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RESUMO

VALINI, Graziela Alves da Cunha, M.Sc., Universidade Federal d®34, julho de 2019.
Nucleotideos como alternativa aos antibiéticos promotores de crescimento em dietas

para leitbes desmamadas Orientador: Gabriel Cipriano Roa&h Coorientadogs Arele

Arlindo Calderano e Marcio de Souza Duarte.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de nucleotideos purificados em
substituicdo ao uso de antibidtico, em dietas para leitdes sobre desempenho e salde intestinal.
Foram utilizados 96 leitdes, com peso médio inicial de 7,44 + Kg68istribuidos em
delineamento em blocos casualizados, com 8 repeticdes. Os trés tratamentos foram racéo
controle (CON), racdo CON + 2 kg/ton de um aditivo comercial com nucleotideos purificados
(NUC) e racao CON + 0,6 kg/ton de um antibiético promotor de crescimento comercial com
colistina (ATB). Nao foi observado efeito (P>0,05) de nucleotideos e antibitico sobre o
consumo de racao diari@RD), ganho de peso diario (GPD), conversao alime@A),(peso

médio aos 35 dias e escore fecal. A suplementacdo de NUC teve efeito similar ao ATB
(P<0,05) e superior ao CON no aumento da proliferagéo celular do duodeno, contagem de
linfécitos do jejuno, altura de vilosidades, profundidade de cripta e na reducéo da area celular
das células de Paneth. A abfincia relativa de mMRNA de MAPK-6, Haptoglobina, T

ICAM-1 nio foi influenciada (P>0,05) pela inchitss de NUC e ATB nas taes Na
quantificacdo microbiana ileal, animais suplementados com NUC tiveram maior contagem de
enterobactérias (P<0,05) em relagdo aos animais CON e suplementados cam ATB
Entretanto, no c6lon NUC e ATB reduziram (P<0,05) a quantificacdo bacteriana total, quando
comparado ao CON. Estes resultados sugerem que o efeito dos nucleotideos purificados em
leitbes no pés-desmame se da pela modulacdo do trato digestivo, através da estimulagcédo da
resposta imune local e de uma acgéao trofica na mucosa intestinal, e por isso, pode ser uma

alternativa ao uso de antimicrobianos como promotor de crescimento.

Palavras-chave: Nucleotideos. Leitbes. Microbiota. Morfologia intestinal. Promotor de

crescimento.



ABSTRACT

VALINI, Graziela Alves da Cunha, M.Sc., Universidade Federal dg3d4, July, 2019.
Nucleotides as an alternative to antibiotics as growth promoters in weaned piglets
Advisor: Gabriel Cipriano RochaCo-advisors: Arele Arlindo Calderano and Marcio de
Souza Duarte

The current study aimed to evaluate the short-term effect of purified dietary nucleotides on
performance and gut health of weaned pigs. Ninety-six piglets 21 days-old, weighirg 7.44
0.65 kg were allocated into 1 of 3 treatments (8 pens per treatment; 4 pigs per pen) based on
body weight. Dietary treatments consisted of CON: corn-soybean meal based diet; NUC:
CON + 2 kg/ton of nutritional nucleotide aditive; and ATB: CON + 0.6 kg/ton commercial
growth promoter based on colistin. In this experiment, the average daily feed intake (ADFI),
average daily gain (ADG) gain:feed ratio (G:F), body weight (35 d) and the fecal score was
not affected (P>0.05) by supplementing NUC or ATB. Dietary NUC had a similar effect to
ATB and superior to CON (P<0.05) on enhancing duodenal cell proliferation, jejunum
lymphocyte counting, villus height, crypt depth, and reduction of Paneth cellular area. The
relative abundance of MAPK-6, Haptoglobin, TNF-and ICAM-1 mRNA was not
influenced (P>0.05) by treatments. In the ileal bacteria quantification, piglets supplemented
with NUC showed higher (P<0.05) total bacteria and enterobacteria proliferation than CON
and ATB. However, NUC and ATB reduced (P<0.05) colon total bacteria quantification when
compared to CON treatment. These results suggest that supplementing purified nucleotides to
weaned piglets improved gut health by modulating the local immune response and modulating
intestinal mucosa development and, therefore, nucleotides may be an alternative to antibiotics

as growth promoter.

Key words: Nucleotides. Piglet. Gut Microbiota. Intestinal morphology. Growth promoters.
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Implications

The results of this study show that dietary pure nucleotides have the potential
to reduce weaning-associated challenges on the piglet gut health. Supplementation
of purified nucleotides may be beneficial in mitigating stress in weaned piglets by
modulating immune responses, mucosal tissue, and gut bacteria composition. Thus,
dietary nucleotide is a good nutritional strategy to help piglets to cope with this
transition phase and the challenges associated with free in-feed antibiotics

production system.
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ABSTRACT

The current study aimed to evaluate the short-term effect of purified dietary
nucleotides on performance and gut health of weaned piglets. Ninety-six piglets 21
days-old, weighing 7.44 = 0.65 kg were allocated into 1 of 3 treatments (8 pens per
treatment; 4 pigs per pen) based on body weight. Dietary treatments consisted of
CON: corn-soybean meal based diet; NUC: CON + 2 kg/ton of a nutritional additive
with purified nucleotides; and ATB: CON + 0.6 kg/ton of a commercial growth
promoter based on colistin. In this experiment, the average daily feed intake (ADFI),
average daily gain (ADG) gain:feed ratio (G:F), body weight (35 d) and the fecal
score was not affected (P > 0.05) by supplementing NUC or ATB. Dietary NUC had a
similar effect to ATB and superior to CON (P < 0.05) on enhancing duodenal cell
proliferation, jejunum lymphocyte counting, villus height, crypt depth, and reduction of
Paneth cellular area. The relative abundance of MAPK-6, Haptoglobin, TNF-a, and
ICAM-1 mRNA was not influenced (P>0.05) by treatments. In the ileal bacteria
guantification, piglets supplemented with NUC showed higher (P < 0.05) total
bacteria and enterobacteria proliferation than CON and ATB supplemented piglets.
However, NUC and ATB reduced (P < 0.05) colon total bacteria quantification when
compared to CON. These results suggest that supplementing purified nucleotides to
weaned piglets improved gut health by modulating the local immune response and
modulating intestinal mucosa development and, therefore, nucleotides may be an

alternative to antibiotics as growth promoter.

Keywords: Nucleotides, Piglet, Gut Microbiota, Intestinal morphology, Growth

promoters.
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2. INTRODUCAO

Os antimicrobianos s&o amplamente utilizados na alimentagcdo animal, como
promotores de crescimento, para melhorar a eficiéncia da producao (Ambrosio et al.,
2017) e modular a microbiota intestinal (Angelakis et al., 2013; Martinez, 2017),
garantindo o bom funcionamento do sistema imune (Buret, 2010) e da saude animal.
Entretanto, o0 uso desses antimicrobianos esta sendo restringido devido a
associacdo com a selecédo de bactérias resistentes a antibiéticos (Ekwanzala et al.,
2018). Dessa forma, tem crescido o interesse no uso de aditivos alternativos para
garantir a sustentabilidade em longo prazo da producéo de suinos (Liu et al., 2017),
principalmente, durante o periodo p6s desmame.

Entre as estratégias alternativas ao uso de antibiético se destacam os
nucleotideos. Estes monémeros sao mediadores fisioldgicos, constituintes de
coenzimas (Domeneghini et al., 2006) e participam do processo de divisdo e
crescimento celular (Lee et al., 2007), cruciais para as células de rapida proliferacao,
como da mucosa intestinal e do sistema imune (Sauer et al., 2011). Com isso, 0
requerimento de nucleotideos é elevado durante periodos de rapido crescimento, de
estresse, e, em animais com sistema imune comprometido (Stein and Kil, 2006).
Entretanto, racdes a base de milho, farelo de soja e derivados do leite s&o
deficientes em nucleotideos (Mateo and Stein, 2004) e, por isso, podem ser
considerados um nutriente condicionalmente essencial no periodo pés-desmame.

Estudos tém mostrado os beneficios da suplementagdo de nucleotideos na
dieta de leitdes recém-desmamados no aumento da relagéo vilo:cripta e altura das
vilosidades intestinais (Domeneghini et al., 2004; Martinez-Puig et al., 2007); no
estimulo a divisao e diferenciagao celular e reducdo da apoptose (Domeneghini et

al., 2004), e também na modulacdo das respostas imunes inatas, melhorando a

14



resisténcia do hospedeiro (Che et al., 2016; Daneshmand et al., 2017). Entretanto,
h& ainda controvérsias sobre a atuacdo dos nucleotideos em leitdes recém
desmamados na composigao e atividade da microbiota intestinal (Andrés-Elias et al.,
2007; Sauer et al., 2012b), respostas inflamatoérias (Jiao and Kim, 2019), e em
situacdes de desafio sanitario (Superchi et al., 2012; Waititu et al., 2017).

Embora diversos trabalhos demonstrem os beneficios dos nucleotideos para
leitbes recém-desmamados, como possivel alternativa aos antibioticos, poucos
trabalhos tém o antibidtico como um dos tratamentos no delineamento experimental
e, portanto, o possivel efeito dos nucleotideos em comparagéo aos antibiéticos ainda
nao foram esclarecidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacao
de nucleotideos como alternativa ao uso de antibiéticos como promotores de

crescimento em dietas para leitdes recém-desmamados.

3. MATERIAL E METODOS

Animais e Instalacdes

O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais de
Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa — UFV, protocolo n°
053/2017, e conduzido nas salas de creche do Setor de Suinocultura, do
Departamento de Zootecnia da UFV.

Foram utilizados 96 leitdes hibridos comerciais, fémeas e machos castrados,
[AGPIC 415 x Camborough (Agroceres PIC, Patos de Minas, MG, Brazil)]
desmamados com 21 dias de idade, com peso inicial de 7,44 + 0,65 kg. Os animais
foram alojados em baias metalicas suspensas (0,35 m?%animal), dotadas de um
comedouro semiautomatico e um bebedouro tipo chupeta, localizadas em galpéo de
alvenaria com piso de concreto e coberto com telhas de ceramica. As condi¢des

ambientais no interior das salas foram monitoradas diariamente as 16h por meio de
15



termbémetros de maxima e minima, mantidos em uma baia vazia no centro galpao, a
meia altura do corpo dos animais. A temperatura média maxima foi de 28,2°C e
minima de 25,1°C, durante o experimento. O periodo experimental teve duracdo de
14 dias (21-35 d).

Antes da entrada dos animais, as gaiolas nao foram limpas e desinfetadas
apos a saida do lote anterior, conforme modelo proposto por Le Floc’h et al., 2006.
Para aumentar o desafio sanitario da granja experimental, também foram aplicados
sete quilos de fezes das matrizes no piso das baias experimentais (Waititu et al.,
2017). As fezes foram coletadas, diluidas em agua e aplicadas em metade da area

total da baia, oposta ao comedouro.

Dietas e desenho experimental

As dietas experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja
para atender 3400 kcal/kg de EM e 1,45 g/kg de lisina digestivel na fase pré-inicial
(21-35d). Os conteudos de metionina + cisteina, treonina, triptofano e valina
digestiveis expressos em porcentagem de lisina digestivel foram de 56, 63, 18 e
69%, respectivamente, de acordo com o perfil ideal de aminoacidos recomendado
por Rostagno et al. (2011). Os animais foram distribuidos em delineamento de
blocos casualizados, com trés tratamentos, racdo controle (CON), racdo CON + 2
kg/ton de Ascogen® (NUC) (com 15% de nucleotideos purificados, 300 mg de
nucleotideos livres/kg de produto, Technofeed LTDA, Vinhedo, Sdo Paulo, Brasil) e
racdo CON + 0,6 kg/ton de Colistin 80 (ATB) (com 8% de colistina, 48 mg de
colistina/ kg de produto, Uniquimica, Sao Paulo, Brasil), oito repeticbes e quatro
animais por unidade experimental. Ambos os aditivos foram inclusos nas dietas
experimentais em substituicdo ao milho. Durante todo o periodo experimental, o

fornecimento de agua e das racdes foi a vontade.
16



Desempenho

As racOes fornecidas, as sobras e os desperdicios foram pesados diariamente
e 0s animais pesados individualmente no inicio (21 d) e aos 14 dias (35 d)
experimentais, para determinacdo do consumo de racdo meédio diario, (CRD), do
ganho de peso médio diario (GPD) e da conversao alimentar (CA). A avaliacdo do
escore fecal (1 = presenca ou 0 = auséncia de diarreia) foi realizada quatro vezes ao
longo do experimento, no 5° 8% 11°e 14°dia experiment al (26, 29, 32 e 35 dias de

idade).

Coleta de amostras intestinais

Ao final do experimento (35 d), um animal de cada unidade experimental, total
de 24 animais, com peso mais proximo a média de sua respectiva unidade, foi
abatido para avaliagdo das caracteristicas histomorfométricas, respostas
imunoldgicas, quantificacdo bacteriana ileal e cecal e pH intestinal. Apds o abate, 0s
animais foram eviscerados por incisdo abdominal na linha mediana. A valvula
pildrica, a juncdo ileo-cecal e o cdlon proximal foram amarrados para prevenir a
mistura de digesta entre os compartimentos. Amostras do contetdo intestinal foram
coletadas em tubos livre de RNAse, das porcdes ileo e colon, e mensuradas seu pH.
As leituras de pH foram realizadas no medidor pH-metro de bancada (KASVI K39-
1014B, Paranda, Brasil), acoplado a um eletrodo combinado de vidro. Ap6s a
mensuragao, os tubos foram armazenados a -20°C para posterior quantificagao
bacteriana.

A identificacdo e separagédo de cada segmento do intestino delgado, duodeno
(a 10 cm a partir do piloro), jejuno (por¢do média do intestino) e ileo (a 5 cm anterior

a juncdo ileo-cecal), foi realizada de acordo com a metodologia empregada por Yang
17



et al.(2014). Em cada seguimento, um fragmento de aproximadamente trés
centimetros de comprimento foi retirado, para analise de morfometria intestinal.
Imediatamente apds a sangria, os fragmentos coletados foram lavados com solucao
salina (0,9%) e fixados em paraformaldeido (4%) por uma hora. Em seguida, 0s
tecidos foram lavados e mantidos em tampéo fosfato (PBS) (pH=7,4) a 4°C até o
uso.

Na porcédo do jejuno, um fragmento a mais de cada animal foi coletado para
avaliacdo das respostas imunes pela expressao dos genes MAPK-6, Haptoglobina
(Hp), TNF-a. Todo o material utilizado nesse procedimento foi higienizado com
etanol 70% (v/v), e RNAse Exterminator. Apds a seccéo, o tecido foi lavado com
solucédo salina (0,9%), para remocado da digesta. Foram retiradas cerca de dez
amostras de 0,25 cm?, armazenados em criotubos. As amostras foram congeladas

em nitrogénio liquido, e posteriormente acondicionadas a -80°C.

Andlise histomorfométricas e contagem celular por imunofluorescéncia

Os segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram desidratados e emblocados
em historesina, de acordo com a metodologia de Gongalves et al. (2014). Nas
andlises de histomorfométrica e &rea celular das células de Paneth, os cortes
transversais foram semi-seriados, utilizando 1 a cada 10 cortes, a 3 um e coradas
com azul de toluidina. Em seguida, de cada lamina de duodeno, jejuno e ileo, foram
fotografadas, 10 campos/animal em microscopio Optico (Fotomicroscopio
Monocromatico Olympus BX53; objetiva 40x; Figura 1). Desses campos, foram
fotografadas e medidas 15 vilosidades e suas respectivas criptas, bem orientadas e
seccionadas longitudinalmente. A relacdo vilo:cripta foi computada. Para
mensuracao de sua area celular também foram fotografadas 30 células por lamina.

As imagens foram analisadas através do programa Image J(r)1.49r.
18



Para a contagem de proliferacdo celular (Anti-ki 67, 1 : 400; Cell Signaling
Technology, Cat# 9449), apoptose celular (Anti-cpp3, 1 : 400; Cell Signaling
Technology, Cat# 9664) e numero de linfécitos B (Anti-CD79A, 1 : 400; Cell
Signaling Technology, Cat#3351) na mucosa, em cada lamina/segmento, 4
cortes/animal, 0,25 um? de area cada, os cortes foram semi-seriados, utilizando 1 a
cada 10 cortes, a 7 um e foram contados em microscopio de fluorescéncia
(Microscopio Confocal de Varredura a Laser Zeiss, LSM510 META; objetiva 20x;

Figura 2).

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e RT-gPCR

A extracdo do RNA total foi realizada a partir de 50 mg de amostras do jejuno,
utilizando TRIzol® (InvitrogenTM) segundo as instru¢des do fabricante. O precipitado
final foi reidratado com 30 pL de &gua UltraPure® DNase/Rnase-Free. A
concentracdo do RNA foi determinada em espectrofotdmetro NanoVue Plus TM (GE
Healthcare, Munique, Alemanha), observando-se as razdes A260/A280 entre 1.8 e
2.0 como controle de pureza. A gualidade e a integridade do RNA extraido foram
verificadas usando-se gel de agarose 1%. Na sequéncia, as amostras (100 ng)
foram reversamente transcritas em cDNA utilizando o Kit GoScript Reverse
Transcription (RT) (Promega, Madison, WI), seguindo a recomendacédo do
fabricante. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20C até o uso na reagao
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR).

Os primers para amplificagdo dos fragmentos dos genes alvo e enddgenos
foram desenhados por meio do programa PrimerQuest fornecido pela Integrated
DNA Technologies, Inc (Coralville, 1A) a partir das sequéncias de nucleotideos

obtidas do banco de dados do GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 1).
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Os genes 18S, B-actina e GAPDH foram utilizados em analises de
normalizacdo a fim de minimizar as possiveis variagbes quanto a quantidade de
RNAm inicial e a eficiéncia da transcricdo reversa. A escolha do gene enddgeno foi
baseada na eficiéncia de amplificagdo dos genes candidatos a partir do célculo da
eficiéncia para cada par de primer por meio da férmula E= 10(-1/inclinagéo da reta)-
1, onde E é a eficiéncia da reacdo (Pfaffl, 2001) que, para os endogenos testados,
variou de 0,81 a 1,10. Nenhum dos enddgenos apresentou diferenca significativa de
expressao entre os tratamentos. Devido a sua maior expressao e estabilidade entre
os tratamentos, o gene 18S foi escolhido como melhor gene enddgeno.

As RT-gPCR foram efetuadas em duplicata utilizando o termociclador (ABI
Prism 7300 Sequence Detection Systems, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), a partir do método de quantificacdo relativa, utilizando como deteccdo o
sistema SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
As reagodes de PCR foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o programa:
95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturagéo), 60°C por 1
minuto (anelamento) e 72°C por trinta segundos (elongamento). Os valores de
“thereshold cycle” (Ct) obtidos foram posteriormente normalizados (ACt) com base
nos valores de Ct obtidos para o gene de controle endégeno (18 S). O célculo dos
niveis relativos de expressdo génica foi desenvolvido de acordo com o método 2

AACt descrito por Livak and Schmittgen (2001).

Extracdo de DNA, gPCR e quantificacdo bacteriana

A extracdo do DNA total das amostras de ceco e ileo foram realizadas de
acordo com metodologia descrita por Stevenson and Weimer, 2007 com algumas
modificacdes. Amostras de de contedado do ileo (2 g) e colon (1,5 g) foram

descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas (10.000 x g/10min/4<C) e o
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sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido, em 3 ml de tampéo de
extragcdo, homogeneizado e 1 ml do contetudo foi retirado e submetido a lise
mecanica no Bead bater (Bartlesviille, Oklahoma, EUA). Em seguida, o DNA foi
purificado e quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE). A
qualidade e a integridade do DNA extraido foram verificadas usando-se gel de
agarose 0,8%. As amostras foram armazenadas a -20C até o uso.

A analise de gPCR para Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae e bactérias
totais foi realizada como descrito por de Li et al. (2009), com algumas modificacdes.
A quantificacdo do numero de cépias de DNA para cada grupo bacteriano foi
realizada com Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
utilizando como detecgédo o sistema SYBR Green Master Mix (Fast SYBR® green
master mix; Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada diluicdo padrao e das
amostras foram feitas em duplicata com volume de 10 uL de reacédo, contendo 5 uL
Fast SYBR, 1 uL de cada primer (10 uM) (Tabela 2), 2,2 uL de agua ultrapura e 0,8
uL (10 ng) de DNA. A reacdo de amplificacdo foi realizada a 95°C por 10 min para
desnaturacao inicial, seguida de 40 ciclos de 95°C durante 15 s, 1 min a 60°C para
anelamento e 72°C por 30 s para extensdo. Para determinar a especificidade da
amplificacdo, uma curva de fusdo dos produtos de PCR foi monitorada por
aguecimento lento com um incremento de 0,1C de 60 a 95T, com dete ccao de
fluorescéncia em intervalos de 0 a 1<C.

A curva padrao foi construida a partir de amplicons de 16S rRNA de culturas
puras de E. coli, para quantificacdo de enterobactérias e bactéria total e culturas
puras de L. delbrueckii para a quantificacdo do género lactobacilos. Os amplicons
foram obtidos utilizando 0s primers universais 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5-TA-CGGYTACCTTGTTACGACTT-

3’). Para a construgcédo da curva, diluigbes seriadas de dez vezes foram adotadas,
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com concentracédo de 16S rRNA variando de 6,23 x 10° — 6,23 x 10* copias.ul?, para
todos os grupos bacterianos. A concentracdo do nimero de moléculas de 16S rRNA
dos produtos de PCR foi mensurada pelo Qubit® Fluorometer (ThermoFisher, MA,
EUA) e o numero de copias foi convertido pela equacgéao:

[(6,02 x 10%*)(moléculas/mol) X quantidadede Dna (g) ]
(tamanho do fragmento (pb) X 660 (g/mol/pb))

Com os valores médios de Ct (Cycle threshold) versus o log do nimero de
copias de DNA de cada diluicdo, a curva padréo foi determinada. O numero de
copias do total de bactérias de cada grupo/tratamento, em 10 ng de DNA, foi
determinado por interpolacédo entre os valores de CT médio das amostras com as
curvas padroes. As eficiéncias de qPCR foram calculadas por meio da férmula E =
1Q(Vinclinacdo da reta)-1 - A eficiéncia de gPCR variou entre 85 e 105%. Os dados foram

analisados usando a sequéncia de software Sistema de Deteccao de ABI.

Analise estatistica

Para as variaveis de desempenho, a baia foi considerada a unidade
experimental, enquanto que para as variaveis de saude intestinal, o animal abatido
aos 35 d foi utilizado como unidade experimental.

Os dados foram analisados pela ANOVA do software R (https://cran.r-
project.org/), de acordo com o seguinte modelo geral:

Yi=p+a+f+e

onde Yj € a variavel dependente medida, y € a média geral, 5 é 0 efeito do
tratamento i e 3 € o efeito de bloco j e & € o erro aleatorio.

A significancia foi definida como P < 0,05. A comparacao das médias, quando

necessaria, foi feita pelo teste Tukey.
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4. RESULTADOS

Desempenho, escore fecal e pH intestinal
N&o foi observado efeito (P > 0,05) de NUC e ATB sobre o CRD, GPD, CA e
peso médio aos 35 dias (Tabela 3). A inclusdo de NUC e ATB também néo alterou o

escore fecal e o pH intestinal (dados nao apresentados).

Morfometria intestinal

No duodeno, a suplementacdo de NUC e ATB tiveram efeito semelhante e,
aumentaram a altura de vilosidades (P < 0,05) em relacdo ao tratamento CON
(Tabela 4). Ja na porcao do jejuno, NUC apresentou maior altura de vilosidade (P <
0,05) em relacdo ao CON e ATB, que nao diferiram entre si. Maior profundidade de
cripta também foi constatada para animais suplementados com NUC e ATB (P <
0,05). N&o houve efeito de tratamento na altura e profundidade de cripta do ileo e na
relacao vilo:cripta de nenhum segmento (P > 0,05). Além disso, o uso de NUC e ATB
reduziu a area celular das células de Paneth (P < 0,05) em relacdo ao tratamento

CON (Figura 3).

Contagem de células em proliferacdo ou apoptose e linfocitos B

Animais suplementados com NUC e ATB apresentaram maior niumero de
células em proliferacdo (células positivas para Ki) do que nos animais CON no
duodeno (P < 0,05; Figura 4), enquanto que a suplementacdo de ATB aumentou o
namero de células positivas para Ki no jejuno (P < 0,05) quando comparado ao CON
e NUC, que néo diferiram entre si (P < 0,05). Nao houve diferenca no niamero de
marcacgdes na porcao do ileo entre os tratamentos (P > 0,05).

O numero de marcacdes de apoptose celular (células positivas para Cpp-3),

na regido duodenal, ndo foi afetado pelos tratamentos (P > 0.05; Figura 5). A
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inclusdo de NUC aumentou a contagem de células positivas para Cpp-3 na porcao
do jejuno (P < 0,05) em relacdo aos grupos CON e ATB, que nao diferenciaram
entre si (P > 0,05). No ileo, houve reducao do nimero de marcacgdes para Cpp-3 nos
animais suplementados com ATB em relagdo aos animais que receberam NUC (P <
0,05), mas foi similar ao tratamento CON (P > 0,05).

Na contagem de marcacédo de células B, NUC e ATB reduziram a contagem
de marcacdes no duodeno e ileo (P < 0,05; Figura 6), entretanto, aumentaram o
namero de células B no segmento de jejuno (P < 0,05), em comparacdo ao

tratamento CON.

Abundancia relativa de mRNA intestinal
A abundancia relativa de mRNA para os genes de MAPK-6, Hp e TNF-a nao

foi influenciada pelos tratamentos (P > 0,05; Tabela 5).

Quantificagdo microbiana

No ileo, animais suplementados com ATB apresentaram menor nimero de
cOpias de bactéria total (BT) (P < 0,05), enquanto que a suplementacdo com NUC
apresentou contagem bacteriana total semelhante ao grupo CON (Tabela 6). Ja na
porcdo do colon, os tratamentos com a adicdo de NUC e ATB tiveram diminui¢cdo de
BT (P < 0,05) em comparacéo ao CON. Para o grupo lactobacilos, ndo foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos (P > 0,05) em ambos os segmentos. Por
fim, o numero de cdpias de enterobacterias no ileo foi superior (P < 0,05) para os

animais alimentados com NUC, sem efeitos (P > 0,05) no célon.
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5. DISCUSSAO

Nossa hipétese era de que a suplementacdo dietética de nucleotideos seria
uma alternativa aos antibiéticos promotores de crescimento para leitdes recém
desmamados. Portanto, a compreensdo dos efeitos da suplementacdo de
nucleotideos na fisiologia € importante para prevenir infeccbes, especialmente em
animais mantidos em alta densidade e alimentados com ingredientes que contém
consideravelmente menores concentracdes de nucleotideos com milho, farelo de
soja e o plasma sanguineo (9, 38 e 7 mg/kg de nucleotideos livres, respectivamente)
(Mateo et al., 2004).

Entretanto, nesse trabalho ndo foi observado efeito da suplementacéo de
nucleotideos purificados no desempenho dos leitbes em relacdo as dietas de
controle, embora o GDP e CA tenham aumentado em mais de 10% em relacdo ao
controle. A auséncia de resultados significativos no desempenho de suinos tem sido
relatada em varios estudos (Plante et al., 2011; Amorim et al., 2017; Waititu et al.,
2017).

Ha ainda inconsisténcia sobre o efeito dos nucleotideos nos parametros de
crescimento. Os aditivos podem ter suas acdes influenciadas por diversos fatores,
como saude dos animais, a digestibilidade dos ingredientes da ra¢do, manejo, 0
modelo animal utilizado, idade, estirpe e tipo de desafio, como também a fonte de
suplementacdo do aditivo (Liu et al.,, 2018). Alguns trabalhos conduzidos com
nucleotideos derivado de levedura observaram maior desempenho nos leitdes
suplementados (Superchi et al., 2012; Waititu et al., 2015, 2016). Todavia, essa
fonte de nucleotideos possuem em sua constitui¢ao células viaveis, componentes de
parede de celular, inositol, aminoacidos funcionais (Doo et al., 2019); e portando
torna dificil a atribuigdo de efeitos bioldgicos relativos especificamente aos

nucleotideos.
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Assim, o0 mecanismo pelo qual os nucleotideos melhoram as respostas de
desempenho em leitdes ainda ndo é clara. Entretanto, ha a hip6tese de que eles
melhoram o desenvolvimento da mucosa intestinal, devido a sua participagdo na
formagéo das moléculas de DNA, RNA e ATP, necessarios ao processo de divisdo
celular (Sauer et al.,, 2011). Nossos resultados mostraram que a adicdo de NUC
aumentou a proliferacdo celular e altura das vilosidades, de forma similar ao ATB no
duodeno dos leitdes aos 35 dias de idade. Essa melhora no desenvolvimento da
mucosa pode ser explicada pela maior disponibilidade de material genémico, como
0s nucleosideos, nos reservatorios celulares para o crescimento rapido (Carver,
1994). Isso demostra que a suplementacdo de nucleotideos € importante para
enterdécitos, que possuem alta taxa de multiplicacdo, baixo nivel de sintese de novo
(Cosgrove, 1998), e cuja maturacdo e altura de vilosidade sdo indicadores da
capacidade digestiva e absortiva do animal. Assim, a0 aumentar 0 crescimento
celular da mucosa intestinal reduz-se o estresse que 0s animais podem sofrer no
pés-desmame.

O efeito dos nucleotideos sobre a mucosa também pbéde ser observado pela
maior contagem de morte celular no jejuno dos leitbes suplementados com NUC em
relacdo aos grupos com CON e ATB. Godlewski et al. (2009) e Amorim et al. (2017),
também relataram efeito da suplementacdo de nucleotideos na mucosa intestinal
aumentando o numero de células em processo de autofagia e reduzindo a relacéo
mitose:apoptose em relacdo ao grupo controle, respectivamente, 0 que comprovaria
um processo de remodelagem da mucosa no grupo suplementado muito mais rapido
para a manutencao da integridade intestinal.

Os primeiros 14 dias ap0s o desmame séo frequentemente acompanhados
pelo aumento da ativacdo do sistema imune, o qual € intensificado em situacdes de

desafio imune aos animais. Isso pode ser demonstrado pela producao de citocinas,
26



moléculas fundamentais na modulacdo da resposta inflamatoria no trato
gastrointestinal (Hu et al.,, 2013) e que estas podem permanecer elevadas e
detectadas com até 14 dias apds o desmame (Rochell et al., 2015). Entretanto, no
presente estudo, ndo houve modificacdo na abundéncia relativa de mRNA de
marcadores de inflamagéo pelos NUC e ATB, diferentemente do efeito foi relatado
por Superchi et al. (2012), Waititu et al. (2017). Tem sido sugerido que 0 pico de
producdo de citocinas pro-inflamatorias, IL-18 € de TNF-a, ocorre no primeiro dia
apos o desmame, retornando ao nivel basal aproximadamente cinco dias apds o
desmame (Pié et al.,, 2004), o que justificaria a ndo deteccdo de alteracOes
significativas.

Por outro lado, o efeito da suplementacdo de nucleotideos sobre o sistema
imunoldgico, semelhante ao antibiético, foi observado pelo aumento da proliferacéo
de linfécitos B no segmento de jejuno. Efeito semelhante de proliferacdo de linfocitos
foi observado Giancamillo et al. (2016) no processo de mitose de foliculos linfaticos.
Em contra partida, houve reducdo do numero de linfécitos presentes no ileo. Nos
acreditamos que o0s animais suplementados com nucleotideos, de forma similar aos
animais suplementados com antibiético, apresentaram melhor adaptacdo ao
ambiente, a microbiota residente e aceleraram 0s processos de maturacdo do
sistema imune para combate aos patdgenos. Isso pbéde ser comprovado pela
reducdo na éarea celular das células de Paneth, importantes na producédo de
defensinas, responsaveis pela ativacdo de respostas antimicrobianas em outros
tipos de células (Medzhitov, 2007), como macréfagos e os linfécitos. Estes
resultados sugerem que a acédo dos nucleotideos nas respostas imunes humorais
pode se dar nas respostas imunes locais, proximo ao local da inflamacdo (mucosa

intestinal), potencializando, quando necessarias, as respostas imunitarias humorais.
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A microbiota intestinal desempenha papéis importantes na saude e no bem-
estar animal (Guevarra et al., 2019). Assim, o estabelecimento e manutencao de
uma microbiota intestinal benéfica no inicio da vida dos leitdes € crucial para um
bom desempenho e salude ao longo do ciclo produtivo. Em nosso estudo, a adi¢ao
de nucleotideos ndo modificou a contagem de lactobacilos. Um dos motivos que tem
sido sugerido é de que as bactérias acido lacticas ndo sdo dependentes de
nucleotideos para aumentar a sua proliferacéo e colonizacao (Terrade and Mira de
Ordufia, 2009) e sim por outros substratos, como a glicose, (Kilstrup et al., 2005)
presentes no ambiente intestinal. Em contra partida, os NUC aumentaram a
contagem microbiana ileal. Esse aumento pode estar relacionado ao aumento na
biodiversidade microbiana (Andrés-Elias et al., 2007), como também pela
abundancia de enterobactérias detectada. De acordo Sauer et al. (2010) a
suplementacdo de nucleotideos pode propiciar um microambiente adequado ao
crescimento de cepas de E.coli ndo patogénica e reducao de cepa patogénica. Esse
efeito positivo na modulagédo da microbiota pdde ser observado em nosso trabalho
pela reducao do numero de linfécitos B marcados e pela reducdo da érea celular das
células de Paneth na regido ileal. No c6lon, a suplementacao de NUC foi significativa
para a reducdo da contagem bacteriana total. Isso pode estar relacionado a
diminuicdo na quantidade de substrato fermentativo pelo maior desenvolvimento da
mucosa nos animais suplementados com nucleotideos e antibiético. Com esses
resultados, n0s podemos sugerir que a suplementacédo de nucleotideos modula a

microbiota intestinal com microrganismos benéficos aos animais.
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6. CONCLUSAO

A suplementacéo de nucleotideos purificados para leitdes desmamados melhora
a saude intestinal, pela modulacdo da resposta imune local e desenvolvimento da
mucosa intestinal e, portanto, pode ser uma alternativa aos antibiéticos como

promotores de crescimento.
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Tabela 1 Lista de iniciadores utilizados na analise de expressdo génica relativa
tecidual por RT-gPCR

Alvo Numero Sequéncia do Primer*
GenBank
MAPK-6 XM_021095339.1 F: GGAGCTTCTCAGCGTAATTC
R:
CAGGAAATCCAGTGCTTCTC
Hp NM_214022.1 F: GCTAAGAATCTCCGCTTGG
R: CAATCTCCACCTCCTGTTTC
TNF-a NM_214022.1 F: CATCGCCGTCTCCTACCA
R:CCCAGATTCAGCAAAGTCCA
18 S AY_265350.1 F: GGCTACCACATCCAAGGAAG

R:TCCAATGGATCCTCGCGGAA

* F e R indicam os primers Forward e Reverse, respectivamente.
ICAM-1: Molécula de adeséo intracelular 1; MAPK-6: Proteina quinase ativada por mitdbgeno; Hp:
haptoglobina; TNF-a: Fator necrose tumoral alfa
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Tabela 2 Lista de iniciadores utilizados na quantificacdo bacteriana por analise de
gPCR (sequéncias de 16S rDNA)

Bactéria alvo (grupo) Sequéncia do Primer* Referéncia

Lactobacillus spp. F:TGGAAACAGRTGCTAATACCG Byun et al., 2004
R: GTCCATTGTGGAAGATTCCC
Enterobacteria spp. F: ATG TTA CAA CCA AAG CGT ACA (Takahashi et al.,

R: CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 2017)
Bacteria total F: GCAGGCCTAACACATGCAAGTC Castillo et al.,
R: CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 2008

* F e R indicam os primers Forward e Reverse, respectivamente.
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Tabela 3 Efeito de nucleotideos e antibiotico no desempenho de leitdes dos 21 aos
35 dias de idade.

Tratamentos SEM  P-valor
Variavel CON'  Nuc? ATB?
Peso médio inicial, kg 7.46 7.46 7.43 0.24 -
Consumo de ragao, kg/dia 0.294  0.300 0316  0.009 (.28
Ganho de peso, kg/dia 0.195 0.218 0.225 0012 44
Conversao alimentar 161 1.44 1.44 0.13 0.59

Peso medio aos 35 dias, kg 10.20 1051 10.59 0.42 0.60

1CON = controle; 2NUC = nucleotideos; *ATB = antibiotico.
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Tabela 4 Efeito de nucleotideos e antibiotico na morfometria intestinal (duodeno,
jejuno e ileo) de leitbes 14 dias pés-desmame.

Segmento Tratamentos SEM P-valor
Duodeno CON! NUC? ATB?

Altura de Vilosidade, um 176.07° 211.482 218.132 24.3 0.03
Profundidade de cripta, um  152.76 160.60 152.14 189 g9
Relagao vilo:cripta 1.29 1.45 1.53 023 012
Jejuno

Altura de Vilosidade, um 198.20°  253.142 204.08° 20.6 <poo1
Profundidade de cripta, pm  137.27° 151.032 152.38%* 139 05
Relacao vilo:cripta 1.57 1.71 1.44 0.24 .29
ileo

Altura de Vilosidade, um 154.90 171.59 170.12 227 0.58
Profundidade de cripta, um  113.85 119.48 117.34 128 (.83
Relagéo vilo:cripta 1.44 1.49 1.74 021 014

ab Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
1CON = controle; 2NUC = nucleotideos; *ATB = antibiético.
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Tabela 5 Abundéancia relativa de mRNA de marcadores inflamatérios no jejuno de
leitdes 14 dias pds-desmame.

Tratamentos SEM  P-valor
Gene alvo CON! NUC? ATB?
MAPK-6 1.54 1.01 1.28 0.22 0.34
TNF- a 1.91 2.01 2.42 0.27 0.43
Haptoglobina 4.22 3.61 3.77 047 069

1CON = controle; 2NUC = nucleotideos; *ATB = antibiotico.
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Tabela 6 Efeito de nucleotideos e antibiético na microbiota intestinal (em logio 16S
rDNA numero de copias/g) de leitdes 14 dias pos-desmame.

Grupos/Segmento Tratamentos SEM P-valor
lleo CON! NucC? ATBS
Bacteria total 528 53% 457 0.24 <0.001

Lactobacillus spp. 6.04 6.02 564 023 (g
Enterobacteriaceae 543 6.1°% 51P 023 9001

Colon

Bacteria total 6.07 578 580 0.08 (o4
Lactobacillus spp. 581 590 552 0.17 (929
Enterobacteriaceae 7.52 7.26 6.43 029 (17

ab Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
1CON = controle; 2NUC = nucleotideos; *ATB = antibiético.
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Figure captions

Figura 1 - Imagem representativa dos cortes histolégicos para mensuragao da
altura de vilosidade e profundidade de cripta. A: duodeno. B: jejuno. C: ileo. Os
cortes foram corados em azul de toluidina. Ampliagao da lente 40x.

Figura 2 - Imagem confocal representativa mostrando o reconhecimento de
células com base na intensidade de fluorescéncia dos anticorpos. A:
marcagdes anti-CD em verde. B: marcacdes anti-ki67 em vermelho e anti-cpp
em verde. Os nucleos das células foram marcados com DAPI. Ampliacdo da
lente 20x.

Figura 3 - Efeito de nucleotideos e antibidtico na area celular (células de
Paneth) de leites 14 dias pés desmame.

Figura 4 - Efeito de nucleotideos e antibiotico na contagem de células positivas
para Ki de leitbes 14 dias pos desmame.

Figura 5 - Efeito de nucleotideos e antibiotico na contagem de células positivas
para Cpp-3 de leitdes 14 dias pdés desmame.

Figura 6 - Efeito de nucleotideos e antibidtico na contagem de células B de
leitbes 14 dias pds desmame.
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Figura 1 - Imagem representativa dos cortes histologicos para mensuracao da altura
de vilosidade e profundidade de cripta. A: duodeno. B: jejuno. C: ileo. Os cortes

foram corados em azul de toluidina. Ampliacdo da lente 40x.
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Figura 2 - Imagem confocal representativa mostrando o reconhecimento de células
com base na intensidade de fluorescéncia dos anticorpos. A: marcagdes anti-CD em
verde. B: marcacdes anti-ki67 em vermelho e anti-cpp32 em verde. Os nucleos das

células foram marcados com DAPI. Ampliacdo da lente 20x.
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Figura 3 - Efeito de nucleotideos e antibiético na area celular (células de Paneth) de

leitbes 14 dias pds desmame;

ab Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;

CON = controle; NUC = nucleotideos; ATB = antibiotico.
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Figura 4 - Efeito de nucleotideos e antibiético na contagem de células positivas para

Ki de leites 14 dias pds desmame.
ab Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;

CON = controle; NUC = nucleotideos; ATB = antibiotico.
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Figura 5 - Efeito de nucleotideos e antibiético na contagem de células positivas para
Cpp-3 de leitdes 14 dias pdés desmame.

ab Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
CON = controle; NUC = nucleotideos; ATB = antibiético.
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Figura 6 - Efeito de nucleotideos e antibidtico na contagem de células B de leitbes

14 dias p6s desmame.

ab Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;

CON = controle; NUC = nucleotideos; ATB = antibiético.
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Anexo |

" UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMISSAO DE ETICA NO USO DEANIMAIS DE PRODUGAO
CEUAP/URV

Campus Univesitario — Vicosa, MG — 36570-900- Telefone(31) 3899.3275- e4mail: [ceuag uiv.brl- site: www.ceuap fu.br

Vigosa, 08 de 2z de 2017

CERTIFI CADO

Cetificamos que o projeb intitulado "Nucleotideos como alternativa aos antibiéticos como
promotores de crescimento em dietasgpa leitdes”, protocolon® 0532017, sob a responsbilidade de Gabriel
Ciprian o Rocha - queenwlve aprodugio, manutengdo efou utilizagio de animaispertencentes @fil o chordata,
subfilo vertebrata(exceb o honem), para fins de pesquisa ciatifica (ou exsno) - encortra-se de acordoam os
preceibsda lein® 11.794, de8 deoutubro de 2008, ddecreb n° 6.899, del5 de julho de2009 e @m as normas
editadas pdo conselho neciond de @mntrole da experimentgio animal(concea), edi aprovalo pda comiséo de
éticano usode animais derodugao dauniversidade federal de vigosa (ceugp-ufv) emreunido de 17 de Nov. de
2017
Findidade ( X )Pesquisa ( )Ensino
Vigénda do Projeto: d®8 de Dez de 2017a31 de Mar. de 2018
Egécie/linhagem:Suino (Sus domesticus) N° de animais:128
Pe®: 6 Kg Idade 21 dias  Sexo: "------ " Origem: Setor de Sinocultura/DZO/UFV - CNPJ/CPF:
25.944.4553001-96

CERTIFI CATE

We catify tha the project atitled "Nucleotides as an alternati ve to in-feed antibiotics for piglets",
protocol n° 053/2017, unde the responsbility of Gabriel Ciprian o Rocha - which involves he produdion,
maintenace and/or use of amimals beongng to the phylum chordata subptylum vertebrata(except man), ér
scientific researt purposes (orducation) - is h accordance witthe law n°. 11.794,0f Octobe 8, 2008, Decree
n°. 6899 of July 15, 2009, rd the rules issied bythe Brazilian National Caundl for Animal Experimentation
Control (CONCEA), and was approve by the Ethics Commissin onthe use of farm animals of Universidade
Federal de Vicosa (CEUAP-UFV) in itameeting on Nov, 17th, 2017
Findity: ( X )Research ( )Education
Duration ofthe Project: from Deg 08th, 2017to Mar, 31th, 2018
Species/ drain: Swine (Sus domesticus) N° of animals:128
Weight: 6 Kg Age:21days  Sex: "------ " Source:Sdor de Sunocultura/DZO/UFV - CNPJ/CPF:
25.944.4553001-96

: .
OKL(/\.'O..M&_ }\n-m voy o ?é'n wo

Luciana Nav;as? Rem¢
Coordenadora dGEUAP/UFV
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Figura 1 - Gel de agarose (0.8%) indicando os produtos de PCR néo especificos dos
primers (Castillo et al., 2008) utilizados na literatura na quantificacdo microbiana M:
marcador; B: Branco; 1. amplifcacdo de E.coli com primer para lactobacilos; 2:
Amplificacdo de L. delbruickii com primer para enterobactéria. Os produtos foram
separados a 80 V por 2 horas.

Figura 2 - Gel de agarose (0.8%) indicando os produtos de PCR (16S) especificos
(Takahashi et al., 2017) utilizado na quantificacdo de enterobactérias M: marcador;
B: Branco; 1. amplifcacdo de E.coli com primer para enterobactérias; 2: nao
amplificacdo de L. delbruickii com primer para enterobactérias Os produtos foram
separados a 80 V por 2 horas.
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Figura 5 - Curva de dissociacéo dos produtos de RT-gPCR para o primer TNF- a
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