGes recém-desmamados por aumentar o consumo de racdo e o ganho de peso
(Hansen et al., 1993; Kats et al., 1994a). No entanto, foi observada a baixa digestibilidade
ileal aparente em dietas com PSSD (Knabe, 1994).

O PSSD foi avaliado em estudos sobre a substituicdo a diversos ingredientes,
como leite em p6 (Kats et al., 1994b), o farelo de soja (Coffey e Cromwell, 1995), o soro
de leite (Hansen et al., 1993) e a farinha de sangue (Hansen et al., 1993; Rodas et al.,
1995), demonstrando que o PSSD pode estimular o consumo de racdo e melhorar o
desempenho de leitdes na fase de creche. Outro ponto bem definido é a alta palatabilidade
do PSSD, devido a esta caracteristica resulta em maior consumo de racdo e
consequentemente, uma melhoria no ganho de peso (Gattas et al., 2008; Ermer et al. 1994;
Pujols et al., 2016).

13



Vérios autores atribuiram a melhora de desempenho & presenca de
imunoglobulinas e proteinas de alta qualidade (Ermer et al., 1994; Gatnau et al., 1995;
Jiang et al., 2000a; Pierce et al., 2005). Adicionamente, o citrato de sodio é
frequentemente utilizado como anticoagulante para a obtencdo do PSSD e o acido citrico
é considerado um promotor de crescimento para suinos, portanto, as concentragdes de
citrato no PSSD poderiam influenciar no desempenho (Van Dijk et al., 2001).

A magnitude na resposta, bem como a taxa de inclusdo do PSSD tem variado
entre 4%, 6%, 8%, 10% e 13% (Gatnau e Zimmerman, 1992; Kats et al.,1994a; Hansen
et al.,1993; Coffey e Cromwell, 2001; Torralardona, 2010). No entanto, a mé&xima
resposta da incluséo varia de acordo com sistema de manejo (Touchette et al., 1996), o
nivel de contaminacdo do ambiente (Gatnau e Zimmerman, 1991), composicdo da dieta
(Owen et al., 1993a;Touchette et al., 1996), ou ainda fontes e métodos de processamento
do plasma (condicGes de temperatura, pressao e armazenamento) (Russel, 1994; Gatnau
e Zimmerman, 1994).

Respostas mais consistentes com uso de PSSD na dieta sdo relativas ao maior
consumo de racdo, imediatamente nos primeiros 10 dias apds o desmame (Dalto et at.,
2013). Coffey e Cromwell (2001) e Corl et al. (2008) relataram melhora no ganho de peso
médio, no consumo de alimento e na eficiéncia alimentar devido ao consumo do PSSD
por leitdes recém desmamados.

No entanto, leitbes alimentados com 1,5% de PSSD, por 8 dias apds o desmame,
observaram uma reducdo no consumo, no ganho de peso e piora da conversao alimentar
(Guzik et al., 2002). O fornecimento de 3,0% de PSSD na fase de pds desmame ndo foi
observado diferenca no CDR, GPD e CA entre os dias 0 e 7, mas houve melhoria desses
indices no intervalo entre os dias 8 e 21 dias e entre 0 e 21 dias (Van Dijk et al., 2002).

Animais desmamados com baixo peso receberam dietas com 10g e
20g/animal/dia de PSSD fornecido diretamente no cocho, apesar do CDR néo ter sido
observado diferenga entre os tratamentos, os animais com 10 e 20g/animal/dia de PSSD
apresentaram 12% e 14% de aumento no consumo, respectivamente (Dalto et al., 2011).

Niveis de até 6% de PSSD na dieta de leitdes aumentaram tanto o ganho de peso
médio diario quanto a ingestdo de racéo nas primeiras duas semanas, de forma dependente
da dose e melhoraram a converséo alimentar dos leitdes. Niveis de incluséo de 4 a 8%

foram recomendados para proporcionar melhor desempenho (Coffey e Cromwell, 2001,
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Torralardona, 2010). Leitbes desmamados com menos de 5 kg, a inclusdo de PSSD é de
5-7%, e de 2-3% para animais entre 5-7 kg (Dritz et al., 1996)

A melhora no desempenho, com maior ganho de peso com a inclusdo de até
8,0% de plasma sanguineo nas dietas, foi descrita por Barbosa et al., (2007), ao trabalhar
com suinos desmamados dos 21 aos 28 dias de idade. Resultado semelhante foi descrito
por Gattas et al. (2008), que ao incluir niveis de até 8,0% de plasma sanguineo em ra¢ées
para suinos desmamados com 14 dias, e criados até os 28 dias, observaram maior ganho
de peso e consumo de racao.

O PSSD beneficia a taxa de sobrevivéncia, ou seja, leitdes desmamados com
maior peso apresentam +3,1% chances de sobreviver em relacdo a animais com menor
peso ao desmame (Dewey, et al., 2006). Com o uso de PSSD na primeira dieta de creche
0s animais apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 13,4% e somando a primeira e
segunda dieta na creche, apresentaram 5,0% de sobrevivéncia, sendo assim, o PSSD pode
reduzir a mortalidade dos leitdes. O PSSD apresenta efeitos positivos para GPD com
ganhos de 22 e 28g/dia, CDR 20 e 27 ge a CA -0,28 e 0,069/g.

O desempenho de suinos, desde a fase de creche até ao abate recebendo
diferentes quantidades de PSSD, demonstrou que animais que receberam PSSD na fase
de creche apresentaram melhora no peso de saida de creche, 1,43kg a mais em relacéo
aqueles que ndo receberam o PSSD na fase de creche, assim como, apresentaram maior
ganho de peso e consumo de racao, nao havendo diferencas significativas para conversdo
alimentar (Silva et al., 2022). Na fase de crescimento e terminagdo, 0s animais que
receberam PSSD apresentaram ganhos de até 3kg a mais, em comparacdo a dieta sem
PSSD. A resposta dos leitdes é dependente da funcdo da composicao da dieta (tipo de
proteina), nivel de inclusdo, periodo de oferecimento ao animal, idade e peso dos leitdes,
sanidade e condicGes do local de criacdo (Van Dijk et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais 0 PSSD promove esta melhoria no desempenho dos
animais ainda ndo estdo bem elucidados, contudo, considera-se que podem estar
relacionados a alta palatabilidade, baixa concentracdo de aminas biogénicas e a sua
composicgdo, por apresentar excelente relacdo de amino&cidos e alto nivel de proteinas
globulares (incluindo as imunoglobulinas), que estimulam o crescimento e o consumo de

racao durante a fase do pos-desmame (Pujols et al., 2016).
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V. Diferentes fontes animais de plasma sanguineo “spray dried” na alimentacao
de leitdes

Dentre os diferentes métodos de processamento e secagem, com a finalidade de
melhorar a qualidade e a utilizacao dos ingredientes pelos leitdes (Gatnau et al., 1992), e
os diferentes tipos de plasma de origem animal (suino/bovino), observa-se que a resposta
dos leitdes utilizando os diferentes tipos de PSSD demonstram resultados positivos, no
entanto, a eficacia pode ser diferente entre os PSSD (Russel, 1994; Pierce et al., 2005).

O plasma de origem suina demonstra ter maior eficacia do que as outras fontes,
devido as diferencas significativas obtidas para o consumo (Torralardona, 2010). Do
mesmo modo, estudos com a comparagdo direta das duas fontes apresentou maiores
produtividades para o plasma suino em relacdo ao plasma bovino (Hansen et al., 1993;
Gatnau e Zimmerman, 1994; Smith et al., 1995; Pierce et al., 2005). A resposta ao plasma
proveniente de sangue suino também foi melhor para ganho meédio diario de peso quando
comparada ao plasma bovino, o que pode ter sido responsavel pelo envolvimento do
sistema imune do animal e de imunoglobulinas, obtendo-se melhor resposta devido ao
efeito de imunoglobulinas especificas. (Van Dijk et al., 2001).

As diferencas no conteddo de imunoglobulinas (quantitativamente e
qualitativamente) pode influenciar a eficacia dos diferentes tipos de PSSD (Bosi et al.,
2001). Dentre as trés fontes disponiveis, relata-se 0 aumento no desempenho de leitdes
desmamados, no entanto, o PSSD suino tem demonstrado eficacia devido a presenca de
imunoglobulinas suina na sua fracdo, contra patdgenos suinos que podem se alojar no
intestino dos leitdes desmamados (Torralardona et al., 2010).

O efeito bioldgico do PSSD parece ser mais pronunciado em leitbes em
condicbes de desafio sanitario (Coffey e Cromwell, 1995). E possivel que
imunoglobulinas especificas (IgG) contra patégenos suinos em comparac¢ao direta de duas
fontes de plasmas (suino e bovino), proporcionaram maiores produtividades para PSSD
suino do que para PSSD bovino (Hansen et al., 1993; Gatnau e Zimmerman, 1994; Gatnau
et al., 1995; Smith et al., 1995; Pierce et al., 2005).

No entanto, estudos contrarios avaliaram o desempenho dos animais obtendo
resultados semelhantes quando alimentados com plasma suino e bovino com a inclusao
de 6% na dieta, aos 14 dias ap6s o desmame, sugerindo que a origem animal dos plasmas
poderia ser usados alternadamente em formula¢Ges com a mesma concentracdo na dieta
(Crenshaw et al., 2015).
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Assim como, diferencas no desempenho de leitdes alimentados com as duas
diferentes fontes de plasma (suino/bovino) ndo foram encontradas, sugerindo que néo
existe evidéncia de um efeito especifico das imunoglobulinas do plasma proveniente de
suinos (Rodas et al., 1995).

Leitbes alimentados com PSSD bovino e PSSD suino, quando comparados com
PSSD misto resultaram em maior consumo de racdo e ganho de peso. No entanto, 0 PSSD
bovino e suino ndo apresentaram diferencas estatisticas (Balan et al., 2020). De outro
modo, foi sugerido que o plasma suino € melhor que o plasma de origem mista (Owusu-
Asiedu et al., 2003).

Portanto, nota-se diferentes respostas com base nas diferentes origens dos PSSD,
em relacdo ao desempenho dos leitdes ap6s o desmame, mas alguns trabalhos
demonstram que a resposta do PSSD bovino € menor para ganho de peso médio diario
em relacdo ao PSSD suino (Van Dijk et al., 2001). Os resultados de pesquisas indicam
que os efeitos positivos dos diferentes tipos de PSSD podem ser afetados pela qualidade
do produto, do seu nivel de inclusdo, da idade e do peso dos leitdes, status sanitario e

ambiente dentro da instalacdo (Campbell et al.,1998).

V. Influéncia do plasma sanguineo “spray dried” na morfologia intestinal

No periodo pré-desmame, as vilosidades intestinais sdo altas e bem estruturadas,
0 que assegura eficiéncia na absorcdo de nutrientes. No entanto, devido ao estresse do
desmame, o tamanho das vilosidades pode ser afetado, reduzindo as vilosidades e as
criptas mais profundas, causando a mé absor¢édo e maior secrecdo, o que predispde o leitdo
a diarreia p6s desmame (Hampson, 1986).

As principais vantagens atribuidas ao PSSD, durante o periodo pds-desmame, se
referem a sua capacidade de manter a integridade da mucosa intestinal e reduzir a resposta
inflamatoria, ajudando na resisténcia a acdo de patdgenos (Bosi et al., 2004), além de
modificar de forma benéfica a morfologia intestinal e a ocorréncia de células imune na
lamina prépria das vilosidades de leites desmamados, associando esse efeito a menor
ativacdo imune (Nofrarias et al., 2006).

Pesquisas com leitbes desmamados aos 21 dias de idade indicam que o0 uso de
PSSD aumenta a secre¢do das enzimas digestivas, melhora a integridade do epitélio
intestinal, melhora a digestdo, absorcéo e utilizacdo dos nutrientes, especialmente na
primeira semana ap0s o desmame, aos 21 dias de idade (Campbell, 2003).
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Leitdes alimentados com ragdes contendo PSSD, apresentaram melhor
desenvolvimento das estruturas intestinais e atividade enzimatica, evidenciado por
aumento da superficie das vilosidades (Gatnau et al., 1995; Owusu-Asiedu et al., 2003),
aumento e manutencdo da altura das vilosidades e relacdo altura de vilosidade:
profundidade de cripta (Spencer et al., 1997; Touchette et al., 1997, 2002), e aumento na
atividade da maltase e lactase da mucosa (Cain et al., 1992; Gatnau et al., 1995).

E evidenciado que o uso de PSSD para leitdes desmamados aos 21 dias de idade,
ocorre 0 aumento da secrecdo de enzimas digestivas, melhorando a integridade do epitélio
intestinal e aumentando a digestdo, absorcéo e utilizagdo dos nutrientes (Campbell, 2003).

O efeito do plasma sanguineo na dieta de leitdes, desmamados aos 35 dias de
idade, foi evidenciado maior altura de vilosidade no intestino delgado (Barbosa et al.,
2012). Diante disto, o PSSD possui efeito protetor no intestino delgado, estimula o
sistema imunologico (Owusu-Asiedu et al., 2003; Torralardona et al., 2003)

O PSSD pode oferecer protecdo contra o desenvolvimento de lesbes na mucosa
e, portanto, deve permitir a reducdo da passagem de grandes moléculas inertes atraves da

parede intestinal melhorando a saude intestinal (Van Dijk et al., 2001).

VI.  Influéncia do plasma sanguineo “spray dried” na saude intestinal

O PSSD é uma excelente fonte de proteinas na alimentacao animal, e além dos
seus efeitos sobre o desempenho animal, ha varios trabalhos demonstrando efeitos
benéficos sobre a saude intestinal, principalmente devido as fragdes de imunoglobulinas
que previnem a ligacdo de patdgenos na parede intestinal, prevenindo danos das bactérias
e virus, resultando em um epitélio intestinal mais funcional (Coffey e Cromwell, 1995;
Lalles et al., 2007).

O PSSD auxilia na manutencéo da integridade da mucosa intestinal e por reduzir
a resposta inflamatéria no intestino, o que auxilia os leitdes a superarem os desafios
sanitarios (Bosi et al., 2004). Devido ao PSSD reduzir a adesdo e proliferacdo de
patdbgenos na mucosa intestinal, ocorre a diminuicdo da estimulacdo do sistema
imunologico local e sistémico, resultando em maior disponibilidade de nutrientes para o
crescimento (Campbell et al., 2008).

Além disso, outros mecanismos estdo relacionados com a melhoria da saude

intestinal, através da modificacdo da composicéo da microbiota intestinal. O uso do PSSD
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tem sido sugerido para reduzir a incidéncia ou a gravidade da diarréia pos-desmame
(Hansen et al., 1993; Touchette et al., 2002; Adewole et al., 2016).

Utilizar a inclusdo correta é fundamental para obter os beneficios do PSSD. Nos
primeiros 14 dias apds o desmame 0 minimo de 5% de PSSD foi fundamental para reduzir
0 escore de diarreia aos 7 e aos 14 dias de idade, reduzir as citocinas pro inflamatérias e
melhorar a barreira intestinal (Peace et al., 2011).

A utilizacdo do plasma aumentou o consumo de racdo em 1,5 kg/leitdo, ganho
de peso superior a 1 kg e reduziu a incidéncia de diarreias na primeira quinzena apos o
desmame, quando comparado aos animais que ndo receberam PSSD na dieta e 0s
resultados foram associados a melhor digestibilidade e substituicdo parcial das proteinas
de origem vegetal por proteinas de origem animal na dietas com PSSD (Muller et al.,
2017).

Os efeitos positivos do PSSD envolvem a atividade das glicoproteinas que
reforcam a protecédo contra Escherichia coli, e das imunoglobulinas adquiridas (Van Dijk
etal., 2001). O PSSD demonstrou ser eficaz contra toxinas bacterianas e virus, e estimula
o crescimento de lactobacilos no ileo e ceco (Torralardona et al., 2003) e reduzir as
col6nias de Escherichia coli no intestino delgado (Ferreira et al., 2009; Bosi et al., 2004;
Corl et al., 2008) . Adicionalmente, reduz a frequéncia de proteobacteria e estimula
Firmicutes, triplicando a populacdo de lactobacilos em amostras fecais de leitbes
desmamados (Che et al., 2020).

O PSSD apresenta efeito sistémico, melhorando os indices de pneumonia e
reduzindo as lesdes pulmonares (Silva et al., 2022). Outra ferramenta importante da
utilizacdo de PSSD refere-se a reducdo de dependéncia de antimicrobianos para suinos
na fase de terminacdo (Lima et al., 2019).

Embora o numero de peptideos no plasma sanguineo seja relativamente escasso
em relacdo ao numero de proteinas com PM > 10 kDa, alguns autores sugerem que
peptideos bioativos presentes nas proteinas plasmaticas podem ter efeito benéfico apés a
hidrolise enzimatica a nivel intestinal e podem explicar parcialmente o melhor
desempenho e beneficios para a saude ao se incluir o PSSD nas dietas dos animais (Bah
etal., 2013).
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VIl.  Influéncia do plasma sanguineo “spray dried” na concentracdo de
imunoglobulinas

Os leitBes recém-nascidos tém a capacidade de absorver imunoglobulinas do
colostro, no entanto, essa capacidade é perdida logo apds o nascimento, e durante a maior
parte da lactacdo as imunoglobulinas no leite ndo séo absorvidas pelo limen intestinal.

O PSSD pode melhorar a saude intestinal por meio de varios modos de acéo,
incluindo influenciar diretamente a resposta inflamatéria imune e a imunomodulagéo
local ou sisttmica, como também, através da modificacdo indireta de populagdes
microbianas (Campbell et al., 2019). Resultando em reducéo da inflamacdo intestinal, por
apresentar imunoglobulinas ativas que atuam na barreira intestinal que impedem a adeséo
de bactérias patogénicas a parede do intestino (Hedegaard et al., 2016).

As albuminas sdo responsaveis pela manutencéo da pressdo osmotica do plasma
e fornecimento de tamponamento do sangue (Balan et al., 2020). As globulinas tém
funcdo imunolégica, o contetdo de globulinas no plasma pode variar entre 20% e 30%.
Dentre as gamaglobulinas as imunoglobulinas G (IgG) séo as principais constituintes do
plasma sanguineo, outros tipos (IgM, IgA, IgD e IgE) sdo encontrados em menores
concentracdes no plasma sanguineo (Balan et al., 2020).

O mecanismo de acdo do PSSD ainda no esta totalmente compreendido, alguns
autores sugerem que as imunoglobulinas sdo as principais proteinas envolvidas no
crescimento e aumento do consumo de ragdo, juntamente com uma melhor funcdo imune
e intestinal (Pierce et al., 2005; Petschow et al., 2014). Além disso, o plasma sanguineo
contém mais de 695 proteinas em sua composicao (Schenk et al., 2008), e provavelmente
algumas dessas proteinas também estdo envolvidas no mecanismo de ac¢éo do PSSD.

As imunoglobulinas podem prevenir danos causados por patdégenos na parede
intestinal e manter as propriedades digestivas e absortivas do intestino (Coffey e
Cromwell,1995). Devido a relacdo positiva com o contetdo de imunoglobulinas do
PSSD, algumas fontes do PSSD podem apresentar contetido de 1gG padronizado, assim
como o enriquecimento para algumas imunoglobulinas especificas, que podem ser
obtidos de animais que sdo vacinados contra patdgenos especificos para este fim
(Torralardona et al., 2010).

Um estudo comparando o plasma suino com duas fontes de plasma sanguineo
(com ou sem conteudo padronizado de 1gG), evidenciaram uma melhor eficacia para o

plasma sanguineo padronizado de IgG quanto ao conteddo de imunoglobulinas em
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relagdo as outras fontes, indicando a relevancia da padronizag¢ao das imunoglobulinas no
contetdo das diferentes fontes de plasma (Bosi et al., 2001).

Estudos avaliando o fornecimento de 10 e 20 g de PSSD/animal/dia para leitdes
desmamados com baixo peso, durante 14 dias, os animais foram favorecidos com a
maturacdo dos 6rgdos linfoides, devido ao aumento dos niveis de IgA. Especificamente
para a dose de 20 g/dia de PSSD, encontrando melhorias na morfologia intestinal, além
de igualar o desempenho dos animais leves aos pesados (21 a 70 dias de criacdo) (Dalto
etal., 2013).

Leitdes suplementados com PSSD desenvolveram niveis baixos de ativacdo
imune, tanto localmente (Jiang et al., 2000b; Bosi et al., 2004) quanto sistematicamente
(Touchette et al., 2002). E provavel que, em decorréncia das imunoglobulinas ativas, o
PSSD forneca alguma imunidade local no trato gastrintestinal do leitdo na primeira
semana pos-desmame (Gatnau e Zimmerman, 1991; Nofrarias et al., 2006). As
imunoglobulinas do PSSD poderiam prevenir os danos causados por patdgenos a parede
intestinal, mantendo as caracteristicas digestivas e absortivas do intestino (Coffey e
Cromwell, 1995). Portanto, as diferencas no contetdo de IgG, tanto em qualidade como
em quantidade, pode influenciar a eficécia das diferentes origens de PSSD (Bosi et al.,
2001).

VIIl. Influéncia do plasma sanguineo “spray dried” nas citocinas inflamatorias

Os beneficios do PSSD em dietas de leitdes desmamados sdo diversos,
aumentando a secrecdo de enzimas digestivas, melhorando a integridade do epitélio
intestinal e aumentando a digestdo, absorcéo e utiliza¢do dos nutrientes, especialmente na
primeira semana ap6s o desmame, aumentando ainda a resposta imune através da reducao
de citocinas pré inflamatorias e diminuicdo de patégenos, em compara¢do com suinos
sem acesso ao PSSD (Coffey e Cromwell, 2001; Campbell, 2003).

Dentre as propriedades relacionadas ao PSSD, relata-se a reducao na expressao
de citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-a) no tecido intestinal (Touchette et al.,
2002) e a infiltracdo de células inflamatdrias na mucosa intestinal (Jiang et al., 2000a),
assim como o PSSD também apresenta efeitos sobre o estresse oxidativo, no intestino e
em nivel sanguineo, com aumento da quantidade de antioxidantes enzimaticos, como a
catalase (CAT), e reducdo de malondialdeido (Gao et al., 2011)
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O PSSD pode atuar como fator anti-estressante, alterando os niveis de ACTH
(horménio adrenocorticotréfico) dos leitGes, possibilitando melhores respostas aos
desafios, em decorréncia do estresse do desmame (Gatnau e Zimmerman, 1994).

Evidentemente, esta resposta esta associada a propriedades anti-inflamatorias
de proteinas presentes no PSSD (Mueller et al., 2012). Em processos inflamatérios, é
comum o aumento dos niveis séricos de NOx; porém, a suplementacdo com 8% de PSSD
foi capaz de reduzir o éxido nitrico sérico, niveis e a magnitude do processo inflamatorio
(Maijoé et al., 2012).

Em um trabalho com leitbes recém-nascidos, classificados como de baixo peso,
Schuh et al., (2016) verificaram que a administracdo de 10 g de PSSD melhorou a
concentracdo séria de Gama glutamiltrasferase (GGT), sugerindo menor potencial de
lesdo hepatica dos leitdes em relacdo ao grupo controle. A concentracdo de Nox (6xido
nitrico) em leitdes de baixa viabilidade foi maior em leitdes que receberam o PSSD,
indicando que a presenca de Oxido nitrico é relacionada com o crescimento muscular
(Hayashi et al., 2004).

O PSSD contém proteinas funcionais, incluindo as transferrinas com o objetivo
de reduzir o ferro livre e impedir a sobrevivéncia bacteriana, lisozima que apresenta agcéo
antimicrobiana, fatores de crescimento responsaveis pela regeneracao celular, citocinas
com efeitos anti ou pré-inflamatério e imunoglobulinas que reagem antigenos anticorpos
de bactérias e virus, de maneira geral o PSSD apresenta efeito na resposta imunoldgica e
inflamatoria.

A resposta imune com a utilizacdo de PSSD no periodo pds desmame é eficiente,
reduzindo o estresse, conservando 0s nutrientes para o crescimento, ou seja, animais que
ndo recebem PSSD utilizam mais eficientemente os nutrientes para manter o sistema
imune em respostas a processos inflamatoérios, em contrapartida, o PSSD faz com que se
utilizem menos nutrientes para a resposta imune, utilizando esses nutrientes para o

crescimento.

IX.  Acidos e sais organicos

Os &cidos organicos possuem estrutura geral caracterizado por R-COOH, em que
R representa o grupo funcional monovalente que apresentam um ou mais grupos

carboxila, denominados acidos carboxilicos, gerando grupos de compostos como 0s
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aminoacidos, acidos graxos, coenzimas e metabdlitos intermediérios (Lehninguer et al.,
2007).

Na nutricdo animal, os acidos organicos mais utilizados séo os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), que contém até sete carbonos como, por exemplo, os &cidos aceético,
propidnico, butirico, fumarico, férmico, benoico, citrico, entre outros (Lehninguer et al.,
2007), podem ser produtos intermediarios ou finais do metabolismo microbiano,
resultado da fermentagdo microbiana de carboidratos no intestino grosso de suinos
(Brumano e Gattas, 2009).

Na sua forma livre podem ser altamente volateis e corrosivos, o que dificulta sua
manipulacéo e na palatabilidade da racdo (PARTANEN; MROZ, 1999). Também, podem
estar disponiveis na forma de sais, denominados sais de acidos organicos, que sdo
compostos resultantes da associacdo de formas anidnicas dos acidos organicos (RCOO-)
com cations, normalmente metélicos, tendo como vantagem maior estabilidade,
facilidade de manuseio e menos odores indesejaveis (Mroz, 2005).

Existem varias hipoteses sobre 0 modo de acéo dos &cidos organicos e seus sais,
alguns efeitos sdo mais conhecidos:

1. Induz a reducdo do pH gastrico, resultando em um tempo mais curto para alcancar
0 pH 6&timo, necessario para ativar o pepsinogénio em pepsina, melhorando a
digestibilidade de proteinas (Schéner, 2001);

2. Séo produtos intermediarios dos acidos tricarboxilicos e podem agir como fonte
de energia no intestino dos suinos, estimulando o desenvolvimento da mucosa e 0
crescimento de células epiteliais, levando a maior capacidade de absorcdo
(Suryanarayana et al., 2015);

3. Regulacédo do esvaziamento gastrico, que se torna mais lento devido aos produtos
resultantes da digestdo das proteinas, estimulando a secrecdo de enzimas pancreéticas e
bicarbonato (Rocha et al., 2008).

4. Alteragdo na microbiota intestinal, através de controle bactericida ou
bacteriostatico, devido a capacidade de acidificacdo do meio em que as bactérias estdo
inseridas, inibindo a invas&o e colonizacao por patdgenos e favorecendo a proliferacéo de
alguns microrganismos benéficos (Suryanarayana et al., 2015);

5. Utilizados em diversas vias metabolicas para geracdo de energia, como 0 &cido

lactico, que fornece piruvato; acido citrico e fumarato que participam como
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intermediarios no ciclo de Krebs e o butirato de sodio, que pode ser utilizado como fonte
energeética (Luckstadt, 2008; Lehninger, 2007).

6. Atuam como agentes quelatantes, que se ligam a metais, previnindo a formacéo
de radicais livres e, consequentemente, danos oxidativos as celulas e tecidos, além disso,
podem se ligar a cations e formar complexos minerais ao longo do intestino, que resultam
em maior absorcdo de minerais pelo epitélio intestinal (Ravindran et al., 1993).

O interesse zootécnico na utilizacdo dos acidos organicos é com base na
acidificacdo, sendo considerados como acidificantes. Os acidos organicos podem se
apresentar em duas formas: ndo dissociada (RCOOH) ou dissociada (RCOO). Os
acidificantes agem sobre os microrganismos de duas maneiras, a primeira é através de
acidos na forma dissociada que acidificam o meio extracelular, e a acidificacdo do meio
pela acdo de acidos na forma ndo dissociada agindo diretamente sobre 0s microrganismos
(Chiquieri et al., 2009).

A acdo bacteriostatica dos &cidos, na forma dissociada, € devido que o
microrganismo ter um pH o6timo de crescimento, e um intervalo de pH em que sao
incapazes de crescerem e multiplicarem, referindo-se tanto ao pH do meio extracelular
quanto do intracelular (Rodriguez-Palenzuela, 2000). Para os acidificantes na forma néo
dissociada sdo considerados lipofilicos e podem difundir-se livremente através da
membrana semipermeavel de bactérias gram-negativas (Partanen, 2001).

A eficiéncia de um &cido organico na inibicdo do crescimento de um
microrganismo depende do seu valor pKa (potencial de dissociagéo), que descreve o valor
do pH em que o &cido esta disponivel, é a medida quando o &cido se encontra 50%
dissociado e 50% indissociado em solucdo aquosa com o mesmo valor de pH. Quanto
mais proximo o valor de pKa a 1 mais forte é o acido (Vilas Boas, 2014).

A acdo antimicrobiana é somente na sua forma ndo associada, quando pode
passar através das paredes de bactérias e fungos e alterar seus metabolismos. Isto significa
que a eficacia antimicrobiana do &cido organico é maior em condicdes &cidas, como no
estdmago, e é reduzida em pH neutro, como no intestino.

Assim, os acidos organicos com alto valor de pKa sdo acidos mais fracos e, por
iss0, sd0 mais eficazes para a racdo uma vez que, presentes nos ingredientes da dieta em
sua forma indissociada em maior proporcdo, podem proteger a racao contra fungos e
micrébios (Ettle e Roth, 2005). Por isto, quanto menor o pKa do &cido organico (maior a

proporcdo da forma dissociada) maior seré seu efeito sobre a reducéo do pH e menor o
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seu efeito antimicrobiano nas por¢Ges mais distais durante o transito atraves do trato
digestivo. Um é&cido forte (com pKa baixo) ird acidificar a racdo e o estbmago, mas ndo

terd fortes efeitos diretos sobre a microflora intestinal.

X. Butirato de sédio

Os acidos organicos podem estar na forma de sais, com a vantagem de serem
inodoros e proporcionam facilidade, devido a sua forma solida e menos volatil, sendo
menos corrosivos e podem ser mais solGveis em agua do que os &cidos livres (Partanen e
Mroz, 1999).

O butirato de sédio (NaC4H707) é um sal derivado acido butirico (C4HsO3), 0
qual pode ser obtido através da fermentacdo microbiana anaerébica no intestino grosso,
ou através de enzimas e descamacdes do epitélio, podendo ser utilizado tanto na forma
livre quanto na protegida (micro encapsuladas), sendo assim, a sua forma influencia o
local de absorcdo (Tonel, 2009). Caracteriza-se por apresentar maior solubilidade aos
lipidios que os demais acidos organicos, portanto, possuindo maior dissociacao que 0s
demais &cidos de cadeia curta (pKa 4,82), podendo melhorar a agdo antimicrobiana
(Janssens e Nollet, 2002).

A inclusdo de butirato de sddio, em dietas de leitdes na fase de creche, podem
reduzir os microorganismos patogénicos, como Escherichia coli e Clostridium spp., sem
causar diminuicdo no numero de microrganismos benéficos, como lactobacilus e
bifidobactérias (Lu et al., 2008).

Embora alguns estudos demonstrem uma diminuicdo no desempenho de leitdes
na creche, alimentados com dietas contendo butirato de sédio durante alguns ou todos 0s
periodo de tratamento (Boas et al., 2016; Costa et al., 2011), outros pesquisadores
observaram efeitos positivos com o seu uso exclusivo ou associado sobre o desempenho
dos leitdes (Mazzoni et al., 2008; Piva et al., 2007).

A adicdo de butirato de sddio na alimentacdo de leitdes proporciona alteracdes
no trato digestorio dos animais, com diminui¢do de pH no intestino delgado e grosso,
inibindo a colonizacdo de bactérias patogénicos e estimulando as benéficas, e também
com acdo letal deste &cido atuando diretamente no metabolismo dos patdgenos
(Manzanilla, 2006). Sua utilizacdo na alimentacdo de leitGes proporciona alteragdes no
trato digestorio dos animais, diminuindo o pH intestinal, evitando a colonizacdo de
bacterias patogénicas e estimulando a proliferacdo de bactérias benéficas e proporcionam
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melhor eficiéncia alimentar quando comparado com a utilizagdo de avilamicina
(Manzanilla, 2006). Estes autores sugerem que a melhora na eficiéncia alimentar dos
animais pode ser devido a maior saude intestinal e a melhor eficiéncia no uso dos
nutrientes da racao.

O fornecimento do butirato de sodio para leitdes, reduziu a presenca de
Clostridium e Escherichia colli no intestino, além disso, aumentou as vilosidades do
intestino, aumentando a absorcdo dos nutrientes, além de melhorar o desempenho dos
animais (Lu et al., 2008). Da mesma forma, isso ocorre, quando o butirato de sodio €
avaliado comparando com o uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho,
resposta semelhante sobre o desempenho no periodo pds-desmame (Manzanilla, 2006).

Outro modo de acdo destes aditivos estaria relacionado com aumento no tempo
de retencdo gastrica (baixo esvaziamento gastrico) (Manzanillaet al., 2006) e,
consequentemente, aumento da acdo de enzimas. Devido a isso, 0s carboidratos, lipidios
e proteinas podem ser melhor hidrolisados promovendo efeito benéfico sobre a digestdo
e absorcdo dos nutrientes (Gaber e Sauer, 1994).

As diferencas entre as doses de inclusdo de butirato de sdédio e respostas
positivas/negativas sobre o desempenho produtivo podem estar ligadas com a forma em
que é adicionado as dietas. Por exemplo, se o butirato de sédio é adicionado na sua forma
protegida ou ndo, o que influencia na absorcéo deste composto, uma vez que o butirato
de sddio nédo protegido, é rapidamente absorvido na primeira por¢do do intestino, sendo
utilizado como fonte energética (Roediger, 1980). Por outro lado, em sua forma protegida
ha uma liberacdo gradual por todo o intestino, aumentando a energia ao longo do epitélio
intestinal (Jesus et al., 2019).

XI. Leveduras

As leveduras sdo microrganismos eucariotos unicelulares, pertencentes ao reino
Fungi, as quais sdo oriundas do processo de fermentacéo, apresentam em sua constituicao
membranas celulares bem definidas e resistentes (Russel, 2006). Sdo consideradas as
fontes mais antigas de proteinas unicelulares, sendo amplamente usadas na alimentacao
humana e animal, destacando-se a espécie Saccharomyces cerevisiae (Garcia et al.,
2018).

26



As leveduras sdo constituidas por estruturas imunoestimulantes, como B-
glucanas, mananoligossacarideos, &cidos nucleicos e quitina. De acordo com o
processamento, pode-se obter:

1. Levedura-seca, que € obtida por evaporacdo a vacuo ou pelo método de spray-
dried. E a forma integra das células da levedura, é uma fonte rica em proteina,
aminoacidos e carboidratos (Zanutto, 1997). No entanto a sua utilizagdo em ndo
ruminantes ndo € preconizada, devido a resisténcia da parede celular a acao das enzimas

digestivas, dificultando a utilizacdo dos nutrientes (Vananuvat, 1997).

2. Levedura em sua forma ativa, como o0 extrato de levedura, utilizada como
probidtico
3. Levedura hidrolisada, obtida através da hidrélise da parede celular, expondo o

citoplasma e disponibilizando uma grande quantidade de nucleotideos, polipeptidios,
vitaminas e os compostos da parede celular (B-glucanos, mananoligossacarideos e
quitina) (Sauer et al., 2011).

Neste sentido, componentes da levedura hidrolisada, como os beta-glucanos (-
glucanos), glucamananos e manoligossacarideo (MOS), sdo considerados prebioticos
provenientes da parede celular de leveduras, como a Saccharomyces cerevisae. Assim,
uma caracteristica destes carboidratos é ser resistente a degradacao enzimatica na por¢ao
inicial do trato gastrointestinal (TGI), favorecendo suas funcGes benéficas ao longo do
trato (Brow et al., 2005).

Resultados positivos com o uso da levedura hidrolisada foram associados a
melhora do equilibrio da microflora no trato gastrointestinal (TGI), participacdo da
maturacdo de tecidos no TGI, modulacdo da resposta imune, reduzindo
consequentemente patogenos, reducdo da diarreia pds-desmame e melhora na taxa de
crescimento dos animais (Vohra et al., 2016). No entanto, um estudo avaliando o efeito
da utilizacdo de 1,2g/kg de levedura hidrolisada e extrato de levedura, em relacdo a
20mg/kg de colistina, sobre o desempenho, fisiologia intestinal e satde de leitdes recém
desmamados, ndo apresentou diferenca significativa no desempenho dos animais.

Diferentes resultados sdo encontrados na literatura e podem estar associados com
a variabilidade dos produtos a disposi¢do, uma vez que, a cultura, extrato e o

processamento, podem influenciar no modo de acédo das leveduras (Fu et al., 2019).
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XIl.  B-glucanos

Os B-glucanos séo polissacarideos de cadeia longa, que também podem ser
encontrados na parede celular de plantas, algas e bactérias. Os B-glucanos oriundos da
levedura sdo do tipo B-1,3/1,6-glucanos (Ringoe et al., 2012; Barman et al., 2013).

Os B-glucanos séo originalmente utilizados por seu potencial imunomodulador,
podendo melhorar a salde intestinal através do aumento das fungdes de barreira da
mucosa, de maneira a contribuir para o crescimento dos animais, uma vez que 0S
nutrientes necessarios ao crescimento sao digeridos e absorvidos pelo organismo através
da mucosa intestinal. Esses polissacarideos ainda podem influenciar a composicdo da
microbiota intestinal, a qual ndo sé ajuda na digestdo, mas pode apoiar direta e
indiretamente as atividades imunoldgicas do tecido linfoide associado ao intestino
(GALT), representando o maior 6rgdo imune em mamiferos (Vetvicka, et al., 2014).

Os B-glucanos sdo conhecidos como moduladores do sistema imune, ativando
celulas de defesa, especialmente macréfagos e neutrofilos, uma vez quando se ligam a
celulas fagocitarias ou macrofagos, reconhem as ligagdes do tipo B-1,3 e B-1,6
estimulando a producdo de citocinas, portanto, uma reacdo em cadeia é realizada
induzindo a imunomodulacdo e melhorando a capacidade de resposta do sistema imune
inato, ou seja, onde ocorre a primeira resposta imune a contaminacdo patogénica,
evitando maior gasto energético durante um processo inflamatério prolongado e
mobilizando mais rapidamente o sistema imune adaptativo, 0 que evitara perdas de
producdo e altas taxas de mortalidade (Vetvicka, et al., 2014).

O efeito mais frequentemente observado a partir da inclusdo de -glucanos na
dieta de leitdes, especialmente aquelas obtidas de leveduras, é a modulacéo da produgéo
de citocinas pro-inflamatérias, induzidas pela infeccdo por patégenos (Vetvicka e
Oliveira, 2014). Estas citocinas inflamatdrias sdo muito importantes no inicio de qualquer
processo inflamatorio e/ou infeccioso devido ao seu efeito quimiostatico sobre
macrofagos e neutrdfilos para o local agredido (Abbas et al., 2012).

Alguns trabalhos relatam ainda a ag¢do dos B-glucanos sobre a morfologia
intestinal, reduzindo a atrofia de vilosidades em leitdes recém desmamados, causada pela
mudanga brusca na dieta ou pela infeccdo por patdgenos intestinais comuns nesta fase.
Este efeito protetor, sobre a principal estrutura de absorcéo de nutrientes no intestino dos
leitbes, ndo necessariamente tem resultado em um incremento no desempenho dos
animais (Jiang et al., 2015; Waititu et al., 2016).
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Quanto a agdo dos B-glucanos sobre a microbiota intestinal de leitGes, além do
efeito sobre o sistema imune, ocorre aumento da atividade fagocitica e producao de
espeécies reativas de oxigénio contra patdogenos (Vetvicka e Oliveira, 2014). O caréater
prebidtico dos B-glucanos também tem sido explorado. Alguns B-glucanos conseguem
escapar da hidrélise no trato digestdrio superior e podem ser fermentados no ceco e célon,
favorecendo a proliferacdo de microrganismos benéficos e consequentemente reduzindo
microrganismos patogénicos comuns na fase de desmame (Sweeney et al., 2012; Zhou et
al., 2013). Por sua vez, a fermentacé@o de glucanos no intestino pode ser mensurada pelo
aumento na producdo de acidos graxos volateis, produtos do processo fermentativo que
servem ainda como suprimento energético para os enterdcitos, possibilitando maior

renovacdo das células que compdem a barreira intestinal (Sweeney et al., 2012).

XIII.  Mananoligossacarideos (MOS)

Os mananoligossacarideos sdo derivados da parede celular de leveduras, que se
fraciona em porc¢do interna e externa, sendo entdo a porcéo externa composta de manose
fosforilada e glicoproteina, € um carboidrato complexo néo digestivel, portanto ndo sofre
hidrélise no intestino, sendo assim, ndo é absorvido pelo TGI (Geron et al., 2013).

Assim como 0s B-glucanos, os MOS possuem ac¢do prebidtica no hospedeiro,
melhorando a manutencdo da eficiéncia digestiva, integridade do epitélio intestinal,
melhorando a absor¢éo de nutrientes e proporcionando efeitos positivos no sistema imune
(Budifio et al. 2010).

A acdo indireta dos prebioticos sobre o sistema imune esté relacionada com a
sua capacidade de fermentacdo seletiva por bactérias benéficas, que além de produzirem
acidos organicos, secretam substancias com propriedades imunomodulatdrias,
interagindo com o sistema imune, estimulando a producado de citocinas, a proliferacao de
células mononucleares, a fagocitose macrofagica e a producdo elevada de
imunoglobulinas (1g), especialmente IgA, IgM e IgG (Yasui e Ohwaki, 1991; Silva e
No6rnberg, 2003).

O MOS age principalmente no intestino grosso, nas regides de ceco e célon e
serve de substrato seletivo principalmente para Lactobacillus e Bifidobacterium (Silva
2012). A microbiota benéfica fermenta o MOS e produz &cido latico e AGV, que
acidificam o meio e diminuem a proliferacdo de bactérias patogénicas (Kritas et al.,
2018).
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Os AGV que séo produzidos no intestino grosso sdo utilizados, uma vez que o
acetato e o propionato sdo absorvidos e seguem para a corrente sanguinea, e o butirato é
utilizado como fonte de energia para os enterdcitos, os quais sdo estimulados a proliferar,
mantendo a integridade da mucosa (Kritas et al., 2018).

Desta forma, ocorre o desenvolvimento das células intestinais, que aumentam o
tamanho das vilosidades e, assim, a superficie de absorcéo dos nutrientes, proporcionando
melhor desenvolvimento dos leitées (Vondruskova et al., 2010;).

Junto a isso, um numero maior de microrganismos nativos compete diretamente
pelo sitio de ligacdo nos enterocitos. O MOS também age como ligante de alta afinidade,
por meio de aglutinacdo competitiva, que bloqueia as fimbrias das bactérias patogénicas.
Estas possuem sitios de adesdo de lectinas sensiveis a manose, que causam ligacoes fortes
a algumas bactérias Gram-negativas, e impedem que estas se liguem a receptores nos
enterdcitos. Além disso, o0 MOS também pode ser capaz de remover patdgenos
recentemente aderidos a mucosa intestinal (Blatchford et al., 2013, Tran et al., 2016).

A imunomodulacdo pela administracgdo do MOS ocorre através do
reconhecimento pelas células dendriticas e macrdéfagos, que possuem o receptor de
manose, gerando uma reacdo em cascata que ativa a resposta imune, principalmente os
macrdfagos, células fagociticas e citocinas (Carbone e Faggio, 2016).

O MOS é capaz de se ligar aos enterdcitos, que reveste a superficie da mucosa e
blogqueia a adesdo de bactérias patogénicas. Através disso, 0 MOS pode entrar em contato
direto com células imunes, por meio de receptores de manose na superficie de algumas
destas células, que atua como um “antigeno nao-patogénico” e desencadeia reagdes
moleculares. Estas levam a secrec¢do de citocinas, com mobilizacdo e ativacdo de outras
células de defesa, que pode atuar de maneira pro-inflamatéria ou anti-inflamatéria na
resposta imunologica (Blatchford et al., 2013; Tran et al., 2016). Além disso, 0 MOS
influencia indiretamente o sistema imune, em que a microbiota nativa benéfica tem
capacidade de produzir substancias imunoestimulantes, que desencadeiam varias reacoes,
como a proliferacdo de macrofagos e linfocitos, producdo de citocinas diversas e até a
inducdo de sintese de imunoglobulinas, principalmente IgA, mais presentes em regido de
mucosa (Kritas, 2018).

O escore de diarréia em suinos alimentados com a dieta contendo
mananoligossacarideos foi reduzido em comparacdo com suinos alimentados com a dieta

controle (Zhao et al., 2012). Em outro estudo, 0s autores também observaram uma menor
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ocorréncia de diarreia em animais que receberam uma mistura de [B-glucanos e
mananoligossacarideos em comparacdo com 0s animais do grupo controle negativo
(Thituoi et al., 2016).

XIV. Nucleotideos

Os nucleotideos sdo compostos formados por bases nitrogenadas (puricas ou
pirimidicas), grupo fosfato e pentoses (2-desoxirribose para 0 DNA e ribose para 0 RNA)
(Nelson; Cox, 2014). As principais bases purinas sdo a adenina (A) e a guanina (G),
enquanto a citosina (C), timina (T) e uracila (U) sdo as principais bases pirimidinas
(Champe et al., 2009). Sua sintese pode acontecer nos animais pela via “de novo”, a partir
de seus precursores metabélicos, como a glutamina, no citosol hepatico (Yu et al., 2002),
porém tem um alto custo metabdlico e de energia (Rossi et al., 2007).

Os animais, durante o periodo pés desmame, ndo sintetizam nucleotideos em
quantidade suficiente, portanto outra forma de obtenc¢ao ¢é pela “via de salvamento”, que
utiliza nucleotideos fornecidos na dieta, atraves do citosol hepatico e atraves desta via
ocorre a reciclagem de bases livres e nucleosideos que sdo liberados dos nucleotideos e
acidos nucleicos, gerando um gasto menor de energia (Pelicia, 2008).

A incorporacdo dos nucleotideos na dieta pode ocorrer por serem considerados
essenciais quando a producdo enddgena é insuficiente para garantir a funcdo normal do
organismo, (Mateo et al., 2004). No desmame, em situacGes de estresse, 0s animais
podem ser beneficiados com a suplementacdo de nucleotideos, melhorando o
desempenho produtivo com maior ganho de peso, consumo de racgao (Sauer et al., 2012),
e ainda favorecem a morfologia intestinal (Sauer et al., 2012), a microbiota intestinal e 0
sistema imune dos animais (Andrés-Elias et al., 2007).

A melhoria da mucosa intestinal e do sistema imune pode ser explicada, pois 0s
nucleotideos sdo constituintes de coenzimas e participam do processo de divisdo e
crescimento celular (Domeneghini et al., 2006), sendo importantes para as células de
rapida proliferacdo (Sauer et al., 2011). O aumento da relacdo vilo:cripta e altura das
vilosidades intestinais na utilizacdo de nucleotideos para leitdes recém-desmamados tém
sido demonstrado (Domeneghini et al., 2004). Entretanto, ainda ha controversias sobre a
atuacdo dos nucleotideos em leitdes recém-desmamados sobre as melhorias na microbiota
intestinal (Andrés-Elias et al., 2007) e ativacdo do sistema imune em relagéo as respostas
inflamatdrias (Jiao e Kim, 2019), e em situacGes de desafio sanitario (Waititu et al., 2016).
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XV. Zinco

O zinco (Zn) é um elemento quimico essencial para os animais, esta envolvido
em processos fisioldgicos que desempenham fungdes cruciais para o crescimento normal
e para a saude dos animais, devido a sua importancia como componente estrutural, além
de atuar como cofator especifico para varias enzimas, em varias vias metabolicas na
proliferacdo celular e em sistemas de reparo e sinalizacdo em processos fisiologicos para
o0 equilibrio homeostatico (Kambe et al., 2015; Li et al., 2016).

Esté envolvido no metabolismo das proteinas, dos carboidratos, dos nucleotideos
e da vitamina A, sendo necessario na calcificacdo dos 0ssos e no desenvolvimento do
sistema imunolégico (Yague, 2009) e também na producéo e secre¢do de hormonios de
crescimento, insulina e hormonios sexuais (Li et al., 2016).

No processo de proliferacdo celular, o zinco destaca-se por atuar diretamente
sobre as células imunoldgicas, com capacidade de interferir na acdo citolitica das células
T, no processo de fagocitose de macrofagos e neutrofilos, na atividade de células “natural
killer” e na maturagdo de linfocitos (Cruz e Soares, 2011).

O que influencia a exigéncia nutricional dos minerais € sua fonte de incluséo,
que pode ser inorganica ou organica. As fontes inorganicas sdo comumente utilizadas
pela industria, e geralmente os valores de inclusdo séo maiores que a exigéncia nutricional
da espécie, ja que estas fontes sdo menos biodisponiveis (NRC, 2012). Por outro lado, as
fontes orgénicas sdo mais estdveis estruturalmente e tém maior biodisponibilidade,
resultando em melhor absorgéo e metabolizagéo (Miles e Henry, 2000).

Os tecidos musculares e 6sseos sdo 0s principais tecidos de reserva de zinco e
possuem capacidade de liberaracdo em condicdes de deficiéncia na dieta (Underwood e
Suttle, 1999). O local de absor¢cdo de zinco em animais ndo ruminantes é o intestino
delgado sendo o duodeno o local mais ativo de absorcdo (Underwood e Suttle, 1999). As
maiores concentracfes deste elemento sdo encontradas no figado e a producéo do zinco
é induzida pela presenca do elemento no figado (Mcdowell, 1992).

A deficiéncia de zinco afeta principalmente o crescimento, funcdes cerebrais e
atividade imunoldgica (Zhang et al., 2021). Em suinos, os principais sinais de deficiéncia
se caracterizam por crescimento retardado, diminuicdo do apetite, piora na conversdo

alimentar e paraqueratose (Macdonald, 2000).
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A medida que se eleva a concentragéo de zinco na dieta, aumenta a quantidade
de zinco ligado & metalotioneina intestinal, envolvida na homeostase desse mineral e nas
alteracdes fisiologicas do trato gastrointestinal, podendo resultar em aumento na absor¢édo
dos nutrientes e alteracdo da morfologia do intestino, podendo, ser um possivel
mecanismo de acdo responsavel pelo aumento do desempenho dos leitdes desmamados
suplementados com doses farmacoldgicas de zinco (Carlson et al., 1999). E, é possivel
que a absorcao de zinco no intestino possa ocorrer por difusdo passiva, e, indiretamente,
eleve a funcdo de barreira intestinal como mecanismo de protecdo do epitélio.

As formas mais comuns de suplementacdo em suinos € a inorgénica através do
sulfato de zinco e do 6xido de zinco, principalmente devido ao seu baixo custo (Liu et al.,
2021). O uso de fontes inorganicas é uma alternativa aos antimicrobianos sintéticos para
0 controle e prevencdo de problemas entéricos como a diarreia e como melhorador de
desempenho durante o pds-desmame (Muniz et al., 2010).

Os mecanismos de agdo do zinco como agente antimicrobiano ndo estdo bem
esclarecidos, embora alguns autores afirmem que atuariam inibindo o transporte ativo de
succinato na célula de Escherichia coli, ou impedindo a atividade do sistema oxidase,
inibindo a atividade da cadeia respiratoria da bactéria ou impedindo a sua aderéncia na
mucosa intestinal (Arantes et al. 2005, Menin et al. 2006). Também foi verificado efeito
na diminuicdo da diarreia associado a reducéo da permeabilidade intestinal (Zhang e Guo,
2009) e inibicdo e/ou reducdo da atividade da E. coli ao interagir com ions de zinco
(Arantes et al., 2005).

A metalotioneina induzida pelo acimulo de zinco no tecido intestinal também
pode proteger o tecido do dano oxidativo (Chai et al., 2014). Rostagno et al., (2017)
estabelecem uma necessidade de Zn de 155 mg por kg de racédo para leitbes desmamados;
138 e 113 mg por kg de racdo para suinos de 12 e 22 kg de peso corporal, respectivamente.
O uso excessivo de zinco inorganico pode estimular a resisténcia na microbiota intestinal
e, devido as chances de uma interacdo adversa entre minerais, aumentar 0s niveis

excretados dos mesmos (Leeson, 2008; Rutz; Murphy, 2009).
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l. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

v Avaliar a inclusdo de diferentes plasmas sanguineos spray dried (PSSD) na
alimentacdo de leitbes em fase pré inicial e inicial, e a substituicdo do antibidtico
melhorador de desempenho por associagdo de 4&cidos graxos, prébioticos e
oliegoelementos essenciais na alimentacdo de leitdes em fase pré inicial no periodo de
po6s desmame.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Determinar os coeficientes de digestibilidade e metabolizabilidade da energia
bruta em diferentes plasmas sanguineos spray dried;
v Avaliar o efeito dos diferentes plasmas sanguineos spray dried sobre o
desempenho produtivo; a saude intestinal e parametros plasmaticos; e a microbiota
intestinal;
v Avaliar o efeito de acidos graxos, prébioticos e oliegoelementos essenciais sobre
o desempenho produtivo; a salde intestinal; quantificar a microbiota intestinal e
translocacdo bacteriana; regulacdo do pH; integridade intestinal e a presenca do género
Clostridium perfringens tipo A.
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Highlights

1- Plasma sanguineo “spray dried” (PSSD) na alimentacdo de leitbes proporciona
beneficios no periodo pos desmame.

2- Desempenho e indicadores imunoldgicos de leitdes apresentam variagcBes, mesmo se
conhecendo adequadamente o valor nutricional dos PSSD suino, bovino e misto.

3 - As proteinas de fase aguda melhoram com o uso de PSSD em dietas pos-desmame.

4 - A microbiota intestinal apresenta melhor perfil com o uso de PSSD em dietas para
leitdes

5 - Os diferentes PSSD apresentam distintas diversidades microbianas intestinais.
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1. Plasmas sanguineos “spray dried” de origem suina, bovina e misto
apresentam variagdes na composi¢cdo nutricional e diferentes respostas
em dietas para leitdes no periodo pré inicial

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o valor nutricional e os efeitos da utilizacao de
plasmas sanguineos spray dried (PSSD) de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e
misto (PSSDM) em dietas para leitdes no periodo pés desmame. Foram realizados dois
experimentos. Experimento 1. Foram determinadas as composicGes de minerais e
amino&cidos dos PSSD avaliados, assim como estimados os valores de SID amino&cidos.
Foram utilizados 24 leitdes, machos castrados, mesticos, de linhagem comercial
(Landrace x Large White x Pietrain), alojados individualmente em gaiolas de
metabolismo em um delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, seis repeticbes e um animal por unidade experimental. Os tratamentos
consistiram de uma racao referéncia e 3 diferentes PSSD (PSSDS, PSSDB e PSSDM)
que substituiram em 20% a racédo referéncia. Foi utilizada coleta total de fezes e urina.
Foram determinados os valores de energia digestivel (ED) e metabolizavel (EM) assim
como, os coeficientes de digestibilidade (CDEB) e metabolizabilidade (CMEB) da
energia bruta. Experimento 2: a composi¢do nutricional e energética obtida no
experimento 1 foi utilizada para formular as rages do experimento 2. Foram utilizados
64 leitdes, dos 21 (desmame) aos 49 dias de idade, com peso inicial de 6,61 = 0.48 kg,
distribuidos em um delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, constituidos de uma racdo controle (sem PSSD) e trés diferentes PSSD, oito
repeticdes e dois animais por unidade experimental (macho e fémea). Os diferentes PSSD
foram incluidos em 6, 4 e 2%, dos 21 aos 28, 29 aos 35 e dos 36 aos 49 dias de idade,
respectivamente. Foram determinados o desempenho e indicadores sanguineos de
estimulacdo imune, em cada fase acima descrita. O proteinograma e avali¢do do
microbioma das fezes foram realizados ao final do experimento. Foi observada uma
varia¢do na composi¢cdo mineral e de aminoacidos entre os PSSD avaliados. Os PSSDB,
PSSDS e PSSDM apresentaram valores de EM de 3535, 3520 e 3419, respectivamente,
em que o maior CMEB foi observado para o PSSDB (76,63%), seqguido do PSSDS
(73,68%) e PSSDM (72,95%). O PSSDS proporcionou um desempenho superior para 0s
leitbes no periodo (21-49 dias de idade) com 504,96 de CDR e 1,65 de CA. Os PSSD
mostraram-se efetivos em relacdo as variaveis sanguineas avaliadas, ndo houve estimulo
das proteinas de fase aguda assim como demonstrou uma maior diversidade da microbiota
com a maior frequéncia de Firmicutes acima de 89% com o uso de diferentes PSSD. O
uso de PSSD em racOes para leitbes foi efetivo, devendo estar presente em dietas de
leitbes nas fases pré-iniciais e inicial I, justificando o uso em dietas para leitdes, com
melhores resultados para o PSSDS.

Palavras-chave: microbiota intestinal; pés-desmame, proteinograma
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l. Introducéo

Devido as caracteristicas desejaveis, 0 PSSD tem sido utilizado em dietas de
suinos para maximizar a taxa de crescimento, com efeitos benéficos principalmente na
fase p6s desmame, melhorando a ingestdo de racdo, morbidade, taxa de crescimento e
sobrevivéncia (Torralardona et al., 2010; Pérez-Bosque et al., 2016). Os beneficios do
uso de PSSD em dietas para leitdes no periodo p6s desmame sdo considerados uma
pratica nutricional de grande expressdo nos ultimos anos. No entanto, exitem PSSD
obtidos de diferentes espécies animais, que podem ser de origem suina (PSSDS), bovina
(PSSDB) ou misto (PSSDM), e observa-se que os leitdes consumindo dietas com
diferentes PSSD apresentam resultados positivos, contudo, a eficdcia pode ser diferente
entre os PSSD (Russel, 1994; Pierce et al., 2005).

Dentre as trés fontes disponiveis, o0 PSSDS é com maior eficacia, devido as
diferencas observadas para o consumo (Torralardona, 2010). Estudos com a comparagéo
direta mostraram maior produtividade ao se utilizar o PSSDS em relagdo ao PSSDB
(Hansen et al., 1993; Gatnau e Zimmerman, 1994; Smith et al., 1995; Pierce et al., 2005).
No entanto, leitdes alimentados com PSSDS e PSSDB apresentaram maior consumo de
racao e ganho de peso em relacdo ao PSSDM, mas 0 PSSDS e PSSDB foram semelhantes
(Balan et al., 2020). Em outro estudo, foi sugerido que o PSSDS é melhor do que o
PSSDM (Owusu-Asiedu et al., 2003).

De acordo com os estudos realizados, notam-se diferentes respostas para 0s
PSSD utilizados, principalmente em relacdo ao desempenho dos leitdes apds o desmame
(Van Dijk et al., 2001). Os resultados indicam que os efeitos positivos dos diferentes tipos
de PSSD podem ser afetados pela qualidade do produto, nivel de inclusdo, idade e peso
dos leitdes, status sanitario e ambiente dentro da instalacdo (Campbell et al.,1998).

Desta forma, o entendimento dos diferentes modos de acdo de diferentes PSSD
na dieta dos leitdes no periodo pds desmame pode auxiliar na tomada de decisdo de
diferentes estratégias nutricionais, considerando ainda um adequado conhecimento da
composicao dos diferentes PSSD para se formular as ra¢cdes. De acordo com o exposto, 0
objetivo deste estudo foi de avaliar o valor nutricional e os efeitos da incorporagéo de

diferentes PSSD na dieta de leitbes no periodo pds desmame.

59



72

73
74
75
76
77

78

79

80
81
82
83
84
85
86

87

88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

98

99
100
101
102

. Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos no Setor de Suinocultura da Fazenda
Experimental de Iguatemi, pertencente a Universidade Estadual de Maringa. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de

Animais em Experimentacéo (protocolo n° 4342060420).

Experimento | - Avaliacdo nutricional de diferentes plasmas sanguineos spray dried
2.1. Animais e instalacbes

No experimento | foi conduzido um ensaio de digestibilidade, sendo utilizados
24 leitbes, machos castrados, mesticos de linhagem comercial com alto potencial genético
e desempenho superior com 21 dias de idade e peso corporal inicial médio de
10,58+1,43kg. Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de metabolismo,
localizadas em sala de alvenaria, dotadas de equipamento de ar condicionado para
controle parcial da temperatura ambiente.

2.2.Delineamento experimental e dietas

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental de blocos ao
acaso, com quatro tratamentos, seis repeti¢cdes e um animal por unidade experimental. Os
blocos foram formados de acordo com o periodo de alojamento dos animais nas gaiolas.

Os tratamentos consistiram de uma racdo basal, constituida a base de milho e
farelo de soja, formulada para atender as exigéncias nutricionais dos animais, de acordo
com as recomendacdes descritas por Rostagno et al. (2017), e trés plasmas sanguineos
“spray dried” (PSSD), PSSD de origem suina (PSSDS), PSSD de origem bovina (PSSDB)
e PSSD misto, de origem suina e bovina (PSSDM); que substituiram em 20% a ragdo

basal.

2.3.Procedimentos experimentais e analises laboratoriais

O periodo experimental foi de 12 dias, sendo sete dias de adaptacdo dos animais
as gaiolas de metabolismo e as racdes, e cinco dias de coleta de fezes e urina. O consumo
de racdo, durante o periodo de coleta, foi estabelecido com base no peso metabdlico

(kg®"™) de cada suino e no consumo médio registrado no periodo de adaptagéo.
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Para evitar perdas e facilitar a ingestdo, as ra¢cbes foram umedecidas com &gua,
em aproximadamente 30% da racdo, o arracoamento foi dividido em aproximadamente
52% pela manha e 48% a tarde (proporcao obtida com base nos consumos de racédo entre
manha e tarde, durante o periodo de adaptacdo) e fornecidas quatro vezes ao dia (7h30,
10h30, 13h30 e 16h00). Apds cada refeicdo, a &gua foi fornecida no proprio comedouro
na proporcao de 5 mL de agua/g de racdo, para evitar excesso de consumo de &gua e ndo
comprometer 0 consumo de ragao.

Para determinar o inicio e final do periodo de coleta total de fezes foram
acrescentados 2% de Oxido de ferro (FesO2) nas ragdes. As fezes excretadas foram
coletadas duas vezes ao dia, pesadas e acondicionadas em sacos plésticos, identificadas e
armazenadas em congelador (-18 °C). Ao final deste periodo, cada amostra foi
descongelada, homogeneizada e uma aliquota de 300g foi retirada e seca em estufa de
ventilagdo forcada (55 °C), pelo periodo de 72 horas. Apos a secagem, as amostras foram
moidas em moinho de facas tipo Willey e armazenadas em potes de polietileno, para
analises laboratoriais de matéria seca (MS), matéria mineral (MM) e energia bruta (EB)

A urina foi filtrada e colhida diariamente em baldes plasticos contendo 20 mL
de HCI 1:1, para evitar volatilizacdo de nitrogénio e proliferacdo bacteriana. Ao término
das coletas, foram retiradas aliquotas de 10% do volume total e acondicionadas em
frascos pléstico, identificados por animal, armazenadas e congeladas (-5°C) até o final do
periodo de coleta. Posteriormente ao periodo de coleta, as urinas foram descongeladas,
filtradas, pesadas, homogeneizadas e uma aliquota de 10 mL foi utilizada para
determinacéo de EB.

As determinacOes de EB dos diferentes PSSD, racdo referéncia, fezes e urina
foram realizadas no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa — COMCAP, por meio
de calorimetro adiabético (Parr ® Instrument Co. AC6200) seguindo os procedimentos
descritos por Silva e Queiroz (2009). De posse dos dados foram determinados os valores
de energia digestivel (ED) e metabolizavel (EM), os coeficientes de digestibilidade
(CDEB) e metabolizabilidade da energia bruta (CMEB), coeficientes de digestibilidade
da matéria seca (CDMS), e a relagdo EM:ED de cada PSSD.

As amostras de PSSD foram submetidas a analise de minerais, realizada no ABC
laboratdrios (Castro — PR, Brasil), pelo método espectrometria de absorcéo atémica.

As concentracBes de aminodcidos totais dos diferentes PSSD foram

determinadas no laboratério CBO (Campinas — SP, Brasil) por meio de cromatografia
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liquida de alta performance (HPLC). Posteriormente, foram aplicados os coeficientes de
digestibilidade ileal standarizados especificos para cada PSSD, a fim de calcular os

aminoéacidos digestiveis standarizados.

2.4.Andlises estatisticas

O CDEB, CMEB e CDMS foram submetidos a ANOVA e, em caso de
significancia, foi aplicado o teste de Student Newman Keuls, a 5% de probabilidade. O
software utilizado para estas analises foi o Statistical Analysis System — SAS (2007).

Experimento Il — Desempenho, indicadores sanguineos e microbioma intestinal
2.5. Animais e instalac6es

Foram utilizados 80 Leitdes (Piétrain x Landrace x Large White) de 21
(desmame) a 49 dias de idade, machos e fémeas, com peso inicial de 6,61 + 0,48 kg,
alojados em creche de alvenaria com forro de polietileno e piso de concreto. O galpéo
contava com janelas, ventiladores e lampadas incandescentes individuais por baia, para
controle da temperatura ambiente. As baias da creche eram suspensas (1,25 m?) com piso
parcialmente ripado de polietileno, contendo comedouros automaticos e bebedouros do
tipo “chupeta”, proporcionando livre acesso a agua e racdo durante todo o periodo

experimental.

2.6. Delineamentos e dietas experimentais

Os animais foram distribuidos em delineamento de blocos ao acaso, com quatro
tratamentos, dez repeticGes e oito unidades experimentais, sendo um macho e uma fémea
por unidade experimental. O critério para formacdo dos blocos foi o peso inicial e o
periodo em que cada bloco foi implementado.

As dietas consistiram de uma racao basal (dieta controle); e 3 ragcdes contendo
diferentes PSSD (PSSDS, PSSDB e PSSDM), com inclusbes de 6, 4 e 2% nas fases pré-
inicial I, pré inicial 1l e na fase inicial | (Tabela 1), respectivamente. As ra¢fes foram
formuladas seguindo as recomendacdes nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017).
A dieta pré-inicial I, pré-inicial 1l e inicial foram fornecidas aos animais dos 21 aos 28,

29 aos 35 e dos 36 a 49 dias de idade, respectivamente.
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2.7. Desempenho produtivo

Os animais foram pesados no inicio e no final de casa fase de producéo para
determinacéo do ganho de peso diario (GDP), a ragdo fornecida aos animais foi pesada
para calcular o consumo diario de racdo (CDR), e conversdo alimentar foi calculada a

partir destas varidveis (CA).

2.8. Indicadores de imunidade no sangue

Ao final de cada fase, os animais ficaram em jejum alimentar por 6 horas e
amostras de £10 mL de sangue foram obtidas atraves da pungéo da veia cava cranial, com
0 auxilio de agulhas com medidas de 40 x 1,20 mm. Parte do sangue coletado foi
transferido para tubos com a presenca ou ndo de anticoagulante (acido
etilenodiaminotetracético-EDTA) e centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos, para a
obtencdo do soro e plasma sanguineos, que foram armazenados em tubos de tipo
“eppendorf”, para realizagdo das analises.

Tubos sem anticoagulantes foram utilizados para determinar a concentragéo de
albumina no soro, assim como, para determinar as proteinas totais. A quantificacdo das
globulinas foi realizada pela diferenca entre albuminas e proteinas totais, e a relagéo entre
albuminas e globulinas (AB: GL) também foi calculada. As andlises dos parametros
bioquimicos do sangue foram realizadas com utilizacdo de kits especificos e a leitura da
absorbancia realizada em Analisador Bioguimico (Bioplus® 2000).

Adicionalmente, foram utilizados tubos contendo EDTA, para determinar a
porcentagem de hematdcrito e fibrinogénio. A concentracdo de hematocrito foi
determinada pelo método manual, utilizando uma centrifuga de microhematdcrito
(Microspin Spin 1000), em que os microcapilares foram preenchidos de sangue até % de
sua capacidade e submetidos a centrifugacdo do sangue (10.000 rpm, por cinco minutos),
a concentracdo foi determinda através da altura da coluna dos eritrocitos usando uma
escala de porcentagem do sangue total.

A concentracdo do fibrinogénio foi determinada pela técnica de precipitagdo
pelo calor (Schalm et al.,1975), ap6s a centrifugacdao (10.000 rpm, por cinco minutos),
sendo que um dos tubos foi aquecido em banho-maria a 56°C, durante 3 minutos, e
novamente centrifugado (10.000 rpm, durante 5 minutos) para a separacdo do
fibrinogénio das demais proteinas. Do plasma resultante, foi retirada uma aliquota que foi

colocada sobre o prisma do refratdmetro de Goldberg (Conteck CT032SG), para a leitura
63



202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219

220
221

222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234

direta da concentracdo das proteinas. Os valores da concentracao do fibrinogénio foram
obtidos pela diferenga entre os resultados das proteinas plasmaticas totais, obtidas a partir
dos dois tubos, com e sem aquecimento.

Outra amostra de sangue foi utilizada para o fracionamento de leucdcitos,
utilizando corantes de pandticos répido e método de esfregaco sanguineo (Laborclin,
2018). Foram utilizadas laminas de vidro, em que uma gota de sangue foi adicionada a
lamina e com auxilio da lamina distensora foi realizado o esfregaco, depois iniciaram-se
0s processos de coloracdo, ap6s 0 processo de coloracao, realizou-se a leitura da ldamina
(Kasvi, 2019).

As amostras de sangue também foram utilizadas para determinagdo do
proteinograma (IgA, 1gG, Ceruloplasmina, Transferrina, alfa 1 antitripsina, haptoglobina
e alfa 1 glicoproteina), por meio de eletroforese. Uma amostra de soro foi submetida a
uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Foram determinadas as fracbes das proteinas por densitometria
computadorizada, usando-se como referéncia um marcador com pesos moleculares
especificos. As concentracGes das proteinas foram determinadas pela proporcdo das

mesmas em relagdo aos valores da proteina total (Laemmli, 1970).

2.9.Sequenciamento do DNA, Bioinformatica e anéalise de alfa e beta diversidade do
microbioma intestinal dos leitbes

As amostras de fezes dos leitdes foram coletadas por massagem retal, aos 49 dias
de idade, e encaminhadas para empresa de biotecnologia Neoprospecta Microbiome
Technologies (Floriandpolis, Brasil). Foi realizado o sequenciamento de alto desempenho
das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo
proprio (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). A amplificacdo para regido
V3-V4 do gene rRNA 16S foram feitas utilizando primers especificos: 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) (Wang e Qian, 2009) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et al., 2012).

As Dbibliotecas foram sequenciadas, utilizando-se o equipamento MiSeq
Sequencing System (ILLUMINA Inc., USA). Para o sequenciamento paired-end os Kits
V3 com 600 ciclos foram utilizados.

As sequéncias de bioinformatica foram analisadas por meio do pipeline Sentinel,

em que os arquivos fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o
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programa FastQC v.0.11.8 (Andrews, 2010). Posteriormente, os arquivos fastq foram
submetidos a trimagem de primers e sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). O
software da empresa Neoprospecta® foi utilizado para tal finalidade, sendo construido
em Python v.3.6, sendo inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (Cock et al.,
2009). Para dados paired-end, antes da etapa de trimagem, dois pares de arquivos (R1 e
R2) foram unidos em um s6 arquivo usando pandaseq v.2.11 (Masella et al., 2012).

Os clusters com frequéncia menor do que 2 foram removidos das analises, pois
tais estruturas sdo normalmente relacionadas as sequéncias quimeras (Smyth et al., 2010).
As identificagcdes taxondmicas foram realizadas com blastn v.2.6.0+ (Altschul et al.,
1990), usando como referéncia um banco de dados da empresa Neoprospecta®. Quanto
a definicdo de uma espécie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instrugédo
em Python avaliou se um dos trés quesitos foram atendidos pelos hits, como o maior bit-
score, menor avaliagdo e taxonomias com maior representagéo.

Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram escolhidos como espécie
representante. Essas analises foram realizadas na plataforma computacional da
Amazon®, onde a estrutura de bioinformatica da Neoprospecta® estd hospedada. Os
bancos de dados de sequéncias para 0s genes 16S rRNA e ITS, contaram com sequéncias
de genes completos (em sua maioria), 0s quais continham sequéncias recuperadas de
genomas, ndo ambiguas e filtradas para sequéncias quimeras.

Para a identificacdo das espécies de micro-organismos presentes nas amostras,
as sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com um banco de dados, contendo
outras sequéncias de DNA de espécies ja caracterizadas. O sequenciamento foi realizado
no equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina). Posteriormente as andlises de
bioinformética, os resultados foram carregados na plataforma Neobiome® (ID
0S18064.1) para visualizacao e avaliacdo.

A tabela de taxonomia e unidade de taxonomia operacional (OTU), sequéncias
fasta (apenas os clusters) e tabela de metadados foram introduzidas no pipeline de anélise
de diversidade alfa e beta através do software R (version 3.4.4).

A arvore filogenética foi feita a partir das sequéncias fastas dos clusters, as quais
foram exibidos na plataforma do perfil microbioldgico da Neoprospecta, usando para
alinhamento das sequéncias Clustal Omega (version 1.2.3), construcdo da arvore
filogenética FastTree (version 2.1.10) e enraizamento no ponto médio com Retree

(version 3.697) do pacote Phylip. Para a produgdo dos indices de riqueza (OTU’s
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observadas, Chaol, ACE) e diversidade (Shannon, Simpson, InvSimpson, Fisher,
Evennes), além de outras analises de alfa (arvore filogenética de rank’s taxondmicos) e
beta (Principal Coordinates Analysis), foi usado o pacote de programas Phyloseq (version
1.22.3).

Estes dados foram normalizados pela mediana e rarefagdo. Para testar se existia
diferencas estatisticas entre os indices de riqueza e diversidade dos tratamentos foi usado
teste Wilcoxon. A identificacéo de espécies diferencialmente abundantes nos tratamentos
foi realizada com o pacote de programas DESeq2 (version 1.18.1). O teste Walt foi
utilizado, onde foi usado o modelo ‘negative binomial’ para normalizacdo dos dados,
sendo que foram consideradas como diferencialmente abundantes apenas as bactérias que

que apresentaram P-value < 5% e |logFoldChanged| > 2.

2.10. Analise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas utilizando o pacote estatistico SAS
(2007). O procedimento de box plot foi aplicado para avaliar a presenca de outliers.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os efeitos
dos blocos, tratamentos e periodos foram incluidos no modelo. Em caso de significancia
as médias foram comparadas pelo teste de Student-Newman Keuls (SNK), a 5% de
probabilidade.

As variaveis avaliadas em diferentes periodos foram submetidas a analise de
variancia para modelos fatoriais, em que os periodos e tratamentos foram avaliados pelo
teste de SNK a 5% de probabilidade. O nivel de significancia de 5% foi adotado para

todos os procedimentos estatisticos.

. Resultados
Experimento 1 - Avaliacdo nutricional de diferentes PSSD

Os diferentes PSSD apresentaram variacdes quanto a concentra¢do de minerais
(Tabela 2), principalmente em relacdo ao ferro, cobre e manganés. No caso do ferro, 0s
maiores valores absolutos foram observados para o PSSDB que, por sua vez, apresentou
a menor concentracdo de cobre dentre os PSSD avaliados.

Em relacdo a composicdo aminodcidica (Tabela 3), pode-se observar que os

plasmas sdo ricos em aminoacidos essenciais como a arginina, leucina, lisina, treonina,
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valina e fenilalanina e apresentaram baixa concentragdo de metionina. Adicionalmente,
as concentraces de aminoécidos totais apresentaram variacao, sendo que o PSSDS e o
PSSDM foram os mais ricos em aminoacidos totais em relacdo ao PSSDB, que também
foi 0 Unico a apresentar concentracao de triptofano abaixo de 1,00% (0,77%). No entanto,
sdo observadas variagbes nas concentracdes de SID aminoacidos entre o PSSDS e
PSSDM, como resultado dos coeficientes de digestibilidade ileal standarizados utilizados.

O PSSDM apresentou maior CDMS (P=<0.0001) em relacdo ao PSSD que, por
sua vez, foi maior do que o0 PSSDS seguido do PSSDB (Tabela 4). No entanto, os maiores
CDEB(P=<0.0001), CMEB (P=<0.0001) e a relacdo EM:ED (P=0.00008) foram
observados para 0 PSSDB, seguido pelo PSSDS, e os piores resultados foram observados
para 0 PSSDM.

Experimento 11 — Desempenho, indicadores sanguineos e microbioma do conteudo
fecal

3.1.Desempenho produtivo

A utilizacdo dos PSSD na dieta de leitbes, dos 21 aos 35 dias de idade,
proporcionou maior CDR (P=0,0018) em relacédo ao tratamento controle (0,00% PSSD),
mas a CA foi melhor (P<0,0001) ao se utilizar os PSSDS e PSSDM em relag¢&o aos demais
tratamentos (Tabela 5).

No periodo total, de 21 a 49 dias de idade (Tabela 5), ndo foram observadas
diferencas para o0 GPD, mas o CDR foi maior (P<0,0001) ao se utilizar qualquer PSSD
nas racdes. Por outro lado, os tratamentos Controle e PSSDS apresentaram melhores CA
(P=0,0001) em relacdo ao PSSDM, e os leitdes alimentados com rac¢6es contendo PSSDS
apresentaram uma CA semelhante aqueles que receberam o PSSDB na dieta.

3.2.Indicadores de imunidade no sangue

Dos 21 aos 49 dias de idade (Tabela 6) o tratamento PSSDS apresentou maiores
concentragdes de albumina (P=0,0435) somente em relacdo ao PSSDB, por sua vez, ndo
diferiu dos tratamentos controle e PSSDM. As concentrag¢Ges das proteinas séricas de fase
aguda (antitripsina, glicoproteina acida, ceruloplasmina, haptoglobina), gamoglobulinas
(IgA, 1gG cadeias leve e pesada), betaglobulinas (transferrina) ndo foram alteradas ao se

incluir PSSD de diferentes origens na dieta dos leitdes (Tabela 6).
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O uso de diferentes PSSD néo resultou em diferencas significativas (P<0,05)
para hematdcrito e fibrinogénio (Tabela 7), no entanto, os diferentes periodos resultaram
em menor concentracdo de hematocrito (P=0,0001) aos de 21 dias de idade, em relacédo
aos outros periodos. Adicionalmente, para o fibrinogénio (P=<0.0001) aos de 49 dias foi
obtida maior concentracdo de fibrinogénio, seguido pelos periodos 35 e 28 dias de idade
e com a menor concentracdo aos 21 dias de idade (Tabela 7).

Aos 21 a 49 dias de idade, foram observadas diferencas (P<0,05) para as
proteinas totais e suas fracdes de globulinas entre os diferentes periodos avaliados (Tabela
8). Aos 28 dias de idade, houve maiores concentragdes de proteinas totais (P=<0.0001),
seguido pelos periodos 35, 49 e 21 dias de idade com a menor concentracdo. Para
albumina (P=0.0002) a menor concentracdo foi observada aos 49 dias de idade, em
relacdo aos demais periodos avaliados, que apresentaram maior concentracao. Os valores
de globulinas (P=<0.0001) demonstraram aos 28 e 35 dias de idade maiores
concentragdes, seguido aos 49 dias de idade e aos 21 dias de idade com a menor
concentracdo. A maior relacdo albumina:globulina (P=<0.0001) foi verificado aos 21 dias
de idade, seguido de 35 e 28 dias que foram semelhantes, com a menor relacdo aos 49
dias de idade que ndo diferiu dos 28 dias de idade.

N&o foram obtidos diferengas significativas (P<0,05) entre os diferentes
tratamentos avaliados para linfocitos, mondcitos e eosinofilos (Tabela 9), no entanto, 0s
linfdcitos e eosinofilos apresentaram diferencas significativas para os periodos avaliados.
Para linfdcitos (P=<0.0001) apenas o periodo de 21 dias foi diferente dos demais periodos
com a menor concentracdo, adicionalmente os eosinofilos (P=0.0539), a menor
concentracdo apenas aos 28 dias de idade, em relacdo ao outros periodos avaliados.

Dos 21 aos 49 dias de idade, os basofilos (P=0,0001) e segmentados e bastonetes
(P=0,0021) apresentaram diferencas significativas com a maior concentracdo apenas aos
21 dias de idade, diferindo dos demais periodos avaliados (tabela 10). Os tratamentos
foram significativos para os segmentados (P=0,0239) o tratamento controle, suino e misto
foram semelhantes, no entanto, o tratamento controle e suino diferem estatisticamente do
tratamento bovino que é semelhante ao misto. Os bastonetes apresentaram interacéo
significativa (P<0,05) entre o periodo e tratamento (Tabela 10), demonstrando que o
periodo de 35 dias foi estatisticamente diferente onde os tratamentos com PSSD séo

estatisticamente iguais, diferindo somente do tratamento controle.
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Ao avaliar os periodos na racdo de leitdes, dos 21 aos 49 dias de idade, observa-
se que o0 aumento do periodo proporcionou uma resposta quadratica para PSSDS
(P=0,0112), proporcionando a estimativa de 36 dias com a menor concentracdo de
0,134%, assim como, PSSDM (P=0,0219) com 37 dias e 0,138% de bastonetes (Figura
2).

3.3.Diversidade do microbioma intestinal dos leitdes

O sequenciamento dos amplicons da regido V3-V4 do gene 16S rRNA gerou um
total de 171.289 mil sequéncias totais para os tratamentos avaliados. O método baseado
em OTU (unidade taxondmica operacional) permite analisar os indices de riqueza e a
diversidade de uma comunidade bacteriana por uma matriz de distancia. Ao tracar um
comparativo das comunidades bacterianas estimada, baseada nos OTUs observadas, foi
estimado a curva de rarefacdo para os animais que receberam a dieta controle e 0s
diferentes PSSD, demonstrando o aumento na quantidade de OTUs ap0s atingir 171.289
mil sequéncias, dessas sequéncias encontradas a maior foi para 0 PSSDS com 54.030 mil,
seguido do tratamento controle com 45.827 mil, 41.600 mil do PSSDB e a menor
sequéncia observada para 0 PSSDM com 29.832 de PSSDM.

Para os indices de diversidade avaliados (Evenness, Shannon e Simpson) ndo
houve diferenca significativa na diversidade alfa para os PSSD avaliados em relacdo ao
tratamento controle. Porém, a analise de riqueza compartilhada de Ace e Chaol e as
observadas avalia a frequéncia numérica baseada no nimero de OTU de uma
comunidade. Entre os pontos de analise foram calculados os indices de riqueza
compartilhada, baseando-se no nimero de OTU, portanto foi possivel verificar que ha
maior diversidade microbiana para 0s PSSD em relacdo ao tratamento controle.

Para andlise de diversidade beta através dos metodos PCoA, baseados nos
indices Unifrac ndo-ponderada e Bray-Curtis, de acordo com a anélise PCoA, 0s eixos
apresentados (PC1 e PC2) explicam 78,58% (Unifrac ndo ponderada) e 88,55% (Bray-
Curtis) da variancia total da comunidade microbiana nos diferentes grupos avaliados.
Portanto, a microbiota dos grupos experimentais possui diferencas nas suas comunidades
bacterianas, baseado no agrupamento dos OTUs.

O filo Firmicutes apresentou maior predominancia para todos os tratamentos,
com a frequéncia acima de 89%, enquanto os filos Actinobacteria, Bacteroides e
Euryrcheota apresentaram resultados com frequéncia menores em todos os tratamentos
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avaliados (Figura 3A). A familia com maior predominancia entre as amostras, foo
Clostridiaceae, seguido pelo Oscillospiraceae e Ruminococcaceae, demonstrando que o
PSSDS apresentou maiores valores de Clostridiaceae e os PSSDM maiores valores de
Ruminococcaceae e o tratamento sem PSSD com maiores valores de Oscillospiraceae
(Figura 3B). De modo geral, o género com maior predominancia foi o Clostridium com
mais de 50% presente nos tratamentos avaliados (Figura 3C).

A espécie que apresentou maior frequéncia foi a Clostridium cellulovorans com
maiores frequéncias para o PSSDS, seguido com o tratamento controle e 0 PSSD bovino
e misto com resultados semelhantes, adicionalmente Clostridium disporicum com a maior
frequéncia para o tratamento controle e os PSSD bovino e misto, com a menor

concentracdo para PSSDS (Figura 3).

V. Discussao

O tipo de proteina na dieta de leitbes desmamados afeta o CDR, GPD,
digestibilidade do nitrogénio e atividade das enzimas pancreéticas (Peiniau et al., 1996).

De acordo com Van Dijk et al. (2001), a composi¢do de macro e microminerais
dos PSSD apresentam variagGes expressivas, principalmente as concentracfes calcio,
fosforo, sodio, potassio e magnésio, o que também foi observado neste estudo, mas as
variacGes mais expressivas foram observadas para o ferro, cobre e manganés. Alguns
fatores contribuem para esta variacdo e, dentre estes, a origem do plasma pode ser o maior
contribuinte desta variacdo, uma vez que variacdes nas concentracdes da matéria mineral
estdo diretamente associadas com a composi¢do do substrato original, além de outros
fatores inerentes ao processamento, o0 que pode causar diferentes composicGes de macro
e microminerais. Mesmo sem a distincdo entre a origem do plasma, Crenshaw et al.
(2017) apresentaram concentragdes de minerais distintas das obtidas neste trabalho, com
teores de célcio, fosforo, potéssio e sodio de 0,15; 1,30; 0,30 2,20%, respectivamente.

A composicdo em aminoacidos observadas para os diferentes PSSD sdo
semelhantes as apresentadas por Wu et al. (2017) e Crenshaw et al. (2017), mas o PSSDB
foi responsavel pela menor concentracdo de aminoacidos em relacdo aos demais PSSD,
principalmente em relagéo a leucina, triptofano e &cido glutamico.

Diferencas na composi¢do de aminoacidos do PSSDS e PSSDB ja foram
relatadas, indicando maiores concentracGes de lisina, metionina, treonina e triptofano em
PSSDB em comparagdo ao PSSDS (Torrallardona, 2010), contradizendo os resultados
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obtidos neste estudo, onde foram verificadas menores concentragdes de lisina e triptofano
para o PSSDB. A composi¢do em aminoacidos observada para 0 PSSDS é semelhante
aquela apresentada por Van Dijk et al. (2001), no entanto, para 0 PSSDB os valores
encontrados estdo abaixo do apresentado pelos autores supracitados. De acordo com
Torrallardona (2010) o PSSDB pode apresentar uma certa variagdo na composicao de
amino&cidos em relacdo ao PSSDS, no entanto, cada fonte contém perfis semelhantes de
globulina, albumina e outras proteinas com atividade bioldgica.

O PSSD, de maneira geral, apresentou baixa concentracdo de metionina e, de
acordo com Van Dijk et al. (2001), assume grande expressdo na ordem de limitancia ao
se utilizar PSSD nas dietas, uma vez que metionina tem sido considerada como o segundo
ou terceiro aminoacido limitante em dietas para leitdes na fase de creche (Gaines et al.,
2005). Adicionalmente, a metionina pode ter se tornado o primeiro aminoacido limitante
em dietas contendo mais de 6% de PSSD (Owen et al., 1993a, Wu et al., 2017), o que
pode ser observado neste estudo, em que a deficiéncia percentual, ao ndo se incluir DL-
metionina na dieta, assume uma grande expressdo e, dependendo da composicao
aminoacidica do plasma esta deficiéncia assumira maior importancia, o que pode ser
observado no caso do PSSDB, que apresentou menor concentracdo de SID metionina
dentre os demais.

A capacidade dos suinos para digerir diferentes tipos de alimentos varia
conforme a idade, assim como, os valores de digestibilidade das fracdes dos alimentos,
bem como, os valores de energia digestivel e metabolizavel. Além disso, o processamento
ao qual sdao submetidos os subprodutos industriais é outro fator que altera a
disponibilidade dos nutrientes, variando o valor nutricional destes alimentos. Os plasmas
suino e bovino apresentam valores proximos de energia bruta (EB) entre eles, assim
como, esses dois plasmas apresentam melhores CDEB, seguidos por melhores ED e EM,
ja o plasma misto apresenta resultados inferiores de EB seguindo com baixa
digestibilidade da EB.

Os coeficientes de digestibilidade apresentaram diferencas entre os plasmas
estudados, em que o PSSDM apresentou maiores CDMS, seguido do PSSDS e o menor
CDMS com o PSSDB, ja para MSD observa-se que ndo foram encontradas diferengas
entre os plasmas. Os coeficientes de digestibilidade e metabolizabilidade (CDEB e
CMEB), respectivamente foram inferiores para o PSSDM, seguido do PSSDS e PSSDB
apresentou melhores CDEB e CMEB.
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S&o poucas as informagdes a respeito dos valores energéticos dos diferentes
plasmas sanguineos, principalmente o de origem bovina e misto. As principais tabelas de
composicdo de alimentos, como o Rostagno et al., (2017) e NRC (2012), consideram
apenas 0 PSSD, sem especificar a espécie animal do qual foi proveniente. Portanto,
nossos resultados demonstram que existem variagdes entre o contetdo energético entre
os diferentes plasmas, e devem ser considerados na formulagdo das ra¢es. O NRC (2012)
apresenta valores superiores de ED e EM, assim como os valores propostos de Rostagno
et al., (2017), demonstrando os baixos CDEB e CMEB obtidos, uma vez que as EB
observadas no presente estudo sdo proximas das apresentadas nas literaturas supracitadas.

Portanto, a determinagdo dos contetdos energéticos desses ingredientes visa
uma formulacdo mais precisa e adequada para os leitdes durante a fase inicial, pois 0s
valores encontrados em tabelas da literatura ndo consideram a espécie animal e a origem
do PSSD demonstrando valores diferentes desses ingredientes.

Os efeitos benéficos dos PSSD sem comprometer o desempenho produtivo séo
observados no presente estudo. O PSSDS merece destaque, pois demonstrou melhores
resultados de CDR e CA, principalmente no periodo total (21 aos 49 dias de idade),
corroborando outros resultados de pesquisas em que 0 PSSDS proporcionou um melhor
desempenho dos leitdes no periodo pds-desmame (Pérez-Bosque et al., 2016).

De maneira geral, o presente estudo demonstrou que os PSSD avaliados podem
melhorar o desempenho dos leitdes no pos-desmame. O mecanismo de a¢do do PSSD
para promover esta melhoria no desempenho ainda ndo estdo bem elucidados, contudo,
considera-se que podem estar relacionados a alta palatabilidade, isento de fatores
antinutricionais e a sua composi¢ao, por apresentar excelente relacdo de aminoacidos e
alto nivel de proteinas globulares (incluindo as imunoglobulinas) que estimulam o
crescimento e o consumo de ragdo durante a fase do pds-desmame (Campbell et al., 2003;
Pujols et al., 2016).

Leitdes alimentados com PSSDB e PSSDS, quando comparados com PSSDM
apresentaram maior consumo de racao e ganho de peso, porém, o PSSD bovino e PSSDS
ndo apresentaram diferencas estatisticas (Balan et al., 2020). Ao contrario do presente
estudo que o PSSDM apresentou resultados semelhantes aos outros PSSD.Dentre as
diferentes respostas encontradas para as diferentes origens dos PSSD, pode-se observar
que o nivel dietético de PSSD necessario para maximizar o desempenho de leitdes varia,

sendo necessario levar em conta fatores como o método de processamento do ingrediente
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(condicBes de temperatura, pressdao e armazenamento), origens do PSSD, nivel de
contaminacdo ambiental e manejo adotado, e os beneficios funcionais do PSSD séo mais
evidentes quando os animais sdo submetidos a um elevado desafio sanitario (Campbell et
al., 2013).

O ambiente do presente estudo apresenta desafio sanitario reduzido em relacéo
ao que sugere que a resposta ao PSSD é dependente da condigdo sanitaria do plantel e do
desafio que o animal se encontra, desta maneira, a resposta dos PSSD avaliados em
condicdes sanitarias adequadas com inclusdo de 2-6% é capaz de melhorar o desempenho
dos animais no periodo de pds-desmame. Essas condi¢cdes de ndo submeter a desafios
sanitarios demonstrou que os PSSD avaliados foram eficazes, para melhorar o
desempenho dos animais, e a resposta poderia ser mais pronunciada caso 0s animais
estivesse com padrdo sanitario baixo. Varios estudos demonstram que a formulagédo de
dietas com PSSD melhora o desempenho pds-desmame dos suinos, especialmente quando
as condigdes sanitarias permitem uma diversidade de patogenos (Escherichia coli,
Salmonella, Rotavirus, PRRS e PED), os animais apresentam uma satde melhor e a
recuperacdo era mais rapida frente a estes patogenos (Bosi et al., 2001; Corl et al., 2008).

O processamento spray dried permite estabilizar o produto mantendo seus
componentes integros como imunoglobulinas, peptideos, glicoproteinas, incluindo
albumina, globulinas (Pettigrew et al., 2006; Pérez-Bosque et al., 2016). Os animais do
presente estudo, devido ao baixo desafio sanitario, ndo houve o estimulo das proteinas
séricas de fase aguda (antitripsina, glicoproteina acida, ceruloplasmina, haptoglobina),
gamoglobulinas (IgA, 1gG cadeias leve e pesada), betaglobulinas (transferrina)
relacionadas ao sistema imune.

No entanto, 0 PSSDS apresentou maiores concentracdes de albumina somente
em relacdo ao PSSDB. A diminuicdo da concentracdo de albumina pode indicar desde
uma sintese hepatica prejudicada, assim como, processos inflamatérios agudos, onde
outras proteinas de fase aguda aumentam, estimulando o contrabalanco proteico. Outras
situacbes como subnutricdo e ma absorcdo interferem no decréscimo desta proteina
(Torres Filho, 2008). No presente estudo ndo houve a estimulacdo do sistema imune e
inflamacéo, demonstrando que os PSSD podem melhorar o desempenho ao incrementar
a imunocompeténcia do animal pelas imunoglobulinas presentes, e reduzir a exposi¢do
do sistema imune aos antigenos levando & menor producéo de citocinas pro-inflamatérias

e ao aumento do consumo de ragdo (Dritz et al., 1996).
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Na primeira semana apds o desmame, devido ao alto nivel de estresse ao qual os
leitdes sdo submetidos, ha maior demanda de células de defesa do sistema imunoldgico
do animal a fim de manter a estabilidade humoral do organismo (Thomaz et al., 2011). O
objetivo maior da resposta imune é acelerar o processo de retorno a normalidade
fisiologica anterior a ativagdo antigénica (Machado e Fontes, 2005). Diante disso, foram
observadas diferencas significativas para os pardmetros do eritograma nos diferentes
periodos, demonstrando que 0s animais apresentam uma certa instabilidade para manter
0s niveis em equilibrio aos 21 dias de idade, comprometendo o sistema imunolégico.

Neste sentido, conforme passa a idade, possivelmente, os animais apresentaram-
se mais preparados imunologicamente para enfrentar os desafios sanitarios e com melhor
desenvolvimento do sistema imune. De acordo com Stein et al. (1996), o
desenvolvimento do sistema imunolégico dos leitdes completa-se por volta do 35° dia de
vida, o que explicaria a menor resposta dos diferentes PSSD na imunidade dos leitdes
apos os 35 dias de idade do leitdo e, provavelmente, os animais ja estavam mais adaptados
ao ambiente e as dietas.

O hematocrito € caracterizado pela percentagem ocupada pelos glébulos
vermelhos ou hemacias no volume total de sangue, valores de referéncia estd em torno de
32-50% para suinos (Jain, 1993; Meyer e Harvey, 2004). No presente estudo os valores
estdo abaixo, 0 que pode estar relacionando com o consumo de &gua, o qual esta
diretamente relacionado ao grau de desidratacdo dos animais. Observa-se que aos 21 dias
de idade houve a menor concentracdo de hematdcrito, sugerindo que os animais levam
mais tempo para se restabelecer com a fase de p6s desmame.

O fibrinogénio é considerado uma proteina de fase aguda, e determina a
viscosidade do sangue estimulando a migracao e proliferacdo de células musculares lisas.
Portanto, o aumento dos seus niveis esta relacionado com a coagulacdo do sangue, ou
seja, atua quando se tem processo inflamatdrio. Foram encontrados efeitos lineares para
os PSSD avaliados, portanto, a medida que o periodo aumentou ocorreu 0 aumento da
concentracdo de fibrinogénio, no entanto, o valor referéncia de fibrinogénio para suinos
esta de acordo com os valores preconizados 100-500 g/dL (Jain, 1993; Meyer e Harvey,
2004).

A concentracdo de proteinas totais no plasma ao longo do periodo de avaliagao
sofreu alteracdes significativas com a idade dos animais. A proteina total no sangue é

composta por albumina, fibrinogénio e globulinas. Sua varia¢do ao longo do tempo ocorre

74



561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592

em funcdo da transferéncia passiva de anticorpos no inicio da vida, catabolismo e
anabolismo desses componentes. Os valores de referéncia em sangue suino situam-se
entre 6,0 a 8,0 g/dL (Jain, 1993; Meyer e Harvey, 2004), deste modo, valores séricos
abaixo sdo verificados em situacfes de baixa proteina da dieta, insuficiéncia hepatica,
aproveitamento inadequado da proteina ingerida. Por outro lado, concentracdes elevadas
podem indicar desidratagdo, doencas cronica agudas.

Os valores medios das proteinas totais neste estudo se apresentaram de acordo
com o recomendados. A a menor concentracdo, aos 21 dias, pode ser consequéncia da
reducdo de anticorpos adquiridos passivamente através da ingestdo de colostro nos
primeiros dias de vida. E apds o desmame, o leitdo passa a produzir endogenamente
imunoglobulinas e os niveis plasmaticos de proteina total tendem a aumentar conforme
passa a idade.

Os valores de referéncia de albumina para suinos estdo dentro dos valores
preconizados 1,80 — 3,30 g/dL (Jain, 1993; Meyer e Harvey, 2004), no entanto, foi
observado que aos 49 dias de idade a concentracdo de albumina ndo se manteve. Este
resultados podem estar associados a um menor consumo de racéo dos leitdes na Gltima
semana, reduzindo o aporte de aminoacidos necessarios para a sintese de albumina.
Sugere-se que os animais que foram alimentados com PSSDS obtiveram o maior
consumo de racdo, consequentemente, maior aporte de aminoacidos, respondendo a
melhor sintese de albumina. E esperado que a albumina reduza sua concentracéo e as
globulinas aumentem ao ter o sistema imunoldgico ativado conforme os animais ficam
mais velhos, o que foi observado no presente estudo com os PSSD avaliados, portanto, o
PSSD ¢ uma fonte excelente para preparar o sistema imunoldgico dos animais.

As principais células de defesa do organismo sdo representadas pelos leucocitos,
incluindo linfdcitos, mondcitos, neutréfilos e eosinofilos, e sdo fortemente influenciadas
pela nutricdo, estresse ou desordens clinicas (Robles-Huaynate et al., 2013). A contagem
de eosindfilos foi diferente conforme a idade. Segundo Lima et al. (2013), os eosindfilos
tém participacdo em reacdes alérgicas e na resposta aguda inflamatéria, podendo induzir
dano tecidual (eosinofilia). Estas células migram da circulacdo para os locais de infeccéo
e inflamacdo, onde s@o importantes contra infec¢bes por parasitas e/ou alergenos. Os
monocitos ndo tiveram diferencas significativas. Embora seja observado que ao avancar

da idade dos animais, naturalmente, ocorre elevacdo nas concentragdes, podendo estar
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relacionado a imunidade adaptativa e a exposicao natural a antigenos, ao ambiente ou até
mesmo a alimentac&o.

Foram encontradas diferencas para contagem de linfocitos segmentados para 0s
periodos, com maior estimulo ao sistema imune. Esta maior ativacdo do sistema imune
pode estar relacionada com o desenvolvimento da imunidade adaptativa dos animais. Aos
21 dias de idade, verificou-se efeito significativo com aumento de baséfilos, bastonetes,
0 que sugere o aumento em funcdo do desmama ser um periodo critico para os leitGes, e
gue ha uma menor resposta do sistema imune quando os animais se tornam mais maduros.

A microbiota intestinal dos animais é dependente da idade, ou seja, a diversidade
e a frequéncia das bactérias aumentam conforme o crescimento do animal, sendo assim,
0 primeiro colonizador na microbiota € E. coli, mas logo depois aparecem Firmicutes
Gram positivos e Actinobacteria, bem como representantes Gram-negativos dos filos
Fusobacteria e Bacteroidetes (Frese et al., 2015; Kubasova et al., 2018; Slifierz et al.,
2015). O presente estudo demonstrou que 0s animais que receberam PSSD aumentaram
a diversidade da microbiota intestinal, com a maior frequéncia de Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacterias que sdo mais identificados em amostras de fezes de suinos
saudaveis (Lamendella et al., 2011). Observou-se que o filo Firmicutes demonstrou
frequéncia acima de 89% com o uso dos PSSD.

Suinos saudaveis apds o desmame apresentam maior frequéncia de Prevotella e
Ruminocacaceae, que sdo responsaveis a capacidade de reduzir a inflamacéo intestinal e
melhorar a funcdo da barreira intestinal através da producao de butirato, sugerindo que
independente do PSSD avaliado, podem melhorar a saide intestinal, devido a maior
frequéncia dessas familias (Wang et al., 2018a; Hall al., 2021). E evidente que ha
modulacdo da microbiota quando sdo observados melhores resultados de producao,
geralmente ha uma ligacdo com a colonizacdo de bactérias benéficas como a presenca de
Lactobacillaceae, conforme observado para 0 PSSDB e PSSDM.

A familia Clostridiaceae apresentou maior frequéncia para o PSSDS com
66,20%, e os PSSDB e PSSDM com 52,75% e 54,99%, respectivamente. Estudos
demonstram que 99% das amostras fecais contém sequéncias do género Clostridium,
Prevotella, Alloprevotella e Ruminococcus, pertencentes a ordem Clostridiales (Holmann
et al., 2017). Foi possivel observar que a composicdo e estrutura da comunidade
bacteriana dos diferentes PSSD foram descritivamente diferentes o que indica que a

origem do PSSD ¢ importante na formacdo da composi¢do da microbiota do animal.
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Dentre 0s géneros e as espécies encontradas 0 que apresentou maior frequéncia em
relacdo ao demais foi o género Clostridium, sugerindo a maior frequéncia em todos os
tratamentos avaliados, devido ao estresse do desmame, os leitdes remodelam sua
microbiota intestinal a medida que respondem a mudanca, ou seja, a presencga ou auséncia
de um organismo patogénico pode ndo necessariamente predizer que a doenga ocorrera,
a menos que a populacdo prolifere a ponto de sobrecarregar a populagdo microbiana geral
(Pluske et al., 2018).

No geral, estudos demonstram que ocorrem ligacdes positivas entre a microbiota
dos leitbes, ou uma mudanga na microbiota e os pardmetros de producédo, no entanto, mais
estudos s@o necessarios para elucidar com mais clareza como essas bactérias tém esse
efeito e, entdo, como a microbiota pode ser alterada de forma confiavel e consistente para

estabelecer beneficios ao longo da vida dos animais.

V. Consideracdes finais

Os diferentes PSSD apresentaram diferencas em relacdo a composicdo
nutricional que devem ser consideradas nas formulacGes de ragdes. O uso de PSSD em
racOes para leitdes melhorou o consumo diério de racéo, dos 21 aos 35 e dos 21 aos 49
dias de idade, e 0 PSSDS apresentou melhor conversao alimentar do que o PSSDM, dos
21 aos 49 dias de idade, sem alterar as concentracdes das proteinas de fase aguda. As
diferentes origens de PSSD ndo influenciaram os indicadores sanguineos, mas, a
microbiota fecal apresentou maior diversidade ao se utilizar o PSSD, e a maior
comunidade bacteriana é encontrada para o PSSDS.
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Tabela 1.Composicdo das ra¢fes experimentais contendo plasmas sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista

(PSSDM) para as fases pré-inicial | (21-28 dias), pré inicial 11 (29-35 dias), inicial | (36-49 dias), na matéria natural®.

Pré inicial 1

Pré inicial 2

Inicial 1

Ingredientes

Controle PSSDS PSSDB PSSDM  Controle PSSDS PSSDB PSSDM

Controle PSSDS PSSDB PSSDM

PSSDS 0,00 6,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00
PSSDB 0,00 0,00 6,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00
PSSDM 0,00 0,00 0,00 6,00 0,00 0,00 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 2,00
Milho 2452 30,45 30,76 30,43 2295 27,11 2752 27,07 39,12 41,03 41,21 41,00
Farelo de soja 2281 12,73 12,27 12,75 27,42 2465 20,31 20,66 27,55 26,23 24,02 24,23
Quirera de arroz 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Milho pré gelatinizado 6,98 6,98 6,98 6,98 8,00 8,00 8,00 8,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Soro de leite em po 10,00 10,00 10,00 10,00 5,00 5,00 5,00 5,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Soja micronizada 5,00 5,00 5,00 5,00 3,00 3,00 3,00 3,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Soja integral desativada 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Leite em p6 integral 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Permeado de soro de leiteempd 3,27 3,27 3,27 3,27 4,42 4,42 4,42 4,42 2,90 2,90 2,90 2,90
Leite pd integral 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Farelo de biscoito 2,50 2,50 2,50 2,50 4,50 4,50 4,50 4,50 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 2,84 2,06 1,97 2,14 2,87 2,24 2,09 2,30 1,74 1,53 1,48 1,56
Fosfato bicalcico 1,50 1,23 1,20 1,09 1,55 1,36 1,34 1,27 1,45 1,38 1,37 1,33
Calcario calcitico 0,90 1,08 1,10 1,15 0,93 1,05 1,06 1,10 1,08 1,14 1,15 1,17
Aclcar 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal 1,00 0,60 0,58 0,60 1,00 0,70 0,60 0,72 0,80 0,65 0,60 0,66
L-Lisina, 80% 0,55 0,36 0,45 0,36 0,43 0,31 0,37 0,31 0,48 0,41 0,45 0,42
DL-Metionina, 99% 0,32 0,16 0,26 0,15 0,26 0,15 0,22 0,14 0,25 0,19 0,23 0,19
L-Treonina, 98% 0,30 0,19 0,21 0,19 0,24 0,17 0,18 0,17 0,25 0,21 0,22 0,21
L- Triptofano, 98% 0,08 0,05 0,09 0,05 0,06 0,04 0,07 0,04 0,06 0,05 0,07 0,05
L-Valina, 99% 0,15 0,05 0,07 0,05 0,09 0,01 0,03 0,01 0,10 0,06 0,08 0,06
Premix vitaminico e mineral® 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Cloreto de Colina, 60% 0,07 0,08 0,08 0,08 0,06 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06
Promotor de Crescimento® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Sulfato de cobre, 25% 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Oxido de zinco, 72% 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,26 0,26 0,26 0,26
Acido fumarico 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Dioxido de silicio 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Palatabilizante 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Aromatizante 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Adsorvente 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Antioxidante* 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Continua...
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Composicao (%)

Energia metabolizavel, kcal/kg 3.400 3.400 3.400
Proteina bruta 21,42 21,42 21,42
Célcio 1.068 1.068 1.068
Fosforo disponivel total 0.528 0.528 0.528
Sodio 0,224 0,224 0,224
SID Lisina 1,451 1,451 1,346
SID Metionina + Cisteina 0,813 0,813 0,754
SID Treonina 0,972 0,972 0,902
SID Triptofano 0,276 0,276 0,256
SID Arginina 1,451 1,451 1,346
SID Valina 1,001 1,001 0,929

*As races foram formuladas, seguindo recomendaces Rostagno et al. (2017). 2Contetido/kg: vit. A - 15.000.000 U.1.; vit D3 - 3.000.000 U.I.; vit. E - 105.000 U.1.; vit B; - 300
mg; vit Bz - 825 mg; vit. B6 - 480 mg; vit B2 - 4.050 mcg; &cido pantoténico - 3.600 mg; acido félico — 83 mg; biotina - 90 mg, ferro - 23 g; cobre - 2.300 mg; cobalto - 27 mg;

manganés - 11,64 mg; zinco - 20 g; iodo - 315 mg; selénio - 100 mg e veiculo g.s.p. p/ 1000 g/kg. *Halquinol; *Butil-hidroxi Tolueno.

89



Tabela 2.Composicao de macro e microminerais de diferentes plasmas sanguineos spray
dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM), na matéria natural

PSSDS PSSDB PSSDM
Célcio, % 0,056 0,062 0,084
Fosforo, % 1,085 1,185 1,504
Potassio, % 0,321 0,205 0,171
Saodio, % 3,082 4,108 2,940
Magnésio, % 0,01 0,009 0,014
Enxofre, % 0,899 0,858 0,939
Ferro, mg/Kg 192,38 369,289 107,322
Cobre mg/Kg 21,025 9,281 13,357
Manganés, mg/Kg 0,243 0,853 0,991
Zinco, mg/Kg 16,631 16,375 18,217
Boro, mg/Kg 2,375 2,486 2,032

Tabela 3.Composi¢do em aminoacidos de diferentes plasmas sanguineos spray dried de
origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM), em percentagem da matéria

natural.

Aminoéacidos PSSDS PSSDB PSSDM
Essenciais AATotais' AADStd?>® AATotais® AADStd?* AATotais! AADStd 2°
Arginina 4,38 4,209 3,76 3,257 4,46 4,504
Histidina 2,66 2,529 2,28 2,001 2,53 2,486
Isoleucina 2,54 2,273 1,84 1,616 2,51 2,472
Leucina 7,38 6,578 6,79 5,928 7,32 7,180
Lisina 7,14 6,790 6,50 5,702 715 7,014
Metionina 0,83 0,776 0,92 0,756 0,88 0,860
Fenilalanina 4,35 4,058 3,91 3,371 4,25 4,160
Treonina 4,37 4,042 4,54 3,791 4,75 4,631
Triptofano 1,48 1,334 0,77 - 1,52 1,469
Valina 5,09 4,759 4,92 4,130 5,21 5,090
N&o essenciais

Alanina 4,19 3,884 3,82 - 4,09 4,045
Acido Aspartico 7,53 6,98 7,09 - 7,73 7,459
Cistina 3,80 3,53 2.8 - 4,14 4,015
Acido Glutamico 10,13 9,532 8,68 - 10,45 10,251
Glicina 2,85 2,584 2,6 - 2,84 2,720
Prolina 4,22 3,283 3,54 - 4,28 -
Serina 3,89 3,683 4,07 - 4,13 4,047
Tirosina 3,86 3,578 3,09 - 3,97 -

tAminodacidos totais; 2aminoéacidos digestiveis standarizados; Scoeficientes de digestibilidade ileal
standarizados obtidos de Rostagno et al. (2017); “coeficientes de digestibilidade ileal standarizada obtidos
de Yun et al. (2004); coeficientes de digestibilidade ileal standarizada obtidos de Almeida et al. (2013).
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Tabela 4. Coeficientes de digestibilidade da matéria seca (CDMS) e energia bruta
(CDEB), coeficiente de metabolizabilidade (CMEB) da energia bruta (EB), valores
digestiveis e de energia metabolizavel (EM) de diferentes plasmas sanguineos spray dried
de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM) para leitdes, na matéria
natural

Item? PSSDS PSSDB PSSDM EP?
CDMS, % 85,06" 84,61° 87,562 0.31
CDEB, % 75,94 78,902 75,23¢ 0.38
CMEB, % 73,68° 76,632 72,95¢ 0.38
MSD, % 78,10 78,14 78,01 -
EB, kcal/kg 4,777 4.613 4.685 -
ED, kcal/kg 3.628 3.640 3.525 -
EM, kcal/kg 3.520 3.535 3.419 -
EM:ED 0,9702° 0,97122 0,9698¢ 0.02

IMSD - matéria seca digestivel; ED - energia digestivel; 2EP- Erro padrio da média;  °= Letras diferentes
na mesma linha diferem a 5% de significancia pelo teste de SNK.

Tabela 5. Desempenho de leitbes recebendo dietas com diferentes plasmas sanguineos
spray dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM), desde o
desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.

PSSD?
Item? Controle ~ PSSDS PSSDB PSSDM EP® P-value
21 -35 dias
CDR. g 266.97°  323.80*  301.322 318.822 6.52 0.0018
GPD. g 188.66 198.97 215.71 195.07 4.15 0.1602
CA. g/g 1.41° 1.622 1.39P 1.63? 0.02 <0.0001
36 -49 dias
CDR.g 658.18 679.90 661.18 703.21 7.41 -
GPD. g 382.34 421.42 388.34 411.07 5.09 -
CA. g/g 1.72 1.61 1.70 1.71 0.01 -
21 -49 dias
CDR. g 44958°  501.93%  483.86° 505.452 5.53 <0.0001
GPD. g 281.19 304.01 283.47 281.70 4.29 0.2298
CA. g/g 1.60° 1.65" 1.70P 1.792 0.01 0.0001

Letras diferentes na linha sobrescritas na linha sdo diferentes pelo teste SNK; *CDR= Consumo diario de
racdo. GPD=ganho de peso diario; CA= conversdo alimentar; 2PSSD= plasma sanguineo spray dried;
PSSDS= plasma sanguineo spray dried suino; PSSDB= plasma sanguineo spray dried bovino; PSSDM=
plasma sanguineo spray dried misto (suino+bovino);*EP- Erro padrdo da média.
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Tabela 6. Proteinograma de leitdes recebendo dietas com diferentes plasmas sanguineos
spray dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM), desde o
desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.

Item(mg/dL)! Controle  PSSDS  PSSDB  PSSDM  EP?  P-value
Albumina 3397.14%  3654.86° 3344.04° 3421.94% 232.36 0.0435
Antitripsina 144.38 162.30  161.91 164.14  20.47 0.1676
GPA 12.22 11.06 8.90 9.517 3.33  0.1680
Ceruloplasmina 40.47 53.56 50.43 47.33 19.61 0.5425
Haptoglobina 71.45 67.00 71.96 70.83  31.04 0.9859
IgA 131.84 154.91  154.77 146.12  33.38 0.4312
IgG leve 192.53 211.43  181.19 200.02 36.33 0.3673
IgG 563.96 561.98  489.66 513.06  76.07 0.1254
Transferrina 530.85 576.76  565.67 558.93  69.26 0.5508

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha sdo diferentes pelo teste SNK a 5% de significancia; 'GPA —
Glicoproteina cida; 2EP - Erro padrdo da média.

Tabela 7. Concentracdo de hematdcrito e fibrinogénio no plasma de leitbes recebendo
dietas com diferentes plasmas sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina
(PSSDB) e mista (PSSDM), desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.

Hematocrito (%)

PSSD Periodo (dias)

21 28 35 49 Média EP? Lin? Qua®
Controle* 24.03 2825 2722 2687 2659 058 0.2503 0.0499
PSSDS 2403 2528 26.83 26.88 2575 0.70 0.1397 0.4498
PSSDB?® 24.03 27.72 28.67 2688 26.82 0.73 0.2757 0.0367
PSSDM® 24.03 30.72 2633 25.06 2654 0.77 0.6502 0.0378
Média 24.03° 27.99% 27.26° 26.422
EP! 0.17 0.69 0.76 0.81
Trat 0.6486
Periodo 0.0001
Trat*Periodo 0.2651

Fibrinogénio (g/dL)

PSSD Periodo (dias)

21 28 35 49  Meédia EP'  Lin? Qua®
Controle’ 212 287 276 397 293.37 2291 0.0039 0.8316
PSSDS® 212 288 282 385 29210 20.70 0.0029 0.9979
PSSDB?® 212 295 303 393 301.17 18.71 0.0004 0.6979
PSSDM™ 212 306 283 382 296.06 20.59 0.0050 0.8375
Média 212¢  294° 286° 3892
EP! 136 2509 1539 21.23
Trat 0.9773
Periodo <.0001
Trat*Periodo 0.9999

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha séo diferentes pelo teste SNK a 5% de significancia; 'EP -
Erro padrdo da média; 2Efeito linear; *Efeito quadratico; *y = 9.37878 + 0.99512x - 0.01309x? (R?= 0.72);
Sy = 4.17696 + 1.31785x - 0.01746x® (R*= 0.98); by= 6.36135 + 1.28431x - 0.01858x? (R?= 0.42);
Ty=88.25095 + 6.16899x (R?=0.91); 8y=101.38390 + 5.73580x (R?=0.92); °y=100.45118 + 6.03671x (R*=
0.94); 1°y=116.44106 + 5.40200x (R?= 0.84).
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Tabela 8. Concentragdo de proteinas totais, albuminas, globulinas e a relagao albumina:
globulina de leitdes recebendo dietas com diferentes plasmas sanguineos spray dried de
origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM), desde o desmame (21 dias de
idade) até 49 dias de idade.

Proteinas totais (g/dL)

PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média EP* Lin® Qua’
Controle* 5.35 6.59 654 5.49 5,99 0.11 0.6499 <0.0001
PSSDS? 5.35 6.37 635 594 6.00 0.08 0.1178 <0.0001
PSSDB® 5.35 6.50 6.09 5.37 5.83 0.15 0.5108 0.0065
PSSDM’ 5.35 6.52 584 561 5.83 0.08 0.7593 0.0004
Média 5.34¢ 6.49% 6.20° 5.60°
EP* 0.008 0.13 0.10 0.05
Trat 0.2990
Periodo <0.0001
Trat*Periodo 0.2208
Albumina (g/dL)
PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média  EP* Lin¢ Qua’
Controle 2.54 2.77 2.59 2.37 2.57 0.06 0.1897 0.2010
PSSDS® 2.54 2.68 2.72 2.33 2.57 0.05 0.0756 0.0110
PSSDB 2.54 2.64 2.55 2.38 2.53 0.06 0.2409 0.3945
PSSDM? 2.54 2.52 2.48 2.21 2.44 0.03 0.0002 0.1340
Média 2.53* 2.65* 258 2.32°
EP* 0.01 0.05 0.06 0.06
Trat 0.2907
Periodo 0.0002
Trat*Periodo 0.9634
Globulinas (g/dL)
PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média  EP* Lin¢ Qua’®
Controle*? 2.81 383 395 3.12 3.43 0.11 0.7399 <0.0001
PSSDS** 2.81 369 363 3.62 3.43 0.08 0.0071 0.0017
PSSDB*“ 2.81 3.86 354 299 3.30 0.14 0.8262 0.0109
PSSDM*? 2.81 400 336 340 3.39 0.08 0.2628 0.0026
Média 2.80° 3.84* 3.61* 3.28°
EP* 0.01 0.13 0.09 0.08
Trat 0.7234
Periodo <0.0001
Trat*Periodo 0.2110
Albumina: Globulina
PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média  EP* Lin® Qua’
Controle** 0.90 0.81 0.79 0.72 0.81 0.02 0.0126 0.5693
PSSDS* 0.90 0.75 0.82 0.70 0.80 0.02 0.0118 0.6194
PSSDB 0.90 0.79 0.83 0.79 0.84 0.02 0.1228 0.3997
PSSDM*° 0.90 0.79 0.84 0.70 0.81 0.01 0.0007 0.8989
Média 0.90* 0.78° 0.82° 0.73°
EP* 0.01 0.02 0.02 0.02
Trat 0.6384
Periodo <0.0001

Trat*Periodo  0.9439
Letras sobrescritas diferentes na mesma linha séo diferentes pelo teste SNK & 5% de significancia; 'EP -
Erro padrdo da média; 2Efeito linear; 3Efeito unadrético; 4y="-1.19098+ 0.44952x -0.00640x? (R?= 0.94);
%y=0.69231+ 0.31416x -0.00424x? (R?= 0.89); ®y=0.59482+ 0.33437x -0.00485x? (R?= 0.78); 'y=2.00636+
0.23929x -0.00341x? (R?= 0.46); 8y= 1.21090+0.09327x -0.00144x? (R?= 0.99); °y=2.84109 - 0.01213x
R?= 0.87); 1%y=-2.89785+0.38715x -0.00540x2 (R?= 0.97); 1'y=2.69186 + 0.02234x (R?= 0.40); ﬂg/:-
52041 +0.22101x -0.00280x2 (R?= 0.85); 12y=-1.46914 + 0.29825x -0.00425x? (R?= 0.77); B¥y=-0.22850
+0.21393x -0.00288x? 00341x? (R?= 0.40); My= 1.00912 - 0.00596x (R?= 0.90); *y=0.98830 -0.00570x
(R?=0.61); 1%y=1.01859 -0.00614x (R?= 0.76).
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Tabela 9. Concentracdo de linfocitos, mondcitos e eosinofilos de leitdes recebendo dietas

com diferentes plasmas sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina

(PSSDB) e mista (PSSDM), desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.
Linfocitos (%/)

PSSD Periodo (dias)

21 28 35 49 Média EP'  Lin> Quad
Controle* 5450 57.00 56.50 59.10 56.77 0.65 0.0194 0.8497
PSSDS® 5450 58.67 57.70 5750 57.09 0.47 0.1154 0.0158
PSSDB® 5450 60.06 59.00 58.78 58.08 0.45 0.0134 0.0002
PSSDM’ 5450 57.10 57.70 60.00 57.32 0.70 0.0057 0.6040
Média 54.50° 58.20° 57.7% 58.84
EP! 0.21 0.65 062 048
Trat 0.3068
Periodo <0.0001

Trat*Periodo 0.4685

Monacitos (%)

PSSD Periodo (dias)

21 28 35 49 Média EP*  Lin? Qua®
Controle 0.67 1.00 0.90 0.90 0.86 0.11 0.6415 0.5012
PSSD 0.67 033 0.70 0.80 0.62 0.10 0.3919 0.5247
PSSDB 0.67 0.67 0.90 1.00 0.80 0.10 0.1965 0.9429
PSSDM 0.67 1.20 0.80 1.00 0.91 0.12 0.6252 0.6449
Média 0.66 0.79 0.82 0.92
EP? 0.05 0.13 0.13 0.12
Trat 0.2943
Periodo 0.4626

Trat*Periodo 0.7669

Eosinofilos (%)

PSSD Periodo (dias)

21 28 35 49 Média EP' Lin?> Qua®
Controle® 067 030 050 0.10 0.39 0.08 0.0308 0.9904
PSSDS 067 060 070 0.70 066 0.10 0.8398 0.9490
PSSDB 067 030 067 0.80 0.60 0.10 0.3801 0.4344
PSSDM 067 010 089 1.00 0.66 0.13 0.1222 0.5124
Média 0.66° 0322 0.68° 0.65°
EP! 005 0.090 013 0.13
Trat 0.2220
Periodo 0.0539

Trat*Periodo 0.3692
Letras sobrescritas diferentes na mesma linha sdo diferentes pelo teste SNK a 5% de significancia; 'EP -
Erro padréo da média; 2Efeito linear; *Efeito quadratico; “y= 51.90646 + 0.14644x (R?= 0.85); °y=40.18667
+ 0.96932x -0.01264x2 (R*= 0.72); by=54.51746 + 0.10730x (R?= 0.27); 6y=34.90242 + 1.32043x -
0.01709x? (R?= 0.76); "y=51.23503 + 0.18318x (R?= 0.93); 8= 0.95874 -0.01704x (R?= 0.68).
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Tabela 10. Concentracdo de basoéfilos, bastonetes, segmentados de leitdes recebendo

dietas com diferentes plasmas sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina

(PSSDB) e mista (PSSDM), desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.
Basofilos (%)

PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média EP' Lin* Qua®
Controle* 066 040 030 010 0.36 0.073 0.0055 0.4875
PSSDS® 066 030 022 033 0.38 0.072 0.1713 0.0566
PSSDB 066 020 030 030 0.36 0.073 0.1939 0.0997
PSSDM® 066 030 020 010 0.31 0.070 0.0057 0.1405
Média 0.66* 0.30° 0.25° 0.20°
EP! 0.05 0.07 0.06 0.063
Trat 0.8941
Periodo <.0001
Trat*Periodo 0.8899
Bastonetes (%/)
PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média EP' Lin* Qua
Controle 0.67%% 0.10%* 0.80"* 0.20" 0.44 0.09 0.2766 0.6250
PSSDS’ 0.67%% 0.50%% 0.00%% 0.60" 0.44 0.09 0.7242 0.0112
PSSDB 0.67%% 0.40% 0.2282 030" 0.39 0.07 0.0915 0.1189
PSSDM?® 0.67%2 0.20% 0.22B2 040 0.37 0.07 0.4065 0.0219
Média* 0.66* 0.30° 0.31° 0.37°
EP! 0.05 0.07 0.08 0.09
Trat 0.8926
Periodo 0.0021
Trat*Periodo 0.0106
Segmentados (%)
PSSD Periodo (dias)
21 28 35 49 Média EP' Lin* Qua
Controle® 42.83 41.10 40.00 39.60 40.88* 0.53 0.0342 0.2990
PSSDSY 42.83 40.40 39.56 39.90 40.67* 0.60 0.1185 0.1498
PSSDB 42.83 37.11 38.22 37.60 38.94° 0.47 0.0013 0.0006
PSSDM!! 42.83 41.20 39.60 36.44 40.01* 0.61 <0.0001 0.9717
Média 42.83* 39.95° 39.34° 38.38°
EP! 020 070 048 0.1
Trat 0.0239
Periodo <0.0001
Trat*Periodo 0.1872

Letras minusculas sobrescritas diferentes na mesma linha sdo diferentes pelo teste SNK a 5% de
significancia; Letras maisculas sobrescritas diferentes na mesma coluna sao diferentes pelo teste SNK a 5%
de significancia 'EP -Erro padrdo da média; 2Efeito linear; *Efeito quadratico; *y=1.00160 -0.01909x (R*=
0.93); 5y=2.49238 -0.12043x + 0.00156x? (R?= 0.97); ®y= 0.92446 -0.01827x (R?= 0.77); "y= 3.56960 -
0.19009x +0.00263x? (R?= 0.77); 8y=2.75295-0.14095x +0.00190x? (R?= 0.88); ®y= 44.50983 -0.10908x
(R?= 0.81); 0y=43.62814 -0.14096x (R?= 0.40); °y=61.52118 -1.24758x +0.01559x> (R?= 0.76);
Hy=47.59566 -0.22787x (R?= 0.99).
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Figura 2. Concentragdo de bastonetes (%) de leitGes recebendo dietas com diferentes
plasmas sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista
(PSSDM), desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.
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Figura 3. Frequéncia relativa (%) dos principais filos (A), familias (B), géneros (C) e
espécies (D) debactérias encontradas em leitdes recebendo dietas com diferentes plasmas
sanguineos spray dried de origem suina (PSSDS), bovina (PSSDB) e mista (PSSDM),
desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade
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Highlights

1- Aditivos ndo antibioticos podem ser eficazes em dietas para leitdes

2- A associacdo de butirato de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de
zinco pode substituir o Halquinol em dietas de leitdes pos desmame.

3- Metabolitos plasmaticos e indicadores imunoldgicos corroboram os resultados de
desempenho obtidos para os tratamentos em estudo.

4- A saude intestinal € melhorada tanto com o uso da associacdo estudada ou antibioticos
promotores de crescimento

5 — As jungdes estreitas e a translocacdo de bactérias para o figado é melhorada com o
uso de aditivos, antibioticos ou n&o.

6 — A utilizacdo de aditivos favorece a microbiota intestinal em dietas para leitdes pds
desmame.

7- Clostridium perfringens do tipo A pode reduzir com a utilizagdo de aditivos,

antibidticos ou ndo.
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Associacao de butirato de sédio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de
zinco em substituicdo ao antibidtico promotor de crescimento em dietas para leitbes

pds desmame (21 aos 49 dias).

Resumo: Foi realizado um experimento com o objetivo de avaliar a substituicdo de
antibidtico promotor de crescimento pela associacdo de butirato de sddio, levedura
hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP), em leitdes pds desmame (21 aos 49
dias), sobre o desempenho, metabolitos plasmaticos, microbiota intestinal, producéo de
acidos graxos de cadeia curta, translocacdo de bactérias e salde intestinal. Foram
utilizados 80 leitbes, com peso inicial de 6.69 + 0.19kg, distribuidos em delineamento
experimental de blocos ao acaso com 5 tratamentos, constituidos de 0.00, 0.10, 0.14 e
0.18% BLP (Viligen) e um tratamento controle positivo (0.02% Halquinol 60%), com 8
repeticdes e 2 animais por unidade experimental (macho e fémea). As racdes foram
formuladas para atender a exigencias dos leitGes para duas fases, dos 21 aos 35 e 36 aos
49 dias de idade. O desempenho produtivo foi afetado, demonstrando que o aditivo pode
ser utilizado em substituicdo aos antibioticos promotores de crescimento sem
comprometer o desempenho dos animais. N&do houve efeito (P > 0,05) sobre o pH do
conteddo de jejuno e ceco, assim como na translocacdo das bactérias para o figado, no
entanto, foi observado efeito (P < 0,05) para aumento de bactérias benéficas e reducéo de
bactérias patogénicas com o uso dos diferentes niveis do aditivo. Foi observado efeito (P
< 0,05) para as proteinas de fase aguda e imunoglobulinas aos 49 dias de idade, onde 0s
niveis crescentes de BLP ndo reduziram em relacdo ao uso de antibidticos promotores de
crescimento, assim como, foi observado efeito (P <0,05) para as juncOes oclusivas,
demonstrando maior expressao dos genes responsaveis pela defesa do organismo
utilizando o BLP. Houve efeito (P <0,05) da histologia, demonstrando maior altura das
vilosidades no duodeno e jejuno, profundidade de cripa no duodeno e a maior relacéo
vilo:cripta no jejuno com 0,18% de BLP. Para as concentracfes dos acidos graxos de
cadeia curta ndo foi observado efeito significativo (P > 0,05). A associacdo de butirato de
sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco na dieta de leitbes pode
substituir o uso dos antibidticos promotores de crescimento na alimentagdo sem
compromoter o desempenho zootécnico, favorecendo a microbiota benéfica para
Lactobacillus e Bifidobacterium, e reduzindo o desenvolvimento de bactérias patogénicas
como Clostridium, sem influenciar o pH assim como, a concentracdo de acidos graxos de
cadeia curta. O BLP ainda melhorou a estrutura absortiva (expressdo dos genes das
juncdes estreitas), sem afetar a translocacdo de bactérias para o figado, sinalizando a
melhora na salde intestinal dos leitbes a medida que os niveis desta associacao
aumentaram em ate 0,18%.

Palavras-chave: aditivos alternativos; antimicrobianos; modulacdo intestinal; saude

intestinal; translocacédo bacteriana
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l. Introducéo

O uso preventivo de antibidticos promotores de crescimento no periodo pos
desmame contribui para amenizar parte dos fatores que podem prejudicar o desempenho
p6s desmame (Utiyama et al., 2006; Pluske, 2013). No entanto, o aumento da
preocupacao sobre a resisténcia bacteriana aos antibioticos, em humanos e animais, levou
a proibicdo do uso de varios antimicrobianos utilizados com a finalidade de aditivos
melhoradores de desempenho em rag¢des para animais, incluindo o banimento em alguns
paises.

Desta forma, existe a necessidade de desenvolver e avaliar a eficacia de novos
compostos para substituir os antibioticos promotores de crescimento. Estudos sugerem
que aditivos que favorecam a microbiota intestinal dos animais devem ser considerados,
permitindo que os mesmos consigam um melhor desempenho frente aos desafios da fase
de desmame (Pluske et al., 2018). A partir disso, diversos aditivos foram desenvolvidos
e avaliados, observando-se respostas variaveis. No entanto, a associacdo de substancias
que tenham acdo em melhorar a saude intestinal pode ser uma alternativa a ser
considerada, pois pode contar com compostos que atuam de diferentes maneiras em
diferentes segmentos do intestino.

O interesse zootécnico na utilizacdo dos acidos organicos é com base na
acidificacdo, induzindo a reducdo do pH gastrico, alterando a microbiota intestinal,
através de controle bactericida ou bacteriostatico, inibindo a invasdo e colonizagao por
patdgenos e favorecendo a proliferacdo de alguns microrganismos benéficos
(Suryanarayana et al., 2015). A utilizacdo de &cidos organicos na forma de sais, como o
fornecimento do butirato de sodio para leitdes, evidenciam a reducdo da presenca de
Clostridium e Escherichia colli no intestino, além disso, melhora as vilosidades do
intestino, aumentando a absorcdo dos nutrientes, aléem de melhorar o desempenho dos
animais (Lu et al., 2008).

As leveduras sdo consideradas as fontes mais antigas de proteinas unicelulares,
amplamente usadas na alimentacdo animal, a levedura hidrolisada, obtida através da
hidrolise da parede celular, expde o citoplasma e disponibiliza grande quantidade de
nucleotideos, polipeptidios, vitaminas e 0os compostos da parede celular (Sauer et al.,
2011). Neste sentido, os componentes da levedura hidrolisada, s&o considerados
prebioticos, portanto, uma caracteristica destes carboidratos € ser resistente a degradacéo

enzimética na porc¢do inicial do trato gastrointestinal (TGI), favorecendo suas fungdes
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benéficas ao longo do trato sobre o sistema imune, com a capacidade de fermentacao
seletiva por bactérias benéficas, propriedades imunomodulatérias, e o estimulo da
producdo de citocinas e imunoglobulinas (Yasui e Ohwaki, 1991; Silva e NOrnberg,
2003).

O zinco é um elemento quimico essencial para os animais, as formas mais
comuns de suplementacdo em suinos é as fontes inorganicas, no entanto, os valores de
inclusdo sdo maiores que a exigéncia nutricional, estas fontes sdo menos estaveis
estruturalmente e menos biodisponiveis (NRC, 2012). Por outro lado, as fontes organicas
como o proteinato de zinco sdo mais estaveis estruturalmente e tém maior
biodisponibilidade, resultando em melhor absor¢do e metabolizacdo (Miles e Henry,
2000). A medida que se eleva a concentragéo de zinco na dieta, aumenta a quantidade de
zinco ligado a metalotioneina intestinal, envolvida na homeostase desse mineral e nas
alteracdes fisiologicas do trato gastrointestinal, podendo resultar em aumento na absor¢éo
dos nutrientes e alteracdo da morfologia do intestino, podendo, ser um possivel
mecanismo de ac¢do responsavel pelo aumento do desempenho dos leitdes (Carlson et al.,
1999).

Neste sentido, a associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada
e proteinato de zinco nas dietas dos animais pode ser uma alternativa aos antibidticos
utilizados como promotores de crescimento, uma vez que possuem a capacidade de
modular o microbioma intestinal, favorecendo o crescimento de bactérias benéficas e,
consequentemente, reduzindo a colonizacdo dos patdgenos intestinais, proporcionando
maior capacidade de absor¢do dos nutrientes (Zhang et al., 2017).

De acordo com o que foi mencionado, o objetivo foi avaliar a associacdo de
butirato de sédio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco como modulador

do estado de salde de leitdes no periodo pos desmame (21 a 49 dias de idade).

. Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor Suinocultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi, pertencente a Universidade Estadual de Maringa (UEM), no estado do Parana.
Os procedimentos experimentais com os animais foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio (CEUA-UEM), e aprovados pelo
n® 5265070222.

103



110

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

124

125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141

2.1.  Animais e instalacdes

Foram utilizados 80 leitdes (Piétrain x Landrace x Large White) de 21 a 49 dias
de idade, fémeas e machos castrados, alojados em baias de creche suspensas (1,25 m?)
com piso parcialmente vazado, com comedouros automaticos e bebedouros do tipo
“chupeta”, proporcionando livre acesso a agua e racdo durante todo o periodo
experimental. As baias localizavam-se em galpéo de alvenaria dotado de ventiladores e
de ldmpadas incandescentes individuais por baia, para controle de temperatura ambiente.

A temperatura ambiente e umidade relativa no interior do galpéo, durante o
periodo experimental, foram monitoradas com auxilio de um datalogger (AKSO-AK172).
As médias de temperaturas minima e maxima, registradas no periodo experimental no
galpdo, foram de 18,57 +2,34°C e 23,09 + 3,05°C, respectivamente. A média da umidade
relativa minima e méaxima do ar no periodo experimental no galp&o foi de 52,11 + 10,11%
e 72,11 £ 09,02%, respectivamente.

2.2.  Delineamento e dietas

Foram utilizados 80 leitbes, desmamados aos 21 dias de idade, com peso inicial
médio de 6,69 + 0,19 kg, distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso,
com cinco tratamentos, oito unidades experimentais e dois animais por unidade
experimental (macho e fémea). O critério utilizado para a formacdo dos blocos foi 0
periodo em que os blocos foram iniciados.

Os tratamentos consistiram de 0.00, 0.10, 0.14 e 0.18% da associacdo de butirato
de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco — BLP (Viligen®) e um
tratamento controle positivo (0.02% Halquinol 60%).

As racOes experimentais foram isonutrivivas e formuladas seguindo as
recomendacdes propostas por Rostagno et al. (2017), alterando apenas a concentracdo dos
aditivos objeto do estudo, que foram adicionados as custas do inerte (caulim). O programa
nutricional foi dividido em pré-inicial | (Tabela 11) e pré-inicial 11 (Tabela 12), para

leitdes dos 21 aos 35 e dos 36 aos 49 dias de idade, respectivamente.

2.3.  Desempenho produtivo

Os animais foram pesados no inicio e no final do periodo experimental para

determinacdo do ganho de peso didrio (GPD) e as ragdes fornecidas aos leitdes foram
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pesadas para determnar o consumo diario de racdo (CDR) e, de posse do GPD e CDR foi

calculada a converséo alimentar (CA).

2.4.  Contagem microbiologica e pH do conteudo intestinal

Ao final do experimento, um leitdo por unidade experimental foi submetido a
anestesia (cetamina e xilasina) e uma incisdo abdominal foi realizada para coletar
amostras do jejuno e ceco.

O pH do jejuno e do ceco foi medido usando um eletrodo de pH combinado,
apos homogeneizacgdo das fezes em &gua destilada (1:9 p/v).

O conteudo de jejuno foi coletado para contagens microbioldgicas de
Lactobacillus sp e Escherichia coli e no contetudo de ceco foram realizadas as contagens
de Bifidobacterium sp. e Clostridium perfringens. Foi realizada a homogeneizacéo das
amostras do jejuno e ceco em agua peptonada 0,1% (m/v), posteriormente foram
realizadas diluicdes sucessivas, em triplicata, em 9mL de &gua peptonada 0,1%,
utilizando aliquotas de 1000uL. As amostras diluidas foram submetidas a 80 °C por 10
minutos para germinacdo de esporos, eliminacdo de células vegetativas e possiveis
contaminantes, seguindo-se com semeaduras em meios especificos, utilizando agar para
MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) para lactobacilos, meio VRB (Violet Red Bile Agar)
para coliformes totais, meio SPS (sulfito polimixina sulfadiazina) acrescentado de
substancia tensoativa 0,05% de Tween 80% para contagem de clostridios e, para a
contagem de bifidobactérias, foi utilizado o meio BSA (Bifidobacteria selective agar)
acrescentado de cloreto de litio e propionato de sédio, para inibir o crescimento de outras
bactérias acido laticas.

As placas de Petri foram incubadas em estufa BOD com a temperatura
controlada a 37°C. O periodo de incubacao foi de 48 horas, sendo que para clostridios e
bifidobactérias as placas de Petri foram colocas em jarros de anaerobiose nas quais a
auséncia de oxigénio era assegurada pela utilizacdo de placas de anaerobiose
(Anaerobac®). Apos o periodo de incubacéo, as col6nias foram contadas utilizando um
contador de colonia “QUEBEC”, e os resultados obtidos foram expressos em

Ioglo.UFC.mL'l.
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2.5.  Perfil genético dos isolados de Clostridium perfringens

Apols incubacdo e a contagem das colonias, as culturas de Clostridium
perfringens foram repicadas para tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco, Estados Unidos da América) e incubadas por mais 24 horas a 37°C em ambiente
de anaerobiose. Em seguida, as amostras foram submetidas a analise RAPD-PCR
(Polymerase Chain Reaction) para extracdo de DNA. Os isolados bacterianos foram
analisados genotipicamente usando a técnica de DNA polimérfico amplificado aleatdrio
(RAPD) para analisar o perfil genético dos isolados quando comparados as cepas
produtoras de toxinas (Crop Bank).

As reacdes foram realizadas em um termociclador T100 (BioRad) em um
volume final de 25 pL contendo 1 pL. de DNA, 1,0U Taq DNA Polimerase (Invitrogen),
Taq Buffer, 3mM MgCI2, 0,25mM dNTPs e 2,48 pmol do oligonucleotideo. As
condicdes ciclicas utilizadas foram baseadas em 2 minutos para desnaturacdo inicial a
94°C, 35 ciclos de 94°C 1 minuto, pareamento a 42°C por 20 segundos, 72°C por 2
minutos e extensao final de 72°C por 10 minutos. O controle negativo rebeceu todos os
reagentes, exceto o DNA. O produto RAPD foi analisado em gel de agarose a 1,5%,
revelado por brometo de etidio (0,5 g.ml-1) e analisado pelo documentador fotografico
L-PIX ST (LOCCUS). O perfil RAPD obtido foi combinado em uma matriz e comparado
usando o coeficiente de Jaccard.

A correlacgdo dos coeficientes foi calculada pelo método de grupos de pares nao
ponderados com médias aritméticas (UPGMA) através do Sistema de taxonomia

numérica de programas multivariados (NTSYS).

2.6.  Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta no contetdo intestinal

Para determinacdo dos acidos graxos volateis (acidos acético, propidnico e
butirico) o contetido de jejuno e ceco foram coletados num recipiente pléstico e 2g foram
misturados com 6ml de acido férmico 16% e armazenado em geladeira a 4°C por um
periodo 24 horas. Posteriormente, estas solugdes foram centrifugadas (Rotina 420R,
Hettich Lab Technology, Tuttlingen, Alemanha) a 4000rpm por 15 minutos a 15 °C. No
final da centrifugacdo o sobrenadante foi submetido a duas novas centrifugagdes e foi
transferido para um tubo eppendorf, passando por uma nova centrifugacdo a 14000 rpm
por 15 minutos a 4°C, para posterior congelamento.
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A determinacdo dos AGV foi realizada por cromatografia em fase gasosa
(Shimadzu® GC- Plus 2010), no Laboratério de Quimica da UEM, dotada com um
detector de ionizagdo em chama (FID). Foi utilizada a coluna ZB-WAX-PLUS, com fase
estacionaria (100% polietilenoglicol), que possui polaridade alta. Foram estabelecidos o
tamanho da coluna cromatogréafica (30m x 0,32mm) e a espessura do filme (0,50 um). As
temperaturas do injetor e detector foram mantidas em 250°C. A temperatura da coluna
foi aquecida até 80°C, mantida por 1 min e entdo aquecida novamente até 235°C, a uma
taxa de aquecimento de 35°C min* e, em seguida, mantida constante por cinco minutos,
totalizando um tempo de analise de 10,29 minutos. O hidrogénio (H2), com fluxo
constante de 1,2 mL min, foi utilizado como gas de arraste e o Nitrogénio como gas
auxiliar (make-up) a 30 mL min™. No detector, a chama foi produzida usando H, e ar
sintético com fluxos de 40 e 400 mL min-1, respectivamente. As amostras foram injetadas
no modo split, com razdo 1:80 e volume de injecdo de 1,0uL. Os AGVs foram

identificados por comparacao do tempo de retenc¢ao dos constituintes da amostra e padrao.

2.7. Expressdo génica das tight junctions intestinais

As reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) consistiram de 5 pl
de cDNA (concentracdo de 40 ng/ul, 80 ng/ul e/ou 120 ng/ul) (Tabela 13), 0,4 e/ou 0,8
ul de cada primer (forward e reverse) a 10 uM (concentragdo final: 200 e/ou 400 nM,
respectivamente), 10 pl de PowerUP™ SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems,
Vilnius, Lithuania) e agua UltraPure™ DEPC-Treated Water (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) na quantidade suficiente para completar o volume final de cada reagdo de 20 pl. As
reagbes de gPCR foram realizadas no termociclador StepOne™ Real Time PCR System
versdo 2.3 (Applied Biosystems™) em duplicata, e os parametros do ciclo térmico para
todos os genes foram os seguintes: ativacdo da uracil-DNA glycosylase (UDG) a 50°C
por 2 minutos, ativacdo a enzima Dual-Lock™ DNA polymerase a 95°C por 2 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 3 segundos e anelamento/extenséo a
60°C por 30 segundos, finalizando com a curva de melting entre 60 e 95°C.

Os genes alvos analisados, z6nula oclusiva 1 (ZO1), tight junction 2 (TJP2),
ocludina (OCLN), claudina 2 (CLDN2), claudina 3 (CLDN3), claudina 4 (CLDN4) e
claudina 5 (CLDNb), especificos para a espécie Sus scrofa, foram desenhados com base
nas sequéncias dos genes depositadas no National Center for Biotechnology Information

(NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov. O gene B-actina também especifico para a espécie Sus
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scrofa foi utilizado como controle enddgeno, e foi desenhado com base na sequéncia do

gene depositada no NCBI usando o site www.idtdna.com. Todas as anélises foram

realizadas em duplicatas.

As eficiéncias de amplificacdo (90% a 110%) foram semelhantes para todos os
genes de interesse. A analise das curvas de melt ndo revelou produtos de PCR
inespecificos, demonstrando a confiabilidade dos dados para estimar a expressdo de
mRNA dos genes avaliados. O controle enddgeno, (3-actina, ndo apresentou diferencgas
significativas entre os tratamentos, o que confirmou sua adequacdo como controle
enddgeno.

O método 22T (Livack e Schmittgen, 2001), onde ACT = (CT gene alvo — CT
gene enddgeno), foi utilizado para a quantificacdo relativa de expressdo génica relativa,

e os resultados obtidos sdo apresentados como unidade arbitraria (UA).

2.8.  Translocacdo de bactérias para o figado

Para avaliar a translocagdo de bactérias entéricas, uma amostra do figado (+ 10
g) dos leitbes foi coletada em condicBes assepticas e imediatamente congelada a -82°C.
Estas amostras foram diluidas com uma solucéo tampéo de fosfato (pH 7,2). As diluicdes
em série foram cultivadas aerobicamente em placas com 4gar MRS e VRB, a 37 ° C, por
24 horas. Apos estes procedimentos, as UFC de Lactobacillus e Escherichia coli foram

contadas nas placas.

2.9.  Histologia intestinal do duodeno e jejuno

No intestino delgado, amostras (3 cm) foram coletadas da por¢do média do
duodeno, e do jejuno. As amostras foram fixadas em solucdo de formalina tamponada a
10%, a desidratacdo em série de alcoois e passaram por bateria de xilol, as amostras foram
incluidas em parafina e microtomizadas com montagem das laminas.

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina e obtidas imagens em
microscopio de luz Olympus BX41 acoplado a um sistema de imagem Olympus DP11-
N. As imagens foram transferidas para um computador e as avaliagbes morfométricas
foram realizadas usando o software Image-Pro Plus®.

Para as medigcOes da altura da vilosidade e profundidade da cripta foram

realizadas 15 leituras por amostra para cada parametro. A partir dos resultados obtidos,
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foi calculada a altura da vilosidade e a profundidade da cripta para cada amostra analisada,

assim como a relacdo vilo:cripta.

2.10. Indicadores de imunidade no sangue

Ao final de cada fase, os animais permaneceram em jejum alimentar por 6 horas
e, posteriormente, amostras de £10 mL de sangue foram obtidas através da puncdo da
veia cava cranial, com o auxilio de agulhas de 40 x 1,20 mm. Parte do sangue coletado
foi transferido para tubos com a presenca ou ndo de anticoagulante (&cido
etilenodiaminotetracético-EDTA), centrifugados a 3.000 rpm, por 15 minutos, para a
obtencdo do plasma sanguineo, e armazenados em microtibulos de polietileno do tipo
“eppendorf”, para determinagdo das concentra¢des de proteinas totais e suas fracdes
(albuminas e globulinas).

A quantificacdo das globulinas foi realizada pela diferenga entre albuminas e
proteinas totais, e a relacdo entre albuminas e globulinas (AB: GL) também foi calculada.
As analises dos indicadores bioquimicos do sangue foram realizadas com a utilizagéo de
kits especificos e a leitura da absorbancia foi realizada em Analisador Bioquimico
(Bioplus® 2000).

Adicionalmente, foram utilizados tubos contendo EDTA para a colheita de
sangue, para determinar a porcentagem de hematocrito e fibrinogénio. A concentracdo de
hematocrito foi determinada pelo método manual, através de uma centrifuga de
microhematdcrito (Microspin Spin 1000) utilizando microcapilares preenchidos de
sangue até % de sua capacidade, submetidos a centrifugacdo (10.000 rpm, por cinco
minutos). A concentragdo de hematdcrito foi obtida através da altura da coluna dos
eritrocitos, usando uma escala de porcentagem do sangue total.

A concentracdo do fibrinogénio foi realizada pela técnica de precipitacdo pelo
calor (Schalm et al.,1975), em que apds a centrifugagdo (10.000 rpm, por cinco minutos),
um dos tubos foi aquecido em banho-maria a 56°C, durante 3 minutos, e entdo foi
novamente centrifugado (10.000 rpm, durante 5 minutos) para a separacdo do
fibrinogénio das demais proteinas. Do plasma resultante, foi retirada uma aliquota
composta por uma gota de cada tubo, que foi colocada sobre o prisma do refratdmetro de
Goldberg (Conteck CT032SG), para a leitura direta da concentracdo das proteinas. Os
valores da concentracgdo do fibrinogénio foram obtidos pela diferenca entre os resultados

das proteinas plasmaticas totais, obtidas a partir dos dois tubos, com e sem aquecimento.
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Outra amostra de sangue foi encaminhada para o Laboratorio de Analises
Veterindrias S&o Camilo, localizado na cidade de Maringa — Parand, para a contagem
diferencial de leucdcitos (eritrocitos, hemoglobina, leucocitos, linfécitos, mondcitos e
eosinofilos), atraves de um analisador hematoldgico automatico.

As amostras de sangue também foram utilizadas para determinacdo do
proteinograma (IgA, 1gG, Ceruloplasmina, Transferrina, alfa 1 antitripsina, haptoglobina
e alfa 1 glicoproteina), por meio de eletroforese. Uma amostra de soro foi submetida a
uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE). Foram determinadas as fracGes das proteinas por densitometria
computadorizada, usando-se como referéncia um marcador com pesos moleculares
respectivos. As concentracfes das proteinas foram determinadas pela proporcdo das

mesmas em relacao aos valores da proteina total (Laemmli, 1970).

2.11. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas utilizando o pacote estatistico SAEG
(2007). O procedimento de box plot foi aplicado para avaliar a presenca de outliers.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os efeitos
dos blocos e tratamentos foram incluidos no modelo.

O teste de Dunnet foi utilizado para fins de comparacgdo de cada nivel de BLP
com o controle positivo.

Os graus de liberdade em relacdo aos niveis de BLP foram desdobrados em
polindmios ortogonais para ajustar as equacdes de regressdo por meio dos modelos
quadrético e / ou linear, como também foi ajustado o modelo descontinuo “Linear
Response Plateau” (LRP), descritos por Braga (1983), conforme o melhor ajuste obtido
para cada variavel. O nivel de significancia de 5% serd adotado para todos o0s

procedimentos estatisticos.

I11. Resultados
3.1. Desempenho produtivo

Dos 21 aos 35 dias de idade (Tabela 14) o tratamento sem antimicrobianos
(0,00% BLP) apresentou menor GPD (P=0,0004) e CA (P=0,0357) em relagéo ao CP que,

por sua vez, ndo diferiu dos tratamentos com diferentes niveis de inclusdo de BLP (0,10;
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0,14 e 0,18% BLP). No periodo total (21 aos 49 dias de idade), o GPD apresentou
resultado semelhante, em que o tratamento 0,00% BLP foi o Unico que apresentou reducdo
no GPD (P=0,0196) em relagéo ao CP.

Ao avaliar os niveis de BLP na racdo de leitGes, dos 21 aos 35 dias de idade,
observa-se que o aumento dos niveis de BLP proporcionou aumento no CDR (P=
0,02087) e melhora na CA (P=0,01742), de modo linear (Tabela 14). Apesar do efeito
linear (P= 0,00097), o GPD também apresentou uma resposta quadratica (P=0,00502),
proporcionando a estimativa (R?=0,95) de melhor GPD ao se utilizar 0,137% BLP, mas
o modelo LRP apresentou melhor ajuste aos dados observados (R?=0,99), estimando um
nivel 6timo de inclusdo em 0,100% BLP (Figura 4).

No periodo total (21 a 49 dias de idade) foi observado aumento linear no CDR
(P=0,03244) e GPD (P= 0,00507) em funcdo do aumento na concentracdo de BLP nas
racdes (Tabela 14).

3.2. Contagem microbiolégica e pH do conteudo intestinal

O uso de promotor de crescimento (CP) nas ragbes proporcionou menor
contagem de Lactobacillus spp (Tabela 15) no contetddo do jejuno de leitdes (P=0,0001)
em relacdo a cada um dos demais tratamentos (0,00; 0,10; 0,14 e 0,18% BLP), aos 49 dias
de idade. No contetdo cecal (Tabela 15), foi observado que os tratamentos com 0,00 e
0,18% BLP apresentaram maiores contagens de Bifidobactérias spp em relacdo ao CP
(P=0,0063), e os niveis dietéticos de 0,10 e 0,18% BLP apresentaram as menores
contagens de Clostridium spp (P=0,0008).

Em relacdo aos niveis dietéticos de BLP, fornecidos para leitdes dos 21 aos 49
dias de idade, foram ajustados os modelos quadratico (R?=0,90) e LRP (R?=0,94) para a
contagem de Enterobacteria spp no jejuno, aos 49 dias de idade, estimando um nivel
6timo de 0,110% e 0,073% de BLP, respectivamente (Figura 5A). No contetdo cecal
foram observados efeitos lineares para a contagem de bactérias do género Clostridium
spp (P=0,00142) e para o pH (P=0,02728), em que 0 aumento na concentracéo de BLP
proporcionou a redugdo destas varidveis. Adicionalmente, as menores contagens de
Clostridium spp no contetdo cecal foram estimadas pelos modelos quadratico e LRP
(P=0,00677) aos niveis de 0,096% (R?>=0,76) e 0,079% (R?=0,80) de BLP,

respectivamente (Figura 5B).
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3.3. Perfil genético dos isolados de Clostridium perfringens

Das 36 amostras semeadas em agar e mantidas em atmosfera de anaerobiose para
0 isolamento, 7 amostras apresentaram crescimento de colbnias fenotipicamente
compativeis com Clostridium perfringens tipo A (Figura 6). O tratamento CP e 0 0,18%
de BLP foi observado maior frequéncia, sendo 2 animais para cada tratamento, e para 0s
demais tratamentos de 0,00; 0,10 e 0,14% de BLP, foram encontrados a frequéncia

Clostridium perfringens tipo A em 1 animal para cada tratamento.

3.4. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta no conteudo intestinal

Os &cidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) no contetdo do
jejuno e ceco de leitdes, aos 49 dias de idade, ndo foram influenciados (P>0,05) pela
adicdo de BLP nas dietas em relacdo ao CP, assim como a ndo utilizacdo de

antimicrobianos também apresentou resultado semelhante ao CP (Tabela 16).

3.5. Expresséo génica das tight junctions intestinais

A incluséo de 0,14% BLP apresentou o mesmo resultado observado para o CP (P=
0,0205) em relacdo a ZO1, os demais niveis de inclusdo apresentaram resultados inferiores
ao CP (Tabela 17), e para ZO2 foram observados menores resultados ao se utilizar 0,14 e
0,18% BLP em relacdo ao CP (P=0,0001). De modo geral, a expressdo observada para 0s
genes das claudinas foram maiores para o CP em relacdo aos niveis de inclusao de BLP
nas racOes, uma vez que isto foi observado no caso da CLDN2 (P=0,0001) e CLDN5
(P=0,0001) e, no caso da CLDN 3, somente a inclusdo de 0,10% BLP apresentou resultado
semelhante ao CP (P=0,008) (Tabela 17).

Ao se avaliar os niveis de BLP nas dietas dos leitdes, desde o desmame (21 dias)
até 49 dias de idade (Tabela 17), foram observados efeitos lineares ZO2 (P=0,0001),
CLDN 2 (P=10,02466), CLDN 3 (0,04649), e CLDNS5 (P=0,0004), em que 0 aumento na
concentracdo de BLP proporcionou a reducdo destas variaveis, em contrapartidaa CLDN
4 (P=0,00876) quanto maior o aumento de BLP aumentou a sua expressdo. Houve ajuste
dos dados para o modelo LRP obtidos para ZO2, mostrou uma redugéo na expressao dos
genes até a inclusdo de 0,098% BLP na dieta (Figura 7A). Por outro lado, os modelos
quadréticos ajustados aos dados de CLDN2, CLDN 3 e CLDN 5, proporcionaram estimar
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a maior expressdao dos genes destas proteinas ao se incluir 0,081; 0,107 e 0,08% BLP
(Figuras 7B, C e D).

3.6. Translocacdo de bactérias para o figado

N&o foi observada translocacdo de bactérias do género Lactobacillus spp e
Enterobacteria spp., para o figado de leitdes com 49 dias de idade, (P>0,05) ao se
adicionar promotor de crescimento (CP) ou diferentes niveis dietéticos de BLP na ragéo
de leitdes desde o desmame (21 dias) (Tabela 18).

3.7. Histologia do duodeno e jejuno

A altura de vilosidade do duodeno de leitbes, com 49 dias de vida, foi maior (P=
0,0081) a se incluir BLP nas dietas (0,10; 0,14 e 0,18% de BLP) em relacdo ao CP (Tabela
19) que, por sua vez, foi semelhante ao tratamento sem antimicrobianos (0,00% BLP).
Somente a adigdo de 0,18% BLP na dieta apresentou maior altura das vilosidades no
jejuno (P=0,0375) em relacdo ao CP. Por outro lado, os tratamentos contendo 0,14 e
0,18% BLP apresentaram aumento na profundidade de criptas do duodeno (P=0,0101),
mas a relagdo vilo:cripta foi melhor ao se utilizar 0,18% BLP na dieta desde o desmame
(21 dias de idade), em relagdo ao CP (Tabela 19).

De modo geral, os niveis crescentes de BLP na dieta proporcionaram aumentos
lineares na altura das vilosidades (P=0,02060) e profundidade de criptas (P=0,01263), no
duodeno (Tabela 19). No jejuno foi observado aumento linear nas vilosidades
(P=0,00173), no entanto, no jejuno foi observada menor profundidade das criptas a
medida que se aumentaram o0s niveis dietéticos de BLP (P=0,01756). A combinacao
destes resultados proporcionou uma melhora linear (P=0,00034) na relacéo vilo:cripta no

jejuno em funcdo do aumento dos niveis de BLP nas dietas (Tabela 19).

3.8. Indicadores de imunidade no sangue

Aos 35 dias de idade foram observadas diferengas (P<0,05) para as proteinas
totais e suas fracdes de globulinas (Tabela 20). A inclusdo de 0,10% BLP proporcinou
menores concentragdes de proteinas totais (P=0,0398) em relagdo ao CP, e as globulinas

(P=0,0455) o nivel de 0,18% BLP proporcionou maiores concentracdes de proteinas em
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relacdo ao CP. No entanto, a maior relagdo Albumina:Globulina foi observada ao néo se
utilizar antimicrobianos (0,00% BLP) na dieta dos leitdes (P=0,0059), em relacéo ao CP.

O aumento dos niveis dietéticos de BLP proporcionaram aumento linear nas
concentracdes de globulinas (P=0,02235) e relacao albumina e globulinas (P=0,00682),
aos 35 dias de idade (Tabela 20). Adicionalmente, 0 modelo quadratico foi ajustado para
relacdo albumina: globulina (P=0,00670), concentracBes de eritrocitos (P=0,03815) e
mondcitos (P=0,00957), assim como o modelo LRP também foi ajustado para estas
varidveis (Tabela 20). De modo geral, a relagdo albumina: globulina e as concentracdes
de eritrocitos e mondcitos reduziram até um determinado nivel que inclusdo de BLP nas
dietas, que foram estimados em 0,12 (R?=0,93); 0,10 (R?=0,98) e 0,10% (R?=0,85),
respectivamente, ao se considerar o modelo quadratico; e 0,09 (R?=0,93); 0,046 (R?>=0,92)
e 0,058% (R?=0,93) ao se considerar o0 ajuste dos dados ao modelo LRP, respectivamente
(Figuras 8A, B e C).

A0s 49 dias de idade (Tabela 21), a inclusdo de 0,10% BLP na dieta apresentou
maiores concentracdes de proteinas totais (P=0,0012) e globulinas (P=0,0024) em relacdo
ao CP. No entanto, a maior relacdo Albumina:Globulina foi observada com 0,18% BLP
na dieta dos leitdes (P=0,0030), em relacdo ao CP. As concentracdes de hemoglobina
(P=0,0023), hematocrito (P=0,0017), leucdcitos (P=0,0006) e bastonetes (P=0,0032)
foram maiores com a inclusdo de 0,18% BLP em relacdo ao CP que, por sua vez, foi
semelhante em relagdo aos niveis dietéticos de BLP avaliados para as demais variaveis
do hemograma e fracionamento de leucocitos.

Ao avaliar os niveis de BLP na racdo de leitdes, aos 49 dias de idade, observam-
se reducdes lineares nas concentracdes de proteinas totais, globulinas, bastonetes e
fibrinogénio a medida que aumentaram os niveis de BLP. As concentracdes de
hemoglobina, hematocrito e leucocitos aumentaram suas concentracfes linearmente a
medida que aumentaram os niveis de BLP. Adicionalmente modelos de segundo grau e
ou LRP foram ajustados para a relacdo albumina: globulina e concentracdes de
hemoglobina, hematdcrito, leucécitos e C.H.C.M (Tabela 21).

O modelo quadratico foi ajustado para relacdo albumina: globulina (P=0,00951),
hemoglobina (P=0,03148), hematdcrito (P=0,002422), leucécitos (P=0,02225) e
C.H.C.M (P=0,03125) assim como o modelo LRP também foi ajustado para variaveis
relacdo albumina: globulina e as concentragdes de hemoglobina e C.H.C.M (Tabela 21).
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De modo geral, a relacdo albumina: globulina e as concentracGes de
hemoglobina, C.H.C.M, leucdcitos, hematdcrito reduziram até um determinado nivel que
inclusdo de BLP nas dietas, que foram estimados em 0,76 (R?=0,80); 0,05 (R2=0,99),
0,332 (R?=0,84), 0,05 (R?=0,84), 0,051 (R?=0,99), respectivamente, ao se considerar 0
modelo quadratico (Figuras 9A, B, C D e E); e a relacdo albumina: globulina e as
concentragdes de hemoglobina e C.H.C.M 0,025 (R?=0,81), 0,009 (R?=0,99), 0,051
(R?=0,58) a0 se considerar o ajuste dos dados ao modelo LRP, respectivamente (Figuras
9A, B, C)

Aos 35 dias de idade nao foram observadas diferencas (P>0,05) para as
proteinograma (Tabela 22), no entanto foram observadas diderencas aos 49 dias de idade.
Os tratamentos contendo 0,00 e 0,18% BLP apresentaram concentragdes de IgA maiores
ao CP (P=0,0001), enquanto a inclusdo de 0,10% BLP proporcionou maior concentracdo
de 1gG pesada (P=0,0030) e leve (P=0,0221) em relacdo ao CP que, por sua vez,
apresentou concentracdo de IgG leve maior ao tratamento contendo 0,00% BLP (Tabela
22). A ceruloplasmina apresentou maior concentragdo ao se utilizar 0,14% BLP na dieta
em relacdo a tratamento controle (P=0,0009), enquanto a glicoproteina acida apresentou
maiores concentragdes no sangue de leitbes que ndo receberam antimicrobianos na dieta
(0,00% BLP), em relacédo ao tratamento controle (Tabela 22).

Ao se avaliar os niveis de BLP em dietas para leitdes, dos 21 aos 49 dias de
idade, foram verificados efeitos lineares para as imunoglobulinas, a medida que aumenta
a inclusdo de BLP as concentracdes reduzem de IgA (P=0,0204), 1gG leve (P=0,0207) e
pesado (P=0,0184) (Tabela 22). Adicionalmente, foram ajustados os modelos quadratico
(R?=0,99) e LRP (R?=0,99) para a concentracéo de IgA (P=0,0015), aos 35 dias de idade,
estimando um nivel 6timo de BLP em 0,106% e 0,053% de BLP, respectivamente (Figura
10A). Ja aos 49 dias de idade também foi ajustado o0 modelo quadratico, estimando as
maiores concentracdes de IgA ao se incluir 0,079 (R?=0,82) de BLP nas dietas (Figura
10B).

Da mesma forma, as maiores concentraces de haptoglobina, estimadas pelos
modelos quadréaticos e LRP, foram observadas ao se utilizar 0,092 e 0,006% de BLP nas
racOes, respectivamente (Figura 10D), e os mesmos modelos também foram ajustados
para a concentracdo de glicoproteina acida, mas neste caso as menores concentracfes
foram estimadas ao se utilizar 0,104 e 0,052% de BLP na dieta (Figura 10D). Apenas 0

modelo quadrético foi ajustado para a concentragdo sanguinea de ceruloplasmina aos 49
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dias de idade (Figura 10C), a maior concentracédo foi estimada ao se adicionar 0,076% de

BLP na dieta dos leitdes, desde o desmame até os 49 dias de idade

V. Discussdo

O uso de antibioticos promotores de crescimento na ragao de suinos foi adotado
com o intuito de melhorar a salide e crescimento dos suinos, para controlar problemas
sanitarios e melhorar o desempenho de leitdes (Thacker, 2013). Entretanto, existe a
preocupacdo dos consumidores quanto a este uso dos antibidticos levando a proibicao
completa ou de alguns principios ativos na alimentagdo dos suinos, dependendo de leis e
normas de diferentes paises. Diante disso, existe uma busca constante por
antimicrobianos alternativos para substituirem os antibioticos melhoradores de
desempenho nas ra¢es, visando melhorar a satde e o desempenho dos animais (Wang et
al., 2018), de forma que esta substituicdo ndo seja prejudicial aos animais e nao ira afetar
negativamente o desempenho dos mesmos (Vanrolleghem et al., 2019).

O uso de BLP na dieta de leitbes, dos 21 aos 49 dias de idade, evidencia que 0s
aditivos antimicrobianos ndo antibidticos podem ser uma alternativa para a retirada de
antibidticos promotores de crescimento nas dietas destes animais, uma vez que o uso de
0,10; 0,14 e 0,18% BLP proporcionou resultados de GPD e CA semelhantes ao CP, dos
21 aos 35 dias de idade. Adicionalmente, o GPD do periodo total (21 a 49 dias de idade)
também foi o mesmo ao se incluir 0,10; 0,14 e 0,18% BLP em relacdo ao CP.

A melhora significativa no desempenho dos leitbes ao se adicionar niveis
crescentes de BLP também sustenta que os animais superaram o estresse pos desmame
mesmo sem 0 uso de antibi6ticos promotores de crescimento, uma vez que a fase pos
desmame € uma das mais criticas para os leitdes, devido a alteracfes na dieta, no ambiente
onde sera alojado, hierarquia social, fatores de manejo, etc. O que pode causar estresse e
comprometer o desenvolvimento intestinal e a capacidade funcional da microbiota dos
leitdes, interferindo em seu crescimento e gerando prejuizos que afetardo negativamente
0 seu desempenho (Pluske et al., 2018).

Os niveis de BLP proporcionaram ajuste dos modelos LRP e quadratico para
GPD no periodo de 21-35 dias, uma vez que os pontos de maximo calculados foram de
0,10% e 0,13% de BLP, respectivamente para os respectivos modelos com GPD de
189,03 g/dia e 192,07 g/dia.
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Os resultados de desempenho obtidos também podem estar associados ao fato
de que aditivos alimentares derivados de vérias substancias podem ser mais efetivos,
quando comparados a apenas uma substancia, e a eficiéncia de cada aditivo esta
diretamente alinhada aos componentes utilizados, dose estipulada e a via de
administracdo (Wang et al., 2018). Tal fato, pode contribuir para os resultados
apresentados pelo BLP, pois trata-se de uma associagéo de substancias que apresentam
caracteristicas que contribuem com a saude intestinal dos leitdes.

Um das substancias utilizadas no BLP é as leveduras, compostas por
nutracéuticos como, B-glucanos, mananoligossacarideos e nucleotideos, que podem ser
utilizadas para melhorar a saude animal. No BLP, a levedura hidrolisada como fonte de
nucleotideos pode ter ajudado a reduzir a contagem de Clostridium spp no ceco com 0,10
e 0,18% de BLP e aumentado a quantidade de Bifidobacterium spp com 0,00 e 0,18% de
BLP em relacdo ao CP, o mesmo foi observado no jejuno em todos os niveis de BLP
promovendo a maior contagem de Lactobacillus spp. A quantificacdo das bactérias
benéficas e as de alta patogenicidade sdo importantes para evitar distdrbios intestinais e
controlar a taxa de renovacgdo celular. Corrobando com o presente estudo, o uso da
levedura hidrolisada como fonte de nucleotideos favorece o desenvolvimento de
Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp, e inibem o crescimento de Clostridium
perfringens (Mateo et al., 2004; Uauy et al., 1994).

Para ajudar a melhorar a satde intestinal tem-se utilizado acidos organicos como
0 butirato de s6dio com a finalidade em reduzir o pH gastrico, proporcionando efeito
antimicrobiano no tratogastrintestinal além de melhorar a acdo de enzimas digestivas,
principalmente as pepsinas, proporcionando melhor digestibilidade proteica (Cho, et al.,
2015), como também, os acidos organicos favorecem a colonizacdo por bactérias acido-
laticas e reduzem bactérias patogénicas, como Escherichia colli, Clostridium sp.
e Salmonella sp., as quais apresentam alta sensibilidade a ambientes acidos (Suiryanrayna
e Ramana, 2015).

No contetdo do ceco foi observado a reducdo da populacdo do género
Clostridium spp com 0,10% e 0,18% de BLP em relacéo ao tratamento CP, indicando que
a utilizacdo de acidificantes como o butirato de sédio no BLP interferiu na modulagéo
benéfica da microbiota, contribuindo para um ambiente intestinal mais favoravel aos

processos digestorios, pois, o equilibrio entre Bifidobacterias, Lactobacilos, Clostridios,
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Estreptococos e Escheria Colli reflete o estado de saude do animal (Metzler e Mosenthin,
2008).

As bactérias patogénicas foram ajustados modelos quadratico e LRP. A menor
concentragédo de 4,80 (UFC Logzo), do género Clostridium spp para 0 modelo quadratico
foi de 0,096% de BLP, adicionalmente, para o ajuste do modelo LRP atingindo a menor
contagem em 4,97 (UFC Logio) com 0,079% BLP. O género Enterobacteria spp para a
regressdo quadratica com 0,10% de BLP sendo estimado a menor concentragdo de 4,10
(UFC Logao), para o LRP 0,073%, atingindo a menor concentragdo em 4,35 (UFC Logjo).
Para os dois géneros de bactérias patdgenicas a regressao quadratica demonstrou o melhor
ajuste para garantir a menor concentragdao de microorganismos nocivos a saude animal.

Apesar de ndo ter diferencas significativas para o pH na digesta do jejuno e ceco,
0 pH no presente estudo é elevado, o que pode justificar o aumento das enterobactérias,
pois, a faixa 6tima de crescimento para as bactérias patogénicas € em meios com pH
elevado, enquanto em meios com pH entre 3,5 e 4,0, sdo 0s microrganismos benéficos
que tém o desenvolvimento favorecido (Suiryanrayna e Ramana, 2015).

As infeccBes intestinais de natureza bacteriana sdo as mais comuns e
economicamente mais importantes doencas que acometem, dentre 0s agentes bacterianos,
Clostridium perfringens € um dos principais agentes envolvidos determinando grandes
prejuizos econdmicos (Songer, 2009). O Clostridium perfringens foi classificado em
cinco tipos toxigénicos (A-E) de acordo com as toxinas principais produzidas (alfa, beta,
épsilon e iota) (Niilo, 1980), estudos sugerem seu envolvimento nas doencas entéricas em
leitbes lactentes, principalmente com um a quatro dias de vida (Yaeger, 2007). No
presente estudo, das 36 amostras avaliadas apenas 7 permitiram confirmar a ocorréncia
de Clostridium perfringens tipo A. A partir dos resultados da PCR, pode-se inferir que
Clostridium perfringens tipo A demonstra baixa frequéncia na microbiota cecal, ndo
apresentando especificidade de frequéncia de ocorréncia em determinado tratamento com
0 uso de BLP ou com o uso de antibi6ticos promotores de crescimento.

O Clostridium perfringens tipo A causa diarreia ndo hemorragica com a presenga
de muco, as vezes sem a presenca de diarreia, mas com lesées na mucosa do intestino
delgado determinando uma forma subclinica da doenca (Songer e Uzal, 2005). Portanto,
vem sendo isolado do intestino dos leitdes e € uma bactéria pertencente a microbiota
normal de suinos (Taylor, 1999). Estudos da prevaléncia em leitbes sdo escassos na

literatura. Em um estudo Clostridium perfringens tipo A foi identificado como o principal
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agente causador de diarreia neonatal, compreendendo 48% das 273 amostras (Yaeger,
2007). Apesar da confirmacgdo da presenca em algumas amostras, a avaliacdo histologica
é uma possivel evidenciagdo de lesdes e exclusdo de enteropatdgenos (Yaeger, 2007), o
que ndo foi demonstrado o comprometimento da histologia no presente estudo.

Para os AGCC, nao foram observados resultados significativos com o uso do
BLP, provavelmente porque os niveis de aditivos utilizados ndo foram capazes de
influenciar a produgéo dos AGCC no TGl dos leitdes. A producdo de AGCC no intestino
grosso dos suinos é influenciada pela microbiota e pela composi¢édo do substrato presente
no intestino grosso (Van Beers-Schreurs et al.,1998). Portanto, quanto mais eficiente é o
epitélio intestinal do animal maior serd a quantidade de AGCC encontrada no TGI desses
animais (Stevens et al., 1980).

A viscosidade da digesta esta relacionada a taxa de proliferacdo dos enterocitos,
uma vez que a menor viscosidade resulta em menor producédo de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC) (Serenaet al., 2008) e a presenca destes acidos no limen intestinal estimula
a proliferacdo dos enterdcitos, o que pode influenciar principalmente a profundidade de
cripta no intestino delgado (Knudsen et al., 2012). E importante destacar que um aditivo
alimentar derivado de varias substancias pode ser mais efetivo quando comparado a
apenas uma substancia e a eficiéncia de cada aditivo esta diretamente alinhada aos
componentes utilizados, dose estipulada e a via de administragdo (Wang et al., 2018Db).

O epitélio intestinal tem a funcdo de restringir a entrada de substancias e
microrganismos nocivos a satde do animal, com isso, a barreira intestinal esta relacionada
com as proteinas das juncdes estreitas que determinam a permeabilidade da mucosa
intestinal. Tais proteinas sdo, principalmente, claudina, ocludina e zénula ocludente 1
(Z01) (Zhao et al., 2014). Os resultados do estudo demonstraram que 0s niveis relativos
de expressdo de mRNA das proteinas das juncdes estreitas foram significativos, ou seja,
as proteinas relacionadas a defesa da barreira como a ZO1 os niveis de 0,14% de BLP e
Z02 os niveis de 0,00 e 0,10% de BLP, adicionalmente o CP a expressao foi maior nos
leitdes desses grupos em relacdo aos outros niveis de BLP.

Assim como, a expressdo das claudinas 2 e 5 foram maiores para o CP, em
relacdo aos niveis de BLP, e somente a claudina 3 o nivel de 0,10% de BLP foi semelhante
ao CP, com maiores valores de expressdo. Altos niveis de expressdo desses marcadores
indicam que o aditivo BLP, apesar dos diferentes niveis pode também melhorar a funcao

da barreira intestinal e manter o intestino saudavel, sem o uso de promotores de

119



625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657

crescimento, contribuindo para reducdo de inflamacdes, devido a melhora do perfil da
microbiota intestinal. Sugere-se que o aumento da expressdo da proteina ZO-1 e da ZO-
2 da juncdo oclusiva de enterdcitos, a melhora da fungéo de barreira pode ter resultado na
diminuicdo da captacdo de antigeno e na reducdo da estimulacdo para producdo de
imunoglobulinas, fato que foi observado em alguns niveis de BLP.

A microbiota intestinal e o estado de imunidade dos animais séo fatores que
influenciam na funcdo da barreira intestinal e quando ha alteracdo na microbiota pode
resultar em aumento do estimulo imunologico, desregulacdo epitelial causando aumento
da permeabilidade da mucosa, aumentando a translocacdo de bactérias (Camilleri et al.,
2012). Embora a microbiota tenha sido favorecida, os diferentes niveis de BLP e o CP
demonstraram ser eficazes no controle da translocacdo das bactérias, o que pode ser
explicado através do fortalecimento das juncdes entre as células, ndo permitindo a
translocacédo bacteriana no figado.

O resultado de melhor desempenho e o crescimento de bactérias benéficas
confirmam a hipotese que a morfologia intestinal € melhorada com o uso do BLP, a
inclusdo de 0,18% de BLP demonstrou a menor perda de células na regido apical dos
vilos do duodeno e jejuno, o que indica uma menor presenca de bactérias patogénicas
aderidas e denegrindo a mucosa intestinal, melhorando a altura das vilosidades e a relacéo
vilo:cripta, ou seja, melhor a absorcdo de nutrientes e menores as perdas energéticas com
renovacao celular.

Os resultados benéficos observados com a inclusdo dos diferentes niveis de
aditivos na dieta para a relacdo altura de vilos: profundidade de criptas pode ser explicado
pelas diversas formas de acao destes aditivos no organismo do animal. De forma direta, 0s
aditivos fornecem a possibilidade de sitios de ligacdo alternativos para bactérias gram-
negativas patogénicas, bloqueando a fixacdo bacteriana ao epitélio intestinal, além de
ligar-se a receptores de inimeras células de defesa do intestino, que ativam as defesas
imunoldgicas, tais como a fagocitose (Murphy et al., 2007).

Assim como, o proteinato de zinco presente no BLP pode funcionar como um
agente antimicrobiano especifico, pois a modificacdo nas vilosidades intestinais pode
ocasionar diarréia, a medida que se eleva a concentracdo de zinco na dieta, aumenta a
quantidade de zinco ligado a metalotioneina intestinal, proteina envolvida na homeostase
desse mineral e nas alteracGes fisiologicas do trato gastrointestinal, conseguindo resultar

em aumento da absorgéo dos nutrientes e alteracdo da morfologia do intestino, podendo,
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dessa forma, ser um possivel mecanismo de acao responsavel pela melhora na histologia
intestinal.

De forma indireta, podem estimular seletivamente o crescimento e atividade de
uma ou mais bactérias benéficas no intestino, as quais competem com as patdgenas,
reduzindo sua populacdo, afetando positivamente a saide do animal (Silva e Nornberg,
2003). Tais efeitos benéficos resultam em maior quantidade de tecido absortivo, levando
a uma possivel melhora na digestibilidade e absor¢do dos nutrientes, e consequente
melhora no desempenho.

Todos os componentes analisados de metabdlicos plasmaticos apresentam uma
importancia no organismo, para descrever o estado de saude e nutricional dos animais.
As concentracBes de proteinas totais, globulinas e a relacdo ALB:GLOB no periodo de
35 e 49 dias de idade foram influencias com os niveis de BLP. A composicdo de BLP
contém butirato de sddio, que tem a¢do na reducdo do pH, consequentemente melhorando
a digestibilidade proteica, apesar de ndo demonstrar efeitos no pH foi eficaz para
estimular o sistema imune, ndo demonstrando efeitos negativos.

O hematdcrito, hemoglobina observou-se que o nivel de 0,18% de BLP
proporcionou maior concentracdo em relacdo aos demais tratamentos, o aumento na
concentracdo em vista da utilizacdo do BLP se torna benéfico, pois corresponde ao
aumento de eritrocitos circulantes no corpo do animal, o que influencia na oxigenacéao
tecidual (Thrall, 2015).

O aumento da concentracao de leucdcitos aos 49 dias idade com 0,18% de BLP,
acredita-se que pode ter ocorrido alguma perturbacdo ao organismo dos leitdes, a ponto
de aumentar a concentracao, os leucécitos eles fornecem um mecanismo de defesa eficaz
ao organismo, haja vista que o nimero de leucdécitos tende de aumentar em resposta as
infeccBes. Deve-se levar em consideracdo o nivel utilizado, pois, niveis mais baixos do
aditivo podem proporcionar modulagéo do sistema imune do animal.

Os aditivos devem ser usados estrategicamente no periodo pds desmame, afim
de contribuir com o aumento da imunidade dos animais, impedindo a colonizagdo de
patdgenos, através de elementos que impecam a adesdo na mucosa do intestino ou
promovam a liberacdo de toxinas, afim de evitar uma superpopulacdo de bactérias
patogénicas, reduzindo assim os efeitos prejudiciais ao desenvolvimento dos leitbes

durante a transicdo da fase de creche (Liu et al., 2018).
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As concentrac6es dos eosindfilos tendem a ser mais baixas na corrente sanguinea
em situacBes de estresse (Feldman et al., 2000), assim como, os baséfilos possuem
substancias responsaveis por iniciar uma resposta aos processos inflamatério, no presente
estudo demonstraram que nao foi desencadeado estresse aos animais a ponto de gerar uma
resposta inflamatdria que ativassem os basofilos e eosindfilos (Marquesi et al., 2018;
Fleisher et al.,2019).

Frente aos processos inflamatorios e ou infecciosos, uma cascata de mecanismos
de defesa ¢ ativado, com a acdo dos macrofagos liberando citocinas pro inflamatérias,
que agem induzindo a producdo das proteinas de fase aguda (PFA), assim como, as
imunoglobulinas agem como anticorpos produzindo respostas ao antigeno, com o
objetivo de eliminar o agente infeccioso e ou auxiliar no reparo tecidual (Gruys et al.,
2005). Pode-se observar que os animais do periodo de desmame aos 35 dias de idade, o
CP e os diferentes niveis de BLP ndo desencadearam respostas frente a processos
inflamatorios e ou infecciosos, demonstrando que ndo alteraram ou modularam a resposta
das PFA e das imunoglobulinas.

As PFA sdo classificadas em negativas e positivas. As PFA negativas sdo aquelas
que durante o processo inflamatorio, sua sintese € diminuida (albumina, globulina e
transferrina) (Ceron et al., 2005). JA as PFA positivas apresentam aumento na
concentragdo sérica durante o processo inflamatorio (haptoglobina, a-1 glicoproteina-
acida, ceruloplasmina, fibrinogénio) (Cer6n et al., 2005). Em contrapartidas aos
resultados dos 35 dias de idade, pode-se observar no presente estudo, o aumento da PFA
positiva para a ceruloplasmina para 0,14% de BLP e reducdo da sua concentra¢do quando
utilizou 0,18% de BLP, a ceruloplasmina é uma glicoproteina transportadora do cobre,
essencial para a eritropoiese, tem efeito antioxidante nas células, protegendo os tecidos
do hospedeiro dos metabolitos do oxigénio que sao liberados pelas células fagociticas
durante a inflamac&o (Gruys et al., 2005; Ceron et al., 2005).

Assim como, a PFA positiva para a a-1 glicoproteina-acida houve aumento da
concentragdo somente do tratamento com 0,00% de BLP, a a-1glicoproteina-acida possui
diversas funcBes como: agente anti-inflamatorio e imunomoduladoras, de reparo e
cicatrizacdo; aumentando a secrecdo da IL-1. Sua elevacdo serica normalmente se inicia
cinco dias ap06s sua ativacao, atingindo o pico em sete dias (Cerdn et al. 2005).

As imunoglobulinas (Ig) do tipo G, M e A sdo ativadas para defender o

organismo frente a algum processo que comprometa o animal, portanto, sdo responsaveis
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pelo desenvolvimento inicial da imunidade sistémica dos leitbes (Xavier et al., 2006). A
concentracéo de IgA foi menor com a adi¢éo de 0,00 e 0,18% de BLP, e para IgG cadeia
leve e pesada a adigéo de 0,14 e 0,18% de BLP foram semelhantes ao CP, proporcionaram
menores concentracdes de IgG, portanto ndo estimularam o sistema imune frente a algum
desafio.

Suinos mantidos em ambientes apresentando um alto grau de estimulacdo
imunolodgica apresentam alto nivel plasmatico de PFAs ¢ a a-1 glicoproteina-acida
(Williams et al., 1993). Apesar de ndo demonstrar diferencas significativas, a
haptoglobina é uma das principais proteinas de impacto positivo, ap6s a ativacdo do
sistema imune pois 0s niveis séricos sobem rapidamente ap6s uma lesdo aguda no tecido,
dentre 24 a 48 horas, assim como, reduz rapidamente assim que o estimulo é removido,
demonstrando ser um bom indicador na inflamacdo crénica e infeccdo em suinos
(Gronlund et al., 2003; Eckersall, 2001).

O modelo LRP proporcionou melhores concentragdes de 1gA aos 35 dias. Efeitos
quadréticos aos 35 dias de idade, foi encontrado para IgA dada pela equagdo, com 0,106%
de BLP com 160,51 de IgA e 0 modelo LRP resultando no valor de 0,053%, atingindo o
plateau em 143,27 de IgA. Aos 49 dias de idade efeito quadratico para IgA com 0,079%
de BLP com 177,08 de IgA.

A ceruloplasmina foi melhor para o nivel de 0,18% de BLP, a-1 glicoproteina-
acida apresentou aumento com o tratamento sem a adi¢do do antibiético e aditivo. O
modelo quadratico se ajustou melhor aos dados com 0,076% de BLP com 75,56mg/dL
de CP. A a-1 glicoproteina-acida o modelo quadrético se ajustou melhor aos dados com
0,104% de BLP com 8,77mg/dL da menor concentracdo da proteina. Em suinos a
haptoglobina, 0 modelo LRP se ajustou melhor aos dados com 0,006% de BLP com
57,75mg/dL da menor concentracdo de HP.

Dessa forma, sugere-se utilizar misturas de aditivos nas racdes pode ser mais
eficiente do que quando utilizados isoladamente, quando ocorre a combinagdo pode
proporcionar 0 melhor desempenho dos animais, utilizando aditivos que atuam em
sinergismo para melhorar o estado sanitario e imunoldgico associado a maior

digestibilidade e absor¢éo dos nutrientes.
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V. Consideracdes finais

A associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato
de zinco na dieta de leitdes no periodo p6s desmame (21 aos 35 dias) pode ser utilizado
em substituicdo aos antibioticos promotores de crescimento sem comprometer o
desempenho zootécnico, favorecendo a colonizacdo de Lactobacillus no intestino delgado
e Bifidobacterium no ceco, reduzindo o desenvolvimento de Clostridium, sem influenciar
0 pH e a concentracgdo de acidos graxos de cadeia curta.

Esta associacdo se mostrou eficaz em relacdo a saude intestinal dos leitGes,
melhorando a expressdo dos genes das juncOes estreitas no intestino aumentando a
barreira intestinal, mas sem causar a translocacdo de bactérias patogénicas para o figado,
associado a melhor altura das vilosidades e a melhor relagdo vilo:cripta do jejuno a
medida que os niveis desta associacdo aumentaram em até 0,18% da associa¢do de BLP.
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Tabela 3. Composicdo centesimal das ragdes experimentais para leitdes dos 21 aos 35
dias de idade’

BLP?, %
Ingredientes o 0,00 0,10 0,14 0,18
Milho 31,36 31,36 31,36 31,36 31,36
Farelo de soja, 45% 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Soro de leite em po 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Arroz quirera 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Leite em po integral 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
Farinha de peixe, 54% 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Plasma sanguineo 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Milho pré gelatinizado 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Soja micronizada 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Acucar 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleo de soja 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
Fosfato bicalcico 0,97 0,97 0,97 0,97 0,97
Sal 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Calcério calcitico 0,81 0,81 0,81 0,81 0,81
Premix Vitaminico? 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Premix Mineral® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L- Lisina HCL, 78,8% 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
DL-Metionina, 99% 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
L-Treonina, 98% 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
L-Triptofano, 99% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L- Arginina, 99% 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Adsorvente® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Antioxidante’ 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Viligen 0,00 0,00 0,10 0,14 0,18
Halquinol 60% 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Inerte® 0,16 0,18 0,08 0,04 0,00
Composicd, %
EM®, kcal/kg 3.4500 3.4500 3.4500 3.4500 3.4500
Proteina bruta 22,7711 22,7711 22,7711 22,7711 22,7711
Célcio 1,0680 11,0680 11,0680 11,0680 1,0680
Fosforo disponivel 0,5280 0,5280 0,5280 0,5280 0,5280
Sadio 0,3084 0,3084 0,3084 0,3084 0,3084
SID Lisina 14510 1,4510 1,4510 1,4510 11,4510
SID Metionina + Cisteina 0,8130 0,8130 0,8130 0,8130 0,8130
SID Treonina 0,9720 0,9720 0,9720 10,9720 0,9720
SID Triptofano 0,2760 0,2760 0,2760 0,2760 0,2760
SID Valina 1,0085 11,0085 11,0085 1,0085 1,0085
SID Isoleucina 0,8013 0,8013 0,8013 0,8013 0,8013
SID Leucina 15711 15711 15711 15711 15711
BED mEq/kg*® 238,78 238,78 238,78 238,78 238,78

*De acordo com Rostagno et al. '\?203%). AssomaFao de butirato de sodio, Tevedura hidrolisada desidrafada
e ?rotemato de zinco E\/lll%en E) °CP - Controle positivo; “Contetdo/kg; vit. A - 10.000.000 U.1.; vit D3
- 1.500.000 U.1.; vit. E - 30,000 U.1.; vit B1 - 392 mg; vit B2 - 853 mg; Vit. B6 - 396 mg; vit B12 - 5.333
mcg; acido nicotinicq — 6.533 m%; acido pantoténico - 3.166 601 mg; vit. K3 - 485 mg; acido folico - 106
mg: biotina - 26 mg. *Contetido/Kg; ferro - 15 g; cobre - 2.400 mg; cobalto - 27 602 mg, manganés - 10,40
mg:; zinco - 20 g;.iodo - 165 mEq; sélénio - 60 mg e veiculo q.s.p. p 100,0_g/kg. I\_/I¥cosorb A+."BHT (Butil-
Hidroxi Tolueno). éCaulim. °Energia metabolizavel. °Balanco eletrolitico da dieta.
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Tabela 12. Composigdo centesimal das rag0es experimentais para leitdes dos 36 aos 41
dias de idade’

BLP?, %
Ingredientes CP? 0,00 0,10 0,14 0,18
Milho 45,96 45,96 45,96 45,96 45,96
Farelo de soja, 45% 20,50 20,50 20,50 20,50 20,50
Soro de leite em po 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Arroz quirera 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Leite em po integral 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Farinha de peixe, 54% 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Plasma sanguineo 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Milho pré gelatinizado 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Soja micronizada 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Aclcar 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleo de soja 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
Fosfato bicélcico 1,45 1,45 1,45 1,45 1,45
Sal 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Calcério calcitico 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Premix Vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Premix Mineral® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L- Lisina HCL, 78,8% 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39
DL-Metionina, 99% 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
L-Treonina, 98% 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
L-Triptofano, 99% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L- Arginina, 99% 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Adsorvente® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Antioxidante’ 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Viligen 0,00 0,00 0,10 0,14 0,18
Halquinol 60% 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Inerte® 0,16 0,18 0,08 0,04 0,00
Composicéo, %
EM?®, kcal/kg 3.375 3.375 3.375 3.375 3.375
Proteina bruta 20,7223 20,7223 20,7223 20,7223 20,7223
Célcio 0,9730 0,9730 0,9730 0,9730 0,9730
Fosforo disponivel 0,4810 0,4810 0,4810 10,4810 0,4810
Saédio 0,2190 0,2190 0,2190 10,2190 0,2190
SID Lisina 1,3460 1,3460  1,3460 1,3460 1,3460
SID Metionina + Cisteina 0,7540 0,7540  0,7540 0,7540 0,7540
SID Treonina 0,9020 0,9020  0,9020 0,9020 0,9020
SID Triptofano 0,2560 0,2560  0,2560  0,2560 0,2560
SID Valina 0,9290 0,9290  0,9290 0,9290 0,9290
SID Isoleucina 0,7371 0,7371  0,7371 0,7371 0,7371
BED mEq/kg"° 197,91 197,91 197,91 19791 197,91

“De acordo com Rostagno et al, ﬁOlQ. Associacao de bufirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada
e proteinato de zinco Rllllgen E). °CP - Controle positivo; *Contetido/kg: vit, A - 10.000.000 U.l.; vit
D3 - 1.500.000 U.1,; vit. E - 30,000 U.1.; vit B1 - 392 mg; vit_00 B2 - 853 mg; vit. B6 - 396 mg; vit B12 -
5.333 mcg; acido nicotinicq — 6.533 mg; acido pantoténico - 3.166 601 mg; Vit. K3 - 485 mg; 4cido félico
- 106 mg; biotina - 26 mg. *Contetdo/Kg: ferro - 15 g; cobre - 2.400 mg; cobalto - 27 602 mg; manganés -
10,40 mg; zinco - 20 g; ioglo - 165 mEq; selénio - 60 mg e veigulo g.s.p. p/ 1000 g/lag. GI_\/I%/cosorb A+ 'BHT
(Butil-Hidroxi Tolueno). éCaulim. °Energia metabolizavel. *°Balanco eletrolitico da die
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Tabela 13. Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de gPCR.

Genes Sequéncia do gene (5’ —3”) Amplicon NUmero de acesso  [cDNA]
(pb)*

2012 F: GAGGATGGTCACACCGTGGT 169 AJ318101.1 80 ng/ul
R: GGAGGATGCTGTTGTCTCGG

TIP23 F.:ATTCGGACCCATAGCAGACATAG 90 NM_001206404.1 80 ng/pl
R:GCGTCTCTTGGTTCTGTTTTAGC

OCLN* F: ATGCTTTCTCAGCCAGCGTA 176 NM_001163647.2 40 ng/ul
R: AAGGTTCCATAGCCTCGGTC

CLDN2®> F: GGTGACATCTAGCGCCATCT 123 NM_001161638.1 80 ng/pl
R: AAGAAGACTCCACCCACCAC

CLDN3® F:CCTACGACCGCAAGGACTAC 111 NM_001160075.1 80 ng/ul
R: GACTGGTCTCGGATGCAAGG

CLDN4" F:CGTACCGACAAGCCCTACTC 119 NM_001161637.1 40 ng/pl
R: GCAGTCCAGGGAGAAACCAA

CLDN5® F: CCTTCCTGGACCACAACATC 110 NM_001161636.1 120ng/ul
R: CACCGAGTCGTACACCTTGC

B-actina  F: GGTTTATTTTGAGTGGGCAGC 137 XM_003124280.3 40 ng/pl

R:CTGGTCTCAAGTCAGTGTACAG

17012 z6nula oclusiva 1 (Zhou et al., 2014), TIP2: proteina tight junction 2 (Zhang et al., 2016), OCLN:
ocludina (Zhou et al., 2014), CLDN2: claudina 2 (Liu et al., 2017), CLDN3: claudina 3 (Liu et al., 2017),
CLDN4: claudina 4 (Liuetal., 2017) e CLDNS5: claudina 5 (Zong et al., 2019). A temperatura de anelamento
para todos os primers foi de 60°C.%pb:pares de bases. F: forward; R:reverse.
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Tabela 4. Desempenho de leitbes recebendo dietas com antibidtico promotor de
crescimento (CP) e associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco (BLP) desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.

BLP (%)
Item?! CP? 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM3  P-valor
PI, kg 6,69 6,69 6,70 6,72 6,70 - -
21 -35 dias
CDR, g 286,867 247,77° 280,48 290,83* 283,99° 11,80  0,0917
GPD, g 188,40° 138,24° 189,02 190,83 187,23 13,32  0,0004
CA, g/g 1,562 1,93° 1,572 1,607 1,57 15,93  0,0357
36-49 dias
CDR, g 891,37 812,21 861,29 874,08 899,44 11,35 -
GPD, g 492,71 466,35 486,67 484,81 502,26 10,19 -
CA, g/g 1,80 1,76 1,79 1,80 1,79 11,44 -
21-49 dias
CDR, g 589,11 529,99 570,89 582,46 591,71 10,36  0,2446
GPD, g 340,52 302,30° 337,84% 337,828 344,75* 7,82  0,0196
CA, g/g 1,73 1,75 1,69 1,72 1,72 10,25 0,8811
Item? Equacdes R? Modelo*
21 -35 dias
CDR Y= 251,954+226,779x 0,64 L
GPD Y= 145,473+293,901x 0,57 L
Y=138,353+784,674x-2865,24x2 0,95 Q
Y= 138,24+507,800x 0,99 LRP
CA Y=1,88159-2,04613x 0,58 L
21-49 dias
CDR Y=532,037+349,761x 0,87 L
GPD Y= 305,752+237,380x 0,73 L

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; *CDR= Consumo diério de
racdo, GPD = Ganho de peso diario; CA= conversio alimentar; 20.02% Halquinol (60%); *Erro padro da
média; “Andlise de regressdo. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear response plateau; R?>=Coeficiente de

determinag&o.
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Tabela 5. Contagem microbioldgica e pH do conteudo do jejuno e ceco de leitbes
recebendo dietas com antibiotico promotor de crescimento (CP) e associacdo de butirato
de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde o desmame
(21 dias de idade) até 49 dias de idades, expressos em UFC (Log10)

BLP, %
Item CP! 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM? P-valor
Jejuno
Lactobacillus spp 6,25  7,37° 681" 7,27° 7,22° 10,18 10,0001
Enterobacteria spp 4,69 5,14 4,07 423 448 24,73 0,0758
pH 7,35 7,16 737 730 7,32 273 0,7069
Ceco
Bifidobacterium spp 8,12 848" 8322 8282 836" 3,16 0,0063
Clostridium spp 537  561*  480° 5,02% 4,92° 9,79 0,0008
pH 5,85 6,18 594 595 595 451 0,1828
Item Equacdes R?  Modelo®
Jejuno
Enterobacteria spp ¥=5,13052-18,5408x+83,605x? 0,90 Q
Y=5,14-10,700x 094 LRP
Ceco
Clostridium spp ¥=5,53815-4,73365x 0,45 L
¥=5,61299-16,8548x+87,5342x? 0,76 Q
Y=5,61-8,100x 0,80 LRP
pH Y=6,05622-1,7437x 0,96 L

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; 10.02% Halquinol (60%); %Erro
padrdo da média; 3Andlise de regressdo. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear response plateau;
R2=Coeficiente de determinacdo; UFC= unidades formadoras de coldnias.

Tabela 6. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta no jejuno e ceco de leitdes
recebendo dietas com antibidtico promotor de crescimento (CP) e associacdo de butirato
de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde o desmame

(21 dias de idade) até 49 dias de idade

BLP, %
Item (mmol/L)!  CP? 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM® P-valor
Jejuno
Acético 14,75 14,95 13,82 1395 14,72 30,47  0,3365
Propidnico 4,38 4,41 4,45 4,43 437 23,62 0,7622
Butirico 0,97 1,05 1,01 1,01 1,02 3856  0,9659
Total 20,64 20,41 19,27 20,11 20,11 23,63  0,6083
Ceco
Acetico 69,87 71,02 76,73 79,04 57,62 17,64  0,8588
Propibnico 31,19 31,15 28,62 33,58 30,71 7,16 0,9892
Butirico 1,32 1,38 1,48 1,46 1,48 29,19  0,9890
Total 102,37 103,55 106,83 114,09 9424 12,03 0,8286

2Halquinol 0.02% (60%); Erro padrdo da média
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Tabela 7. Expressdo génica das jungdes estreitas “tigh junctions” do epitélio intestinal
de leitBes recebendo dietas com antibiotico promotor de crescimento (CP) e associagédo
de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde
o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade, expresso em UA!

BLP, %

Item? CP? 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM®  P-valor
21- 49 dias

Z01 0,01923% 0,01063° 0,01259° 0,01406® 0,01234° 30,35 0,0205

Z02 0,07245% 0,06266% 0,06045% 0,02299° 0,04440° 18,552  0,0001

OCLN 0,03927 0,02755 0,03210 0,05544 0,04017 47,68 0,1397
CLDN2 0,19675* 0,06578° 0,15327° 0,04930° 0,06245° 21,18 0,0001
CLDN3 0,01587¢ 0,00765° 0,01316° 0,00688° 0,00724° 30,22  0,0008
CLDN4 0,03593 0,02461 0,02902 0,02660 0,03852 28,49  0,0538
CLDN5 0,00234% 0,00047° 0,00163° 0,00068° 0,00023° 34,71  0,0001
CLDN1 0,00393 0,00276 0,00316 0,00062 0,00175 113,06 0,3037

Item?! Equagdes R?>  Modelo*
Z02 Y=0,063736-0,153431x 0,42 L
¥=0,0643313-0,194459x+0,239535x> 0,56 Q
¥=0,0673-0,233115x 0,56 LRP
CLDN2 ¥=0,0901143-0,0706035x 0,10 L
¥=0,0699002+1,32275x-8,13470x? 0,30 Q
CLDN3 ¥=0,00923609-0,00476518x 0,11 L
Y=0,00789494+0,876799x-0,539715x? 0,36 Q
CLDN5 ¥=0,000846553-0,000923046x 0,12 L
¥=0,00497131+0,0233693x-0,141824x> 0,70 Q

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; ‘Resultados expressos em
unidades arbitréarias, ZO= z6nula ocludina 1 e 2; OCLN= oclodinas, CLDN=claudinas 1, 2, 3, 4 e 5; 20.02%
Halquinol (60%); °Erro padrdo da média; *Anélise de regressdo. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear
response plateau; R?>=Coeficiente de determinagéo

Tabela 8. Translocagdo de microrganismos para o figado de leitdes recebendo dietas com
antibidtico promotor de crescimento (CP) e associacdo de butirato de sédio, levedura
hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde o desmame (21 dias de idade)
até 49 dias de idade, expressos em UFC (Log10)

BLP, %
Item Cp! 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM? P-valor

Enterobacteria spp 2,64 2,67 2,64 2,68 2,54 20,72 0,9554
Lactobacillus spp 2,63 2,39 2,79 2,76 2,72 20,08 0,2236

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; '0.02% Halquinol (60%); Erro
padrdo da media; UFC= unidades formadoras de col6nias.
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Tabela 9. Altura das vilosidades, profundidade de criptas (cm) e a relagéo vilo:cripta de
leitbes recebendo dietas com antibidtico promotor de crescimento (CP) e associacao de
butirato de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde
odesmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade

BLP, %
Item (mm)?* CP! 0,00 0,10 0,14 0,18  EPM? P-valor
Altura de vilosidades
Duodeno 355,42 358,8° 412,7° 412,5° 413,2° 10,72 0,0081
Jejuno 375,82 365,42 393,0? 417,32 438,8° 12,45 0,0375
Profundidade de criptas
Duodeno 267,52 293,22 303,5% 342,2° 336,2° 14,09 0,0101
Jejuno 281,4 303,7 288,9 278,3 257,8 13,26 0,2026
Vilo:Criptas
Duodeno 133,9 129,9 137,8 132,9 129,7 17,73 0,9568
Jejuno 136,82 124,72 142,22 150,2% 167,6° 17,15 0,0233
Item!? Equagdes R? Modelo®
Altura de vilosidades
Duodeno ¥=365,9+317,8x 0,61 L
Jejuno ¥=361,5+401,4x 1,00 L
Profundidade de criptas
Duodeno ¥=290,1+272,9x 081 L
Jejuno Y=307,2-237,7x 098 L
Vilo:Criptas
Jejuno Y=1,22624+2,24959x 098 L

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; *Halquinol 0.02%; 2Erro
padrdo da média; 3Andlise de regressdo. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear response plateau.

R?=Coeficiente de determinagao.
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Tabela 20. Indicadores de imunidade no sangue de leitdes, aos 35 dias de idade,
recebendo dietas com antibiotico promotor de crescimento (CP) e associacdo de butirato
de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde o desmame

(21 dias de idade)

BLP, %
Item? CP? 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM? P-valor
Proteinas totais (g/dL)  6,50*  5,74% 5,39° 6,362 6,22° 12,76 0,0398
Albumina (g/dL) 3,02 3,15 2,81 2,95 2,87 9,30 0,1482
Globulina (g/dL) 2,26 2,392 2,652 2,822 3,06° 20,65 0,0455
Alb:Glob 1,028 1,35° 0,992 1,012 1,05 18,35 0,0059
Eritrocitos (mil/uL) 6,54 7,38 6,54 6,77 7,00 10,91 0,1607
Hemoglobina (g/dL) 10,98 11,58 10,60 10,30 11,48 14,48 0,4379
Hematocrito (%) 33,25 3450 3150 31,50 34,75 12,35 0,3435
V.C.M (fL) 51,21 47,15 48,08 47,86 49,38 12,24 0,6824
C.H.C.M (%) 33,08 3358 3355 3316 33,17 2,81 0,7302
Plaquetas (uL) 577.000 522.571 461.850 603.291 520.000 31,58 0,5092
Leucdcitos (uL) 1.8627 1.8125 1.8712 1.7167 1.9512 23,87 0,8702
Bastonetes (%) 0,000 0,125 0,000 0,125 0,125 310,53 0,9017
Segmentados (%) 55,28 42,00 53,00 49,87 51,00 25,20 0,3057
Linfécitos (%) 4257 55,62 47,00 48,37 46,62 25,08 0,3135
Mondcitos (%) 1,12 1,25 0,42 0,14 0,87 119,10 0,1052
Eosindfilos (%) 0,75 0,75 1,00 0,62 1,12 105,81 0,7949
Basofilos (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fibrinogénio (g/dL) 399,37 325,00 312,50 325,00 362,50 52,58 0,8682
Item? Equacdes R? Model*
Globulina Y=2,35640+3,58666x 0,99 L
Alb:Glob ¥=1,29991-1,84494x 0,47 L
Y=1,35676-5,76368x+22,8785x> 0,93 Q
¥=1,3580-3,584x 093 LRP
Eritrocitos Y=7,37321-15,0457x+72,9858x> 0,85 Q
Y=7,3800-8,400x 0,92 LRP
Mondcitos ¥=1,27082-19,2587x+91,9644x> 0,98 Q
¥=1,2433-8,000x 099 LRP

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; *Alb:Glob= Relagdo albumina
e globulina; V.C.M= Volume corpusculas médio; C.H.C.M= Concentra¢do da hemoglobina corpuscular
média; 2Halquinol 0.02% (60%); *Erro padrédo da média; *Analise de regressdo. L= linear; Q= quadratico;

LRP= linear response plateau. R?>=Coeficiente de determinag&o.
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Tabela 10. Indicadores de imunidade no sangue de leitdes, aos 49 dias de idade,
recebendo dietas com antibiotico promotor de crescimento (CP) e associacdo de butirato
de sddio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP) desde o desmame

(21 dias de idade)

BLP, %

Item? CP? 0,00 0,10 0,14 0,18 EPM? P-valor
Proteinas totais (g/dL)  6,12% 6,51° 6,89° 6,082 6,05 6,62 0,0012
Albumina (g/dL) 2,97 3,22 3,15 3,07 3,36 9,44 0,1357
Globulina (g/dL) 3,17¢ 328 391 301* 3,11* 13,25 0,0024
Alb:Glob 0,85*  1,01* 0,83  1,00* 1,12° 1545 0,0030
Eritrocitos (mil/uL) 6,35 6,17 6,30 6,45 6,77 9,99 0,4129
Hemoglobina (g/dL) 11,10*  10,94* 10,81® 11,47% 12,39° 6,82 0,0023
Hematocrito (%) 33,500 33,37% 33,12° 34,37 38,00° 6,96 0,0017
V.C.M (fL) 53,38 53,45 51,46 5320 54,67 7,22 0,5887
C.H.C.M (%) 3312 3323 3376 3358 3343 1,64 0,1669
Plaquetas (uL) 397.262 431.343 401.312 452.432 400.557 21,43 0,6699
Leucécitos (uL) 1.9237% 1.7050* 1.8041* 1.6885% 2.3850° 16,35 0,0006
Bastonetes (%) 0,25 0,000  0,16% 0,16  0,74° 133,72 0,0032
Segmentados (%) 31,50 32,83 34,33 38,42 31,71 28,81 0,6110
Linfécitos (%) 66,62 6533 62,83 60,75 62,74 14,18 0,7153
Mondcitos (%) 1,25 0,66 1,27 1,10 0,50 97,46 0,3551
Eosindfilos (%) 0,37 1,00 0,50 0,57 0,51 117,48 0,4500
Basofilos (%) 0,00 0,16 0,00 0,28 0,00 254,58 0,0589
Fibrinogénio (g/dL) 275,00 214,25 214,25 150,37 140,37 53,58 0,1045
Item? Equacdes R? Modelo*
Proteinas totais Y=6,69066-2,86191x 0,50 L
Globulinas Y=3,47716-1,38635x 020 L
Alb:Glob Y=1,01432-4,17490x+2,71199x> 080 Q
¥=1,0185-1,834x 081 LRP

Hemoglobina Y=10,6563+7,14490x 081 L
¥=10,9408-12,4647X+114,485x> 099 Q

¥=11,5682-9,269x 0,99 LRP

Hematdcrito Y=32,4714+21,4036x 0,75 L
Y=33,4086-43,2005X+377,17x2 099 Q

Leucécitos Y=16028,0+27892,0x 057 L
¥=1.7238-5.5573X+4.87291x? 084 Q

C.H.CM ¥=33,2426+9,58981X-47,9558x> 082 Q
¥=33,2300+5,300x 0,58 LRP

Bastonetes Y=-0,0883170+3,40957x 078 L
Fibrinogénio Y=225,427-434,427x 085 L

Lefras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; “Alb:Glob=Relacao aloymina € globulina;

C.M= Volume cgrpusculas meqio; C.H.

C.M= Concentragao da hemoglobina corpuscular média; Halquinol 0.02%

V.C.
gsO%); SErro padrao da média; “Analise de regressao. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear response plateau.
2=Coeficiente de determinacao

137



Tabela 11. Proteinograma de leitdes recebendo dietas com antibidtico promotor de
crescimento (CP) e associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco (BLP) desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade.

BLP, %
Item (mg/dL)* CP? 0,00 0,10 0,14 0,18  EPM?® P-valor
35 dias
IgA 149,63 129,89 155,76 164,10 143,27 1539 0,0600
IgG leve 167,93 134,23 132,47 151,19 160,54 29,41 0,4118
IgG pesada 573,67 561,31 533,39 616,09 58531 19,66 0,6782
CP 69,97 8063 67,11 68,14 78,025 37,66 0,8055
GPA 9,03 775 6,63 7,36 6,62 27,23 0,1381
ALB 4464,11 4028,96 3656,45 4343,77 4121,89 13,36 0,0589
HP 112,77 125,32 107,34 136,54 120,52 29,43 0,5288
TRANSF 71445 61551 609,35 647,76 598,06 1455 0,1130
49 dias
IgA 164,258 119,07° 182,51 129,95% 89,81° 26,76 0,0001
IgG leve 148,70® 237,43" 227,88° 174,82% 165,25% 31,77 0,0221
IgG pesada 611,14% 744,14 852,88" 603,15 644,82 19,14 0,0030
CP 62,63°  63,56° 61,397 84,74 83,70° 2593 0,0009
GPA 8,90* 1325 917% 8,72®  11,30* 30,00 0,0260
ALB 3873,87 4279,36 4241,03 394947 423924 921 0,1218
HP 7168 5236 98,03 87,88 57,75 48,08 0,0728
TRANSF 642,72 639,96 668,58 567,51 629,35 13,30 0,1993
ltem? Equacdes R?  Modelo*
35 dias
IgA Y=129,310+584,514x-2736,97x? 0,99 Q
49 dias
IgA Y=142,842-119,050x 0,22 L
Y=120,271+1436,75x-9083,11x> 0,82 Q
IgG leve Y=245,677-422,171x 0,91 L
IgG pesada Y=787,088-722,237x 0,40 L
CP Y=61,9289+355,287x-2314,77x? 0,52 Q
¥=60,4551+118,019x 043 LRP
GPA Y=13,3031-86,2924x+410,961 x? 0,99 Q
Y=13,0985-33,981x 09 LRP
HP Y=52,2860+1002,91x-5392,37x? 0,96 Q
Y=56,0033+292,750x 0,77 LRP

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Dunnett; *IgA= Imunoglobulina A;
IgG= Imunoglobulina de cadeia leve e pesada; CP= ceruloplasmin; GPA= glicoproteina &cida; ALB=
Albumina; HP= Haptoglobina; TRANSF= transferrina; 20.02% Halquinol (60%); 3Erro padrdo da média;
“Anélise de regressdo. L= linear; Q= quadratico; LRP= linear response plateau. R?>=Coeficiente de
determinacéo.
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Figura 4. Ganho de peso diario (GPD) de leitdes, recebendo dietas com diferentes niveis
de uma associacao de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de
zinco (BLP), desde o desmame (21 dias de idade) até 35 dias de idade.
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Figura 5. Contagem microbioldgica (UFC Log10) de enterobactérias no jejuno (A) e
clostridios no ceco (B) de leitdes com 49 dias de idade, recebendo dietas com diferentes
niveis de uma associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco (BLP), desde o desmame (21 dias de idade) até 49 dias de idade
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Figura 6. Gene cpa em sorotipos de Clostridium perfringens de leitdes, recebendo dietas
com diferentes niveis de uma associacdo de butirato de sddio, levedura hidrolisada
desidratada e proteinato de zinco (BLP), desde o desmame (21 dias de idade) até 35 dias

de idade

1 — Marcador peso molecular 1 KD DNA plus; 324 pares de base; 2 —0,10% de BLP; 3 -0,18% de BLP; 4
—Halquinol 0.2% (60%); 5 —0,18% de BLP; 6 —0,10% de BLP; 7 — Halquinol 0.2% (60%); 8 —0,00% de

BLP; 9- 0,14% de BLP.
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Figura 7. Junc¢des oclusivas do epitélio intestinal referentes a zonula oclodina 2 (A),
claudina 2 (B), claudina 3 (C) e claudina 5 (D) de leitdes com 49 dias de idade, recebendo
dietas com diferentes niveis de uma associacdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada
desidratada e proteinato de zinco (BLP), expressos em UA
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Figura 8. Metabdlitos plasmaticos da relacdo albumina: globulina (A), mondcitos (%)
(B), eritrocitos (mil/pul) (C) de leitdes com 35 dias de idade, recebendo dietas com
diferentes niveis de uma associacgdo de butirato de sédio, levedura hidrolisada desidratada
e proteinato de zinco (BLP)
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Figura 9. Metabdlitos plasmaticos da relacdo albumina: globulinas (A), hemoglobina
(g/dL) (B), C.H.C.M (%) (C), leucocitos (L) (D), hematdcrito (%) (E) de leitdes com 49
dias de idade, recebendo dietas com diferentes niveis de uma associagdo de butirato de
sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco (BLP)
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Figura 10. Proteinograma no soro (mg/dL) de imunoglobulinas IgA (A) com 35 dias de
idade e (B) com 49 dias de idade, ceruloplasmina (C), haptoglobina (D) e glicoproteina
acida (E) com 49 dias de idade de leitdes recebendo dietas com antibidtico promotor de
crescimento (CP) e associagdo de butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco (BLP)
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