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RESUMO

SILVA, Caroline Brito da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Probioticos como alternativa ao 6xido de zinco em dietas de leitdoes dos 21 aos 35 dias de
idade. Orientador: Alysson Saraiva.

O desmame ¢ um dos periodos mais criticos na producdo de suinos, caracterizado por
mudangas ambientais, nutricionais e sociais que podem resultar em disbiose intestinal e
aumento da incidéncia de diarreia. Uma abordagem para mitigar esses problemas tem sido o
uso de doses farmacologicas de 6xido de zinco (ZnO), que ajudam a controlar a diarreia pos-
desmame. No entanto, o uso de ZnO em niveis elevados tem sido associado a preocupacoes
ambientais e ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. Em 2022, a Unido Europeia
baniu o uso de ZnO em doses farmacologicas, o que intensificou a busca por alternativas
eficazes. Diante da proibicdo do ZnO, os probidticos emergem como uma alternativa
promissora no controle da diarreia em leitdes desmamados. Este estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar os efeitos dos probioticos Bacillus subtilis (GutPlus®) e Bacillus
amyloliquefaciens (Ecobiol®) no desempenho, morfologia intestinal e expressdo de genes
associados a integridade da barreira intestinal e ativagdo do sistema imunoldgico em leitdes
desmamados aos 21 dias de idade. Foram utilizados 150 leitdes, desmamados aos 21 dias de
idade, com peso inicial de 6,78 + 0,88 kg, distribuidos em delineamento experimental em
blocos (peso inicial) casualizados, em 5 dietas, 10 repeticdes e 3 animais por unidade
experimental. As dietas foram constituidas por uma racdo a base de milho e farelo de soja,
sem adicao de aditivos (controle negativo, CN); CN + 2500 mg/kg de ZnO (controle positivo,
CP); CN + 500 g/Ton de GutPlus® (SUB); CN + 1000 g/Ton de Ecobiol® (AMY); CN + 250
g/Ton de GutPlus® + 500 g/Ton de Ecobiol® (SUB+AMY). Nio foram observados efeitos (P
> 0,05) entre as dietas para consumo de racdo didrio, ganho de peso didrio e conversiao
alimentar. Entretanto, os leitdes que receberam a dieta CP apresentaram maior peso final (P <
0,05). As dietas CN e CP resultaram nos maiores (P < 0,05) valores de escore fecal, enquanto
os grupos SUB, AMY e SUB+AMY apresentaram valores intermedidrios, sem diferenca entre
eles. Em relacdo a incidéncia de diarreia, CN teve o maior percentual, enquanto CP
apresentou a menor incidéncia. As dietas SUB, AMY e SUB+AMY resultaram em valores
intermediarios para a incidéncia de diarreia. No duodeno, ndo foram observadas diferencas (P

> 0,05) entre as dietas em relacdo a altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas



(PC) ou relagdo vilo: cripta (AV:PC). No entanto, no jejuno, os leitdes alimentados com as
dietas CP e AMY apresentaram valores maiores de AV:PC (P < 0,05) em comparagdo aos
leitdes do grupo CN. No ileo, a altura das vilosidades e a profundidade das criptas nao
diferiram entre os grupos (P > 0,05), porém, a relagdo AV:PC foi maior (P < 0,05) nos leitdes
alimentados com as dietas CP ¢ SUB+AMY em comparacdo aos que receberam a dieta CN.
Nao foram observadas diferengas (P > 0,05) entre as dietas para a expressao dos genes HAP,
IL-1B, IL-6, TGF-B, TNF e OCL no jejuno dos leitdes. No entanto, foi verificado aumento (P
< 0,05) na expressao do gene IL-10 nas dietas CP ¢ AMY em comparagdo com o grupo CN.
Nao houve diferenca (P > 0,05) na expressdo dos genes ocludina e zonula occludens,
relacionados a integridade da barreira intestinal. A suplementacdo com Bacillus
amyloliquefaciens, isoladamente ou em combinagdo com Bacillus subtilis, melhora a relacdo
vilo: cripta no jejuno e ileo e reduz a incidéncia de diarreia em leitdes desmamados. Além
disso, esses probioticos aumentam a expressao do gene anti-inflamatério IL-10, evidenciando

seu potencial para melhorar a saude intestinal.

Palavras-chave: Suplementa¢do. Desmame. Nutri¢cdo. Saude intestinal.



ABSTRACT

SILVA, Caroline Brito da, M.Sc., Federal University of Vicosa, February, 2024. Probiotics
as alternative to zinc oxide in diets of piglets from 21 to 35 days of age. Advisor: Alysson
Saraiva.

Weaning is one of the most critical periods in pig production, characterized by environmental,
nutritional, and social changes that can result in intestinal dysbiosis and increased incidence
of diarrhea. One approach to mitigate these problems has been the use of pharmacological
doses of zinc oxide (ZnO), which help control post-weaning diarrhea. However, the use of
ZnO at high levels has been associated with environmental concerns and the development of
antimicrobial resistance. In 2022, the European Union banned the use of ZnO at
pharmacological doses, which intensified the search for effective alternatives. In view of the
ZnO ban, probiotics emerge as a promising alternative in the control of diarrhea in weaned
piglets. This study was carried out to evaluate the effects of the probiotics Bacillus subtilis
(GutPlus®) and Bacillus amyloliquefaciens (Ecobiol®) on performance, intestinal
morphology and expression of genes associated with intestinal barrier integrity and immune
system activation in piglets weaned at 21 days of age. A total of 150 piglets, weaned at 21
days of age, with an initial weight of 6.78 + 0.88 kg, were distributed in a randomized block
experimental design (initial weight), in 5 diets, 10 replicates and 3 animals per experimental
unit. The diets consisted of a ration based on corn and soybean meal, without added additives
(negative control, CN); CN + 2500 mg/kg of ZnO (positive control, CP); CN + 500 g/ton of
GutPlus® (SUB); CN + 1000 g/Ton of Ecobiol® (AMY); CN + 250 g/Ton of GutPlus® +
500 g/Ton of Ecobiol® (SUB+AMY). No effects (P > 0.05) were observed between the diets
for daily feed intake, daily weight gain and feed conversion. However, the piglets that
received the CP diet had a higher final weight (P < 0.05). The CN and CP diets resulted in the
highest (P < 0.05) fecal score values, while the SUB, AMY and SUB+AMY groups showed
intermediate values, with no difference between them. Regarding the incidence of diarrhea,
CN had the highest percentage, while CP showed the lowest incidence. The SUB, AMY and
SUB+AMY diets resulted in intermediate values for the incidence of diarrhea. In the
duodenum, no differences (P > 0.05) were observed between diets regarding villus height
(VH), crypt depth (CD) or villus:crypt ratio (VH:CD). However, in the jejunum, piglets fed
the CP and AMY diets had higher VH:CD values (P < 0.05) compared to piglets in the CN



group. In the ileum, villus height and crypt depth did not differ between groups (P > 0.05),
however, the VH:CD ratio was higher (P < 0.05) in piglets fed the CP and SUB+AMY diets
compared to those fed the CN diet. No differences (P > 0.05) were observed between diets for
the expression of the HAP, IL-1pB, IL-6, TGF-B, TNF and OCL genes in the jejunum of
piglets. However, an increase (P < 0.05) in the expression of the IL-10 gene was observed in
the CP and AMY diets compared to the CN group. There was no difference (P > 0.05) in the
expression of the occludin and zonula occludens genes, related to the integrity of the intestinal
barrier. Supplementation with Bacillus amyloliquefaciens, alone or in combination with
Bacillus subtilis, improves the villus:crypt ratio in the jejunum and ileum and reduces the
incidence of diarrhea in weaned piglets. Furthermore, these probiotics increase the expression

of the anti-inflammatory gene IL-10, evidencing their potential to improve intestinal health.

Keywords: Supplementation. Weaning. Nutrition. Intestinal health.
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1 INTRODUCAO

O desmame ¢ um dos periodos mais criticos na produ¢do de suinos, caracterizado por
mudancas ambientais, nutricionais e sociais que podem resultar em disbiose intestinal e
aumento da incidéncia de diarreia. Uma abordagem para mitigar esses problemas tem sido o
uso de doses farmacologicas de 6xido de zinco (ZnO), que ajudam a controlar a diarreia pos-
desmame. No entanto, o uso de ZnO em niveis elevados tem sido associado a preocupagdes
ambientais e ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (Slifierz et al., 2015; Jensen et
al., 2016). Em 2022, a Unido Europeia baniu o uso de ZnO em doses farmacologicas (Guan et
al., 2023), o que intensificou a busca por alternativas eficazes.

Diante da proibi¢do do ZnO, os probidticos emergem como uma alternativa
promissora no controle da diarreia em leitdes desmamados. Estudos apontam que cepas de
Bacillus subtilis t€m mostrado resultados positivos na modulagdo da microbiota intestinal,
reduzindo a colonizacdo de patogenos proporcionando uma barreira intestinal mais eficiente
(Valente et al., 2023). Essas cepas também sdo conhecidas por estimular a produgdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC’s), que fornecem energia para as células intestinais e
contribuem para a integridade da mucosa intestinal (Pieper et al., 2016). A suplementagao
com Bacillus subtilis, por exemplo, tem sido associada a reducdo significativa na incidéncia
de diarreia e a melhoria na morfologia intestinal, com o aumento na altura das vilosidades e
da relagdo vilo:cripta, essenciais para a absorcao eficiente de nutrientes (Valente et al., 2023).

O desmame também resulta em mudanga abrupta da dieta, impactando negativamente
a morfologia intestinal e a fun¢@o de barreira do intestino. Isso resulta em disbiose e aumento
da suscetibilidade a infecgoes intestinais (Pluske et al., 2018). Nesse contexto, os probidticos
oferecem uma solucdo viavel, especialmente cepas como Bacillus subtilis e Bacillus
amyloliquefaciens, que tém a capacidade de resistir as condigdes adversas do trato
gastrointestinal. Essas cepas promovem o equilibrio da microbiota intestinal, reduzem a
diarreia e, consequentemente, melhoram os resultados de desempenho (Guan et al., 2023).

A disbiose intestinal, uma condi¢cdo comum durante o desmame, ¢ marcada pela
alteragdo na composicdo da microbiota, com redu¢do nas populacdes de bactérias benéficas
como Lactobacillus e aumento de patdogenos como Escherichia coli e essas alteragdes podem
levar a inflamagdo e diarreia em leitdes (Park et al., 2024). A suplementagdo com probidticos
tem se mostrado eficaz em reequilibrar a microbiota intestinal, promovendo a colonizacao de
bactérias benéficas e inibindo patdégenos. Além disso, os probidticos podem estimular a

producdo de AGCCs, que melhoram a satude intestinal ao fornecer energia para as células
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intestinais e fortalecer a barreira intestinal, prevenindo a translocagdo de microrganismos
patogénicos (Valente et al., 2023).

Dessa forma, a hipdtese ¢ de que a inclusdo de probiodtico na dieta melhora, de forma
semelhante ao 6xido de zinco, o desempenho, a morfologia e a integridade epitelial do
intestino e diminui a ativacao do sistema imunologico de leitdes desmamados aos 21 dias de
idade.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos dos probioticos
Bacillus subtilis (GutPlus®) e Bacillus amyloliquefaciens (Ecobiol®) no desempenho, na
morfologia intestinal e na expressdo de genes associados a integridade da barreira intestinal e

ativacao do sistema imunologico em leitdes desmamados aos 21 dias de idade.

2 MATERIAL E METODOS

Todos os métodos envolvendo a manipulagdo dos suinos seguiram os principios
¢ticos da pesquisa com animais (CONCEA, 2016) e foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais de Produ¢io (CEUAP) da Universidade Federal de Vigosa
(protocolo 74/2022).

2.1  Animais, delineamento experimental e dietas experimentais

Foram utilizados 150 leitdes, hibridos comerciais (Agroceres PIC), machos castrados ¢
fémeas, desmamados aos 21 dias de idade, com peso inicial de 6,78 + 0,88 kg, distribuidos em
delineamento experimental em blocos (peso inicial) casualizados, em 5 dietas, 10 repeticdes e
3 animais por unidade experimental, representada pela gaiola.

Os animais foram alojados durante o periodo experimental de 14 dias (21 aos 35 dias de
idade) em gaiolas metélicas sujas, com pisos plasticos e laterais teladas, dotadas de
comedouros semiautomaticos e bebedouros tipo chupeta, localizadas em salas de creche
climatizadas.

A temperatura no interior das salas foi registrada diariamente (17:00 h), através de
termometros de maxima e minima, mantidos em uma gaiola vazia no centro da sala, a meia
altura do corpo dos animais. Durante o periodo experimental as temperaturas minima e
maxima registradas no interior das instalagdes foram de 27,72 + 1,2°C e 29,7 + 1,1°C,
respectivamente.

As dietas experimentais (Tabela 1 e 2) foram formuladas para atender as exigéncias

nutricionais de suinos na fase pré-inicial (Rostagno et al., 2011) e foram constituidas por uma
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dieta a base de milho e farelo de soja, sem inclusdo de aditivos (controle negativo, CN); CN +
2500 mg/kg de ZnO (controle positivo, CP); CN + 500 g/t de GutPlus® (SUB); CN + 1000
g/Ton de Ecobiol® (AMY); CN + 250 g/t de GutPlus® + 500 g/t de Ecobiol® (SUB+AMY).

As ragdes e a agua foram fornecidas a vontade durante todo o periodo experimental (21
a 35 dias de idade). As ragdes, as sobras e os desperdicios de ragdo foram pesados
periodicamente e os animais foram pesados aos 21 e aos 35 dias de idade (final do periodo
experimental) para determinagdo do peso inicial, do peso final, do consumo de ragdo diario

(CRD), do ganho de peso médio diario (GPD) e da conversao alimentar (CA).

2.2 Escore fecal e incidéncia de diarreia

O escore fecal de cada animal foi avaliado visualmente das 8h as 11h por apenas um
observador, dos 21 a 35 dias de idade, utilizando o método descrito por Liu et al. (2010). As
fezes frescas foram classificadas usando a seguinte escala: 1 =sélido; 2 = semi-solido; 3 =
semiliquido; e 4 = liquido. A ocorréncia de diarreia foi definida como a producdo de fezes no
nivel 3 ou 4 por dois dias continuos. Incidéncia de diarreia (%) = [nimero de animais com

diarreia em cada gaiola x dias de diarreia/ (3 animais x 14 dias)] x100.

2.3 Procedimentos de abate e coleta de amostras do intestino

Aos 35 dias de idade, um animal de cada unidade experimental (gaiola), com peso
corporal médio mais préximo do peso médio dos leitdes de sua respectiva unidade, foi
insensibilizado e abatido por sangramento para coleta de amostras para analises histologicas e
moleculares.

As amostras destinadas as andlises histolégicas (cortes de 2 x 3 cm) foram
acondicionadas em frascos de 50 mL, com paraformaldeido a 4% em solucdo de tampdo
fosfato 0,1 M pH 7,0 e incubadas overnight a temperatura ambiente durante 24 horas. Apos
esse periodo, as amostras foram conservadas em etanol 70% até o processamento para a
confecgdo dos blocos e cortes histologicos.

Para analise molecular, as amostras foram coletadas e inseridas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, foram transferidas para armazenamento em freezer -80°C até o processo de
extracdo do RNA.

Foram coletados segmentos de 2,0 x 2,0 cm nas regioes correspondentes ao duodeno
(um segmento a 10 cm a partir do piloro), jejuno (trés segmentos na por¢ao média do

intestino) e ileo (um segmento a 5 cm anterior a juncdo ileo-cecal), de acordo com Yang et al.
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(2014). Em seguida, os cortes histologicos foram lavados em solugao fisiologica e fixados em

solugdo de paraformaldeido 4,0%, por 24 horas a temperatura ambiente.

2.4  Analises de morfologia intestinal

Os cortes histologicos (duodeno, jejuno e ileo) foram cortados transversalmente e
secos em gradiente etilicos crescentes, diafanizados em HistoChoice e incluidos em Paraplast
liquido a 65 °C. Cinco cortes transversais com 5 pum de espessura cada foram colocados por
lamina e foram corados com hematoxilina-eosina (HE). Os cortes foram semi-seriados,
utilizando 1 a cada 10 cortes. A leitura das laminas foi realizada utilizando o microscopio
optico EVOS M5000 Imaging System (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) com ampliacao
de 10x. Em seguida, as imagens foram analisadas pelo analisador de imagens ImageJ 1.50i;
javal.6.0 20 (National Institutes of Health, USA). Foram selecionadas e medidas as alturas
de 20 wvilosidades e suas respectivas 20 criptas, bem orientadas e seccionadas
longitudinalmente de acordo com Satessa et. al. (2020). A relagdo vilo:cripta também foi

analisada. Todas as medidas foram feitas por um unico individuo.

2.5  Andlises de expressdo génica

A extracdo total de RNA foi realizada com Trizol (Life Technologies) seguindo as
instrugdes do fabricante. A concentracdo de RNA serd estimada pelo espectrofotdmetro
NanoVueTM Plus (GE Healthcare, Freiburg, Alemanha), e a integridade do RNA foi avaliada
por eletroforese em gel de agarose 1,0%. A sintese complementar de DNA foi realizada de
acordo com o protocolo Goscript Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI,
EUA; Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os nimeros do GenBank para acessar os
primers dos genes sdo mostrados na Tabela 3. Os primers foram utilizados para transcri¢ao
reversa quantitativa de PCR com GoTaq qPCR Master Mix (Promega) em termociclador ABI
Prism 7300 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems). Como controle endégeno, o
gene Beta- actina (ACTB) foi escolhido com base em sua expressdo e estabilidade entre os
tratamentos. A expressao relativa do gene de interesse foi calculada por 2-AACt (Livak &

Schmittgen 2001).

2.6 Analise estatistica

A gaiola foi considerada a unidade experimental para a analise de desempenho (CRD,

GPD, CA e peso final). Apenas um leitdo de cada unidade experimental foi considerado a
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unidade experimental para analise da morfologia intestinal e expressao génica. Os dados
foram analisados utilizando o software de dominio publico R versdo 3.4.3 (2017). Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste
Student-Newman-Keuls (SNK). O valor de P < 0,05 foi considerado para indicar significancia

estatistica e valores de P entre 0,05 € 0,10 foram considerados como tendéncia.

3 RESULTADOS
3.1 Desempenho, escore fecal e incidéncia de diarreia

Nao foram observados efeitos (P > 0,05) entre as dietas para CRD, GPD e CA (Tabela

4). Entretanto, os leitdes que receberam a dieta CP apresentaram maior peso final (P < 0,05).
As dietas CN e CP resultaram nos maiores (P < 0,05) valores de escore fecal. Os
leitdes alimentados com as dietas SUB, AMY e SUB+AMY apresentaram valores
intermediarios de escore fecal (Tabela 5). Em rela¢do a incidéncia de diarreia, o grupo CN
apresentou o maior percentual (18,09%), e o grupo CP apresentou a menor incidéncia
(7,14%). As dietas SUB, AMY e SUB+AMY resultaram em valores intermediarios para a

incidéncia de diarreia, sem diferencas significativas entre elas (P = 0,054).

3.2 Morfometria intestinal

No duodeno, ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) entre as dietas em relagdo a
altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas (PC) e relagdo vilo: cripta (AV:PC)
(Tabela 6). No entanto, no jejuno, os leitdes alimentados com as dietas CP e AMY
apresentaram valores maiores de AV:PC (P < 0,05) em comparagao aos leitdes do grupo CN
(Tabela 6).

No ileo, a AV e a PC ndo diferiram entre os grupos (P > 0,05), porém, a relagdo
AV:PC foi maior (P < 0,05) nos leitdes alimentados com as dietas CP ¢ SUB+AMY em

comparacao aos que receberam a dieta CN, (Tabela 6).

3.3  Expressao génica

Nao foram observadas diferencas (P > 0,05) entre as dietas para a expressao dos genes
HAP, IL-1pB, IL-6, TGF-B, TNF e OCL no jejuno dos leitdes (Tabela 7). No entanto, foi
verificado aumento (P < 0,05) na expressao do gene IL-10 dos leitdes alimentados com as

dietas CP e AMY, em comparacdo com o grupo CN (Tabela 7). A expressdo dos genes
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relacionados a integridade da barreira intestinal, como Ocludina (OCL) e Zonula occludens

(ZO-1), ndo apresentou diferenca entre os grupos (P > 0,05).

4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi investigada a hipdtese de que a inclusao de probidtico na dieta
melhora, de forma semelhante ao 6xido de zinco, o desempenho, a morfologia e integridade
epitelial do intestino e diminui a ativacao do sistema imunoldgico de leitdes desmamados aos
21 dias de idade. O ZnO, amplamente utilizado na producdo de suinos, é reconhecido pela sua
eficacia na reducdo da diarreia pos-desmame e na melhora do crescimento. No entanto,
devido as preocupagdes ambientais associadas ao seu uso prolongado, alternativas como os
probidticos tém ganhado cada vez mais espaco (Jensen et al., 2016).

Observou-se, neste estudo, que as dietas contendo Bacillus subtilis (SUB) ou 6xido de
zinco (CP) influenciaram positivamente a conversao alimentar (CA) dos leitdes. Embora nao
tenha sido observada diferenga significativa entre as dietas, foi identificada uma tendéncia de
melhora na CA em ambos os grupos.

Os leitdes alimentados com a dieta CP apresentaram maior peso final em relagdo aos
leitdes alimentados com as demais dietas e uma redugdo de 14% na CA em comparagdo com
a média dos demais grupos. Esses resultados estdo coerentes com outros estudos nos quais a
inclusdo de ZnO em niveis farmacoldgicos (2500 ppm a 3000 ppm) aumentou o peso corporal
e reduziu a conversdo alimentar de leitdes aos 35 dias de idade (Zhu et al., 2017,
Papadomichelakis et al., 2023; Wang et al., 2023).

Estudos recentes indicam que os probioticos, como Bacillus subtilis, podem
influenciar positivamente a eficiéncia alimentar ao promover a integridade intestinal e
melhorar a digestdo e absor¢ao de nutrientes (Zhu et al., 2022; Hu et al., 2024). Neste estudo,
nos leitdes suplementados com Bacillus subtilis, a tendéncia de melhoria na CA pode ser
explicada pelo impacto positivo dos probidticos na modulacdo da microbiota intestinal,
resultando em um ambiente mais sauddvel e favoravel a absor¢do de nutrientes (Wang et al.,

2020a).

Os resultados positivos acima podem ser atribuidos a melhora na taxa de diarreia, que
geralmente esta associada a resultados positivos de desempenho dos animais (Hu et al., 2014;

Tian et al., 2021). Os leitdes alimentados com a dieta CP apresentaram menor escore fecal,
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bem como redugdo numérica de 50% na incidéncia de diarreia, em relagdo a média dos

demais grupos para esta variavel.

Além de uma possivel melhoria da saude intestinal dos leitdes, a suplementagdo com
probioticos resultou em escores fecais intermediarios em comparacao aos grupos CN e CP,
acompanhados por uma redu¢do numérica de 27% na incidéncia de diarreia em relagdo ao
grupo CN. Embora essa suplementagdo ndo tenha influenciado diretamente o desempenho dos
leitdes, conforme observado em estudos de Luise et al. (2019) e Satessa et al. (2020), os
resultados sugerem que os probidticos podem ter papel relevante na minimizagdo da
ocorréncia de diarreia.

O impacto positivo na altura das vilosidades e na profundidade das criptas, resultou
em maior relacdo vilo:cripta no jejuno e no ileo dos leitdes alimentados com as dietas AMY e
SUB + AMY. Essa melhoria na morfologia intestinal, refor¢a o papel dos probidticos na
promocao da integridade da barreira intestinal, auxiliando na digestdo e na absorcao de
nutrientes, conforme destacado por Shang et al. (2020) e Wang et al. (2020a). Esses
resultados corroboram os da literatura, que sugere que os probiodticos desempenham papel
central na manuten¢do da saude intestinal, favorecendo o bem-estar dos animais ¢
minimizando os efeitos negativos da disbiose intestinal (Pereira et al., 2022). Estudos recentes
tém demonstrado que espécies como Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens sao
eficazes na modulacdo da microbiota intestinal, contribuindo para a melhoria da integridade
intestinal e para a redugdo de patogenos (Zhu et al., 2022; Azizi et al., 2022).

Além dos beneficios na digestdo e absorcdo de nutrientes, a suplementagdo com
Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens também exerceu um impacto positivo no
sistema imunoldgico dos leitdes. Os resultados de expressdo génica indicaram aumento
significativo na expressao de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, essencial para a
modulacdo da resposta imune. Esse efeito imunomodulador reforca a capacidade dos
probidticos de ndo s6 melhorar a saude intestinal, mas também de minimizar os efeitos
negativos do estresse pos-desmame, como inflamacdo acentuada e comprometimento da
barreira epitelial (Luise et al., 2021). Dessa forma, a combinacdo de beneficios digestivos e
imunologicos destaca o papel dos probidticos como uma alternativa eficaz ao 6xido de zinco,
especialmente na promogao da satde intestinal e na modulagao da resposta imune (Rodriguez
et al., 2021). Esses resultados sdo consistentes com os de outros estudos que mostram que

probiodticos como Bacillus subtilis € Bacillus amyloliquefaciens podem nao apenas regular a
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resposta inflamatdria, mas também promover a integridade da barreira intestinal, favorecendo
a saude geral do trato digestivo dos leitdes (Hu et al., 2023).

A auséncia de efeitos significativos na expressao de genes relacionados a integridade
da barreira intestinal, como occludina e zonula occludens (ZO-1), sugere que os probidticos
atuam principalmente por vias imunomoduladoras, em vez de afetarem diretamente esses
marcadores de integridade (Azizi et al.,, 2022). Essa atuacdo indireta, no entanto, nao
compromete a eficiéncia da barreira intestinal, como evidenciado pela melhoria na morfologia
intestinal e na relagdo vilo:cripta, o que reflete uma funcdo de barreira mais eficiente,
modulada pela regulagdo da microbiota e pela reducdo da inflamagdo. Nesse contexto, a
suplementagdo com probidticos se mostra mais eficaz na promog¢ao de uma resposta anti-
inflamatoria, como demonstrado pelo aumento de IL-10, do que na supressdo direta de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-18 e TNF-0, que ndo apresentaram diferengas entre os
grupos (Pereira et al., 2022). Refor¢ando o fato de que os probiodticos ajudam a criar um
ambiente intestinal menos suscetivel a inflamacgao cronica, sem interferir nas respostas imunes

normais, destacando seu papel na manutencao da satide intestinal e imunoldgica dos leitdes.

A suplementagdo com probidticos ndo confirma a hipotese de que a inclusdo deste
aditivo na dieta melhora, de forma semelhante ao 6xido de zinco, o desempenho de leitdes
recém desmamados. A auséncia de efeitos positivos dos probidticos no desempenho dos
leitdes pode estar relacionada a varios fatores, incluindo a composi¢do da dieta, a diversidade
de espécies de Bacillus, a quantidade administrada, a fase de vida dos suinos e as
caracteristicas do ambiente em que os animais estdo inseridos (Liu et al., 2018;
Mingmongkolchai & Panbangred, 2019). No entanto, a adi¢do de Bacillus amyloliquefaciens

pode melhorar a satude intestinal e a absor¢ao de nutrientes em leitdes recém-desmamados.

5 CONCLUSAO

A suplementacao com Bacillus amyloliquefaciens, isoladamente ou em combinacao
com Bacillus subtilis, melhora a relagdo vilo:cripta no jejuno e ileo e reduz a incidéncia de
diarreia em leitdes recém-desmamados. Além disso, esses probidticos aumentam a expressao
do gene anti-inflamatorio IL-10, evidenciando seu potencial para melhorar a satde intestinal

dos 21 aos 35 dias de idade.
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TABELAS

Tabela 1 — Composi¢do das dietas experimentais.

Ingrediente, % CN Cp SUB AMY SUB+AMY
Milho 45,620 45,620 45,620 45,620 45,620
Farelo de soja 17,500 17,500 17,500 17,500 17,500
Soro de leite 16,000 16,000 16,000 16,000 16,000
Soja micronizada 10,500 10,500 10,500 10,500 10,500
Plasma sanguineo 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000
Fosfato bicalcico 1,380 1,380 1,380 1,380 1,380
Oleo de soja 1,650 1,650 1,650 1,650 1,650
Calcario 1,360 1,360 1,360 1,360 1,360
Inerte 0,400 0,090 0,350 0,300 0,325
L-lisina 0,410 0,410 0,410 0,410 0,410
Mistura vitaminica' 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
L-treonina 0,247 0,247 0,247 0,247 0,247
DL-metionina 0,207 0,207 0,207 0,207 0,207
Mistura mineral® 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
L-valina 0,103 0,103 0,103 0,103 0,103
Sal 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075
L-triptofano 0,048 0,048 0,048 0,048 0,048
Oxido de zinco --- 0,310 --- --- ---
Gutplus® - - 0,050 - 0,025
Ecobiol® - - - 0,100 0,050

! Conteudo por quilo de produto: selénio (75,0 mg), acido folico (250,0 mg), niacina (8750,0
mg), biotina (37,50 mg), acido pantoténico (5000,0 mg), vitamina A (2000,0 UI), vitamina
B1(500,0 mg), vitamina B12 (7500,0 mcg), vitamina B2 (1500,0 mg), vitamina B6(500,0
mg), vitamina D3 (375.000,0 UI), vitamina E (6250,0 UI), vitamina K3 (750,0 mg).

2 Teor por quilo de produto: Zn (25,0 g), Cu (40,0 g), Fe (15,0 g), Mn (13,0 g), I (350,0 mg).



Tabela 2 - Composicao nutricional calculada das dietas experimentais?.
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Itens SUB+AM
CN CP SUB AMY
Y
Energia metabolizavel kcal’kg  3.400 3.400 3.400 3.400 3.400
Proteina bruta, % 21,50 21,50 21,50 21,50 21,50
Célcio, % 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Fosforo disponivel, % 0,528 0,528 0,528 0,528 0,528
Sédio, % 0,230 0,230 0,230 0,230 0,230
Zinco, mg/kg 0,002 2500 0,002 0,002 0,002
Lactose, % 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Lisina digestivel, % 1,450 1,450 1,450 1,450 1,450
Met +Cis digestivel, % 0,813 0,813 0,813 0,813 0,813
Treonina digestivel, % 0,972 0,972 0,972 0,972 0,972
Triptofano digestivel, % 0,276 0,276 0,276 0,276 0,276
Valina digestivel, % 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Isoleucina digestivel, % 0,798 0,798 0,798 0,798 0,798

* Valores calculados de acordo com Rostagno et al. (2011).



Tabela 3 - Desenho dos primers.

Numero do Taman
Gene Sequéncia
GenBank ho, bp
F:CATCGCCGTCTCCTACCA
TNF-a NM 214022.1 199

R:CCCAGATTCAGCAAAGTCCA

F:TCTGCCCTGTACCCCAACTG
IL-1p NM 214055.1 132
R:CCCAGGAAGACGGGCTTT

F:CCTGTCCACTGGGCACATAAC
IL-6 NM_001252429.1 253
B R:CAAGAAACACCTGGCTCTGAAAC

F:GCTAAGAATCTCCGCTTGG
HAP NM 214000.2 100
R:CAATCTCCACCTCCTGTTTC

F:GAAGGACCAGATGGGCGACTT
IL-10 NM 214041.1 256
B R:CACCTCCTCCACGGCCCTTG

F:GGACCTTATCCTGAATGCCTT
TGFB  NM 214015.1 133
R:TAGGTTACCACTGAGCCACAAT

F:TCCTGGGTGTGATGGTGTTC
Ocludina NM 001163647.1 145
R:CGTAGAGTCCAGTCACCGCA

F:AAGCCCTAAGTTCAATCACAATCT
Z0-1 XM 003353439.2 130
B R:ATCAAACTCAGGAGGCGGC

F: CTTCTAGGCGGACTGTTAGTG
ACTB XM 003124280.3 123
B R: TGTCGGCGATGCCTGGGTA

TNFa — fator de necrose tumoral alfa; IL-1p - interleucina 1 beta; IL-6 - interleucina 6;
HAP — haptoglobina; IL-10 - interleucina 10; TGF- — fator transformador de crescimento
beta 1; ZO-1 - Zonula occludens-1; ACTB: Beta-actina. F e R indicam primers forward e
reverse, respectivamente.
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Tabela 4 - Efeito da suplementacdo com probidticos no desempenho de leitdes dos 21 aos 35
dias de idade.

Itens CN CP SUB AMY SUB+AMY EPM P-valor
Peso inicial, kg 6,77 6,83 6,79 6,74 6,80 - -
GPD, kg/dia 0,211 0,243 0,234 0,215 0,199 0,008 0,350
CRD, kg/dia 0,296 0,330 0,303 0,306 0,302 0,008 0,665
CA 1,42 1,26 1,39 1,55 1,54 0,036 0,054
Peso final, kg 9,74 10,82¢ 9,86 9,71° 9,73 0,190 0,033

*® Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas linhas diferem (P<0,05) entre si pelo
teste SNK. CN, controle negativo (sem o6xido de zinco e sem probioticos); CP, controle
positivo (CN + 2500 mg/kg de ZnO); SUB, (CN + 500 g/Ton de GutPlus®; AMY (CN + 1000
g/Ton de Ecobiol®); SUB+AMY (CN + 250 g/Ton de GutPlus® + 500 g/Ton de Ecobiol®);
EPM: Erro padrao da média; GPD: Ganho de peso didrio; CRD: Consumo de racdo diario; CA:
Conversao alimentar.

Tabela 5 - Efeito da suplementagdo com probioticos no escore fecal e na incidéncia de diarreia
de leitdes dos 21 aos 35 dias de idade.

P-
Itens CN CP SUB AMY SUB+AMY EPM
valor
Escore fecal 1,99° 1,27° 1,63® 1,67® 1,78® 0,023 0,042
Incidéncia de diarreia
18,09 7,14 12,62 12,38 14,52 1,175 0,054

(%)

*® Médias seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas diferem (P<0,05) entre si
pelo teste SNK. CN, controle negativo (sem 6xido de zinco e sem probidticos); CP, controle
positivo (CN + 2500 mg/kg de ZnO); SUB, (CN + 500 g/Ton of GutPlus®; AMY, (CN +
1000 g/Ton of Ecobiol”; SUB+AMY (CN + 250 g/Ton of GutPlus® + 500 g/Ton of
Ecobiol®)

EPM: Erro padrao da média. Escore fecal: 1 = s6lido; 2 = semi-solido; 3 = semi-liquido; 4 =
liquido.
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Tabela 6 - Morfometria intestinal de leitdes dos 21 aos 35 dias de idade alimentados com

dietas suplementadas com probidticos.

Itens CN CpP SUB AMY SUB+AMY EPM  P-valor
Duodeno

AV, um 328 362 356 350 364 5979 0,327
PC, um 270 272 248 254 272 5,125 0,410
AV: PC 1,25 1,36 1,37 1,44 1,43 0,028 0,136
Jejuno

AV, pm 272 327 306 312 308 6,946 0,148
PC, um 199 190 206 187 200 4,840 0,747
AV:PC 1,38° 1,77 1,51® 1,72¢ 1,57® 0,042 0,017
fleo

AV, um 234 264 276 269 272 5,588 0,125
PC, um 171 170 195 186 174 4,303 0,282
AV: PC 1,40° 1,64° 1,47% 1,51 1,61° 0,029 0,036

*® Médias seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas diferem (P<0,05) entre si pelo
teste SNK. CN, controle negativo (sem 6xido de zinco e sem probidticos); CP, controle positivo
(CN + 2500 mg/kg de ZnO); SUB (CN + 500 g/Ton of GutPlus®); AMY, (CN + 1000 g/Ton of
Ecobiol®; SUB+AMY (CN + 250 g/Ton of GutPlus® + 500 g/Ton of Ecobiol®); EPM: Erro
padrdo da média; AV: altura de vilosidade, PC: profundidade de cripta; AV:PC: relagdo altura
vilosidade/profundidade de cripta.
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Tabela 7 - Expressao génica de citocinas e proteinas de junc¢do no jejuno de leitdes de 35 dias
de idade alimentados com dietas suplementadas com probidticos.

Itens CN CP SUB AMY  SUB+AMY EPM P-valor
HAP 1,058 1,266 0,999 1,002 0,885 1,009 0,231
IL-1PB 0,153 0,145 0,174 0,213 0,172 0,090 0,147
IL-6 0,043 0,046 0,041 0,041 0,051 0,185 0,658
IL-10 0,196  0,313* 0,178 0,242® 0,155° 0,020 0,019
TGF- B 2,246 2476 2,544 2,090 2,387 0,008 0,745
TNF 0,196 0,170 0,224 0,235 0,274 0,201 0,631
OCL 5,202 5,847 6,388 6,785 5,838 0,152 0,619
Z0 3,579 3,817 4,285 4,809 3,888 2,387 0,850

*® Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas linhas diferem (P<0,05) entre si pelo
teste SNK. HAP — haptoglobina; IL-1P - interleucina 1 beta; IL-6 - interleucina 6; IL-10 -
interleucina 10; TGF-B — fator transformador de crescimento beta; TNFa — fator de necrose
tumoral alfa ; OCL- Ocludina; ZO-1 - Zonula occludens-1.
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