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RESUMO

O trabalho tem como objetivo avaliar o uso de 6leos de casca de caju e mamona
na alimentacdo de porcas lactantes e suas leitegadas funcionais sobre o
desempenho zootécnico, microbioma e imunidade celular. Foram utilizadas 40
porcas de diferentes ordens de parto. O periodo experimental foi de 28 dias. NC:
controle negativo, dieta comercial sem antibiético para leitdes e porcas; FOPIg:
dieta com 6leos funcionais (FO) para leitdes; FOSow: dieta com FO para porcas;
FOAIl: dietas FO para porcas e leitbes; ANTPIG: dieta com antibidtico para
leitdes. Uma maior perda de peso nas primiparas foi confirmada pela variacao
da perda de peso na lactacdo em relacdo ao peso ao parto, as quais perderam
cerca de 10% (p<0,01) do seu peso vivo ao final da primeira lactacdo). Porcas
gue consumiram o 6leo funcional na dieta (FOSow) tiveram a menor variacdo
(p<0,05) na perda de peso. Um maior (p<0,01) catabolismo proteico ocorreu em
fémeas ANTPIig a quais ainda apresentaram maior perda de peso e de
espessura de toucinho durante a lactacdo. Em relacdo as fémeas que
receberam 6leos funcionais na dieta ou suas leitegadas, fémeas ANTPig
apresentaram mobilizacdo proteica 43% superior. A taxa de mortalidade,
considerando leitbes mortos por fraqueza, inanicdo e diarreia, foi 83% inferior
(p<0,05) em leitdes FOAII (porcas e leitbes recebendo 6leos funcionais na dieta)
em relacdo aos leitbes alimentados com dietas contendo antibiético. A incidéncia
de diarreia foi maior no grupo onde somente a porca fez ingestdo de 6leo
funcional (FOSow) quando comparada ao uso tanto na porca quanto no leitdo
(P<0,05). Um aumento significativo do filo Proteobacteria foi observado em
leitdes NC quando comparado aos demais grupos. Foram observados 4075
organismos Unicos no grupo de suinos FOSow, sendo o grupo com maior
namero de organismos Unicos, mostrando assim uma diferenciacdo quando
comparado aos outros grupos. Referente a biodiversidade das comunidades
bacterianas, foi observada uma diminui¢cdo (P<0,05) significativa da riqueza da
microbiota no grupo ANTPig em relacdo aos demais tratamentos. Os linfécitos T
duplo-marcados apresentaram concentracfes maiores (P<0,05) em leitdes NC
aos 4 dias de idade em relacdo aos leitdes ANTPIig. Leitdes FOAIl diferem de
leitdes NC, porém sdo semelhantes aos leitdes ANTPig. J& as concentracfes de
macrofagos foram maiores (P<0,05) em leitbes FOPig em relacdo aos leitdes
NC, FOAIl e FOSow aos 4 dias ap0s nascimento. Aos 21 dias, a concentracao
de linfécitos B foi superior em leitdes NC comparadas aos demais tratamentos.
Com relacdo a histologia intestinal, a espessura epitelial do duodeno de NC
(1,02) foi menor do que 0s grupos nos quais continha 6leo funcional. A presenca
de células calciformes foi 21% maior no grupo FOSow com relagdo ao NC,
p<0,05. O FOPig apresentou um 57% mais numero de infiltrados epiteliais com
relacdo ao ANTPig, p<0,05. FOAIl apresentou maior congestdo do duodeno
guando comparado aos demais grupos com 6leo funcional e o NC. Os
beneficios dos o6leos funcionais sdo reconhecidos na sanidade das leitegadas.
Os mesmos atuam de forma sistémica com alteracdo da microbiota intestinal,
modificagcdes histoldégicas no epitélio intestinal e resposta imunomoduladora.



ABSTRACT

The objective of this work is to evaluate the use of cashew and castor oil oils in
the feeding of lactating sows and their functional litters on zootechnical
performance, microbioma and cellular immunity. 40 sows of different birth orders
were used. The experimental period was 28 days. NC: negative control, non-
antibiotic commercial diet for piglets and sows; FOPig: diet with functional oils
(FO) for piglets; FOSow: diet with FO for nuts; FOAIl: FO diets for sows and
piglets; ANTPIG: antibiotic diet for piglets. Greater weight loss in primiparas was
confirmed by the variation of weight loss in lactation in relation to birth weight,
which lost about 10% (p <0.01) of their live weight at the end of the first
lactation). Nuts that consumed the functional oil in the diet (FOSow) had the
lowest variation (p <0.05) in weight loss. A higher (p <0.01) protein catabolism
occurred in ANTPig females, which still presented greater weight loss and
backfat thickness during lactation. In relation to the females that received
functional oils in the diet or their litters, ANTPig females presented protein
mobilization 43% higher. The mortality rate, considering dead piglets due to
weakness, starvation and diarrhea, was 83% lower (p <0.05) in FOAIl piglets
(pigs and piglets receiving functional oils in the diet) than piglets fed diets
containing antibiotics. The incidence of diarrhea was higher in the group where
only the sow made functional oil intake (FOSow) when compared to both pig and
piglet use (P <0.05). A significant increase of Proteobacteria filo was observed in
NC piglets when compared to the other groups. A total of 4075 unique organisms
were observed in the FOSow pig group, being the group with the highest number
of single organisms, thus showing a differentiation when compared to the other
groups. Regarding the biodiversity of bacterial communities, a significant (P
<0.05) decrease in the richness of the microbiota in the ANTPig group was
observed in relation to the other treatments. Double-labeled T lymphocytes had
higher concentrations (P <0.05) in NC piglets at 4 days of age in relation to
ANTPIg piglets. FOAII piglets differ from NC piglets, but are similar to ANTPig
piglets. Macrophage concentrations were higher (P <0.05) in FOPig piglets
compared to NC, FOAIl and FOSow piglets at 4 days after birth. At 21 days, B
lymphocyte concentration was higher in NC piglets compared to the other
treatments. Regarding intestinal histology, the epithelial thickness of the CN
duodenum (1.02) was smaller than the groups in which it contained functional oil.
The presence of calciform cells was 21% higher in the FOSow group than in the
NC, p <0.05. FOPig presented a 57% more number of epithelial infiltrates than
ANTPIg, p <0.05. FOAIl presented greater congestion of the duodenum when
compared to the other groups with functional oil and NC. The benefits of
functional oils are recognized in the sanity of litters. They act in a systemic way
with alteration of the intestinal microbiota, histological modifications in the
intestinal epithelium and immunomodulatory response.
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Capitulo 1. - Revisao bibliografica

1.Saude intestinal: aspectos anatomo morfofisiolégicos e de microbiota
do trato gastrintestinal de leitdes lactentes

Saude intestinal pode ser descrita como homeostase no trato
gastrointestinal, no que diz respeito a sua estrutura e fungdes (PLUSKE;
TURDIN; KIM 2018). As definicbes de salde intestinal, geralmente estédo
associadas a agentes patogénicos que causam, clinicamente ou
subclinicamente uma doenca, mortalidade e morbidade em suinos, causando
assim perdas econdmicas. A saude intestinal, pode ser comprometida ndo
somente pela manifestacdo de doencas (BISCHOFF, 2011), o baixo consumo
de racdo, apds o desmame, que causa auséncia de nutrientes no lumen, o
estresse e outros desafios associados ao desmame, também causam
alteracdes nas funcdes e estruturas do trato gastrointestinal (CELI et al, 2017,
DONG; PLUSKE, 2007). O periodo do desmame, ndo somente causa
mudancas estruturais e funcionais, como também contribui para uma reacao
inflamatoria, que pode comprometer a arquitetura das vilosidade e criptas, e

alteracdes na microbiota intestinal (CAMILLERI et al, 2012).

Bischoff (2011) possui uma definicdo de 5 critérios para saude intestinal:
digestdo e absorcdo eficaz dos alimentos, auséncia de doencas
gastrointestinais, microbioma intestinal normal e estavel, estado imune efetivo e
bem-estar. O trato gastrointestinal desempenha papel importante na regulacao
das funcdes imunologicas do individuo, sendo vitais para o funcionamento
biolégico e a homeostase do trato gastrointestinal e de todas as fung¢des do
corpo do animal (PLUSKE; TURDIN; KIM 2018)

1. 1. Anatomia e fisiologia intestinal
O intestino delgado dos suinos possui algumas camadas principais:

mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa € composta de muscular
da mucosa, lamina prépria e epitelial. A muscular da mucosa interna fica
disposta ao longo do intestino, enquanto a camada externa o circunda. S&o
encontrados neurdnios do sistema nervoso entérico e enddcrino ao longo da

lamina propria, assim como, células do sistema imune (placas de Peyer, vasos



15

sanguineos e linfaticos). Os enterdcitos formam uma camada Unica epitelial, e
séo ligados por juncdes firmes. A partir desta camada Unica, que se projeta
para dentro do limen, sdo formados os vilos, e na base dos mesmos, se
formam as criptas de Lieberkuhn. Em suinos, o comprimento dos vilos aumenta
do duodeno até a porcdo média do jejuno e diminui na porcéo final do ileo
(DANIEL et al, 2014).

Duas membranas celulares formam os enterdcitos, uma apical, que
possui sua superficie para luz intestinal e a outra basolateral, que é para a
lamina propria. A apical, possui microvilosidades e comumente é chamada de
bordadura em escova (referéncia a aparéncia microscopica), na qual pode
aumentar a area de superficie para absorcdo de nutrientes. Em leitbes, a taxa
de renovacao epitelial é alta podendo ser totalmente renovada entre 3 a 4 dias
(DANIEL et al, 2014). Essa alta taxa de renovacgdo celular é responsavel pela
defesa inata do organismo contra ameagas luminais, como bactérias
intestinais. O turnover das células epiteliais e a atividade secretora podem ser
afetados pelo numeros e tipos de bactérias gastrointestinais. As funces de
defesa inata sdo proporcionadas através da eficiéncia do crescimento do
animal (CHOWDHURY et al., 2007).

O intestino grosso (IG), ndo possui em sua mucosa epitelial vilos, mas
sim pequenas projecdes de epitélios colunares, com borda estriada que contém
microvilos. O intestino grosso ndo possui a funcdo de secrecdes digestiva,
porém possuem uma grande quantidade de células caliciformes, que secretam
muco, auxiliando na lubrificacdo. A renovacao desta porcao intestinal ocorre
entre 4 a 8 dias (DANIEL et al, 2014). O IG possui como fungao proporcionar
condigbes para o desenvolvimento microbiano e reabsorcdo de é&gua e
eletrdlitos (DANIEL et al., 2014). A mucosa do trato gastrintestinal é
diariamente exposta a uma quantidade imensa de antigenos, provenientes dos
alimentos ingeridos, bactérias, virus, entre outros. O epitélio que reveste o
[imen do intestino, tem funcdes conflitantes, possui o papel importante de
digestédo e absorcao de nutrientes, porém, ao mesmo tempo, desempenha um
papel de barreira de organismos entre 0 meio interno e externo. Em
circunstancias fisiologicas, o epitélio, permite que somente uma pequena

guantidade de antigenos atravessem a mucosa, para que possam interagir com
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o sistema imune da mucosa. Durante uma enfermidade, como a doenca
inflamatdria intestinal, a penetragédo excessiva de antigenos através da camada
epitelial pode resultar em estimulacdo imunologica inadequada, levando a
inflamacdo gastrintestinal cronica (SODERHOLM; PERDUE, 2001). Os
microrganismos presentes no intestino grosso podem realizar a digestdo do
conteddo que ndo pode ser digerido no intestino delgado, podendo gerar
acidos graxos de cadeia curta, gerando energia ao animal (DANIEL et al.,
2014).

A principal funcdo do sistema gastrointestinal € digerir e assimilar os
nutrientes contidos nos alimentos. Estes séo utilizados para manutencéo basal
corporal e reparo de tecidos, além do crescimento tecidual (muscular e
adiposo). Para que os processos de digestao e absorcédo ocorram devidamente
no intestino delgado, algumas condi¢bes devem ser atendidas (manutencgéao do
pH, equilibrio de microflora, entre outros). Cabem as secrec¢des do intestino
auxiliar neste aspecto, de forma a neutralizar o pH acido do quimo proveniente

do estomago, lubrificar o quimo e deixar o meio aquoso (DANIEL et al., 2014).

Para garantir a saude dos suinos, a funcéo do epitélio intestinal, que € a
de atuar como uma barreira entre 0 ambiente externo e o interno do intestino,
deve estar em equilibrio (CAMILLERI et al, 2012). A microbiota intestinal e o
estado de imunidade dos animais, sdo fatores que de maneira importantissima
influenciam na funcdo da barreira intestinal (IVANOV; LITTMAN, 2011).
Quando ha alteracbes na microbiota do intestino, isto pode resultar em
aumento do estimulo imunoldgico, desregulacéo epitelial causando aumento da
permeabilidade da mucosa (LITTMAN; PAMER, 2011). O aumento da
permeabilidade intestinal € uma das causas em potencial de patologias
gastrointestinais, disfuncdes de alguns 6rgaos, translocacdo bacteriana, entre
outros problemas (CAMILLERI et al, 2012).

O intestino possui diversas barreiras fisicas, fisiolégicas, enzimaticas e
imunoldgicas, sendo controladas neuro-hormonalmente, sendo assim,
susceptivel a qualquer agente estressor. A camada de células epiteliais
continuas, interligadas por juncdes estreitas, restringe a permeacao celular de
moléculas, constituindo assim o principal componente da barreira intestinal.

Além disso, o epitélio exerce uma importante defesa fisioldgica pela secrecao
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de liquido e muco, juntamente com IgA secretora, no limen para diluir, lavar e
ligar substancias nocivas. (SODERHOLM; PERDUE, 2001).

1.2. Microbiota
Inimeros fatores influenciam a diversidade e a atividade da microbiota

do trato gastrointestinal. Entre eles, a colonizacdo associada a populacdo
microbiana, idade do suino, meio ambiente, agentes antimicrobianos,
composicao da dieta, uso de aditivos alimentares, o método de processamento

da racéo, carga de doencas, desmame, estacdo do ano, estresse e genética.

A microbiota desempenha papel fundamental na saude e crescimento
dos animais, diminuindo doencas inflamatérias, imunes e infecciosas (MULDER
et al 2009). A microbiota esta intimamente envolvida na relacdo entre as
bactérias entéricas e o hospedeiro, com a quimica e a distribuicdo de sitios de
ligacdo bacteriana nas superficies mucosas do intestino desempenhando
papéis importantes na determinacdo da suscetibilidade do hospedeiro e tecido
e no desencadeamento de respostas do hospedeiro, especialmente em
animais jovens (CELI et al, 2017). Parte da discussédo em relagdo a microbiota
e a saude intestinal concentra-se em bactérias "boas" versus "ruins" e seu
impacto na estrutura e funcdo do trato gastrointestinal, porém a presenca ou
auséncia de um organismo patogénico pode ndo necessariamente predizer que
a doenca ocorrera, a menos que a populacdo prolifere a ponto de
sobrecarregar a populagcédo microbiana geral (PLUSKE; TURDIN; KIM 2018). O
microbioma, que € representado pela informacdo gendémica da microbiota,
representa um compromisso entre a funcionalidade da barreira, sintese de
nutrientes e melhor aproveitamento energético dos alimentos (CELI et al, 2017;
PLUSKE; TURDIN; KIM 2018).

A colonizacdo microbiana do intestino do leitAo comeca imediatamente
apos o nascimento. Colonizag&o inicial por E. coli e Streptococcus spp. cria um
ambiente anaerobico para colonizadores subsequentes como Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium e Lactobacillus. Os microrganismos que realmente
colonizam dependem das exposic¢des, incluindo a porca e todos os aspectos do

ambiente do leitdo. A colonizacdo depende ndo apenas dos microrganismos
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que sao introduzidos, mas também do seu tempo, pois exposi¢cdes repetidas
durante o desenvolvimento resultam em uma microbiota diferente de uma Unica
exposicdo ao mesmo inéculo. Um microrganismo benéfico conhecido, o
Lactobacillus, predomina no intestino delgado de leitbes até o desmame e é um
dos principais agentes na prevencao de doencas. A introducdo de dietas a
base de cereais ao desmame causa mudancas drasticas na microbiota. O
processo de desmame altera a composicdo e a capacidade funcional do
microbioma, assim como estresses causados por mudancas radicais de dieta
(GUEVARRA et al, 2018). Dentro das bactérias que podem colonizar o intestino
encontram-se as Fusobacterium spp (WITTE et al.,, 2017), assim como
bactérias que sao bastante utilizadas como probioticos para melhorar a satude
e a resisténcia a infec¢cdes Lactobacillus spp (WANG; DONG; ZHU, 2012), e
também as que sdo comensais do intestino grosso dos recém-nascidos
(MATAMOROS et al., 2013).

1.3. Imunidade

O sistema imune dos mamiferos € composto por dois ramos: imunidade
inata e imunidade adquirida. O sistema imune inato é a primeira linha de defesa
do hospedeiro contra patégenos e € mediado por fagdcitos, incluindo
macrofagos e células dendriticas. A imunidade adquirida esta envolvida na
eliminacao de patégenos na fase tardia da infeccdo, bem como na geracao de
mem©éria imunolégica. A imunidade adquirida € caracterizada pela
especificidade e se desenvolve por selecédo a partir de um vasto repertorio de
linfécitos contendo receptores especificos de antigeno que séo gerados através
de um mecanismo geralmente conhecido como rearranjo génico. A resposta
imune inata ndo € completamente inespecifica, mas € capaz de discriminar
entre o que é do organismo e uma variedade de patdgenos. O sistema imune
inato reconhece microrganismos através de um numero limitado de receptores
de reconhecimento de padrbes codificados por linha germinativa (AKIRA;

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

A placenta suina é epiteliocorial, composta por seis camadas de células,
desta forma, ndo possui capacidade de transferéncia imunolégica placentéria,

havendo uma necessidade de ingestdo de colostro pelo leitdo nos primeiros
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minutos de vida. Durante a ingestédo do colostro nas primeiras 24 horas de vida,
sdo absorvidos pelo intestino macromoléculas (imunoglobulinas IgA, IgG, IgM)
que sdo capazes de proteger o leitdo imediatamente apds a ingestdo (REIS;
REIS, 2012; CARON et al., 2014). A ingestdo de colostro possui um papel
importante no desenvolvimento imunoldgico pos-natal de leitdes (OGAWA et
al., 2016). A absorcdo deve ocorrer nas primeiras 24 horas de vida, pois apos
este periodo ndo ha mais absorcao de imunoglobulinas pelo intestino devido a
permeabilidade proteica seletiva Os anticorpos adquiridos através do colostro,
podem durar de 6 a 8 semanas nos leitdes (REIS; REIS, 2012). O colostro da
fémea suina é composto de 100% da IgG, 40% da IgA e 85% da IgM derivadas
do soro da fémea. Até os 12-21 dias o leitdo ndo produz imunoglobulinas,
dependendo totalmente da absorcdo através da mamada (CARON et al.,
2014).

A saulde intestinal relacionada a barreira epitelial e sistema imune da
mucosa esté interligada com a microbiota e o hospedeiro (PLUSKE; TURDIN;
KIM 2018). O sistema imune da mucosa é continuamente desafiado por fatores
externos (por exemplo, dieta, temperatura, desafio sanitario) e internos (por
exemplo, microbiota). O sistema imune do trato gastrointestinal € regulado por
meio de varios mecanismos moleculares, para evitar a ativacdo excessiva de
fatores que acarretem em excesso de liquido e a inflamacdo em resposta a
esses fatores externos e internos. Assim, numerosos tipos de células, como
células dendriticas, linfocitos (sistema imune adaptativo), macréfagos e
citocinas (sistema imune inato), evoluiram para desempenhar importantes
funcdes na regulacdo da comunicacdo entre o microbioma do trato

gastrointestinal e seu sistema imune mucoso.

As células epiteliais intestinais atuam como células sentinelas imunes,
reconhecendo moléculas sinalizadoras patogénicas e secretando interleucinas
e fatores de crescimento (por exemplo, IL-17A, IL-33, IL-23 e fator de
crescimento transformador-B), que tem propriedades imunomoduladoras
importantes. O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) constitui o maior
orgdo imunoldgico do corpo, onde cerca de 70% das células imunes séo
formadas no intestino. Dessa forma, o sistema imune do trato gastrointestinal

responde de forma rapida e fortemente a qualquer violagdo na funcao de
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barreira ou no caso de um desafio patogénico / antigénico, para mobilizar
respostas imunes inatas e adaptativas, o que é critico na preven¢cdo da
disseminagado sistémica de infeccdo e inflamagdo (PLUSKE; TURDIN; KIM

2018).

Existem trés tipos de leucdcitos sensiveis a antigeno. As ceélulas T
auxiliares, que possuem funcdes de regulacédo de resposta imune; as células T
citotoxicas, que destroem o0s antigenos enddgenos; e as células B, que
produzem anticorpos para destruicdo de antigenos exégenos (TIZART, 2002).
As células T auxiliares sdo induzidas por citosinas efetoras para se diferenciar
em dois tipos Thl e Th2, e posteriormente transmitirem sinais para macrofagos
e células B, para eliminacdo do patdgeno. As células B circulam em poucas
guantidades no sangue, e cada célula possui a capacidade de ligacdo somente
com um unico antigeno (TIZART, 2002). Animais ndo sensiveis apresentam um
namero reduzido de célula T, havendo uma resposta imune somente local, nos
sitios de captura, por exemplo linfonodos. Porém, quando os animais ja séo
sensiveis, ha uma abundancia de células T maduras, e as mesmas podem

migrar por todos os tecidos corporais (TIZART, 2002).

As células duplo-marcadas (CD4+CD8+) sdo uma particularidade dos
suinos vista muito raramente em outros mamiferos. Ha forte evidéncia que
essas sao células que ja passaram pelo processo de ativacdo, sendo talvez
células ainda ativadas ou de memodria, capazes de responder a infecgdes.
Segundo a literatura, estdo presentes em niveis proximos de 2% na primeira
semana de vida aumentando para 30-55% até os 3 anos de idade. Com a
maturidade, essas células passam a ser cada vez mais importantes para a
imunidade local, estando presente em grandes quantidades nos 6rgaos
linfoides periféricos (ZUCKERMANN,1999). As células auxiliares (CD4+CD8- )
Sdo responsaveis por direcionar a resposta imune, com especial relevancia
para a resposta humoral, enquanto que as células citotéxicas (CD4-CD8+)
possuem atividade toxica contra ceélulas do hospedeiro infectadas por
patdgenos intracelulares, entre outras atividades (JANEWAY et al, 2001). A
razdo entre as células CD4 e CD8 indica um balanco na atividade imune. Em
humanos, esse valor é frequentemente associado com imunocompeténcia, e

valores baixos podem estar conectados com maior mortalidade por causas
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inespecificas (HUPPERT et al, 2003; PAWELEC,1999; PAWELEC et al, 2002).

Os mondcitos/macréfagos executam a quebra e apresentacdo de
antigenos estranhos ao hospedeiro, interagindo diretamente com os linfécitos
auxiliares. Nesta interacdo ocorre a ativacdo e proliferacdo dos linfocitos
auxiliares, que irdo realizar suas atividades, dentre as quais, estimular os
linfocitos B a produzirem anticorpos (JANEWAY et al, 2001).

O equilibrio entre a saude intestinal do leitdo e seu ambiente externo
esta intimamente ligado a presenca ou ndo de agentes estressores, como
alteracbes no ambiente de alojamento, presenca de novos patdogenos no
hospedeiro, queda da imunidade associada a condi¢cdes estressoras como
mudancas bruscas de temperatura e de dieta. Assim, com a maior
susceptibilidade dos leitdes, bactérias como a Escherichia coli se multiplicam e

causam a diarreia neonatal e infecciosa em leitdes lactentes.

2. Diarreias neonatais e da fase de aleitamento

Bactérias agressoras que produzem enterotoxinas consistem em
determinadas cepas de Escherichia coli. A E. coli € uma bactéria que esta
presente em grande parte dos sistemas de producédo de suinos. Nas fases de
maternidade e creche, as diarreias causadas por essa bactéria possuem um
alto impacto econémico. Além disso, muitos outros agentes etioldgicos causam
disfuncbes no trato gastrintestinal de leitdes, induzindo a perda de peso,

morbidade e mortalidade durante a fase de aleitamento.

Algumas bactérias produzem toxinas que podem assumir o controle do
processo de secrecdo normal das células das criptas e causar ativacao
descontrolada e disseminada da secrecdo dessas células. Como resultado
final, as criptas se encontram em um estado de enorme hipersecrecéo, e as
células presentes nas vilosidades apresentam capacidade reduzida de
absorcédo, causando perda macica de liquidos e eletrdlitos nas fezes (GOFF,
2017).

Existem vérias doencas que podem acometer 0s suinos, muitas delas

podem acometer 0 sistema gastrointestinal, dentre elas, a colibacilose
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neonatal, a colibacilose de terceira semana, a enterotoxemia, a salmonelose e
a sindrome da diarreia p6s-desmame (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2012).

A colibacilose neonatal € uma doenca de grande importancia dentro dos
sistemas modernos de produgéo, provoca um quadro severo de diarreia com
um curso quase fatal. O agente etiolégico € a Escherichia coli, sendo descrito
30 sorotipos diferentes que podem causar a infec¢do. A E. coli € uma bactéria
comensal do intestino delgado de suinos, porém quando possui amostras
enterotoxigénicas, elas encontram condicdes de se multiplicar no intestino
delgado e se aderem a mucosa, ndo sendo possivel sua eliminagcdo pelo
transito intestinal normal, podendo ocasionar a morte do animal em 24 horas. A
via de infeccao é feco-oral, podendo ser transmitida de um animal ao outro, ja
as fémeas suinas geralmente sdo portadoras assintomaticas. Varios fatores
podem agravar a situacdo, ma higiene da granja, dificuldade do leitdo a uma
fonte de 4gua potéavel, leitdes com dificuldade de mamar o colostro, m& higiene
da porca ao parto, toque na porca sem a higienizacdo correta das maos e
luvas, temperaturas muito baixas e, correntes de ar frio. Na necropsia pode-se
encontrar leite coagulado no estdmago, intestino delgado flacido e com
contetido liquido em excesso de coloracdo amarelada (MORES; BARCELLOS,
2012).

A colibacilose de terceira semana, € causada pela E.coli, do patotipo
ETEC, porém podem também se associar outras bactérias patogénicas.
Racdes de baixa digestibilidade podem gerar substrato ndo digerido que pode
funcionar como cultivo para multiplicagdo de E. Coli. Os animais apresentam
diarreia liquida a pastosa, com presenca de desidratacdo. Nao ha lesdes
significativas quando feito necropsia, somente presenc¢a de contetdo liquido no
intestino delgado e pastoso no intestino grosso (MORES; MORENO, 2012).
Devido aos diversos fatores que acarretam em uma diminuicdo na imunidade
dos leitdes, desta forma utiliza-se de promotores de crescimento como uma
alternativa a minimizar o impacto desses fatores na producéo e crescimento

dos leitbes.

Os antibidticos estdo sendo utilizados como promotores de crescimento,
prevenindo doencas entéricas induzidas pelo estresse no desmame (FANG et

al., 2009). Por muitos anos, usados em niveis subterapeuticos para prevenir
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Salmonella e E. coli, assim como proteger os suinos dos processos causados
pelo estresse do desmame, crescimento deficiente, imunidade reduzida e
ecossistema intestinal desequilibrado. Os fatores relacionados ao desmame
causam severas alteracdes na histomorfologia do intestino do animal (AHMED
et al., 2013).

O antibiodtico € amplamente utilizado dentro da suinocultura, porém o seu
uso indiscriminado tem causado resisténcia bacteriana (ZHAI et al., 2018). Nos
altimos anos ha uma preocupacdo crescente com relacdo ao uso de
antibioticos na producédo animal e seu efeito sobre a satde humana. Acredita-
se que pode haver uma contaminacao nos produtos derivados animais (carne,
ovos e leite). Desta forma, desde 2006 a Unido Europeia proibiu o uso de
antibioticos na producédo de suinos como promotor de crescimento (XU et al.,
2018). Desde entao, a populagcdo vem buscando produtos menos processados
e com menor quantidade de aditivos, porém exigindo a seguranca alimentar
(NEGI, 2012).

Pelos fatores citados acima, ha uma necessidade de novas alternativas
para manter o desempenho dos leitdes sem o0 uso de antibidticos. Assim,
alternativas como o0s Oleos funcionais podem substituir parcialmente os

antimicrobianos de sintese.

3. Oleos funcionais
Oleos funcionais sdo aqueles que além da sua atividade energética,

podem também promover atividades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatérias (CHENG et al., 2017). H4 muitas publicacdes com o termo 6leo
essenciais, porém o termo correto sao 6leos funcionais, pois suas funcdes
podem ser anti-inflamatorias, anti-bacteriostaticas, imunomoduladoras, etc.
(BESS et al, 2012). Entre os beneficios destacam se estimulo a microbiota
intestinal e competicAo com microrganismos patogénicos e melhor
aproveitamento dos nutrientes, incluindo a atividade enzimatica (XU et al.,
2018). Os oOleos podem ser efetivos também contra patdégenos transmitidos
pelos alimentos, principalmente bactérias gram positivas (CALO et al., 2015).

Em frangos, os 6leos essenciais podem nao interferir no consumo de ragao
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sendo estes animais menos sensiveis ao sabor e odor que suinos. Além disso,
frangos podem ser mais tolerantes a niveis moderados de dleos essenciais que
suinos na dieta (ZHAI et al., 2018). Algumas ervas aromaticas e seus 06leos,
como o Oleo de funcho e algaravia, melhoram o sabor e a palatabilidade do
alimento, aumentando a ingestéao voluntaria e o ganho de peso em suinos em
crescimento (SCHONE et al., 2006). Efeitos positivos na digestibilidade dos
nutrientes foram verificados com o uso de aditivos fitogénicos em frangos
(AHMAD et al.,, 2010) e estimulo de secrecdo enzimatica pelo pancreas e
mucosa intestinal com o uso de Oleo de orégano (BASMACIOGLOU et al.,
2011). Ja em leitbes, cinemaldeido e timol melhoram a digestibilidade aparente
da proteina bruta e energia (LI et al., 2012). Entretanto, resultados
inconsistentes no aproveitamento dos nutrientes podem estar associados a
perdas enddgenas resultantes da producdo de muco induzido pelos extratos
vegetais (JAMROZ et al., 2006).

Os oleos funcionais podem potencializar a resposta imune do animal. A
suplementacdo com Oleo de feno grego, cravo e canela aumentou as
concentracdes de IgG em leitdes desmamados (CHO et al., 2006). Assim como
verificado por Li et al. (2012) que indicou aumento na proliferagédo de linfécitos
e fagdcitos e aumento nos niveis de IgG, IgM, IgA, C3 e C4 em leitdes
desmamados alimentados com dietas contendo o6leo com timol e
cinemaldeidos. A resposta imunitaria em suinos pode estar associada a
componentes absorvidos e sua posterior regulacdo nos mediadores pro-
inflamatoérios e enzimas envolvidas nas rotas de sinalizacdo como NFkB
(nuclear fator kappa B) e MAPS (mitogen-activated protein kinases) (HUANG;
LEE, 2018). Sob condi¢cbes estressantes, o sistema imunolégico suprimido é
incapaz de lidar, levando a inflamacao crbnica. Em frangos de corte, ha
evidencias de a inflamacdo cronica estar associada a doencas bacterianas e
estresse por calor (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012).

O dleo funcional de mamona e casca de caju € uma alternativa ao uso
de antimicrobianos. A molécula farmacologica da mamona é o acido ricinoleico
(MURAKAMI; EYNG; TORRENT, ano), possuindo fungdes de atividade
antimicrobiana (NOVAK et al, 1961), pro-inflamatorias e anti-inflamatéria
(VIEIRA et al, 2001). A casca de caju contém alquifendlico, composto
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principalmente por acido anacardico, cardol e metilcardol, possuindo atividade
antimicrobiana (KUBO; NIHEI; TSUJIMOTO, 2003).

Em suinos, uma gama de estudos explora os 6leos funcionais com base
no desempenho e morfometria intestinal, entretanto, utilizar de forma isolada ou
combinada, avaliar as diferentes fases de criacdo e o efeito ambiente podem
interferir amplamente nas respostas. Nesse contexto, existe a necessidade de
se estudar a utilizacdo dos Oleos funcionais, porém em nivel
anatomofisiologico, resposta imunolégica e caracteristicas de microbiota
intestinal, para que haja explicagbes mais aprofundadas do mecanismo de
acdo dos Oleos funcionais sobre o organismo animal. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o uso de 6leos funcionais na dieta de porcas lactantes
e leitegadas e seu impacto sobre a fisiologia digestiva, resposta imune e

microbioma do ceco de leitdes lactentes.
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Capitulo 2. Uso de Oleos funcionais na alimentagcéo de porcas lactantes e

suas leitegadas.

1. Introducéo
A busca por produtos menos processados, com menor quantidade de

aditivos e seguros para alimentacdo humana tém aumentado continuamente. A
preocupacao crescente com o uso de antibiéticos na producdo animal e seu
efeito sobre a saude humana, através de uma possivel contaminagdo nos
produtos derivados animais, incentivou a proibicdes de seu uso em VAarios
paises (XU et al., 2018). Nesse contexto, os Oleos funcionais tém sido
explorados como alternativa para manter o desempenho dos leitdes sem 0 uso

de antibioticos.

As respostas do uso de Oleos funcionais sobre o desempenho
zootécnico de leitdes tém sido amplamente exploradas. Além disso, os Oleos
apresentam efeitos benéficos sobre a morfometria intestinal e o metabolismo
intermediario, como no estresse oxidativo que ocorre através da diminuicdo dos
radicais livres produzidos frente ao estresse ambiental e da desmama (ZHAI et
al., 2018). No microbioma intestinal os 6leos essenciais sdo responsaveis por
alterar rotas metabolicas de aminoacidos, carboidratos e lipidios (LI et al.,
2018). O intestino possui uma vasta populacdo microbiana que atua
diretamente sobre a saude humana e animal com reflexos diretos sobre a
resposta imune (PLUSKE et al., 2018). Os Oleos essenciais, através de
compostos fendlicos, atuam na atividade antibacteriana modulando a
microbiota intestinal (LI et al., 2018), como no uso do carvacrol e de
cinemaldeido que diminui a populacdo de Enterobactérias e aumenta a de

Lactobacillus no ceco de leitdes recém desmamados (CASTILLO et al., 2006).

Varios aditivos nutricionais tém sido testados com o objetivo de melhorar
a resposta imune, reduzir a carga patogénica no trato gastrintestinal, promover
a colonizacdo de microrganismos benéficos e estimular a digestdo e absor¢cao
(LANGE et al., 2010). Porém, apesar de varios estudos mostrarem o efeito
positivo dos 6leos essenciais nas dietas de suinos ainda existem lacunas a
serem exploradas em nivel nutricional sobre a resposta imune de suinos
(OMONIJO et al., 2017; ZHAI et al., 2018). Neste sentido, o trabalho tem como

objetivo avaliar o uso de 6leos de casca de caju e mamona na alimentagcao de
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porcas lactantes e suas leitegadas funcionais sobre o desempenho zootécnico,

microbioma e imunidade celular.

2. Material e métodos
2.1. Animais, alojamento e delineamento experimental.
Este estudo foi aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Ponta Grossa (Processo CEUA 023/2018). O
experimento foi realizado na Unidade Produtora de Leitbes em Carambei,
Parana. Foram utilizadas 40 porcas pré-selecionadas de genética comercial,
inseminadas artificialmente, de diferentes ordens de parto (variacdo de 1 a 7).
O periodo experimental foi de 28 dias (6 dias pré-parto e 21 dias de lactacao).
As porcas foram alojadas em celas de paricdo, equipadas com comedouros
tipo calha e bebedouros automaticos em ambiente termo neutro. Apds o
nascimento, os leitbes permaneceram sobre piso de aquecimento com
temperatura ajustavel de acordo com o conforto térmico recomendado pela
fase. O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com cinco
tratamentos. NC: controle negativo, dieta comercial sem antibiético para leitdes
e porcas; FOPIg: dieta com 6leos funcionais (FO) para leitdes; FOSow: dieta
com FO para porcas; FOAIl: dietas FO para porcas e leitbes; ANTPIG: dieta
com antibiotico para leitbes, Sulfametoxadol mais Trimetropim. Foi considerado
como fator de bloqueamento a ordem de parto (OP), distribuida em bloco 1 -
OP 1; bloco 2 - OP 2 a 7 partos. Cada tratamento teve dois blocos e um total
de oito repeticbes, sendo considerada uma repeticdo a porca e sua leitegada.
As porcas lactantes receberam dietas isonutritivas e formuladas segundo as
exigéncias nutricionais do NRC (2012) alimentadas ad libitum. E, a partir dos
dez dias de vida os leitdes receberam as dietas experimentais. As dietas

contendo 6leo funcional tinham a inclusdo de 1,5 kg do produto comercial.

2.2. Variaveis mensuradas e estimadas
As variaveis medidas e estimadas nas porcas foram (a) peso inicial e

final, mensurados no inicio e final do experimento, (b) consumo de ragédo, com
pesagem das sobras diariamente; (c) conversdao alimentar das porcas,
considerando o consumo médio diario de racéo das porcas e 0 ganho de peso

da leitegada diariamente; (d) espessura de toucinho (ET), mensurada
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semanalmente, com aparelho de ultrassom OXSON a 6,5 cm da linha média
lombar a partir da ultima costela, em ambos os lados, e (e) mobilizacdo
proteica e lipidica, estimada a partir das equac¢des propostas por DOURMAD et
al (1997) [Lipideo (kg) = -26,4 + 0,221PVv + 1,331ET] e [Proteina (kg) = 2,28 +
0,178PVv — 0,333ET]. Nos calculos foram utilizados os pesos de entrada na
maternidade e de desmame ajustados para o0 peso vivo vazio (PVv) pela
relacdo: PVv = a PV 1,01 onde a= 0,905 no desmame e a= 0,912 ao parto e na
cobertura; (f) energia ingerida (El), EI (kcal/leitdo) = ganho peso individual x
4.063 kcal (12 semana) ou 4.541 kcal (22 e 32 semanas) e (g) ingestao de leite,
Ing. leite (g/leitdo) = EI/1.13 kcal, propostas por ARIZA-NIETO et al. (2011).

Nos leitdes foram medidos ou estimados (a) pesos das leitegadas, (b)
ganho de peso diario dos leitdes, (c) contagem de gramas por fezes de
Isospora suis, (d) incidéncia de diarreia (CASTILLO et al., 2008), (e) taxa de
mortalidade, leitbes mortos por inanicdo e diarreia em relagcdo a populacdo
inicial no tratamento, dividida pelo total de leitbes em cada tratamento. Ao final
do experimento foram avaliados (f) microbioma cecal, (g) histopatologia

intestinal e proliferagdo celular e (h) imunidade celular.
2.3 Eutanasia

Ao fim do experimento, 20 leitdes (selecionados aleatoriamente dos
tratamentos) foram eutanaziados com uma associacdo 40mg/kg de ketamina e
20mg/kg de xilazina, via intramuscular. Ap6s a eutanasia, foi aplicado 10mL de
cloreto de potassio 20% via intramuscular e coletado de cada animal o
conteudo cecal,sendo armazenado em tubos esteris e congelados para envio
ao laboratério, assim como fragmentos do duodeno, jejuno e ileo para

histologia, sendo fixado em formol e enviados ao laboratério.

2.4 Microbioma cecal
Foi empregado o kit comercial “ZR Fecal DNA MiniPrep®” da Zymo

Research para extrair o DNA das amostras seguindo-se o0 protocolo
recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260nm. Para avaliar a integridade do DNA extraido, todas
as amostras foram corridas por eletroforese em gel de agarose 1%. Foi

amplificado um segmento de 250 bases da regido hipervariavel V4 do gene
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ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers universais 515F e 806R e as
seguintes condi¢cdes de PCR: 94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 segq,
50°C por 30 seg e 68°C por 60 seg; seguido de 72°C por 10 min. A partir
destes amplificados foi construida a biblioteca metagendémica utilizando-se o kit
comercial “Nextera DNA Library Preparation Kit” da lllumina®. Os amplificados
foram reunidos em pools e posteriormente sequenciados no sequenciador
“‘MiSeq” da lllumina®. As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram
analisadas na plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology),
seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remocdo de sequéncias de baixa
qualidade, filtracdo, remocdo de quimeras e classificagdo taxonOmica. As
sequéncias foram classificadas em géneros bacterianos através do
reconhecimento de unidades taxonémicas operacionais (OTUSs), neste caso, a
homologia entre as sequéncias quando comparadas contra uma base de
dados. Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizagéo (SILVA 128) do
ano 2017 do banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA database.
Para gerar a classificacdo das comunidades bacterianas por identificacdo de
OTUs, foram utilizadas 69.608 leituras por amostra, com a finalidade de
normalizar os dados e ndo comparar amostras com diferente nimero de

leituras, evitando assim viés na taxonomia.

2.5. Avaliacdo da imunidade celular
Para coleta de sangue, os animais foram contidos em decubito dorsal

com o pescoco estendido e as patas anteriores puxadas para tras de maneira
gue o pescoco figue no mesmo eixo que o corpo. A puncéo foi feita na artéria
carétida na depressao da goteira jugular na altura do esterno, com uma agulha
de 38mm uma seringa de 10 mL (SOBESTIANSKY; BARCELOS, 2012). A
imunidade celular foi determinada por citometria de fluxo avaliando os
parametros: CD4 (linfécitos T auxiliares), CD8 (linfécitos T citotdxicos),
mondcitos (macrofagos, linfocitos B) e atividade de fagocitose. As amostras de
sangue total foram tratadas segundo Fernandes Filho et al (2013).
Basicamente, do sangue total foram extraidos os leucdcitos por meio de
Histopaque e centrifugacao, seguido de lavagem com solugcéo tamponada. Os

anticorpos especificos foram adicionados as células obtidas, incubados por 30
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minutos e fixados com paraformaldeido para posterior andlise no citbmetro de
fluxo FACSCalibur (Becton, Dickinson and Co, Rutherford, NJ).

2.6. Andlises de histologia
A analise histologica foi realizada para avaliagdo do intestino delgado.

Para isso foram coletadas amostras de duodeno jejuno e ileo. As amostras
foram conservadas utilizando formaldeido a 10% e fixadas em coloracéo
hematoxilina e eosina (H.E). A andlise do intestino delgado foi realizada
alternando entre a objetiva de 10 x e 40 x. Foram observados 80 campos por
tratamento, totalizando 400 campos por cada porcdo do intestino avaliada.
Para a avaliacdo do tecido, foi feita a qualificacdo usando como base o nivel de
proliferagcdo celular, variando em uma gradacdo de 0-8 (aumentando

gradativamente de acordo com o numero de células).

Os parametros avaliados foram: espessura epitelial, espessura de
lamina propria, infiltragdo plasmatica epitelial, infiltracdo plasmética em lamina
propria (LP), células caliciformes e congestdo. Todas as avaliagbes
histopatolégicas foram realizadas no microscopio Olen Basic Binocular

Acromatico.

2.7. Andlises estatisticas
Desempenho: Para os dados de desempenho das porcas e leitegadas

foram considerados no modelo estatistico os efeitos de tratamento e de blocos
(OP), submetidos a andlise de variancia pelo procedimento GLM em nivel de
5% de significancia. As eventuais diferencas entre as meédias entre 0s
tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey (P < 0,05). As andlises
estatisticas foram realizadas com o programa estatistico Minitab 15 (Minitab
Inc., State College, USA). Microbioma: Na analise de componentes principais
foi utilizado o método de distancia Bray-Curtis. e microbioma O percentual de
células imunes, indicado em graficos de barra foi submetido ao teste de
ANOVA de uma via seguido por Teste de Bonferroni comparando-se todos os
grupos entre si (P < 0,05). Para este teste estatistico e formulacéo das figuras

foi utilizado o software GraphPad Prism 6.
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3. Resultados e discussao

3.1. Desempenho de porcas lactantes e leitegadas

O desempenho, a mobilizacdo lipidica e proteica de porcas lactantes
alimentadas com dietas contendo ou néo 6leos funcionais sado apresentados na
tabela 1. O numero de leitbes nascidos vivos e natimortos nao diferiram
(p>0,05) entre tratamentos e ordens de parto. J&, o consumo médio de ragéo
durante a lactacéo foi 26,5% superior (p<0,05) em multiparas em relacdo as
primiparas. Dentre muitos fatores, o consumo voluntario na lactacdo €
dependente da capacidade ingestiva e do apetite da fémea. Nesse contexto,
porcas multiparas apresentam uma maior capacidade ingestiva e maior apetite
em relacdo as primiparas. Entretanto, fatores estressantes associados ao
primeiro parto comprometem a ingestdo voluntaria em primiparas
(WHITTEMORE & KYRIAZAKIS, 2006). Ndo houve diferenga (p>0,05) na
conversao alimentar de porcas alimentadas com dietas contendo ou ndo 6leos
funcionais na dieta. Houve efeito do bloco, sendo que primiparas apresentam
uma melhor (p<0,01) conversdo alimentar em relacdo a multiparas (PO>2).
Isso estd associado ao menor consumo de racdo nessa categoria e sua
producdo de leite equivalente a uma fémea adulta. Além disso, a eficiéncia
energética para producdo de leite é 15% superior quando proveniente da
mobilizacdo das reservas corporais em relacdo a origem dietética (DOURMAD
et al., 2008). Fémeas lactantes alimentadas de forma restrita possuem maior
eficiéncia energética, produzindo mais leite por quilograma de alimento, no
entanto, o catabolismo tecidual é intenso, com impacto negativo na producdo
de leite, ganho de peso da leitegada e no tamanho da leitegada subsequente
(DE BETTIO et al., 2016).

O peso inicial e final das porcas nao diferiu (p>0,05) entre tratamentos.
Naturalmente, houve diferenca entre os grupos de ordens de parto, onde
primiparas sdo relativamente menores que multiparas ao inicio do experimento
(211 vs. 253kg). Entretanto, uma diferenca (p<0,001) acentuada na perda de
peso (superior a 20 kg) foi verificada em primiparas ao final do experimento.

Essa perda de peso nas primiparas foi confirmada pela variagdo da perda de
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peso na lactacdo em relacdo ao peso ao parto (AL, %PV), as quais perderam
cerca de 10% (p<0,01) do seu peso vivo ao final da primeira lactacdo. N&o
houve diferenca (p>0,05) de espessura de toucinho (ET) entre porcas
alimentadas ou ndo com dietas contendo 6leos funcionais e em grupos de
primiparas e multiparas (tabela 1). Porcas que consumiram o 6leo funcional na
dieta (FOSow) tiveram a menor variagao (p<0,05) na perda de peso. Essa
diferenca pode estar associada ao maior consumo de racgdo verificado nesse
grupo, minimizando a demanda energética e posterior mobilizacdo das
reservas corporais. Alguns oleos essenciais podem apresentar propriedades
palatabilizantes, entretanto, grande parte dos compostos fendlicos possuem
atividade antioxidante, as quais podem melhorar a preservacdo da racao
durante sua estocagem (OMONIJO et al., 2018).

Diversos estudos indicam que nao ocorrem alteracées na condicao
corporal de porcas lactantes quando suplementadas com dietas contendo o
uso de Oleos essenciais/funcionais (BALASUBRAMANIAN et al.,, 2016;
HOUSSAIN et al., 2015; ROSSI & SOARES, 2013). Os beneficios do uso dos
diferentes compostos estdo associados a modulacdo da flora intestinal,
resposta imunologica e melhora na digestibilidade dos nutrientes que podem
ter efeitos indiretos sobre o crescimento da leitegada (ARIZA-NIETO et al.,
2011; HOUSSAIN et al., 2015, ZHAI et al., 2018).

Um maior (p<0,01) catabolismo proteico ocorreu em fémeas ANTPIig a
quais ainda apresentaram maior perda de peso e de espessura de toucinho
durante a lactacdo. Em relacdo as fémeas que receberam 6leos funcionais na
dieta ou suas leitegadas, fémeas ANTPig apresentaram mobilizacdo proteica
43% superior. Primiparas possuem um catabolismo proteico cinco vezes
superior (p<0,01) as porcas >OP2. A mobilizacao lipidica foi 60% inferior em
porcas FOSow em relacdo a porcas que nao receberam 6éleos funcionais na
dieta. A mobilizacéo de lipidios foi superior 33% (p<0,05) em primiparas em
relacdo a multiparas. O consumo limitado de racdo durante a lactacdo faz com
gue a porca mobilize nutrientes de diferentes tecidos corporais, com
consequente perda de peso. Em sistemas de producéo atuais, porcas lactantes

chegam a produzir de 10 a 12 kg de leite ao dia e, nestas condi¢fes, a ingestédo
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de nutrientes é inferior a demanda, o que aumenta a mobilizacdo proteica e
lipidica (BERGSMA et al., 2009).

Em primiparas o desafio € maior, uma vez que ocorre maior ganho
proteico e menor acumulo de reservas lipidicas durante a gestacdo e uma
ingestao limitada de nutrientes (cerca de 20% menor) que porcas adultas na
lactacdo (YOUNG et al., 2005). Além disso, em fémeas adultas, a alimentacao
restrita normalmente usada durante a gestacdo nem sempre permite recuperar
as reservas corporais para o0 ciclo subsequente. Estes fatores podem
comprometer diretamente o peso da leitegada e a longevidade produtiva das

fémeas no plantel.



Tabela 1. Desempenho, mobilizacéo lipidica e proteica de porcas lactantes alimentadas com dietas contendo ou néo 6leos funcionais.
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Tratamentos Ordem de Parto Efeito
Variaveis NC FOPiIg FOSow FOAII ANTPIg OP1 oP>2 T OoP
Nascidos vivos, n 12,427 12936 15,0 £ 3,4 13,5+£2,9 152 2,1 138+£3,2 13,6+3,0 ns ns
Nascidos mortos, n 1,33+0,51 220+1,6 1,33+£0,57 1,75+ 1,5 1,75+ 0,95 1,44 £ 0,7 1,84+1,3 ns ns
Consumo de racao, kg 7,00 +1,03 7,14 + 1,39 7,57 +0,94 7,36 + 2,08 7,27 +1,64 6,45+1,17° 8,16+ 1,10° ns *
Converséo alimentar 448+261 3,75+1,00 353+087 3,14x085 3,41+1,63 2,95+0,80° 4,47+1,79"° ns *k
PV inicial, kg 244 +38,0  225%28,0 224 £ 26,6 228 £37,5 237 £22,7 211+155° 253+27,8° ns
PV final, kg 227 +453 208+ 33,8 219 +£37,5 213 +£42,3 212 23,6 191 +18,9° 243+302° ns
AL, %PV -7,20+£6,4% -795+62° -013+6,2° -816+57° -10,6+4,5 -10,27 +5,7* -3,65+5,4° * *k
Dif ET, mm 427+1,9 425+ 1,6 391+21 3,30 +1,6 4,44 +1,2 4,22 +1,7 3,78+ 1,7 ns ns
Mobilizacgéo, kg
Proteinas -152+25" -185+21* 1,200+22° -1,76+1,8" -3,00+1,9° -251+2,0% -0,44+24° ** *
Lipideos -935+37" -880+48" -408+38" -797+37" -115+7,0° -10,2+4,0°  -6,78+4,2° * *

PV: peso vivo; AL: variagdo na perda de peso na lactagdo; Dif ET: diferenga entre espessura de toucinho inicial e final; Ns P>0,05; *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,001. T:
Tratamentos; OP: Ordem de parto; NC: controle negativo, dieta comercial sem antibidtico para leitdes e porcas; FOPig: dieta com éleos funcionais (FO) para leitdes; FOSow:
dieta com FO para porcas; FOAIl: dietas FO para porcas e leitbes; ANTPIG: dieta com antibiotico para leitdes.
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O desempenho de leitegadas de porcas lactantes e de leitdes
alimentados com dietas contendo 6leos funcionais sdo apresentados na tabela
2. Nao houve diferenga (p>0,05) entre tratamentos para o ndmero de leitbes
durante o aleitamento e desmamados, assim como para 0 peso ao hascimento
e ao desmame (p>0,05). O numero de leitbes desmamados foi, em média, 14%
superior (p<0,05) em primiparas em relacdo a multiparas. O tamanho da
leitegada influencia diretamente no ganho de peso individual dos leitbes. Esse
resultado foi verificado em nosso estudo, onde leitdes de multiparas
apresentaram maior ganho de peso em relacéao a leitdes de primiparas (0,227
vs. 0,205g/d). O ganho de peso individual e da leitegada nao diferiram (p>0,05)
entre porcas alimentadas com dietas contendo ou nao 6leos funcionais.

Embora os resultados ndo tenham sido significativos, numericamente, 0s
grupos que receberam Oleos funcionais sdo superiores ao grupo controle. O
tempo de fornecimento da racao pré-inicial (inferior a 11 dias) e o desmame
precoce das leitegadas (<21 dias) pode ter influenciado no resultado, uma vez
gue a quantidade consumida de 6leo funcional tenha sido limitada. Outro ponto
a considerar é que o pico de lactacdo das porcas modernas é aos 21 dias,
sendo visivel o crescimento dos leitbes a partir da Gltima semana. ARIZA-
NIETO et. al. (2011) e TAN et al. (2015) identificaram aumento no ganho de
peso dos leitbes somente na ultima semana de aleitamento de leitbes de
fémeas alimentadas com dietas contendo orégano (carvacrol e timol). FUOSS
et al. (2018) identificou um pior desempenho das leitegadas e menor consumo
de alimento das porcas lactantes alimentadas com dietas contendo um
complexo mineral e oleoresina de aroeira (mastique). TAN et al. (2015) indica
gue os efeitos benéficos sobre o desempenho das leitegadas estdo associados
ao menor estresse oxidativo em porcas alimentadas com dietas contendo
orégano. Ja ARIZA-NIETO et. al. (2011) e MATYSIAK et al. (2012)
identificaram que Oleos a base de orégano, alecrim e pimenta aumentam as
concentracOes de lactose no leite, aumentando o ganho de peso e 0 peso ao
desmame de leitdes lactentes. ROSSI & SOARES (2013) apontam que o0s
efeitos indiretos da modulacdo da resposta imune e da saude intestinal das
fémeas podem melhorar o desempenho das leitegadas e aumentar a

sobrevivéncia neonatal.



Tabela 2. Desempenho de leitegadas de porcas lactantes e leitdes alimentados com dietas contendo 6leos funcionais.
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Tratamentos Ordem de Parto Efeito

Variaveis NC FOPIig FOSow FOAIl ANTPig OP1 oP>2 T OoP
Inicio experimento, n 13,4+2,2 13,50+ 1,6 13,3+2,0 134+2,2 14,0+ 2,6 13,9+1,6 13,4+0,5 ns ns
Desmamados, n 11,1+2.8 109+1,7 114+19 122+19 12,0+ 2,3 12,2+ 1,8% 10,7 +2,2° ns *
Peso inicial, kgl 1,39+0,21 1,31+ 0,15 1,27 £ 0,21 1,43+0,24 1,28 £0,14 1,32+0,2 1,36 £ 0,2 ns ns
Peso desmame, kgl 5,24+ 0,61 5,45 + 0,68 5,57 £ 0,56 5,65+ 0,89 5,74 £ 0,53 5,40+ 0,6 5,66 = 0,7 ns ns
GP individual, kg/dl 0,200 = 0,03 0,212 + 0,03 0,217 = 0,02 0,218 + 0,04 0,233 +0,03 0,205+ 0,03° 0,227 +0,03" ns *
GP leitegada, kg/d1 1,88 + 0,64 1,95+ 0,35 2,22+0,43 2,34+0,31 2,34 +£0,22 2,25+0,41 2,01+£0,13 ns ns
Ingestdo de Energia (E)°

E ing. kcallkg PV*"® 364+32 378+31 385+31 374+37 404+33 367+33° 395+29° ns *
E ing. kcal/leitdo 896+127 945+129 967+112 971+174 1039+130 915+128° 1014+131° ns *
Ing. leite, g/leitdo 7931112 836+114 856+99 8591154 920+£115 810+113° 897+116% ns *
Mortalidade, %° 8,4° 8,3" 8,6° 1,9° 11,4° 6,1 9,5 *x ns
Isospora suis, OPG* 0 0 0 0 0 0 0 - -
Incidéncia diarreia, % 9,15° 13,5° 16,9° 6,6" 9,5° - - * -

"Médias ajustadas LSMEAS, niimero de leitdes usados como covariavel; * E ing PV0,75= Energia ingerida ajustada ao peso metabdlico do leitdo; El (kcal/leitdo) = ganho peso individual
x 4.063 kcal (12 semana) ou 4.541 kcal (22 e 3% semanas). Ing. leite (g/leitdo) = EI/1.13 kcal; ®*Mortalidade ocasionada por diarreias e inanigéo.“Oocistos de Isospora suis por grama de
fezes; Ns P>0,05; *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,001. NC: controle negativo, dieta comercial sem antibiético para leitdes e porcas; FOPig: dieta com 6leos funcionais (FO) para leitdes;
FOSow: dieta com FO para porcas; FOAIl: dietas FO para porcas e leitdes; ANTPIG: dieta com antibiético para leitdes.
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A ingestao de energia e de leite pelos leitdes nao diferiu (p>0,05) entre
os tratamentos. Multiparas apresentam leitdes com maior (p<0,05) ingestédo de
energia e leite em relacdo a primiparas. Estes resultados estdo diretamente
associados ao ganho de peso individual dos leitdes, discutidos anteriormente.

A taxa de mortalidade, considerando leitdes mortos por fraqueza,
inani¢ao e diarreia, foi 83% inferior (p<0,05) em leitdes FOAIl (porcas e leitdes
recebendo 6leos funcionais na dieta) em relacdo aos leitdes alimentados com
dietas contendo antibiotico Sulfametoxazol e Trimetopim. Ja leitdes que
receberam o oleo funcional via leite (FOSow) ou somente na racao (FOPIQ)
apresentaram taxas de mortalidade semelhantes (p<0,05) ao grupo controle
negativo (NC). A menor mortalidade observada em leitdes FOAIl esta
associada aos efeitos dos principios ativos cardanol, cardol e acido anacardico
gue possuem acao antimicrobiana e imunoestimulante. Varios estudos também
indicam reducéo na mortalidade de leitdes durante o periodo de aleitamento e,
acreditam que os compostos bioativos extraidos de plantas como o carvacrol
(ARIZA-NIETO et. al., 2011, TAN et al., 2015), capsicum, cinemaldeido, timol
(MATYSIAK et al.,, 2012) e feno grego (HOUSSSAIN et al., 2015) tenham
efeitos positivos sobre a saude intestinal (microbiota e integridade) e imunidade
dos leitdes lactentes.

A incidéncia de diarreia foi maior no grupo onde somente a porca fez
ingestao de 6leo funcional (FOSow) quando comparada ao uso tanto na porca
quanto no leitdo (P<0,05). Como representado na Figura 1, cerca de 70% dos
leitbes de porcas FOSow apresentaram diarreias entre os dias 3 e 5 ap0s o
nascimento. Além disso, € possivel verificar que leitdes FOPig apresentaram
maiores incidéncias de diarreias nos primeiros dias de vida. Cabe salientar, que
o fornecimento da dieta contendo o 6leo funcional ocorreu nesse grupo apos 0s
11 dias de vida. A auséncia de diarreias foi evidenciada nos grupos contendo
oleo funcional (FOPig, FOSow, FOAIl) e antibiotico (ANTPig) a partir dos sete
dias de experimento. As principais causas de doencas intestinais em suinos
sdo causadas pela E. coli. A presenga de patdgenos entéricos pode causar
perda de energia desnecessaria no animal para ativar o sistema imunologico
(LEE et al, 2016). O uso de oleo funcional de pimenta vermelha brasileira reduz
o indice de diarreia em animais recém desmamados (CAIRO et al, 2017). A

reducdo de incidéncia de diarreia esta diretamente relacionada com a melhora
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no ganho de peso dos leitdes, assim como a diminuicdo da permeabilidade
intestinal, melhora nos indices nutricionais e alteragbes na comunidade
bacteriana do intestino (HUANG et al, 2015). Leitdes desafiados como E. coli e
alimentados com dietas contendo baixas dosagens (10mg/kg) de oleoresinas
de alho, pimenta ou acafréo reduziram a frequéncia de diarreias e melhoraram
a saude intestinal, através da maior integridade da membrana intestinal (LI et
al, 2012).
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Figura 1. Incidéncia de diarreia entre leitegadas de porcas lactantes e leitbes alimentados com
dietas contendo 6leos funcionais
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3.2. Microbiota intestinal
No total, foram identificados 29 filos bacterianos, sendo o0s mais

abundantes, Firmicutes (74% de todas as sequéncias), Bacteroidetes (17%) e
Proteobacteria (3,6%). De maneira interessante, o quarto grupo mais abundante
foi um grupo de Arqueas do filo Euryarchaeota (1,2% da comunidade). Um
aumento significativo do filo Proteobacteria foi observado em leitbes NC quando
comparado aos demais grupos. Leitdes FOAIl apresentaram maior populacéo de
proteobacterias em relacéo aos leitdes FOPig, FOSow e ANTPIg (Figura 2a). As
proteobacterias sdo um filo composto por bactérias gram negativas, as quais
incluem a Escherichia, Salmonella e Helicobacter que causam prejuizos na
suinocultura. Observa-se uma maior abundancia de Proteobacteria e Firmicutes
em leitbes com diarreia com Escheria Coli enterotoxigénica (BIN et al, 2018). E
provavel que os compostos fendlicos dos 6leos funcionais utilizados atuam de
forma seletiva, diminuindo a populacao de bactérias gram positiva, permitindo o
crescimento e desenvolvimento de gram positivas. Leitdes dos grupos NC e
FOPIg apresentaram uma populacéo do filo Spirochaetae semelhante e superior

aos demais tratamentos (Figura 2b).

Oleos essenciais modulam a microbiota de leitdes com abundancia de
Firmicutes, que podem aumentar a absorcdo de energia pelos leitbes, de
Lactobacilos, as quais s@o reconhecidas como benéficas por manter o equilibrio
da microbiota intestinal e promover a saude do animal. Além disso, bactérias
como Veillonellaceae, Megasphaera, Butyrivibrio e Ruminococcus sao
responsaveis pela producédo de &cidos graxos de cadeia que mantém a saude
intestinal (LI et al., 2018).

Na andlise de componentes principais (PCA) em relacdo aos filos
bacterianos (Figura 2c) foi observado um claro agrupamento das amostras por
tratamento. Esta andlise compara as microbiotas analisando-se todos os filos
bacterianos de uma amostra como um conjunto. A distancia entre os pontos
indica 0 grau de variacdo das respectivas microbiotas quanto aos filos
bacterianos. Assim, o eixo PC1l corresponderia a principal variavel do
experimento (tratamento) e explicaria 96,2% das mudancas os filos bacterianos.
As maiores mudancas foram entre grupos FOSow e FOAII, resultado sugerido

pela maior distancia entre estes dois grupos no PCA plot.
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Figura 2. Comparagdo pareada entre tratamentos em que os filos bacterianos Proteobacteria
(A), Spirochaetae (B) variaram significativamente pelo teste ANOVA com teste post-
hoc de Tukey-Kramer (P < 0,05). (C) Analise de componentes principais (PCA) dos
filos das comunidades bacterianas. Cada ponto na figura representa uma amostra.
Tratamentos TO: NC; T1: FOPig; T2:FOSow; T3: FOAIl; T4: ANTPig
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Quanto aos géneros bacterianos, foram identificados 594 géneros. Os
mais abundantes foram Lactobacillus, que representou 14,37% de todas as
sequéncias; seguido por Subdoligranulum (8,17%) e Eubacterium
coprostanoligenes (6,26%). A comparacdo mostrou diferencas significativas
entre 0s grupos para 121 géneros bacterianos. Assim, devido ao grande
ndamero de géneros em que houve diferengas significativas, foram selecionados
alguns destes géneros os quais foram plotados na Figura 3. Foi observado
aumento significativo (P<0,05) dos géneros Escherichia-Shigella; Enterococcus
e Bacteroides no grupo FOAIl quando comparado aos outros grupos. Por outro
lado, foi observado aumento significativo de Lactobacillus no grupo ANTPig e
de leitdes FOPig em relacdo aos outros grupos. Adicionalmente, em relacéo
aos géneros bacterianos foi observado um agrupamento definido das amostras
por andlise de componentes principais (PCA). Assim, o eixo PC1(tratamentos)

explicaria 89,1% das mudancas nos géneros bacterianos. (Figura 3d).

Condicdes estressoras, como o0 desmame alteram a microbiota, com
diminuicdo das populacdes de Lactobacillus spp e perda da biodiversidade
microbiana, enquanto, bactérias anaerébias facultativas como Clostridium spp.,
Prevotella spp., e gram-negativas como Proteobacteriaceae, incluindo E. coli
aumentam significativamente (GRESSE et al., 2017). O fornecimento da dieta
pré-inicial pode influenciar diretamente na alteracdo da microbiota intestinal, uma
vez que altera a morfologia intestinal e modifica o padréo enzimético, o que nos

primeiros dias ap6s o fornecimento estd associado a maior quantidade de

substrato remanescente para o desenvolvimento bacteriano (CELI et al., 2017).

Lactobacillus séo benéficas para recuperacao de diarreias em leitdes, pois
estdo entre as dez bactérias mais presentes no jejuno de leitbes recuperados
(BIN et al, 2018). Assim como o0s Lactobacillus, as Bacterioides e
Bifidobacterium sé@o bactérias benéficas para o hospedeiro (BROWN et al, 2012).
Em nosso estudo, podemos avaliar que os Lactobacillus foram o género mais
abundante entre os tratamentos, e o grupo no qual os leitbes utilizavam
antibiéticos foi maior essa presencga do que quando comparado aos demais. Ja
as bactérias do género Escheria-Shigella, Enterococcus e Bacteriodes foram as

mais presentes no FOAIl, quando comparada aos demais grupos. Em leitdes
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com diarreia, 0 género bacteriano mais encontrado € o Escheria-Shigella (BIN et
al, 2018).

Como verificado nas figuras 2c e 3d, as mudancas de filos bacterianos
foram maiores entre os grupos FOSow e FOAIl. Em porcas, a ingestédo de 6leos
funcionais pode modular a microbiota intestinal, favorecendo a digestédo e
absorcdo dos nutrientes, além de influenciar positivamente no metabolismo
intermediario dos carboidratos, na aminoacidos e lipidios (LI et al.,, 2018). A
microbiota de leitdes FOSow possui o impacto dos lipidios fendlicos e de um
perfil de acidos graxos diferenciado transferido pelo leite (ARIZA-NIETO et al.,
2011). Além disso, a microbiota intestinal interage com inumeras funcgdes
fisiolégicas e a patogénese de varias doencas no hospedeiro através de seus
produtos metabdlicos (PLUSKE et al, 2018). Assim, através da modulacdo do
uso Oleos funcionais sobre a microbiota ocorre um incremento no metabolismo
de carboidratos, aminoacidos e em especial do propionato e butirato (LI et al.,
2018). Estes acidos graxos volateis (AGVs) sao conhecidos por melhorar a
barreira intestinal e atuar como anti-inflamatérios (LI et al., 2018b). Mudancas
no pH que ocorrem através da producdo de AGVs podem selecionar colbnias
de bactérias, assim como os produtos da fermentacdo de carboidratos e
aminoécidos, (NH3, aminas, indol e fenol) dificultam a colonizacéo de bactérias

como Bifidobacterium spp.

De maneira geral, a administracdo dos 6leos funcionais pela racédo ou
pelo leite materno atuou na seletividade do microbioma de leitbes.
Proteobacteria, Enterococcus, Escheria-Shigella quantidade relativas (ainda
superiores tratamentos FOPig e ANTPig) de Spirochaetae. ambas gram-
negativas foram encontradas em leitdes FOALL. J4 a populacdo de
Lactobacillus foi expressiva em leitbes FOSow (receberam via leite materno) e
leitbes que receberam antibidticos (ANTPig). Leitbes FOPig apresentaram

comportamento similar aos leitdes ANTPig na analise de microbioma.
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Figura 3. Géneros bacterianos que variaram significativamente entre grupos. Sao apresentadas
média e desvio padrdo e comparacao pelo teste de ANOVA com teste post-hoc de
Tukey-Kramer (P < 0,05). Tratamentos TO: NC; T1: FOPig; T2:FOSow; T3: FOAIl; T4:

ANTPig



50

Da mesma maneira, estes resultados foram respaldados pelo diagrama
de Venn (Figura 4). O diagrama representa 0s organismos que sao Unicos para
cada grupo e aqueles em comum entre 0s grupos. Assim, foram observados
4075 organismos Unicos no grupo de suinos FOSow, sendo o grupo com maior
namero de organismos Unicos, mostrando assim uma diferenciacdo quando

comparado aos outros grupos.
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Figura 4. Diagrama de Venn com o “Core microbiota”. O diagrama representa os organismos
gue sdo Unicos para cada grupo e aqueles em comum entre 0s grupos. Tratamentos
TO: NC; T1: FOPig; T2:FOSow; T3: FOAIl; T4: ANTPig

Por outro lado, referente a biodiversidade das comunidades bacterianas,
foi observada uma diminuicdo (P<0,05) significativa da riqueza da microbiota

no grupo ANTPig em relacdo aos demais tratamentos (Figura 5a). A analise da
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microbiota indicou uma forte selecdo das populacdes bacterianas quando os
animais foram tratados com O6leos ou antibidticos. A adicdo do antibiotico
reduziu fortemente a variabilidade da populagdo microbiana intestinal,
enguanto que o uso de Oleos funcionais— nas porcas e/ou nos leitdes — reduziu
a diversidade microbiana de maneira menos acentuada. Os tratamentos
criaram microbiotas com constituicdes bastante homogéneas (dentro daquele
grupo) e separadas entre os grupos, evidenciadas nas figuras 2c e 4d. Apesar
de que todos os tratamentos tiveram microbiotas diferentes entre si, leitdes do

grupo NC foram similares aos leitbes FOPig e FOAII.

Alguns dleos funcionais assim como 0s essenciais sao rapidamente
absorvidos no estbmago e pelo duodeno, cerca de duas horas apos a
administracdo (ZHAI et al., 2018). O acido anacardico e ricinoleico, assim como
o cardol e cardanol, sdo lipidios fendlicos, os quais apresentam cadeias
alifaticas (cadeias abertas de carbonos) com vérias insaturacdes que podem
ser rapidamente absorvidos pela membrana intestinal. Dessa forma, assim
como os antibidticos, se administrados em concentragcdes maiores podem

alterar prontamente a microbiota intestinal.

A constituicdo da microbiota em relagdo a classificacdo de Gram esta
apresentada na figura 5b e 5c. Os grupos FOPig e ANTPig apresentaram
reducdo na quantidade de bactérias Gram-negativas no intestino, com aumento
concomitante de bactérias Gram-positivas. A seletividade no microbioma
bacteriano nestes tratamentos indica que tanto o antibiético como a ingestao de
Oleos funcionais pelo leitdo atuam sobre bactérias como Escherichia-Schigella
e Proteobacterias. Oleos comumente estudados como de orégano, canela e
pimenta apresentam acdo antimicrobiana comprovada sobre as bactérias gram
negativas Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella e Gram positivas como
Staphylococcus e Lactobacillus (LIU et al., 2018; ZHAI et al. 2018). Os
mecanismos de acdo dos compostos fendlicos extraidos das plantas ainda nao
sao totalmente conhecidos, mas podem estar associados a hidrofobicidade e
facilidade em penetrar na célula bacteriana, alterando seu sistema enzimatico
e, assim alterando propriedades fisicas e quimicas da membrana celular até

sua ruptura (LI et a., 2018).
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Figura 5. Rigueza das comunidades bacterianas (a), constituicdo da microbiota em relacdo a
classificacdo Gram, negativas (b) e positivas (c). Mediana e quartis sdo apresentados. O valor
entre grupos indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (P <
0,05).
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O trato gastrointestinal em mamiferos abriga cerca de 10'* organismos
comensais que existem em uma relacdo simbidtica com o hospedeiro (KAYAMA;
TAKEDA, 2012). Ha interacdo entre a microbiota e a funcdo imunoldgica
principalmente durante os primeiros dias de vida (DIMMITT et al, 2010; EBERL,
2010). Se ocorresse a auséncia de qualquer microbiota o sistema imunolégico
ndo se desenvolveria por completo. A populagdo de linfécitos no intestino é
baixa e ndo se desenvolvem, assim como o tecido linfoide, particulas da
microbiota sdo excelentes ativadores da resposta imune (EBERL, 2010). Sendo
assim, a microbiota intestinal contribui com a protecdo do hospedeiro contra
bactérias patogénicas, essa protecdo vem através da competicdo por nutrientes
e pelo estimulo da resposta imune, além de desempenhar um papel importante

no desenvolvimento das células epiteliais (RODA et al, 2010).

3.2. Imunidade celular

O trato gastrintestinal é a primeira linha de defesa do animal, possuindo
uma grande area de superficie, estando sujeito a acesso de patdgenos que
causam alteracdes em suas estruturas e células (TARABOVA et al, 2016).
Algumas células desempenham um papel fundamental entre a regulacdo da
comunicacao entre o trato gastrointestinal e o microbioma, dentre elas estédo as
dendriticas, linfocitos, macrofagos e mastécitos, isso para manter uma
microbiota saudavel (CELI et al, 2017).

Na figura 6 s@o apresentados o percentual circulante de células imunes. O
fornecimento do 6leo funcional ndo alterou (P>0,05) as concentracdes de
linfécitos T auxiliares e citotdxicos no inicio (D4) e ao desmame (D21). Os
linfécitos T duplo-marcados apresentaram concentracdes maiores (P<0,05) em
leitbes NC aos 4 dias de idade em relacdo aos leitdes ANTPig e leitbes que
receberam Oleos funcionais. Devido ao maior numero de células T duplo
marcadas nos leitdes NC aos 4 dias, quando comparada ao uso de antibidticos
na racéo dos leitdes (ANTPig), pode-se observar que os animais NC possuem
uma maior sensibilidade a antigenos, por possuirem um maior namero de
células T e os leitdes que fizeram a ingestdo de antibidticos promotores de

crescimento (ANTPig) ndo possuem essa sensibilidade tdo significativa quanto
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ao controle. Em leitbes que receberam o6leos essenciais foi verificado um
aumento na proliferacdo de linfocitos circulantes quando ha utilizacdo de 6leos
de timol e cinemaldeidos, porém nas demais respostas inflamatdrias ndo ha
aumento (LI et al, 2012).

A razdo CD4:CD8 aos 4 dias diferiu (P<0,05) entre leitbes FOPIig e

FOSow porém semelhante aos demais tratamentos.

J& as concentracfes de macrofagos foram maiores (P<0,05) em leitdes
FOPig em relacao aos leitdes NC, FOAIl e FOSow aos 4 dias apds nascimento.
Aos 21 dias, a concentracdo de linfocitos B foi superior em leitdbes NC

comparadas aos demais tratamentos (P<0,05).

A microbiota intestinal possui fun¢des essenciais no metabolismo do
hospedeiro e no direcionamento do desenvolvimento do sistema imune (BROWN
et al, 2012). A dieta pode modificar a composicdo da microbiota do trato
gastrointestinal, modulando a producdo de peptideos que podem interferir no
crescimento e na adesao de patdégenos (CELI et al, 2017). Assim como, pode
interferir na producdo de citosinas e na regulacdo da barreira intestinal, tendo
efeito sobre a imunidade e ativacao local de celular imunes (CELI et al, 2017).

Complexas respostas biologicas e estimulos nocivos relacionados a
infeccdes, lesdes e traumas sdo as causam de inflamacdes. Mediadores pro-
inflamatorios, como TNF-a, COX-2, iINOS, NF-kB, IL-1B e IL-6 sdo os que
regulam as inflamacdes. Um dos papeis cruciais no desencadeamento da
resposta imune local sdo as citocinas pro-inflamatorias induzidas por
macrofagos. O uso do 6leo da casca do caju, compostos por lipideos fendlicos
estd associado a inibicdo destes mediadores, apresentando propriedades imuno

protetoras e anti-inflamatérias (SOUZA, 2018).
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Figura 6. Porcentagem circulante de células imunes. O eixo vertical apresenta a porcentagem de

cada subtipo celular em relagdo as células mononucleares do sangue periférico

(PBMC, da sigla em inglés). A razdo CD4:CD8 apresenta a divisdo entre essas duas

populacdes imunes. Diferencas significativas em uma determinada data sao

representadas por letras diferentes sobre cada barra. Letras pretas indicam P < 0,05.

Letras vermelhas indicam P < 0,10.
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Assim como o tratamento que somente os leitdes ingeriram 6leo funcional
apresentou maior numero de macréfagos quando comparado ao tratamento em
gue tanto porca quanto leitdo receberam aos 4 dias. Sendo assim o tratamento
gue somente os leitdes receberam possuiu uma maior capacidade de fagocitose
de patdgenos quando compara ao que ambos recebiam. Além de possuir
possuindo tendéncia de ser maior também comparada aos grupos controle e o
grupo que somente as porcas recebiam Oleo funcional. Os macréfagos sao
células do sistema imune capazes de fagocitar os patégenos. Macrofagos séo
atraidos pelos produtos bacterianos e também pelas moléculas liberadas pelas

células e tecidos danificados.

Inflamacgdes prolongadas contra infeccfes possuem um gasto energético
desnecessario para o animal. Assim, a prevencao de inflamacdes e o retorno de
condi¢cdes imunoldgicas € um maleficio quando se trata de producdo animal
(HUANG et al, 2018). Pois quando h& ativacdo da resposta imune frente a
presenca de patdégenos, had uma diminuicdo no crescimento do animal,
aumentando o custo de producédo e tendo uma menor eficiéncia alimentar (CELI
et al, 2017).

O numero de células leucocitarias circulantes ndo é influenciado quando
ha utilizacdo de extratos vegetais na dieta de leitdes, porém sdo eficazes contra
diarreia e melhoram o desempenho do animal (CHO et al., 2012). A resposta
imunoldgica dos leitbes pode ser aumentada quando ha ingestdo de um mix de
Oleos essenciais e resveratrol (AHMED et al, 2012). Apesar de haver uma
grande diversidade de compostos fitogénicos e possuirem complexas acoes
imunomoduladoras, os fitogénicos sao considerados os aditivos mais
promissores para a regulacao e efeitos positivos sobre a resposta imune de aves
e suinos (HUANG et al, 2018).

Apesar de aumentar o consumo de energia dos leitdes e apresentar
aumento em linfocitos no leite, porcas com dietas contendo 6leo de orégano nao
possuem a capacidade de aumentar Linfocitos T e imunoglobulinas 1gG e IgA,
nao influenciando no crescimento e na resposta imune dos leitbes (ARIZA-
NIETO et al, 2011). Devido a placenta de fémeas suinas ser epiteliocorial, ndo
ha capacidade de transferéncia imunoldgica através dela durante o periodo

gestacional. A ingestdo do colostro é fundamental para transferéncia
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imunologica, pois € através dele que a absorcdo das imunoglobulinas (REIS;
REIS, 2012; CARON et al., 2014). Até os 12-21 dias o leitdo ndo produz
imunoglobulinas, dependendo totalmente da absorcdo através da mamada
(CARON et al.,, 2014). As respostas imunes nado diferiram (P>0,05) entre
tratamentos em que a porca recebia ou ndo o 6leo funcional, sendo assim,
acredita-se que n&o haja um aumento na producdo de anticorpos no leite da
fémea para que haja a transferéncia para o leitdo.

Conforme mencionado no presente estudo, hd uma necessidade de novas
estratégias para substituicdo dos antibiéticos na dieta animal. Esta busca vem
devido a uma pressao da populacdo em geral por alimentos com menos aditivos
e seguros para alimentagcdo humana. Nosso estudo visou explorar o uso de
6leos funcionais na maternidade e seu impacto sobre o leitdo. Avaliamos através
de analises de microbioma, pouco estudadas, principalmente com o uso de
Oleos funcionais. Assim como, buscamos entender a resposta do uso de Oleos
frente ao microbioma intestinal e sua resposta sobre a modulagdo imune e o
impacto sobre a histopatologia intestinal. Sendo assim, demonstrou que 0 uso
de oleo funcional de casca de caju e mamona possui efeitos benéficos para os
leitdes quando diz respeito a microbiota intestinal, reposta imune e histologia

intestinal, sendo uma alternativa a substituicdo dos antibioticos.

5. CONCLUSAO

O uso de oleos funcionais em dietas de porcas lactantes e seu
fornecimento aos leitdes nado interfere no desempenho produtivo, mas diminui a
variacdo no peso corporal das porcas lactantes. O desempenho das leitegadas e
a condicao corporal diferem entre primiparas e multiparas.

A ingestdo de oleos funcionais pela racdo associada ao leite de porcas
gue receberam 6leos funcionais diminui a mortalidade das leitegadas.

Leitbes que recebem antibidtico nas dietas apresentam uma menor
riqueza na sua microbiota. O uso de 6leos funcionais modifica a microbiota cecal
com reducdo de bactérias gram-negativas. Apos a ingestdo de racdo contendo
Oleos funcionais, os leitdes apresentam comportamento microbiano semelhante
aos leitdes que recebem antibioticos na ragao.
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Os resultados associados as células imunes ao 4°dia de vida do leitédo
correspondem a ativagdo da imunidade inata. Ja leitdes do controle negativo
apresentam maior exposicdo aos antigenos patogénicos e maior producdo de
anticorpos através dos linfécitos B.

O uso de antibiéticos causa efeitos nocivos ao epitélio intestinal dos
leitbes, assim como a superdose de Oleos funcionais (entendida como
fornecimento na racédo + leite) que aumentam a infiltracdo da lamina prépria e
congestao.

Os beneficios dos o6leos funcionais sdo reconhecidos na sanidade das
leitegadas. Os mesmos atuam de forma sistémica com alteragdo da microbiota
intestinal e resposta imunomoduladora.
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APENDICE A

Desempenho relativo ao controle negativo.
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Género NC (%) FOPig (%) FOSow (%) FOAIl (%) ANTPig (%)
Acetitomaculum 0,035 v v v v
Acidaminococcus 0,038 v A v v
Actinobacillus 0,269 v v v v
Actinomyces 0,009 A A A A
Akkermansia 0,060 v v A A
Alistipes 0,277 A v v A
Alloprevotella 2,984 v v A A
Anaerococcus 0,001 A A A o
Anaerofilum 0,015 A A v v
Anaerorhabdus furcosa 0,017 A v v v
Anaerotruncus 0,800 v v v v
Anaerovibrio 0,368 v v A v
Anaerovorax 0,000 A A A ()
Bacteroides 3,709 v v A v
Bacteroides 0,059 v v v v
pectinophilus
Bifidobacterium 0,015 v v v v
Bilophila 0,018 A A A v
Blautia 0,984 v A v v
Butyricicoccus 0,058 v A A v
Butyricimonas 0,127 A v v A
Campylobacter 0,382 v v v v
Candidatus 0,056 A v v v
Methanomethylophilus
Catenibacterium 1,125 v v v v
Catenisphaera 0,369 v v v v
Christensenella 3,102 A v A v
Citrobacter 0,028 v v v v



Cloacibacillus
Clostridium sensu
stricto 1

Collinsella
Coprococcus 1
Coprococcus 3
Corynebacterium
Corynebacterium 1
Desulfovibrio
Eisenbergiella
Elusimicrobium
Enterobacter
Enterococcus
Escherichia-Shigella
Eubacterium
Eubacterium brachy

Eubacterium
coprostanoligenes

Eubacterium eligens
Eubacterium hallii
Eubacterium nodatum
Eubacterium rectale
Eubacterium
ruminantium
Eubacterium
xylanophilum
Faecalibacterium
Flavonifractor
Fusobacterium
Gemella
Globicatella

Haemophilus

Helicobacter

0,157
5,140
0,159
0,088
0,016
0,012
0,616
0,868
0,020
0,000
0,087
1,242
2,989
0,050
0,177

6,815

0,021
0,454
0,360
0,173
0,078
0,041
1,287
0,001
0,014
0,001
0,000
0,034

0,001
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Holdemanella
Howardella
Intestinibacter
Intestinimonas
Klebsiella

Kurthia
Lachnoclostridium
Lactobacillus
Lactococcus
Lactonifactor

Leuconostoc

Marvinbryantia
Megasphaera
Methanobrevibacter
Mitsuokella
Mogibacterium
Odoribacter
Olsenella
Oribacterium
Oscillibacter
Oscillospira
Oxalobacter
Parabacteroides
Parvimonas
Peptoclostridium
Peptococcus
Peptoniphilus
Peptostreptococcus

Phascolarctobacterium

2,139
0,018
0,071
0,033
0,663

0,041
1,298
1,575
0,270
0,013
0,147
0,027
1,807
1,417
0,407
0,403
0,018
0,204
0,084
0,975
0,892
0,003
1,761
0,000
1,910
0,692
0,002
0,002

0,653
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Prevotella 1
Prevotella 2
Prevotella 7
Prevotella 9
Providencia
Pseudobutyrivibrio
Pseudomonas
Pyramidobacter
Roseburia

Rothia
Ruminclostridium 5
Ruminclostridium 6
Ruminclostridium 9
Ruminococcus 1
Ruminococcus 2

Ruminococcus
gauvreauii

Ruminococcus torques

Sellimonas
Sharpea
Shuttleworthia
Solobacterium
Sphaerochaeta
Staphylococcus
Streptococcus
Subdoligranulum
Succinivibrio
Sutterella

Synergistes

0,707
2,080
0,095
1,519
0,020
0,078
0,002
0,131
0,167
0,022
0,038
0,133
1,061
0,897
3,797
5,442
0,093
0,224
0,075
0,005
0,208
0,034
0,247
0,625
8,302
2,060
0,105

0,016

4 4 )
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|
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Terrisporobacter
Treponema 2
Trueperella
Turicibacter
Unclassified
Vagococcus
Veillonella
Victivallis

Weissella

1,971

0,913

0,000

0,852
12,281
0,038

0,086

0,007

2,881

A

v

A

v

A

v

A

v
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V: menor porcentagem; A: maior porcentagem; @ nao diferiu. NC: controle negativo, dieta comercial sem
antibiotico para leitGes e porcas; FOPIg: dieta com 6leos funcionais (FO) para leitdes; FOSow: dieta com FO

para porcas; FOAII: dietas FO para porcas e leites; ANTPIG: dieta com antibiotico para leitdes.
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