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RESUMO

MOLINO, Juliano Pelicdo, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009. Lactose e
L-glutamine mais L-acido glutdmico em ragdes para leitdes desmamados aos 21 dias
de idade. Orientador: Juarez Lopes Donzele. Co-orientadores: Aloizio Soares Ferreira e
Rita Flavia Miranda de Oliveira.

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes niveis de lactose e da inclusdo de
glutamina + &cido glutdmico nas ragdes sobre o desempenho, a morfometria da mucosa e a
composicdo da microbiota intestinal dos animais, utilizou-se 126 suinos mesti¢os comerciais,
desmamados aos 21 £ 1 dias de idade, com peso inicial de 6,12 + 0,70 Kg, distribuidos em
delineamento de blocos ao acaso. Foram realizados dois experimentos. No experimento 1, 0s
tratamentos consistiram em ragdes contendo 0, 4, 8 e 12% de lactose dos 21 aos 35 dias, com
seis repeticdes e trés animais por unidade experimental. No experimento 2 testou-se a
inclusdo de glutamina mais acido glutdmico nas racdes contendo 0, 4 e 8% de lactose,
também com seis repeticdes e trés animais por unidade experimental. Dos 36 aos 49 dias, nos
dois experimentos, todas as ragOes foram isentas de lactose e 0s animais que receberam
suplementacdo com glutamina mais acido glutdmico dos 21 aos 35 dias no experimento 2
continuaram sendo suplementados até o final do experimento. Avaliou-se o desempenho dos
animais dos 21 aos 35 e dos 21 aos 49 dias, a morfometria da mucosa intestinal e composicédo
da microbiota intestinal aos 49 dias. As ragGes experimentais fareladas, isoprotéicas e
isoenergéticas, foram formuladas observando-se o conceito de proteina ideal, mantendo-se
constantes as relagdes aminoacidicas entre lisina e 0s demais aminoacidos essenciais. Todas

as racdes continham 2% de plasma sanguineo “spray dried” em sua composi¢do e 0,05% do
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antibidtico tilosina como promotor de crescimento. No Experimento 1, os niveis de lactose
ndo influenciaram (P<0,05) o ganho de peso, o consumo de racdo e a conversao alimentar dos
leitbes dos 21 aos 35 dias de idade. Também ndo foi observado efeito (P<0,05) residual da
lactose sobre os parametros de desempenho, dos 21 aos 49 dias de idade. Apesar de nao ter
sido observado diferenga significativa entre os tratamentos, observou-se que em valores
absolutos os animais do tratamento com 0% de lactose apresentaram desempenho inferior ao
dos animais alimentados com ragdes contendo 4, 8 ou 12% de lactose. Os tratamentos
também nao influenciaram (P<0,05) a altura das vilosidades, a profundidade das criptas e a
relagdo vilo:cripta da mucosa do intestino delgado. O aumento do nivel de lactose das racoes
alterou a composicdo da microbiota intestinal dos animais, promovendo aumento da
quantidade de Lactobacillus spp. em relacdo ao total de Eubactéria. No experimento 2 ndo foi
observada interacdo (P>0,05) entre o nivel de lactose e a inclusdo de glutamina + &cido
glutdmico sobre nenhum dos pardmetros avaliados, tanto de 21 a 35 dias quanto no periodo
total do experimento. Os niveis de lactose também né&o influenciaram (P<0,05) o desempenho
dos leitdes nos dois periodos avaliados. Entretanto, em valores absolutos, o tratamento com
4% de lactose apresentou os melhores resultados de ganho de peso e consumo de ra¢do nos
dois periodos. A inclusdo de glutamina mais &cido glutdmico nas ra¢des influenciou (P<0,05)
positivamente 0 ganho de peso dos leitbes dos 21 aos 49 dias de idade e promoveu aumento
(P<0,05) da altura das vilosidades no duodeno, jejuno e ileo do intestino dos leitdes. Na
porcdo do intestino correspondente ao ileo, foi observado efeito (P<0,05) da inclusdo de
glutamina mais acido glutdmico nas dietas sobre a relagdo vilo:cripta dos leitdes. Com base
nos resultados obtidos nos dois experimentos, pode-se concluir que a lactose tem efeito
positivo sobre a ecologia microbiana intestinal dos leitdes e que a inclusdo de glutamina mais
acido glutdmico nas racBes tem efeito benéfico sobre o desempenho e sobre a altura das

vilosidades da mucosa intestinal dos animais.



ABSTRACT

MOLINO, Juliano Pelicdo, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, july, 2009. Lactose and
L-glutamine plus L-glutamic acid in diets for piglets weaned at 21 days of age.
Advisor: Juarez Lopes Donzele. Co-advisors: Aloizio Soares Ferreira and Rita Flavia
Miranda de Oliveira.

126 commercial crossbred pigs weaned at 21 + 1 days of age, with initial weight of 6.12
+ 0.70 kg, were allocated in randomized complete block designs. Two experiments were
carried out to evaluate the effect of different levels of lactose and supplementation with
glutamine and glutamic acid in pig diets on the performance, mucosa morphology and
intestinal flora composition. Experiment 1 consisted of diets containing 0, 4, 8 and 12%
lactose administered between 21 and 35 of age, conducted in six replicates with three animals
per experimental unit. Diets in experiment 2 contained 0, 4 and 8% of lactose added with
glutamine and glutamic acid, conducted in six replicates with three animals per experimental
unit. Diets were lactose-free between days 36 and 49 in both experiments. Glutamine and
glutamic acid supplementation from day 21 to 35 in animals from experiment 2 was
maintained until the end of the experiment. Animal performance was evaluated between days
21 and 35 and between days 21 and 49. Intestinal mucosa morphology and intestinal flora
composition were assayed at day 49. The ideal protein concept was used to prepare the
isonitrogenous and isocaloric experimental mash diets, maintaining a constant relationship
between lysine and other amino acids. Diets contained 2% spray-dried plasma and 0.05%
tylosin growth promoter. No influence (P <0.05) was observed of the lactose levels on animal
weight gain, feed intake and feed conversion between days 21 and 35 in experiment 1, and no



residual effect of lactose (P <0.05) on the performance parameters, from day 21 to 49.
Animals fed with diets containing 4, 8 or 12% lactose showed higher performance than
animals fed with 0% lactose in absolute values, although there was no significant difference
between the treatments. Villus height, crypt depth and the villus/crypt (small intestine)
relationship were not affected by treatments. Augmented lactose levels altered the intestinal
flora composition, increasing the number of Lactobacillus spp. in relation to total Eubacteria.
Experiment 2 showed no effect of the interaction (P> 0.05) between lactose levels and
glutamine and glutamic acid addition on the evaluated parameters, between 21 and 35 days
and in the total experimental period. Lactose levels did not affect (P <0.05) animal
performance in both periods. In absolute values, however, the treatment with 4% lactose had
the best results of weight gain and feed intake in both periods. Addition of glutamine and
glutamic acid in the diets affected (P <0.05) positive weight gain of piglets (days 21 to 49)
and increased (P <0.05) villus height in the duodenum, jejunum and ileum of weaning piglets.
Effect (P <0.05) of the addition of glutamine and glutamic acid on the villus/crypt relation
was observed in the ileum. The experiments showed that lactose exerted a positive effect on
the intestinal microbial ecology of pigs. The addition of glutamine and glutamic acid in the

diets enhanced animal performance and intestinal villus height.
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1 - INTRODUCAO GERAL

A alimentagdo de suinos em sistema intensivo tem sido, nos ultimos anos,
fracionada de acordo com o estdgio do desenvolvimento e com a categoria. Esta pratica
permite que sejam adequados os niveis de nutrientes da dieta com as exigéncias dos
animais.

Sem a interferéncia humana, os suinos jovens seriam nutricionalmente
independentes ao atingirem entre 15 ¢ 20 Kg, o que ocorreria perto dos 70 dias de idade
(Whittemore & Green, 2001). Entretanto, devido a necessidade de otimizar o sistema de
producdo com o aumento do n° de leitdes nascidos por porca/ano, a técnica do desmame
precoce tem sido utilizada. A“independécia forgada™ dos leitdes para perto dos 21 dias
de idade foi possivel melhorando-se as ragdes, com a inclusdo de ingredientes
funcionais, altamente digestiveis e nutritivos, melhorando-se o ambiente, com medidas
que visaram proporcionar maior conforto, além de melhorias sanitarias, pela
administracdo de medicamentos mais eficazes e antibidticos como melhoradores do
desempenho. Com isso, alcangou-se indices produtivos aceitdveis, porém ainda nao
otimos.

A maior dificuldade consiste em encontrar um alimento que substitua o leite
materno, € que associado as outras medidas de manejo possam suprir todas as
necessidades dos leitdes. E sabido que nas duas primeiras semanas apds a desmama
ocorre depressao do desempenho, tanto em consumo de racao quanto em ganho de peso.

Na ocasido da desmama tem-se verificado desuniformidade de peso entre os

leitdes de uma mesma leitegada, reduzida capacidade de digestdo, baixo consumo de



alimento e com a imunidade deprimida, a0 mesmo tempo em que ¢ extremamente
importante que os suinos recém desmamados consumam ragdo o mais rapido possivel,
mantenham o ganho de peso em constante ascensdo e que se reduza a ocorréncia de
diarréias e mortalidade. Aumentar a produtividade na ocasido da desmama torna-se,
entdo, um desafio.

Contudo, avangos consideraveis tém sido conseguidos. A utilizagdo de
aminoacidos industriais, lactose e derivados do leite, plasma sanguineo e outros
ingredientes nas racdes de leitdes desmamados precocemente tém proporcionado
melhora no desempenho. Uma mudanca de paradigma ocorrida nas ultimas décadas tem
contribuido para este avango: Estudos mais recentes t€ém dado atencdo para questdes
que extrapolam ao desempenho e consideram também outros aspectos da producao,
como a observagdo de parametros fisioldgicos e metabolicos, a interagdo entre o animal
e ambiente, microbiota, nutri¢ao funcional, etc.

Na nutricdo de leitdes, a lactose tem se mostrado, como um ingrediente
indispensavel em racgdes pré-iniciais. Porém, este aclcar, que também ¢ utilizado na
alimentacdo humana, tem sido de elevado custo nos ultimos anos, elevando
consequentemente o custo das ragdes. Assim, existe a demanda de estratégias
nutricionais para leitdes na fase pds-desmama que sejam capazes de manter em niveis
satisfatorios a saude e o desempenho dos animais.

A glutamina tem sido considerada um aminoacido condicionalmente esscencial
para leitdes. O efeito da glutamina sobre a multiplicagdo dos enterdcitos na mucosa
intestinal e sua mobilizagdo para producdo de células de defesa em situacdo de estresse
imunoldgico determinam sua condi¢do de essencialidade no periodo correspondente a
desmama. Da mesma forma, o acido glutdmico sintetizado no organismo a partir da
glutamina e diferindo desta apenas pela auséncia do grupo amida, possui fungdes
corporais importantes, que se assemelham a fun¢do da glutamina. Portanto, a inclusao
de glutamina + acido glutamico pode contribuir para a atenuagdo do efeito estressante
da desmama precoce dos leitdes e refletir no desempenho zootécnico.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito dos niveis de inclusdo de lactose e da
inclusdo de glutamina + acido glutamico em racdes de leitdes desmamados aos 21 dias
de idade sobre o desempenho, a morfometria da mucosa intestinal e a composi¢ao

microbiana intestinal dos animais.



Esta tese foi redigida em capitulos, seguindo-se as normas para feitura de tese da
UFV e os Capitulos 1 e 2 foram redigidos foram redigidos seguindo-se as normas para

publicacao de artigos na Revista Brasileira de Zootecnia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O processo da desmama

A intensificagdo da produ¢ao de suinos proporcionou uma antecipacao da idade
a desmama, hoje realizada precocemente, com o intuito de aumentar a produtividade
anual das porcas. Esta fase ¢ considerada critica e tem se mostrado traumatica na vida
dos suinos, devido principalmente a troca da alimentag¢do liquida para a alimentagdo
solida, supressdo da imunidade passiva, troca de ambiente, tensdes sociais devido ao
reagrupamento da leitegada, a dificuldade de adaptacdao aos cochos e bebedouros, além
do desconforto da apartacdo da mae (Moraes et al., 1998).

Como consequéncia, ocorrem alteragdes no comportamento alimentar. Em
revisdo sobre o assunto, Van Hees et al., (2004) relataram que em comparagdo com
leitdes desmamados naturalmente, leitdes desmamados precocemente reduzem o tempo
dispensado a alimentagdo, diminuem a frequéncia de visita aos comedouros elevando a
quantidade ingerida por visita, tém dificuldade de iniciar a alimentac¢do, devido a
auséncia das vocalizagdes sicronizadoras da porca, competem mais por espago nos
comedouros e estdo mais susceptiveis a agressoes devido as constantes alteracdes na

ordem hierarquica do grupo. O resultado da antecipacdo da desmama ¢ a produgdo
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de leitdes com competéncia, comportamental e imunoldgica comprometida (Van Hees
et al., 2004), e com necessidades nutricionais diferenciadas.

Os processos da desmama, em geral, proporcionam ainda profundas alteragdes
fisiologicas nos animais. As principais alteracdes ocorrem devido a mudanga na dieta,
que refletem na estrutura e funcdo da mucosa intestinal do intestino delgado, na
composi¢ao da microbiota ao longo do trato e no perfil enzimatico digestivo dos leitdes
(Kely & King, 2001). O trato gastro-intestinal representa uma complexa interface entre
o animal e ambiente. Estudos sobre as intera¢des entre nutri¢do, fisiologia e imunologia
e sua relevancia nas fungdes corporais sdo fundamentais para a solu¢ao de problemas de
desempenho pos-desmama de suinos.

As primeiras semanas apds o parto correspondem ao periodo em que o animal
apresenta intenso desenvolvimento das visceras em relacdo ao restante do corpo. Este
desenvolvimento ocorre principalmente em o6rgdos responsaveis pela produgdo de
enzimas digestivas, como o pancreas, ¢ no desenvolvimento da mucosa intestinal, e
determina a futura capacidade digestiva e absortiva do animal (Lopes et al., 2005a).

A maior porcdo da dieta de suinos ¢ constituida de carboidratos, e sua
composi¢ao varia bastante do nascimento até a maturidade. O principal carboidrato do
leite ¢ a lactose, ao passo que animais adultos possuem uma dieta com carboidratos
mais complexos em estrutura e composi¢do quimica. A alteragdo da dieta na ocasido da
desmama proporciona, por conseguinte, uma alteracao na atividade enzimatica digestiva
(Bach-Knudsen and Jorgensen, 2000). A substituicdo do leite — rico em lactose e
altamente digestivel — por ragdo sélida exige uma adaptagdo do TGI dos animais, em
funcao da necessidade de produ¢do de enzimas para digerir os produtos da degradagdo
do amido, como a maltase (Etheridge et al., 1984). Bird et al., (1995) reportam que a
atividade da enzima lactase, responsavel pela degrada¢do da lactose em galactose +
glicose decresce rapidamente nas duas primeiras semanas de vida dos leitdes e continua
decrescendo gradualmente até a oitava semana. Enquanto isso, a taxa de producao de
outras enzimas digestivas como sucrase, maltase e proteases, estd em aumento gradual
(Leichter et al., 1973; Ekstrom et al., 1975). Assim, os leitdes sdo apartados da mae
ainda com ineficiente producdo de enzimas digestivas para Otima utilizagdo dos
carboidratos das ragdes, elaboradas nos tropicos principalmente a base de cereais como
o milho e o farelo de soja.

O estresse da desmama também influencia negativamente a estrutura e a fungao

da mucosa intestinal dos leitdes. Os maiores problemas ocorrem pela queda no consumo
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de alimento. A superficie da mucosa intestinal de suinos possui projecdes chamadas
vilosidades, onde ha intensa atividade enzimatica e transporte de nutrientes. As
vilosidades s3ao acompanhadas por glandulas adjacentes chamadas criptas de
Lieberkuhn, onde ocorre secre¢do de muco e proliferacdo celular. (Frappier, 20006)
Quando o consumo ¢ satisfatorio, hd aumento global na secrecdo de hormonios gastro-
intestinais, resultando em maior proliferagdo celular nas criptas do epitélio intestinal,
acompanhado por um aumento no comprimento das vilosidades (Herdt, 1999). A
capacidade de utilizagdo dos nutrientes da racdo pelos animais ¢ fun¢do, entre outros
fatores, da superficie do epitélio em contato com os alimentos. A abrupta mudanca da
racdo associada com os outros processos da desmama implicam na redugdo altura das
vilosidades e no aumento da profundidade das criptas da mucosa intestinal, refletindo na
eficiéncia com que os leitdes desmamados digerem e absorvem o alimento que
consomem. A atrofia das vilosidades ¢ causada tanto por aumento da taxa de perdas
celulares ou por redugdo da taxa de renovacao celular (Pluske et al., 1997).

Outro aspecto importante da produgdo ¢ a interacao existente entre o animal ¢ a
populagdo microbiana existente no trato digestivo. A microbiota que habita o lumen
intestinal ¢ parte de um complexo ecossistema, cuja estabilidade depende da interagdo
entre o hospedeiro e o microorganismo. O resultado desta interagdo sdo milhares de
nichos, sendo cada um habitado por grupos de microorganismos mais bem adaptados ao
local, para a exclusao de outros (Hirsh, 2003).

Dentre as centenas de espécies de microorganismos entéricos, uma grande parte
¢ potencialmente patégena. No entanto, a propria coloniza¢do bacteriana denominada
normal, residente no intestino, promove protecdo contra estes microorganismos,
valendo-se, para isto, de propriedades bacterianas e do hospedeiro. A dindmica da
colonizacdo do trato digestivo € bastante organizada, dependendo em parte de produtos
secretados por microorganismos (microcinas, bacteriocinas e acidos graxos volateis) e
em parte por produtos secretados pelo hospedeiro (meio acido do estdmago, defensinas,
conteudos da bile, etc) (Gershwin, 2003).

A microbiota normal, adquirida pelo leitdo desde o nascimento e estabelecida no
intestino, forma nichos particulares ao longo de todo o trato digestivo, formando, assim,
uma barreira a colonizacdo por patdégenos (Williams et. al, 2001). Microorganismos do
aparelho digestivo competem por sitios de adesdo. Para que haja a algum dano causado
por um microorganismo patogénico, ¢ necessario que ocorra adesdo deste a parede do

intestino (Hirsh, 2003). A barreira a colonizagdo proporcionada pela microbiota
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residente normal, juntamente com a producdo de acidos graxos volateis (AGV’s) no
intestino costituem a principal defesa contra a ocorréncia de possiveis danos causados
por patogenos (Williams, et al., 2001).

Quando a composi¢ao da dieta ¢ alterada, altera-se também a composi¢do da
microbiota intestinal (Pluske, 1997). Nos ultimos anos, tem-se desenvolvido pesquisas
buscando alimentos que promovam o crescimento das populagcdes de organismos
benéficos, em detrimento da diminui¢do da populagdo de organismos causadores de
doencas. Desse modo, elucidando como se comporta a populacdo microbiana entérica e
sua influéncia na saude dos suinos, € concreta a possibilidade de manipulagdo das dietas
dos leitdes para melhorar a satde e atenuar os efeitos danosos da desmama.

O processo da desmama, como um todo, ¢ responsavel por uma decorrente
debilidade no organismo dos leitdes, devido a ocorréncia dos varios agentes estressores
que acometem os animais nesta época. Essa debilidade promove, inevitavelmente, uma
ativacdo dos mecanismos de defesa do animal que, conforme a intensidade pode alterar
as necessidades nutricionais € o desempenho.

A modulacdo das respostas imunologicas desencadeadas em condi¢do de
estresse imunologico ¢ realizada por proteinas chamadas citocinas. A complexa rede de
interacdes citocinicas faz com que, por meio de desafios antigénicos distintos, citocinas
diferentes possam produzir efeitos fisiologicos também diferentes, atuando em conjunto
com os sistemas enddcrino ou nervoso. (Machado & Fontes, 2005).

De acordo com Cunningham-Rundles, (2002), deficiéncia imunoldégica ou
suscetibilidade a infecgdes pode ser resultado de uma condicdo de deficiéncia
nutricional, pois a resposta imune ¢ intimamente ligada ao estado nutricional do
organismo. O sistema imune ¢ dependente de aporte protéico para a produgdo dos seus
componentes, como imunoglobulinas, proteinas de fase aguda, citocinas, etc. O
desencadeamento de uma resposta imunoldégica proporciona aumento da taxa
metabolica basal e altera a parti¢ao de nutrientes no organismo. Conseqiientemente, os
nutrientes que em ambiente ndo desafiado estariam disponiveis para ganho de peso sao
mobilizados para atender a demanda da resposta imunologica (Machado e Fontes,
2005).

Diante do exposto acima, torna-se necessario avaliar a utilizacdo de diferentes
niveis de lactose em ragdes para leitdes desmamados precocemente aos 21 dias de

idade, assim como a utilizagdo de ingredientes que, mesmo agindo por mecanismo



diferente da lactose, possam tornar os leitdes mais preparados para superar periodo da

desmama com desempenho satisfatorio.

2.3. Lactose e desempenho

A lactose ¢ um dissacarideo redutor, composto por uma molécula de galactose e
outra de glicose (Luchesi et al., 2008). E um agucar solavel em agua, encontrado apenas
no leite dos mamiferos. As principais fontes de lactose para a alimenta¢ao animal sdo o

leite em po6, o soro de leite em pd e mais recentemente a lactose cristalina, com
respectivos teores de lactose de 40, 60 e 96%.

O leite ¢ considerado o alimento ideal para os mamiferos jovens, com perfeito
balanceamento de nutrientes, em quantidade e temperatura 6timas. Durante a lactacao,
ocorre diminuicao nos teores de proteina, gordura e sélidos totais do leite, enquanto que
o teor de lactose permanece, em média, em 5% (Klobasa et al., 1987). Na fase de
aleitamento, o leitdo utiliza os carboidratos do leite como fonte de -energia,
principalmente a lactose. Na baixa produgdo da lactase, a fracdo da lactose que escapa a
digestdo no intestino delgado torna-se substrato para a proliferacio microbiana no
intestino grosso, preferencialmente os microorganismos produtores de acido latico
como Lactobacillus spp. e Bifdobacteria (O’Connell et al., 2005; Kim et al., 1978).

Durante a desmama, os leitdes deixam de receber alimento liquido e comegam a
receber ragdo solida, geralmente a base de milho e soja. A utilizagdo de farelo de soja
como fonte protéica em ragdes na fase inicial implica em altera¢des nas vilosidades do
trato gastro-intestinal, resultando em diminuicdo do consumo de matéria seca e queda
no desempenho (Dunsford, et al., 1989; Hancock et al., 1990; Li et al., 1990). Além
disso, a soja, que ¢ a principal fonte protéica utilizada em ragdes para suinos nas fases
de crescimento e terminacao pode causar hipersensibilidade quando utilizada em ragdes
pré-iniciais, desencadeando respostas do sistema imunoldgico (Li et al., 1990; Hancock
et al., 1990; Dunsford et al., 1989).

A lactose tem sido amplamente utilizada na composi¢do de racdes para leitdes
logo apds a desmama. Sua importancia tem sido atribuida a melhora da palatabilidade
da racao (Bertol et al., 2000), ao aumento do consumo de matéria seca e¢ da
digestibilidade do nitrogénio e energia (Mahan, 1992; Sewell & West, 1968); a

manuten¢do da integridade da mucosa ao longo do intestino delgado (Pluske et al.,
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1996; Pierce et al., 2005); a acidificacdo do TGI dos animais (O’Connell et al., 2005;
Pierce et al., 2005); incluindo efeitos prébioticos e antipatogénicos (Boehm & Stahl,
2007; Williams et al., 2001).

Estudos de Sewell & West (1968) sugerem que alteragdes do pH intestinal e na
taxa de passagem do alimento pelo TGI poderiam explicar os beneficios trazidos pela
inclusdo de lactose na dieta de leitdes.

Dietas com altos niveis de lactose tendem a aumentar a populagcdo de
Lactobacillus spp. e diminuir a populag@o de coliformes (Pierce et al., 2007, Krause et
al., 1995; Pollmann et al., 1980), ao mesmo tempo em que o pH do TGI ¢ reduzido
devido ao aumento da produgdo de lactato (Pierce et al., 2006). Em estudo avaliando o
efeito da inoculagdo com Lactobacillus acidophilus (LA) em dietas para leitdes,
Pollmann et al., (1980) constataram que os maiores valores de ganho de peso foram
obtidos quando a inoculagdo foi combinada com a inclusdo de lactose na dieta.
Entretanto, apds o periodo de inoculagdo, os animais que receberam lactose com ou sem
inoculagdo apresentaram contagem de LA similares (Pollmann et al., 1980), indicando
que a atividade microbiana ¢ diretamente dependente do carboidrato fornecido
(Pollmann et al., 1980; O’Connell et al., 2005).

Sdo inumeros os trabalhos evidenciando os beneficios obtidos com a inclusao de
lactose nas dietas sobre o desempenho de suinos jovens. Lepine et al., (1991)
constataram que o efeito positivo do leite em p6 sobre o desempenho de leitdes
alimentados com dietas & base de milho e soja, nas trés primeiras semanas apds a
desmama, pode ser atribuido mais a lactose do que ao teor de proteina do leite. Neste
experimento, quando as ragdes foram suplementadas com lisina e isentas de leite em po,
a resposta em ganho de peso piorou em relagdo aos tratamentos que continham
lisina + leite em pd, indicando que o aumento no ganho de peso ¢ devido a algum
componente do leite em po, certamente a lactose (Lepine et al., 1991). No ano seguinte,
Mahan (1992) confirmou que a resposta a inclusdo de leite em pd é primeiramente pela
acdo da lactose e que a contribui¢do do seu conteido de aminodcidos € secundaria,
porém nao desconsideravel.

Estudando a interagdo entre os niveis de lactose e extrato de algas (Laminaria
spp.), Gahan et al., (2008) constataram que o aumento do nivel de lactose da dieta
promoveu melhora nos parametros intestinais analisados, que foi acompanhado por um

melhor ganho de peso e consumo de ragao.



Por outro lado, Lopes et al., (2005a) constataram que o melhor desempenho dos
leitdes alimentados com ragdo a base de milho e soja foi observado quando a inclusao
de lactose foi combinada ao maior nivel de lisina (1,50%), independente do peso ao
desmame e da fonte de lactose.

Os resultados encontrados por Lepine et, al., (1991) e Mahan (1992) estao de
acordo com os obtidos por Cera et al., (1988), que trabalharam com ragdes contendo
leite em pd combinado com o6leo de milho para leitdes desmamados aos 21 dias de
idade, pois também ficou evidenciado que o consumo de ra¢do, o ganho de peso e a
conversao alimentar foram melhores quando a dieta continha leite em pd. A hipotese de
que a inclusdo de 6leo de milho na ragdo levaria a um melhor desempenho devido ao
aumento da digestibilidade da energia nao foi constatada, sugerindo que a melhora do
desempenho nas primeiras quatro semanas pos-desmama seria também atribuida ao leite
em po (Cera et al., 1988).

A acidificacdo do TGI também estd associada com melhora da satide da mucosa
e com a reducdo da proliferacdo de Escherichia coli (Thomlinson & Lawrence, 1981).
Além dos efeitos sobre a microbiota, a inclusao de lactose na racao de leitdes na fase
pré-inicial ¢ capaz de manter a integridade da estrutura da mucosa do intestino delgado
(Pluske et al., 1996), devido a manutengdo do consumo de alimento.

Spreeuwenberg et al., (2001) relatam que dietas com alta taxa lactose:proteina
proporcionaram aumento da altura das vilosidades nos primeiros quatro dias pos-
desmama, embora o consumo de alimento neste periodo tenha decrescido independente
da composicao da dieta. Pluske et al., (1996) também constataram que o fornecimento
de leite de vaca para leitdes desmamados foi capaz de manter a altura das vilosidades da
mucosa do intestino delgado apos cinco dias de ingestao deste ingrediente.

Em contrapartida, Vente-Spreeuwenberg et al., (2003) ndo encontraram efeito
significativo da inclusdo de lactose na dieta sobre a altura de vilosidades de leitdes
quando comparados com dietas contendo glicose ou amido como fonte de carboidrato.
Este resultado foi atribuido a baixa incidéncia de diarréia do plantel (16%), indicando
que a resposta a lactose pode ser maior quando o desafio sanitario ¢ mais acentuado.

Os efeitos positivos da lactose na nutri¢do de suinos jovens sdo conhecidos ja ha
algum tempo. Entretanto, algumas pesquisas recentes t€m buscado substitutos para a
lactose, que podem atuar sobre o desempenho de forma semelhante a lactose ou por
mecanismos fisioldgicos diferentes (Mathew et al., 1997; Pierce et al., 2007;

Kamphues et al., 2007; Lucchesi et al., 2008).
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O uso do galactosil lactose, um trissacarideo produzido pela conversdo
enzimatica da lactose nao proporcionou melhora no desempenho de leitdes ou
digestibilidade de nutrientes, bem como alteragdes na microbiota (Mathew et al., 1997).
A utilizacdo da lactulose (dissacarideo sintético) em estudo feito por Kamphues et al.,
(2007) indicam que ha diferencas na resposta de humanos e suinos a este produto, mas
que sua inclusdo pode ter efeito benéfico sobre a saude de ambos devido ao aumento do
numero de Lactobacillus spp. e Bifdobacteria e redu¢do do nimero de Salmonella e E.
coli.

Outras fontes de carboidratos fermentdveis também vém sendo testadas. Em
trabalho analisando a interagdo entre o tipo de cereal e o nivel de lactose sobre o
desempenho de leitdes apos a desmama, O’Connell et al., (2005) verificaram que o alto
nivel de lactose na dieta proporcionou melhor desempenho quando a dieta utilizou trigo
como cereal Entretanto, as dietas que continha a cevada como cereal melhoraram o
desempenho dos leitdes que receberam ragdes com baixo teor de lactose. O melhor
resultado da dieta a base de cevada com baixo teor de lactose pode ser atribuido ao alto
nivel de B-glucano, um polissacarideo ndo-amildceo solivel (PNA) presente na cevada.
A queda do desempenho quando a dieta continha cevada e alto nivel de lactose pode ter
sido efeito da fermentagdo excessiva ocorrida no intestino grosso. De acordo com Smits
et al., (1996), os PNA’s atuam aumentando a viscosidade da digesta, aumentando o
tempo de permanéncia do alimento no trato digestivo. Entretanto, quando a
fermentagdo ¢ excessiva, ocorre aumento da producdo de 4cido graxos volateis no
intestino grosso, o que poderia comprometer a fermenta¢do microbiana (Williams et al.,
2001).

A utilizagdo de outro PNA, a inulina, em dietas a base de cereais e proteina
vegetal com alto e baixo nivel de lactose foi testada por Pierce et al., (2005). A inclusdo
de inulina na dieta com alto nivel de lactose ndo teve efeito sobre o desempenho dos
leitdes. Porém, na dieta com baixo nivel de lactose, foi observado aumento do ganho de
peso didrio dos animais e da digestibilidade dos nutrientes quando a dieta continha
inulina (Pierce et al., (2005).

Sabendo-se que a desmama implica em perdas em desempenho de leitdes, e que
os efeitos dessas perdas podem ser atenuados com a alimentagdo, torna-se interessante a
pesquisa por ingredientes que possam enriquecer a dieta, cujos efeitos fisiologicos

tenham reflexo no desempenho.
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2.4. Glutamina e desempenho

O intestino delgado ¢ o local de maior concentracdo do aminoacido glutamina
em estado pos-absorcdo e a principal acdo da glutamina dietética ocorre na mucosa
intestinal. Este aminoacido atua como importante combustivel para divisdo celular,
principalmente das células da mucosa intestinal e células do sistema imune, entre outras
fungdes (Wu et a. 1996).

Calder & Newsholme, (2002) relatam que a glutamina exerce papel importante
em diferentes 6rgdos, ora doando esqueletos de carbono, ora doando o grupo amina, tais
como: sintese de glicose, aminoacidos, uréia e glutationa (antioxidante presente na
c¢lula) no figado; sintese de glicose, fonte de energia e balanco acido-base nos rins;
fonte de energia para o as células do intestino delgado e para as células do sistema
imune; e sintese de proteina, purina e pirimidina em todos os tecidos. Ziegler et al.,
(2003) focaram o estudo no metabolismo da glutamina na mucosa intestinal dos
animais, ¢ descrevem que sua atividade no intestino estd relacionada ao seu uso como
substrato energético, estimulo da sintese protéica, proliferacdo celular e inibicdo da
apoptose, aumento do ntimero e funcao das células do sistema imunoldgico associadas a
mucosa, diminui¢do da translocacdo de bactérias, diminuicdo da resposta inflamatéria
desencadeada pelas citocinas, regulacdo da producdo de glutatinona na mucosa,
regulacao das proteinas de choque térmico, entre outros fatores.

Em ambientes de desafio sanitario, comumente encontrado em granjas
comerciais, a manuten¢do do consumo e do ganho de peso de leitdes apds a desmama
pode estar comprometido. Nessas condigdes, ocorre intensa multiplicacdo de
macrofagos e linfocitos, e a glutamina tem se mostrado um importante substrato
energético para estas células (Abreu & Donzele, 2008; Andrews & Griffths, 2002;
Calder, 1995).

Em condi¢des de estresse catabolico, como a desmama ou infecgdes, a
concentracdo de glutamina plasmatica e muscular caem, e ocorre aumento do
fornecimento de glutamina do musculo para outras regides do corpo (Calder &
Newsholme, 2002). O suprimento nutricional de glutamina pode estar limitado pela
desmama ou por algum estresse intestinal devido ao rapido turnover e substituicdo das
células da mucosa (Bequette, 2003). O fato do aumento da demanda de glutamina

durante uma situacdo de estresse imunoldgico, tanto pelos enterdcitos da mucosa
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intestinal quanto pelas células do sistema imune, pode determinar a condi¢cdo de
essencialidade deste aminoacido.

Diversas pesquisas t€ém demonstrado o efeito benéfico da inclusdo de glutamina
sobre o desempenho de suinos (Yi et al., 2005; Kitt et al., 2003; Gémez, 2005) e
também de aves (Bartel & Batal, 2007 e Maiorka et al., 2000). Apesar de ser
considerado um aminoacido ndo essencial, em situa¢des de estresse a demanda por
glutamina pode superar a sua capacidade de sintese, tornando a sua suplementacao
relevante (Lopes, 2005b).

A afirmacdo de que em condigdes de estresse imunologico a suplementagdo com
glutamina torna-se importante foi constatada por Yi et al., (2005), quando avaliou o
efeito da glutamina e do plasma sanguineo em leitdes desmamados e em condi¢des de
desafio. A inclusdo de glutamina nas ragdes sem plasma atenuou a depressdo do
crescimento e a atrofia das vilosidades da mucosa intestinal de leitdes desafiados com
E.coli K88", proporcionando desempenho semelhante ao dos animais que receberam
plasma sanguineo nas ragdes sem suplementagao de glutamina (Yi et al., 2005).

De forma semelhante, Kitt et al., (2003) avaliaram o efeito da inclusdo de 5% de
glutamina nas ragdes sobre o desempenho de leitdes desmamados desafiados com BW™
lipopolissacarideo (endotoxina sintetizada da partir da E. coli) ou com solugdo salina
injetadas, constataram que a resposta a inclusdo de glutamina nas ragdes foi maior
quando os animais estavam desafiados com a endotoxina. A inclusdo de outros aa’s
ndo-essenciais na racao (isenta de glutamina) também foi testada neste experimento, e a
baixa resposta dos animais em desempenho quando comparados aos animais que
receberam suplementagdo com glutamina apos o desafio comprova que a reagdo imune
deveu-se a presenca de glutamina na ragao (Kitt et al., 2003).

Gomez et al., (1994), trabalhando com leitdes neonatos alimentados com dieta
liquida (20% de matéria seca e contendo produtos lacteos) também encontraram efeito
positivo da inclusdo de glutamina sobre o ganho de peso diario animais desafiados com
Rotavirus enteritis.

Os trabalhos de Kitt et al., (2003) e Gomez et al., (1994) sugerem que a
inclusdo de glutamina na dieta teria efeito apenas em situacdo de desafio sanitario, e que
em condigdes normais a sintese de glutamina a partir de outros aminoacidos seria capaz
de prover a necessidade do animal., Entretanto, Bartell & Batal, (2007) concluem que a
suplementagdo com 1% de glutamina nas dietas de frangos de corte ndo desafiados

promove, além de melhora do desempenho e da altura das vilosidades, melhora na
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capacidade de defesa dos animais pelo aumento da producdo de IgG. Esta melhora
indica, em oposicdo aos resultados encontrados Gémez et al., (1994) e Kitt et al.,
(2003) que a suplementacao com glutamina pode ser benéfico mesmo em animais nao
desafiados Bartell & Batal, (2007).

Wu et al., (1996) relatam que a inclusdo de glutamina nas ragdes reduziu a
atrofia das vilosidades no jejuno de leitdes na primeira semana pds-desmama e
melhorou o desempenho na segunda semana.

Pluske (1997), em pertinente revisdo sobre o assunto e ressaltando os fatores que
influenciam a estrutura e a funcdo do intestino delgado em suinos desmamados, aponta
para a necessidade de se elucidar os mecanismos que controlam a capacidade de defesa
do animal nesta fase. O autor sugere que o uso de aminoacidos nao-essenciais como a
glutamina podem ter efeitos sobre a digestdo, absorcdo e capacidade imunologica do
TGI quando este se encontra comprometido. A necessidade de se obter ingredientes
para as racdes que possam manter o crescimento dos leitdes no periodo que sucede a
desmama e abrandar suas inevitdveis conseqiiéncias, somada a tendéncia mundial de
reducdo do uso de antibidticos nas ragdes conduzem para a hipotese de que
suplementagdo de ragdes com Glutamina no periodo que sucede 4 desmama dos leitdes,
de forma isolada ou associada a outros ingredientes como plasma sanguineo e lactose

pode ter efeito positivo sobre o consumo de ragao e o ganho de peso dos animais.
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Capitulo 1

Niveis de lactose em racdes leitdes desmamados aos 21 dias de idade.

Resumo: Objetivando-se avaliar diferentes niveis de lactose a serem usados em ragdes
para leitdes desmamados aos 21 dias de idade, 72 leitdes com peso inicial médio de 6,12
kg foram usados em um experimento com delineamento em blocos ao acaso com 4
tratamentos (0, 4, 8 e 12% de lactose) seis repetigdes e trés animais por unidade
experimental. As ragdes experimentais foram fornecidas aos animais dos 21 aos 35 dias
de idade. Dos 36 aos 49 dias, os animais receberam uma ragao basal isenta de lactose.
Os niveis de lactose nao influenciaram (P<0,05) significativamente o ganho de peso, o
consumo de ragdo ¢ a conversdo alimentar dos leitdes dos 21 aos 35 dias de idade. O
efeito (P<0,05) residual da lactose, analisado aos 49 dias de idade, também nao foi
observado nos pardmetros de desempenho dos leitdes. Os tratamentos também ndo
influenciaram (P<0,05) a altura das vilosidades, a profundidade das criptas e a relagao
vilo:cripta da mucosa do intestino delgado dos animais. A composi¢do da microbiota
intestinal foi afetada pelos tratamentos. Verificou-se que a presenga de lactose na dieta
proporcionou maior diversidade e equilibrio da comunidade microbiana intestinal.
Observou-se ainda um aumento da quantidade de Lactobalillus spp. em relagdo ao total
de microorganismos intestinais quando se aumentou a porcentagem de lactose das
racdes até o nivel de 8%, indicando melhora da saude intestinal. Foi constatada melhora
da satde intestinal dos animais, embora ndo suficiente para melhorar o desempenho.
Conclui-se que o nivel de lactose a ser usado em ragdes para leitdes desmamados aos 21

dias é de 8%.

Palavras-chave: desmama precoce, microbiota, morfologia de mucosa, vilosidades
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Lactose levels in diets for piglets weaned with 21 days of age

Abstract: Seventy-two weaned piglets, 21 days old, average weight of 6.12 kg were
used in randomized complete block designs. An experiment with 4 treatments (0, 4, 8
and 12% lactose) in six replicates, with three animals per experimental unit was carried
out to evaluate different lactose levels in pig diet. The animals received experimental
diets between 21 and 35 days of age. A basal lactose-free diet was fed from days 36 to
49. Lactose levels had no significant influence (P <0.05) on weight gain, feed intake and
feed conversion of pigs (21 to 35 days of age). The residual lactose effect (P <0.05)
analyzed at 49 days of age was not observed on the performance parameters. The
treatments had no influence (P <0.05) on villus height, crypt depth and villous/crypt
relation. The intestinal microbiota composition was affected by the treatments. Lactose
in the diet promoted greater diversity and balance of the intestinal microbial
community. The number of Lactobalillus spp. increased in relation to the total number
of intestinal microorganisms when the lactose percentage in the diets was increased up
to 8%, indicating improved intestinal health. The intestinal animal health showed
improvements, but animal performance was not enhanced. Diets fed to piglets weaned

at 21 days of age should contain lactose levels of §%.

Keywords: early weaning, microbiota, mucosal morphology, villus
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Introducao

Durante a fase de aleitamento, o leitdo utiliza os carboidratos do leite como fonte
de energia, principalmente a lactose. Os maiores problemas relacionados a desmama
tém sido relaionados com a queda no consumo de alimento. Quando o consumo ¢
satisfatorio, ha aumento global na secre¢do de hormonios gastro-intestinais, resultando
em maior proliferagdo celular nas criptas do epitélio intestinal, acompanhado por um
aumento no comprimento das vilosidades (Herdt, 1999).

A abrupta mudanga da racdo associada com os processos da desmama implicam
na eficiéncia com que os leitdes desmamados digerem e absorvem o alimento que
consomem, refletindo na altura das vilosidades e na profundidade das criptas da mucosa
do intestino delgado (Pluske et al, 1996). A menor capacidade de utilizacdo dos
nutrientes da racdo pelos animais cujas vilosidades estdo diminuidas pode ser devido a
menor superficie da mucosa em contato com os alimentos.

No processo de desmame aos 21 dias de idade ocorre uma mudanga abrupta na
alimentagdo dos leitdes, que param de receber o leite materno e passam a receber ragao
seca a base de milho e soja. Quando a composicdo da dieta é alterada, pode ocorrer
também alteragdes na composicdo da microbiota intestinal, sendo a atividade
microbiana diretamente dependente do substrato fornecido (Williams et al., 2001).

A composicao da microbiota intestinal de leitdes pode ser analisada por sua
diversidade e riqueza. O indice de diversidade refere-se a variedade de espécies de
microorganismos encontrados em um determinado local, sendo composto pela
uniformidade e riqueza de espécies. A riqueza, por sua vez, refere-se a abundancia
numérica de grupos de espécies, sendo representada por Unidades TaxondOmicas
Operacionais (UTO’s) (Odum, 1993).
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Virios alimentos tém sido avaliados visando-se a melhoria do desempenho dos
animais nas primeiras semanas pos desmame, sendo a lactose ja amplamente utilizada.
Porém, os efeitos da inclusdo de niveis de lactose na dieta em especial em relagdo a
composicdo da microbiota intestinal ndo tem sido estudado, e o nével de lactose
utilizado tem variado de 0,0 a 30% (Bertol et al., 2000; Mahan et al., 1992; Pierce et al.,
2005 e Cromwel et al., 2008).

Assim, verifica-se a necessidade de determinacdo do nivel adequado de lactose a
ser utilizados em ragdes para leitdes desmamados aos 21 dias de idade em fungdo do
desempenho da morfometria da mucosa do intestino delgado e da composi¢do da

microbiota do intestino grosso dos animais.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizados 72 leitdes (hibridos comerciais) desmamados aos 21 + 1 dias de
idade e peso de 6,10 + 0,60 kg, distribuidos em delineamento experimental de blocos
ao acaso, com quatro tratamentos e seis repeticdes, e trés animais por unidade
experimental. O peso a desmama e o parentesco dos animais foram considerados como
critérios na formagdo dos blocos. Os tratamentos corresponderam a ragdes com niveis
de 0, 4, 8 ¢ 12% de lactose, dos 21 aos 35 dias. Dos 36 aos 49 dias, todos os animais
receberam uma mesma ragao sem lactose.

As racdes experimentais dos 21 aos 35 dias e dos 36 aos 49 dias, isoenergéticas,
isolisinicas, isocdlcicas e isofosforicas foram formuladas para atender ou exceder as
exigéncias de suinos na fase pré-inicial e inicial (7 a 15 kg) , segundo consta em
(Rostagno et al., 2005), e as suas composi¢des centesimais e calculadas encontram-se
apresentadas nas tabelas 1 e 2.

Os animais foram alojados em gaiolas suspensas, com pisos ripados, comedouros
semi-automdticos e bebedouros tipo chupeta, em galpdo de alvenaria, com piso de
concreto, forro de madeira e telhas tipo francesa.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado. A temperatura da sala foi
registrada durante todo o periodo experimental, diariamente , trés vezes ao dia (8, 12 e
17 horas) por meio de termOmetro de termdmetro de bulbo seco e bulbo Uimido e
termOmetro de globo negro. As temperaturas maxima e minima foram registradas

diariamente as 8 horas., Os dados de temperatura, bulbo seco e bulbo timido e globo
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Tabela 1 — Composic¢des centesimais e calculadas das ragdes experimentais fornecida
aos leitdoes dos 21 aos 35 dias em fungdo dos niveis de lactose.

— S
Ingredientes Niveis de Lactose (%)

0 4 8 12

Milho 53,089 50,977 46,168 41,294
Soja int. extrusada 23,500 18,000 19,000 20,000
Farelo de soja 45% 17,000 17,000 17,000 17,000
Lactose cristalina - - 4,080 8,161
Leite em pd - 7,700 7,700 7,700
Plasma Sangiiineo 2,000 2,000 2,000 2,000
Oleo de soja 0,000 0,450 0,190 0,000
Fosfato bicalcio 1,970 1,760 1,760 1,760
Calcario 0,640 0,576 0,573 0,570
Sal 0,410 0,336 0,336 0,338
Suplemento vitaminico' 0,400 0,400 0,400 0,400
Suplemento mineral® 0,240 0,240 0,240 0,240
Promotor de crescimento’ 0,050 0,050 0,050 0,050
Antioxidante® 0,000 0,010 0,010 0,000
L — lisina HC1 0,395 0,272 0,258 0,246
DL — Metionina 0,164 0,133 0,140 0,147
L — Treonina 0,080 0,080 0,080 0,080
L — Triptofano 0,025 0,016 0,015 0,014
Total 100,000 100,000 100,000 100,000
Composic¢éo nutricional calculada

En. Met. (kcal /kg) 3400 3400 3400 3400
Proteina Bruta (%) 22,780 22,960 23,930 22,890
Lactose (%) 0,000 4,000 8,000 12,000
Lisina digestivel (%) 1,400 1,400 1,400 1,400
Met + cist dig. (%) 0,784 0,784 0,784 0,784
Treonina dig. (%) 0,882 0,882 0,882 0,882
Triptofano dig. (%) 0,266 0,266 0,266 0,266
Calcio (%) 0,850 0,850 0,850 0,850
Fosforo total (%) 0,669 0,669 0,669 0,669
Fosforo disp. (%) 0,500 0,500 0,500 0,500

" Contendo por kg de ragdo: vit. A - 12.000 UI; vit. D3 - 2.250 UI; vit. E - 27 mg; vit. K - 3 mg; tiamina -
2,25 mg; riboflavina - 6 mg; piridoxina - 2,25 mg; vit. B12 - 27 mcg; 4cido folico - 400 mcg; biotina -
150 mcg; 4cido pantoténico - 22,5 mg; niacina - 45 mg; Se - 300 mcg.

2 Contendo por Kg de ragdo: 112g Calcio (min.), 27,0g Fésforo (min.), 58,5g Sodio, 1.820 mg Ferro,
2.049mg zinco, 2.126mg cobre, 836mg Manganés, 29,5mg lodo, 485mg Fluor (max.), 8mg Selénio,
3,6mg Cobalto,.

* Tilosina

*BHT
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Tabela 2 — Composi¢do centesimal e calculada da ragdo experimental fornecida aos
leitdes dos 36 aos 49 dias de idade.

Ingredientes Quantidade

Milho 57,786
Soja int. extrusada 18,000
Farelo de soja 45% 17,000
Plasma Sangiiineo 2,000
Oleo de soja 0,950
Fosfato bicalcio 1,990
Calcario 0,660
Sal 0,300
Suplemento vitaminico' 0,400
Suplemento mineral® 0,240
Promotor de crescimento’ 0,050
Antioxidante® 0,010
L — lisina HC1 0,326
DL — Metionina 0,166
L — Treonina 0,103
L — Triptofano 0,019
Total 100,000
Composicdo nutricional calculada

Energia Met. (Kcal /kg) 3400
Proteina Bruta (%) 21,340
Lisina digestivel (%) 1,250
Met + cist digestivel (%) 0,750
Treonina digestivel (%) 0,810
Triptofano digestivel (%) 0,240
Calcio (%) 0,850
Fosforo total (%) 0,690
Fosforo disponivel (%) 0,500

" Contendo por kg de ragdo: vit. A - 12.000 UI; vit. D3 - 2.250 UI; vit. E - 27 mg; vit. K - 3 mg; tiamina -
2,25 mg; riboflavina - 6 mg; piridoxina - 2,25 mg; vit. B12 - 27 mcg; 4cido félico - 400 mcg; biotina -
150 mcg; 4cido pantoténico - 22,5 mg; niacina - 45 mg; Se - 300 mcg.

2 Contendo por Kg de ragdo: 112g Calcio (min.), 27,0g Fésforo (min.), 58,5g Sodio, 1.820 mg Ferro,
2.049mg zinco, 2.126mg cobre, 836mg Manganés, 29,5mg lodo, 485mg Fluor (max.), 8mg Selénio,
3,6mg Cobalto,.

> Tilosina

*BHT
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negro foram posteriormente convertidos no indice de Temperatura de Globo ¢ Umidade
(ITGU), conforme proposto por Buffington et al., (1981).

Para avaliacdo do desempenho, os animais foram pesados no inicio, aos 35 dias e
ao final do experimento (49 dias), e as sobras de ra¢do foram coletadas diariamente e
pesadas quando os animais atingiram 35 e 49 dias, ao final de cada periodo,
determinando-se posteriormente o consumo de racdo, o ganho de peso e a conversao
alimentar.

Aos 49 dias de idade, um animal de cada unidade experimental, com peso mais
proximo do peso médio da baia, foi abatido para coleta de amostras de material
histologico e amostras da digesta do intestino grosso.

Foram coletadas por¢des de 2 cm de comprimento foram retiradas nas regides
correspondentes a 4, 50 e 96% do intestino delgado, que correspondem,
respectivamente, a regido do duodeno, jejuno e ileo. As por¢des coletadas foram
enviadas ao Laboratério de Histologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa para cortes histolégicos e montagem de 1dminas. Os
cortes histologicos foram lavados em solugdo fisiologica, fixado em BOUIN por 24
horas, desidratados em alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Em
cada lamina foram colocadas duas sec¢des com Sum de espessura. As laminas foram
colocadas novamente em solucdo de xilol para retirar o excesso de parafina e
novamente hidratadas. Os corantes utilizados foram a hematoxilina e a eosina. Depois
de coradas, as laminas foram novamente desidratadas. Para as leituras morfométricas,
foi utilizado o microscopio dptico OLYMPUS BX50 com ampliacdo de 10x acoplado
ao analisador de imagem "Image-Pro Plus 1.3.2" (1994). Foram selecionadas e medidas
as alturas de 30 vilosidades e suas respectivas 30 criptas, bem orientadas e seccionadas

longitudinalmente. A relacdo vilo:cripta também foi computada.
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No dia do abate, amostras do conteudo intestinal dos animais na regido do célon
proximal foram coletadas em recipientes esterilizados e imediatamente congeladas. As
amostras foram posteriormente enviadas ao Laboratério de Microbiologia Industrial do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa. Foi realizada a
extragdo de DNA total da digesta utilizando-se protocolo de Lu et al., (2003), com
modificacdes feitas no Laboratério de Microbiologia Industrial do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa. Para amplificar a regido do gene
rDNA 16S, correspondente a Eubactéria total, foram utilizados os iniciadores
universais de Eubactérias, cujas seqiiéncias nucleotidicas sdo: “primer” 2 (Unibac):
5’ATTACCGCGGCTGCTGG3” e  “primer” 3  (GC-Clamp): 5’CGCCCG
CCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCA
G3’ (Muyzer et al.,, 1993). Para amplificar a regido do gene rDNA 16S que corresponde
ao género Lactobacillus spp. utilizou-se os iniciadores especificos para Lactobacillus
spp., cujas sequéncias sa0:CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCG cccecca
CCCCTTTAYGCGAACAYYTRGGKGT e CCAAACATCACVCCRACTT. O perfil
genético da microbiota intestinal de suinos foi avaliado pela técnica de Eletroforese em
Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE (MUYZER et al.,, 1993). Os dados obtidos
com o auxilio do programa Bionumerics, versdo 5.10, foram usados para calcular o
ndice de Diversidade Shannon-Weaver (H), Equitabilidade (E’), Riqueza (R) ¢ a
Similaridade entre os tratamentos.

A varidvel R foi obtida com base em uma matriz binaria, na qual a auséncia da
banda de DNA correspondente a cada UTO era codificada como zero (0) e a presenca
como um (1). Para cada nivel de lactose, obteve-se a freqiiéncia de ocorréncia de cada
UTO pela contagem do niimero de presengas entre os tratamentos avaliados. O indice
H’ foi calculado com base na abundéncia, expressa como densidade 6tica da banda na

raia do gel, pela seguinte formula:
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H'= 2|<|3 (NlogN = nilogni) .. ..

N = densidade optica da raia, obtida pelo somatorio das densidades 6ticas das bandas da
raia;

ni = densidade optica de cada banda, na raia.

Para o calculo de E, empregou-se a seguinte férmula:
H'
logR

Os dados de desempenho e morfometria de mucosa intestinal foram submetidos a
analise de variancia e teste F, utilizando-se o programa SAEG (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas), desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa - MG

(UFV,1997).
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Resultados e Discussoes

A temperatura no interior da sala de creche durante o periodo experimental
manteve-se entre 26,3 + 1,49 °C (minima) e 30,0 £ 1,12 °C (maximaA temperatura de
bulbo seco média registrada foi de 26,1+2,6; 27,6+1,2 e 27,4+2.8, respectivamente para
os horarios de 8, 12 e 17 horas. A umidade relativa média, nestes horarios foi de 68+81;
61+10,5 e 61 + 9,3%, respectivamente. O indice de temperatura, de globo negro e
umidade (ITGU) realizadas as 8, 12 e 17 horas foram de 77,7 + 1,6; 78,3 + 1,3 ¢ 78,4 +
1,6, respectivamente para estes horarios. Pelos valores de ITGU obtidos neste estudo e
considerando que segundo os relatos de Campos et al., (2008), indices de ITGU até 80
representam ambientes de conforto térmico para leitdes nesta fase, pode-se inferir que a
temperatura ambiente ndo foi um fator que interferiu nos resultados.

O peso inicial (P1), o peso aos 35 dias (P35), o peso aos 49 dias (P49) dos animais
e os resultados de ganho de peso diario (GPD), consumo de ragdo didrio (CRD) e
conversao alimentar (CA) dos leitdes consumindo ragdes com diferentes niveis de
lactose na dieta estdo apresentados na Tabela 3.

Nao se observou diferenca (P>0,05) no desempenho dos leitdes em nenhum dos
parametros de desempenho avaliados no periodo de 21 a 35 dias de idade.

Apesar de ndo ter ocorrido variacdo significativa, observou-se, em valores
absolutos, que os animais alimentados com dieta isenta de lactose apresentaram os
menores valores absolutos de GPD e CRD, que foram, respectivamente, 21,0 ¢ 19,2%
inferiores a média dos demais tratamentos. Verificou-se também que os leitdes que
receberam o tratamento com 12% de lactose obtiveram os melhor valor absoluto de CA

e os maiores valores absolutos de GPD e P35.
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Tabela 3 - Desempenho de leitdes alimentados com diferentes niveis de lactose na dieta

dos 21 aos 35 dias de idade.

Niveis de Lactose

0 4 8 12 CV %
21 - 35 dias
Pi 6,11 6,09 6,07 6,16 1,04
P35 8,84 9,50 9,14 9,63 5,87
GPD 195 244 220 248 17,22
CRD 250 308 280 306 13,34
CA 1,29 1,28 1,28 1,25 9,45
21 - 49 dias
Nivel de Lactose CV %
0-0 4-0 8-0 12-0
Pi 6,11 6,09 6,11 6,16 1,04
P49 15,96 16,12 14,86 16,11 11,34
GPD 352 358 312 356 17,55
CRD 481 412 450 493 15,20
CA 1,36 1,43 1,45 1,4 6,25

*Nao significativo (P<0,05).

Os resultados evidenciaram que, embora ndo tenha sido verificado efeito
significativo dos tratamentos sobre o desempenho dos leitdes até os 35 dias, os animais
que receberam racdo com 0% de lactose apresentaram os piores resultados, sendo
inclusive o unico grupo de animais que apresentaram GPD inferior a 200g/dia.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Pollmann et al., (1980),
que, trabalhando com leitdes de peso médio & desmama de 6,0 Kg, também ndo
verificaram efeito significativo da inclusdo de 10% de lactose nas ragdes suplementadas
ou ndo com probidticos e inoculadas ou nao com Lactobacillus spp. acidophilus sobre o
GPD e a CA dos animais, avaliados semanalmente até os 28 dias apds a desmama.
Embora no trabalho de Poolmann et al., (1980) a inclusdo de lactose nao tenha
proporcionado melhora (P>0,05) no desempenho, os animais alimentados com ragao
contendo 10% de lactose apresentaram, em valores absolutos, um aumento de 4,6% no

GPD quando comparados aos demais tratamentos.
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Pierce et al., (2005), que estudou o efeito da interacdo entre niveis de lactose
(6,5; 17,0 ¢ 27,5%) e inclusdao de acido latico (0,0; 1,6%) na dieta de leitdes
desmamados aos 24 dias de idade com peso médio de 7,1 Kg, avaliados semanalmente
até os 28 dias apds a desmama, também ndo observaram efeito da interagdo entre as
duas varidveis estudadas. Contudo, foi ressaltado um aumento quadratico (P>0,05)
quando se aumentou o nivel de lactose sobre 0 GPD dos leitdes dos 7 aos 14 dias, com
melhora até o nivel de 17% e efeito linear (P>0,05) do aumento dos niveis de lactose
sobre o GPD dos animais dos 21 aos 28 dias e no periodo total do experimento, de 0 a
28 dias.

Respostas significativas da inclusdo de lactose na dieta também foram
verificadas por Bertol et. al (2000), que, trabalhando com leitdes desmamados aos 21
dias ¢ 4 niveis de lactose (0%; 7%; 14% ¢ 21%), constataram um aumento linear
(P>0,05) no GPD e CRD dos leitdes e redugdo linear na CA nos primeiros 14 dias apds
a desmama, com aumento linear no GPD no periodo total do experimento e no peso
médio dos animais aos 28 dias de idade. De forma semelhante, Mahan et al., (2004)
trabalhando com leitdes desmamados aos 19 dias de idade alimentados com racdes
contendo niveis de lactose variando de 10 a 35% dos 0 — 14 dias e fixado em 17% dos
15 aos 30 dias, verificaram aumento linear no GPD dos leitées de 0 aos 7 e dos 7 aos
14 dias, embora o CRD nas duas primeiras semanas apds a desmama nao tenha diferido
(P>0,05) e a CA diminuido linearmente apenas de 0 aos 7 dias, mas ndo nos periodos
subseqiientes. O possivel efeito acumulativo da variagdo do nivel de lactose na no
periodo de 0 a 14 dias associado a inclusdo de 17% de lactose na segunda fase para
todos os tratamento ndo foi constatado por Mahan et al., (2004), admitindo que ndo
houve efeito residual dos niveis de lactose da primeira para a segunda fase.

A lactose é um dissacarideo composto por galactose e glicose. E, portanto, um

aclicar e sua inclusdo em ragdes para leitdes tém sido amplamente adotada, pois
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acredita-se conferir melhora da palatabilidade das racdes e consequentemente aumento
do consumo de racdo e do ganho de peso dos animais. A recomendag¢do para inclusdo de
lactose em dietas para leitdes de desmamados entre 18 e 24 dias de idade tem variado de
12 a 35%, sendo que Bertol, (1999), recomenda a utilizacdao de 12 a 14% de lactose. O
efeito benéfico da lactose tem sido atribuido, além da melhora na palatabilidade das
racdes, a manutencdo da integridade da mucosa do intestino delgado (Pluske et al.,
1996) e a melhora da satde intestinal dos animais (Williams et al., 2001).

A altura das vilosidades (AV), a profundidade das criptas (PC) e a relagdo
vilo:cripta (RVC) do intestino delgado, nas por¢des correspondentes ao duodeno, jejuno
e ileo dos leitdes alimentados com dietas contendo diferentes niveis de lactose estdo
apresentados na Tabela 4.

Nao foi verificado efeito significativo do aumento do nivel de lactose sobre
nenhum dos parametros de morfometria de mucosa avaliados.

Entretanto, em valores absolutos, a reducdo do nivel de lactose (Lac) de 12 para
4% reduziu de 519 para 457 a AV do duodeno, proporcionando uma redu¢do numérica
de 13,5%. Alem disso, o tratamento com maior nivel de lactose (12%) proporcionou o
maior valor absoluto de AV no duodeno, 7,6% superior & média dos demais. No ileo a
racdo com 4% Lac proporcionou maiores valores absolutos de AV, que foi 3% superior
aos demais.

Apesar de ndo ter sido verificado efeito significativo dos tratamentos sobre a PC
do intestino delgado dos leitdes, em valores absolutos, na por¢do duodenal o tratamento
com maior nivel de lactose (12%) apresentou PC 8,4% superior a média dos demais e a
reducdo do nivel de lactose de 12 para 4% proporcionou uma redugao de 9,3% na PC
neste segmento. Na por¢do correspondente ao jejuno, as ragdes contendo 12 e 8% de
lactose proporcionaram menores valores absolutos de PC, sendo que, entre todos, o que

apresentou a menor PC foi o tratamento que continha 8% de lactose na ragao, que foi
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Tabela 4 — Altura de vilosidades (AV), profundidade de cripta (PC) e relagao vilo:cripta
(RVC) do intestino delgado de leitdes aos 49 dias de idade, nas porgodes
correspondentes ao duodeno, jejuno e ileo.

Lactose |

0
0 4 8 12 CV (%)
Duodeno
AV 502 457 488 519 10,01
PC 216 213 216 233 15,80
RV:C 2,36 2,23 2,30 2,25 11,94
Jejuno
AV 467 435 424 444 11,90
PC 204 209 195 202 13,55
RV:C 2,42 2,17 2,37 2,35 10,40
ileo
AV 389 402 387 394 6,66
PC 185 171 158 170 13,72
RV:C 2,15 2,36 2,42 2,38 12,56

"Nio significativo (P<0,05).

5,1% menor que a média dos demais tratamentos. Na regido ileal, o maior valor
absoluto de PC foi verificado nos animais que receberam ragdo sem lactose, que foi
11,2% superior & média dos tratamentos que continham 4, 8 ou 12% de lactose, sendo
que o menor valor absoluto de PC no ileo foi encontrado no tratamento que continha 8%
de lactose, que ficou 11% menor que os demais.

Contudo, os resultados de desempenho e morfometria de mucosa encontrados
neste estudo ndo confirmaram os resultados encontrados por Pierce et al., (2005), Bertol
et. al (2000), Mahan et al., (2004), Pluske et al., (1996).

A divergéncia entre os resultados encontrados pode ter sido devido ao fato de
que neste estudo constatou-se auséncia de desafio sanitario, que somado ao fato de todas
as ragdes conterem plasma sanguineo e antibidtico, pode ter contribuido para uma
atenuacdo do estresse da desmama.

Ao estar sob influéncia de inumeros fatores, o desempenho de leitdes na fase pos
desmame pode torna-se uma caracteristica de alta variabilidade, sendo influenciado

principalmente pela intensidade do desafio sanitario no qual os animais estdo expostos.
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Durante o experimento os animais de todos os tratamentos apresentaram, de maneira
geral, boa satide e uma baixa incidéncia de diarréia, indicando que o desafio sanitario
observado na creche onde ocorreu o experimento pode ndo ter sido suficiente para
provocar uma reducdo acentuada no CRD dos leitdes, ja que a sala foi desinfetada no
inicio do experimento e no intervalo entre o 3° € o0 4° blocos, quando houve um intervalo
de cinco dias devido a caréncia na disponibilidade de animais para o experimento.

O baixo desafio observado pode ter impedido que o desempenho dos animais
que receberam ra¢dao contendo lactose se destacasse em relagdo ao desempenho dos
animais que nao receberam lactose. Mesmo que o aumento do nivel de lactose das
racdes fornecidas aos leitdes dos 21 aos 35 dias tenha tido enfluéncia, de forma residual
e em valores absolutos, sobre morfometria da mucosa intestinal, este efeito ndo se
mostrou suficiente para promover um aumento significativo nos pardmetros de
desempenho, ainda que tenha sido observada uma melhora nos valores absolutos de
GPD e no CRD.

A afirmagdo de que o nivel de desafio sanitdrio pode ter influéncia sobre o
desempenho de leitdes e, neste caso, contribuido para a ndo observacdo de efeito
significativo do aumento do nivel da lactose na dieta estd de acordo com os resultados
encontrados por Cromwell et al., (2008), que avaliaram o efeito do nivel de lactose
(0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%) em ragdes para leitdes na terceira semana apos a desmama e seu
efeito residual na quarta semana (0% de lactose) apds a desmama em trés estagdes de
pesquisa distintas. Cromwell et al., (2008) constataram que, independentemente da
estacdo onde o experimento foi conduzido, o aumento do nivel de lactose da dieta
proporcionou melhora do desempenho, verificando-se aumento linear (P>0,05) do GPD
e do CRD. Entretanto, observaram também efeito (P>0,01) da estacdo sobre o GPD e o
CRD dos leitdes, demonstrando que o ambiente da creche pode exercer influéncia sobre

desempenho. Os autores afirmam ainda que a maior resposta em desempenho observada
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em uma das estagdes em relagdo as demais ocorreu devido a melhor condi¢ao sanitaria
desta em relagdo as outras, o que estimulou maior resposta dos leitdes em GPD e CRD.
Estes resultados indicam que em ambientes com desafio sanitario diferente, alguns
ingredientes de ragdes podem proporcionar respostas em desempenho também
diferentes.

Da mesma forma, Spreeuwenberg et al., (2003) relatam que dietas para leitdes
desmamados contendo lactose, glicose ou amido como fonte de carboidrato ndo
influenciaram (P>0,05) o desempenho e a morfometria da mucosa intestinal de leitdes
nas primeiras semanas apos a desmama, o que foi atribuido a baixa incidéncia de
diarréia do lote, indicando o baixo desafio sanitario.

Além do baixo desafio sanitario observado neste experimento, as ragdes de todos
os tratamentos continham 2% de plasma sanguineo em p6 e 50 ppm do antibidtico
Tylan® como promotor de crescimento em sua composi¢do. O plasma sanguineo &
composto por cinzas, uma fracdo fibrosa e uma fracao protéica (64 a 92%) de alto valor
biolégico. Entre as proteinas presentes no plasma sanguineo em po, destacam-se as
imunoglobulinas ativas, principalmente IgG. A inclusdo de plasma em dietas para
leitdes tem sido também utilizada em ragdes comerciais, sendo sua acao atribuida a
ativacdo do sistema imune e preven¢do contra danos causados por patdogenos a parede
intestinal dos leitdes, conferindo melhora na saide e mantendo as caracteristicas
digestivas e absortivas do intestino, podendo promover, finalmente, estimulo a ingestao
de alimento (Barbosa, 2005).

O efeito dos antibidticos utilizados em subdosagens em ragcdes como promotores
de crescimento ¢, j4 ha bastante tempo, conhecido e largamente empregada na nutri¢do
de suinos. Trabalhos realizados desde a década de 50 relatam ganhos de até 60% no
GPD e 75% no CRD (Luecke et al., 1951). Entretanto, devido a presenca de antibidticos

como promotores de crescimento em ragdes para suinos, a funcionalidade de
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ingredientes com potencial para melhora da saude e consequentemente do desempenho
pode ser reduzida. Além disso, a presenca de antibidtico pode ter alterado
substancialmente a composi¢do da microbiota intestinal, reduzindo a quantidade de
microorganismos verificada em todos os tratamentos. De acordo com Gaskins et al,
(2002), a utilizacao de antibidcos promotores de crescimento em ragdes para leitdes é
capaz de inibir o estabelecimento da microbiota normal.

A sanitizagdo das instalacdes associado a presenca de plasma sanguineo e
antibidtico nas ragdes podem explicar porque ndo foi encontrado efeito do aumento dos
niveis de lactose na dieta sobre o desempenho dos animais. Zhao et al., (2007) afirmam
que limpeza e sanitizacdo do ambiente ¢ benéfica para o desempenho de leitdes no
periodo poés desmama. Os resultados encontrados por Gattaz et al., (2008), que
trabalhou com niveis de inclusdo de plasma em dietas para leitdes desmamados indicam
que a auséncia de respostas significativas em resultados de experimentos com
ingredientes que visam melhorar o desempenho por meio da melhora da saiude do
rebanho estdo, provavelmente, relacionados com a auséncia de desafio sanitdrio no
ambiente em que foram instalados os animais. Esta afirmacdo ¢ refor¢ada por Zhao et
al., (2007), que conclui sobre a importancia de se utilizar o conceito de “sala suja” em
experimentacdo com leitdes para evidenciar o efeito de determinados ingredientes.

Além do baixo desafio sanitario, utilizou-se aminoacidos sintéticos nas ragdes
deste experimento, com baixo teor de Proteina Bruta (PB), sendo 19% dos 21 aos 35
dias e 17% dos 36 aos 49 dias. De acordo com Pierce et. al., (2007), a resposta da
inclusao de lactose na dicta de leitdes € maior em ra¢des com alto teor de PB.

Outro fator que pode ter contribuido para que ndo fosse possivel detectar efeito
dos niveis de lactose sobre o desempenho dos leitdes foi o baixo niimero de repeti¢cdes
utilizado no experimento. De acordo com Aaron & Hays, (2004), a determinag¢do do

nimero de repeticdes a ser adotada em experimentos de nutri¢do de suinos ¢ decisiva
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para a detecgdo de efeitos significativos. Foram utilizados no experimento seis
repeticdes com trés animais por repeti¢do, sendo que Rostagno et al., (2007) recomenda,
para melhorar a precisdo em experimentos de desempenho com suinos e detectar
diferencas de 2 a 4% entre os tratamentos, sejam utilizadas dez repetigdes com quatro
animais por repeticao.

Muito embora o aumento do nivel de lactose das ragdes ndo tenha proporcionado
melhora significativa do desempenho dos leitdes, pode-se inferir, com base nos dados
absolutos de desempenho e morfometria de mucosa que a lactose pode ter tido efeito
benéfico sobre os leitdes desmamados precocemente aos 21 dias de idade.

A melhora da saude intestinal dos leitdes atribuido a presenga de lactose nas
racdes ocorre devido a fermentagdo microbiana deste carboidrato ao longo do intestino.
Embora consista na principal fonte de energia para os leitdes durante o aleitamento, a
lactose exerce outras fungdes nutricionais como avanco da idade. A capacidade dos
leitdes de digerir a lactose por meio da enzima lactase no periodo que sucede a
desmama estd em gradativo declineo, e grande parte deste agucar pode escapar da
digestdo no estdbmago para tornar-se substrato para a populagdo microbiana,
principalmente as bactérias do género Lactobacillus spp..

O aumento da quantidade de lactose nas racdes alterou a composi¢do da
microbiota intestinal dos animais, promovendo melhora da satde do intestino pelo
aumento da quantidade de Lactobacillus spp. em relagao ao total de microorganismos
presentes.

As amostras de DNA total da digesta amplificadas com os iniciadores universais
do rDNA 168 para o dominio Eubactéria total e especifico para Lactobacillus spp, apds
serem submetidas a técnica de DGGE, estdo apresentados na Figura 1. Observou-se que

o aumento do nivel de lactose nas dietas dos leitdes proporcionou um ligeiro aumento
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Figura 1 - Riqueza (R), Indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’) e
Eqiiitabilidade (E) das comunidades bacterianas do contetido
intestinal de leitdes alimentados com 0, 4, 8 e 12 % de lactose, para
Eubactéria total e Lactobacillus spp..
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da Riqueza microbiana (R) de Eubactéria em rela¢ao ao tratamento que ndo continha
lactose. A Riqueza microbiana, medida pela contagem das Unidades Taxondmicas
Operacionais (UTO’s) que ¢ um indicativo da quantidade de microorganismos presentes
no meio. A riqueza observada para os tratamentos com 0, 4, 8 ¢ 12% de lactose foram,
respectivamente, 26, 29, 27, 28. Com relacdio a comunidade composta por
representantes do género Lactobacillus spp., a contagem de UTO’s referentes aos
tratamentos com 0, 4, 8 e 12% de lactose foram, respectivamente, 12, 27, 32 e 16.
Quando se elevou o nivel de lactose de 0 para 8%, observou-se uma aumento na
contagem de UTQO’s para este género. Entretanto, quando o nivel de lactose foi elevado
de 8 para 12%, a resposta em UTO’s ndo foi a mesma.
O Indice de diversidade (H’) e a Equitabilidade (E’) encontrados contribuem para

a consolidagdo dos dados de Riqueza microbiana. Para Eubactéria, verificou-se uma
menor diversidade para o nivel de 0% de inclusdo de lactose, que foi de 2,80, quando
comparado ao H’ verificado nos tratamentos com 4, 8 ou 12% que foram de 3,01; 2,88
e 2,99, respectivamente. Da mesma forma, para Lactobacillus spp. o maior H’ foi
verificado no nivel de 8% de lactose, indicando que o nivel de 12% foi limitante para
alguns grupos pertencentes a este género, assim como o nivel de 0% de lactose. A
equitabilidade ¢ um indicativo da ocorréncia de dominancia de uma espécie em relagao
as demais, e pode sugerir a condicdo de equilibrio entre as populacdes de um
determinado ambiente. Assim, pode-se afirmar que, ao avaliarmos a E’ entre as
populagdes de Lactobacillus spp. presentes nesta determinada porgao o intestino, o nivel
de 8% de lactose proporcionou um maior equilibrio entre as populagdes, o que pode ser

benéfico a saude intestinal dos animais.
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Figura 2. Dendrograma, perfis eletroforéticos de DGGE ¢ Similaridade (%) de
seqiiéncias do gene rDNA16S do contetdo da digesta do colon
proximal de leitdes alimentados com dietas contendo 0, 4, 8 ¢ 12%
de lactose para Eubactéria e Lactobacillus spp..

A observacao visual dos géis de DGGE do conteudo da digesta do célon proximal
dos leitoes alimentados com ragdes contendo 0, 4, 8 e 12% de lactose para Eubactéria e
especifico para Lactobacillus spp. (Figura 2) mostra padrdes de bandeamento similares
entre os tratamentos que continham lactose, de um mesmo gel, com a presenga de
bandas de mesmo alinhamento, bem coradas, entre todas as raias do gel.

As comunidades bacterianas ali representadas sdo, provavelmente, de populacdes
de microrganismos estaveis perante as condigdes do local de coleta, a despeito das
diferencas entre as areas amostradas. Os perfis eletroforéticos de DGGE demonstram a
existéncia de diferencas entre as bandas dos tratamentos.

O agrupamento por similaridade observado no gel de Eubactéria mostra,
claramente, uma similaridade de 80% entre os tratamentos com 0 e 4% de lactose e uma
similaridade de 69,1% entre os tratamentos com 8 ¢ 12% de lactose. E possivel observar
claramente ainda, a ndo similaridade entre os dois grupos (0 e 4 vs. 8 e 12).

As bactérias ndo sdo distribuidas ao acaso ao longo do trato intestinal, mas as

diferentes espécies e os niveis populacionais distribuem-se de acordo com
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caracteristicas especificas das regides do trato. Esta especificidade resulta de diferencas
no pH, da presenga de enzimas digestivas e de sais biliares que podem modificar o trato
intestinal criando “micro ambientes” nos quais a comunidade bacteriana serd divergente
(Pedroso et al., 2005). Assim, admite-se que a dieta ¢ o principal fator que determina a
composi¢ao da microbiota existente no limen intestinal dos animais (Pluske, 1997), o
que explicaria o agrupamento por similaridade de amplicons de 64,4% verificada entre
os tratamentos.cujas ragdes continham 4 e 8% de lactose, com relacdo a populagdo de
lactobacilus. Entretanto, corroborando os resultados de R, H’ e E’, que sugerem ocorrer
inibi¢do de alguns grupos de Lactobacillus spp. quando a rag@o continha 12% de
lactose, foi constatada uma baixa similaridade do tratamento com 12% de lactose em
relacdo aos tratamentos que continham 4 ou 8% de lactose, respectivamente de 41,9 e
37,5. A menor porcentagem de similaridade foi de 29,4%, verificada entre os
tratamentos com 0 e 12% de lactose. Estes resultados indicam que, mesmo que as
menores contagens de UTO’s (Figura 1) tenham sido encontradas nos tratamentos com
0 e 12% de lactose devido provavelmente ao fato de estes niveis de lactose terem sido
desfavoraveis ao crescimento de alguns grupos de Lactobacillus spp., as populagdes
microbianas entre estes dois tratamentos nao sdo iguais.

De acordo com Delcenserie et al.; (2008) e Haller et al.; (2000), os inumeros
microorganismos do género Lactobacillus podem produzir diferentes citocinas
inflamatorias, com fun¢des imunoldgicas também diferentes.

A fermentacdo da lactose ao longo do intestino produz acido latico e pode reduzir
o pH intestinal (O’Connell et al., 2005; Pierce et al., 2005). A possivel alteragao do pH
proporcionada pela presenga de lactose na dieta pode ter influenciado a composi¢ao
microbiota encontrada.

Outros trabalhos de pesquisa tém contribuido para a afirmagdo de que a dieta

tem efeito sobre a microbiota intestinal de leitdes, e que este efeito pode refletir no
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desempenho dos animais. Oligossacarideos sdo denominados probidticos por
conferirem, seletivamente, aumento das bactérias saudaveis como Lactobacillus spp. e
Bifdobacteria que sdo bactérias reconhecidas por inibirem o crescimento de outras
bactérias putrefativas ou patogénicas (Liu et al., 2008).

Pierce et al., (2007) verificou a ocorréncia interacdo entre o nivel de lactose (12,5
e 21,5%) e o teor de Proteina Bruta (16, 18,5 e 21%) das racdes pode influenciar a
composicdo da microbiota intestinal e também o desempenho dos animais. De acordo
com Pierce et al., (2007), dietas com alto teor de PB e baixo nivel de lactose permitem
que os produtos da degradagdo da proteina sirvam de substrato para multiplicacdo de
alguns microorganismos, tendo como produto da fermentagdo de aminoacidos os acidos
isobutirico e isovalérico, levando também a producdo de metabdlitos toéxicos como
amonia e aminas. Por outro lado, a inclusdo de alto teor de lactose inibiu tanto a
producdo de metabolitos finais da fermentagdo da proteina quanto a ocorréncia de
microorganismos responsaveis por isso.

Os resultados encontrados por Pierce et al., (2007) mostraram um aumento da
contagem de Lactobacillus spp. em fun¢ao do aumento do nivel de lactose da rac¢do, que
ndo confirmam os resultados encontrados em nosso estudo. Utilizamos niveis de lactose
variando de 0 a 12% enquanto Pierce et al., (2007) utilizou 12,5 e 21,5% de lactose.

Os resultados encontrados por Krause et al., (1995) em estudo com o objetivo de
avaliar o efeito da dieta sobre a microbiota de leitdes apontam para a necessidade de se
aprofundar o conhecimento em ecologia microbiana e diversidade de microorganismos
ao logo do trato e como eles interagem com a dieta e com o organismo. Em seu estudo
comparando dietas a base de milho e soja com inclusdao de 0 ou 40% de lactose ficou
evidenciado que mesmo ndo sendo observado diferenca no H’ entre os tratamentos, a

cultura em agar do contetido intestinal dos leitdes para 12 espécies de Lactobacillus spp.
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se mostrou bastante variada, o que concorda com os resultados encontrados neste
trabalho.

Em nosso estudo, embora nao tenha sido possivel verificar diferenca (P>0,05) de
desempenho ou de morfometria intestinal quando o nivel de lactose das ragdes foi
elevado de 0 para 12%, pode-se afirmar, com base nos dados da composi¢do microbiana
intestinal, que os animais alimentados com rag¢des contendo lactose até o nivel de 8%
podem estar mais bem preparados para enfrentar uma situacdo de desafio sanitario

intenso, como comumente ocorre em granjas comerciais.
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Concluséao

Os niveis de Lactose ndo influenciaram o desempenho e a morfologia intestinal
dos leitdes.
O niveil de 8% de lactose proporcionou a melhor composi¢cdo da microbiota

intestinal dos animais.
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Capitulo 2

Glutamina mais acido glutamico em rac6es contendo diferentes niveis de lactose

para leitbes desmamados aos 21 dias de idade

Resumo: Objetivando-se avaliar os efeitos da adi¢do de glutamina mais &cido
glutdmico em ragdes com diferentes niveis de lactose para leitdes desmamados aos 21
dias de idade, 108 leitdes com peso inicial de 6,12 + 0,70 Kg foram distribuidos em
delineamento em blocos ao acaso, com seis tratamentos, em esquema fatorial 3 x 2
(0, 4 e 8 % de lactose x com e sem suplementagdo com glutamina mais 4cido glutamico)
com seis repeticdes e trés animais por unidade experimental. As ragdes experimentais
foram fornecidas aos animais dos 21 aos 35 dias. Dos 36 aos 49 dias os animais
receberam uma mesma ragdo, sem lactose, porém, os animais dos tratamentos com
glutamina mais 4cido glutamico na fase anterior continuaram recebendo ragao contendo
estes ingredientes. Nao houve interagdo entre o nivel de lactose e a inclusdo de
glutamina mais acido glutdmico sobre nenhum dos parametros avaliados. Os niveis de
lactose também nao influenciaram (P<0,05) o desempenho dos leitdes nos dois periodos
avaliados, embora em valores absolutos, o tratamento com 4% de lactose tenha
apresentado maior ganho de peso e consumo de rag¢do nos dois periodos. A inclusdo de
glutamina mais acido glutdmico nas ragdes influenciou positivamente o ganho de peso
dos leitdes dos 21 aos 49 dias de idade e promoveu aumento da altura das vilosidades
no duodeno, jejuno e ileo do intestino dos leitdes. Na porcdo do intestino
correspondente a ileo, foi observado efeito da inclusdo de glutamina mais acido
glutdmico nas dietas sobre a relagdo vilo:cripta dos leitdes. A composi¢ao da microbiota
intestinal foi afetada pelos niveis de lactose. Conclui-se que a inclusdo de glutamina
mais 4cido glutdmico nas ragdes tem efeito benéfico sobre o desempenho e sobre a
altura das vilosidades da mucosa intestinal dos leitdes desmamados aos 21 dias de

idade.

Palavras-chave: L-glutamina, L-acido glutdmico, microbiota, morfologia de mucosa.
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Glutamine plus glutamic acid in diets with diferent lactose levels for piglets

weaned with 21 days of age

Abstract: The effect of the addition of glutamine and glutamic acid in diets with
different lactose levels fed to piglets weaned at 21 days of age was evaluated. 108
piglets with initial weight of 6.12 + 0.70 kg were allocated in randomized complete
block designs, with six treatments in a 3 x 2 factorial design (0, 4 and 8 % lactose with
or without glutamine and glutamic acid supplementation) conducted in six replicates
with three animals per experimental unit. The experimental diets were fed to the animals
between days 21 and 35 days. A standard lactose-free diet was administered from 36 to
49 days. The animals treated with glutamine and glutamic acid in the previous phase
continued to receive the supplemented diet. There was no interaction between the
lactose level and the addition of glutamine and glutamic acid and the evaluated
parameters. The lactose levels had no effect (P <0.05) on the animal performance in
both periods. In absolute terms, however, the treatment with 4% lactose promoted
greater weight gain and feed intake in both periods. The diets added with glutamine and
glutamic acid positively influenced the weight gain of piglets from 21 to 49 days old
and increased villus height in the duodenum, jejunum and ileum of piglets. Effect of the
addition of glutamine and glutamic acid on the villus/crypt relation was observed in the
ileum. The intestinal microbiota composition was affected by the lactose levels. The
addition of glutamine and glutamic acid in the diet had positive effects on the

performance and intestinal villus height of piglets weaned at 21 days of age.

Keywords: L-glutamine, L-glutamic acid, microbiota, mucosal morphology
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Introducéo

Na suinocultura industrial, a desmama precoce realizada aos 21 dias de idade
representa um periodo de extremo desconforto ambiental na vida dos suinos jovens,
com diversos agentes estressantes como a troca da forma fisica da ragdo, o
estabelecimento de uma nova interagdo hierarquica, auséncia da mae e dos beneficios
do leite materno, estresse por frio, etc. A combinacdo de todos estes agentes estressores
resultam em uma impactante reducdo no consumo diario de ragdo, principalmente na
primeira semana ap6s a desmama. De acordo com Pinheiro & Machado (2007), o
desempenho na primeira semana de desmame apresenta forte correlagdo com o peso na
saida da creche e na quantidade de dias necessarios para atingir o peso de abate.

Algumas estratégias nutricionais para leitdes nesta fase tém sido adotadas para
atenuar os efeitos deletérios da desmama e permitir que os animais expressem todo o
seu potencial genético para ganho de peso. Dentre essas estratégias, a utilizacdo da
lactose tem sido amplamente utilizada devido ao aumento do consumo de alimento, que
¢ atribuido a melhora da palatabilidade de rag¢do. A lactose ¢ um carboidrato encontrado
naturalmente no leite de mamiferos, e suas fontes para a alimenta¢do animal sdo o leite
em po, o soro de leite em po, e mais recentemente, a lactose cristalina. A melhora do

desempenho decorrente da inclusdo de lactose nas ragdes para leitdes tem sido também

Qo

atribuida a manutencao da altura das vilosidades intestinais (Pluske et al., 1996),

[P

acidificagdo do lumen intestinal e conseqiiente melhora da digestibilidade da racao,
melhora da satde intestinal devido a sua atuagdo como substrato para microorganismos
benéficos.

Entretanto, ra¢des contendo lactose tém seu custo elevado devido a alto preco
deste ingrediente, que também ¢ utilizado na alimentacdo humana. Mesmo assim, Bertol

et al (1999) recomenda a inclusdo de 12 a 14% de lactose em ragdes para leitdes
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desmamados precocemente de 18 a 24 dias de idade. Dessa forma, ¢ necessario que se
busque ingredientes que, como a lactose ou por mecanismos distintos, sejam
proporcionem melhora no desempenho dos leitdes, principalmente na primeira semana
apos a apartacao da mae.

Fontes et al, (2007) citam a glutamina como ingrediente potencialmente
melhorador do desempenho de leitdes devido sua acdo mantenedora da estrutura da
mucosa do intestino delgado, além de seu papel como precursora proteinas,
nucleotideos e de poliaminas. A glutamina ¢ principal aminoacido envolvido na
multiplicagdo de células de intenso desenvolvimento, como os enterdcitos da mucosa
intestinal ¢ as células do sistema imune (Abreu e Donzele, 2008; Wu et al., 1996) e
recebeu, recentemente, a denominacdo de aminoacido condicionalmente esscencial na
ocasido da desmama por ter sua demanda aumentada nesta fase (Lopes, 2005).

Assim, verifica-se a necessidade de se avaliar o efeito da inclusdo de glutamina
em racdes contendo niveis de lactose sobre o desempenho e sobre a morfometria da

mucosa intestinal de leitdes desmamados aos 21 dias de idade.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa — UFV. Foram utilizados 108 leitdes
(hibridos comerciais) desmamados aos 21 + 1 dias de idade e peso de 6,12 + 0,70 Kg,
distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, com seis tratamentos e
seis repeticdes, sendo trés animais por unidade experimental. O peso na desmama e o
parentesco dos animais foram considerados como critérios na formagao dos blocos.

Os tratamenntos corresponderam as ragdes contendo os niveis de 0, 4 e 8% de
lactose, suplementadas ou ndo com 0,80% de L-Glutamina + L-Acido Glutdmico, dos
21 aos 35 dias. Dos 36 aos 49 dias, todos os animais receberam a mesma ragao isenta de
lactose, sendo que aqueles que receberam 0,80% de L-Glutamina + L-Acido Glutimico
dos 21 aos 35 dias passaram a receber 0,60% de L-Glutamina + L-Acido Glutdmico. As
racdes experimentais dos 21 aos 35 dias (Tabela 1) e dos 35 aos 49 dias (Tabela 2),
isoenergéticas, isolisinicas, isocalcicas e isofosforicas foram formuladas para atender ou
exceder as exigéncias de suinos na fase pré-inicial (7 a 15 kg) para todos os nutrientes
(Rostagno et al., 2005).

Os animais foram alojados gaiolas suspensas, com pisos ripados, comedouros
semi-automaticos e bebedouros tipo chupeta, em galpao de alvenaria, com piso de
concreto, forro de madeira e telhas de barro tipo francesa. A temperatura da sala foi
registrada durante todo o experimento, por meio de termometro de maxima e minima,
termometro de bulbo seco e bulbo Umido e termdometro de globo negro, sendo
utilizados, quando necessarios, campanulas e/ou aquecedores. Os dados de temperatura,

bulbo seco e bulbo umido e globo negro foram posteriormente convertidos no
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Tabela 1 — Composi¢do centesimal e calculada das ragdes experimentais fornecida aos
leitdes dos 21 aos 35 dias.

Tratamentos
Ingredientes T1 T2 T3 T4 T5 T6
Lac 8 Lac4 LacO
Lac 8 LA Lac 4 LA Lac O LA
Milho 46,168 45,361 50,977 50, 170 53,089 51,792

Sojaint. extrusada 19,000 19,000 18,000 18,000 23,500 24,000
Farelo de soja 45% 17,000 17,000 17,000 17,000 17,000 17,000
Lactose cristalina 4,080 4,080 0,000 0,000 0,000 0,000
Leite em p6 7700 7,700 7,700 7,700 0,000 0,000
L-Glutamina + L- 0,000 0,800 0000 0,800 0,000 0,800
Ac. Glutamico

Plasma Sangiiineo 2,000 2,000 2,000 2000 2,000 2,000

Oleo de soja 0,190 0,190 0,450 0,450 0,000 0,000
Fosfato bicalcio 1,760 1,760 1,760 1,760 1,970 1,970
Calcario 0,573 0,573 0,576 0,576 0,640 0,642
Sal comum 0,336 0,336 0,336 0,336 0,410 0,410
Supl. Vitaminico' 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Supl. Mineral® 0,240 0,240 0,240 0,240 0,240 0,240
Promotor’ 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Antioxidante 0,010 0,010 0,010 0,010 0,000 0,010
L —lisina HCl 0,258 0,260 0,272 0,274 0,395 0,385
DL — Metionina 0,140 0,143 0,133 0,136 0,164 0,164
L — Treonina 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080
L — Triptofano 0,015 0,015 0,016 0,016 0,025 0,024
Total 100 100 100 100 100 100

En. Met. (Mcal /Kg) 3400 3400 3400 3400 3400 3400
Proteina Bruta (%) 23,93 23,35 22,96 23,38 22,78 23,32
Lactose (%) 8,00 8,00 4,00 4,00 0,00 0,00
Lisina digestivel (%) 1,400 1,400 1,400 1,400 1,400 1,400
Met + cist dig. (%) 0,784 0,784 0,784 0,784 0,784 0,784
Treonina dig. (%) 0,882 0,882 0,882 0,882 0,882 0,882
Triptofano dig. (%) 0,266 0,266 0,266 0,266 0,266 0,266

Calcio (%) 0,850 0,850 0,850 0,850 0,850 0,850
Fosforo total (%) 0,669 0,669 0,669 0,669 0,669 0,669
Fosforo disp. (%) 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500

" Contendo por kg de ragdo: vit. A - 12.000 UIL; vit. D3 - 2.250 UI; vit. E - 27 mg; vit. K - 3 mg; tiamina -
2,25 mg; riboflavina - 6 mg; piridoxina - 2,25 mg; vit. B12 - 27 mcg; 4cido foélico - 400 mcg; biotina -
150 mcg; 4cido pantoténico - 22,5 mg; niacina - 45 mg; Se - 300 mcg.

2 Contendo por Kg de ragdo: 112g Célcio (min.), 27,0g Fésforo (min.), 58,5g Sodio, 1.820 mg Ferro,
2.049mg zinco, 2.126mg cobre, 836mg Manganés, 29,5mg lodo, 485mg Fluor (max.), 8mg Selénio,
3,6mg Cobalto,.

> Tilosina

*BHT
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Tabela 2 — Composicao centesimal e calculada da racdo experimental fornecida aos
leitdes dos 35 aos 49 dias de idade.

Ingredientes Tratamentos
RB RB + A
Milho 57,786 57,180
Soja int. extrusada 18,000 18,00
Farelo de soja 45% 17,000 17,00
L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico 0,000 0,600
Plasma Sangiiineo 2,000 2,000
Oleo de soja 0,950 0,950
Fosfato bicalcio 1,990 1,990
Calcario 0,660 0,660
Sal comum 0,300 0,300
Suplemento vitaminico' 0,400 0,400
Suplemento mineral® 0,240 0,240
Promotor’ 0,050 0,050
Antioxidante® 0,010 0,010
L — lisina HCI 0,326 0,328
DL — Metionina 0,166 0,168
L — Treonina 0,103 0,105
L — Triptofano 0,019 0,019
Total 100 100
Composic¢do nutricional calculada

Energia Met. (Mcal /Kg) 3400 3400
Proteina Bruta (%) 21,34 21,03
Lisina digestivel (%) 1,250 1,250
Met + cist digestivel (%) 0,750 0,750
Treonina digestivel (%) 0,810 0,810
Triptofano digestivel (%) 0,240 0,240
Calcio (%) 0,850 0,850
Fosforo total (%) 0,690 0,688
Fosforo disponivel (%) 0,500 0,500

" Contendo por kg de ragdo: vit. A - 12.000 UTI; vit. D3 - 2.250 UI; vit. E - 27 mg; vit. K - 3 mg; tiamina -
2,25 mg; riboflavina - 6 mg; piridoxina - 2,25 mg; vit. B12 - 27 mcg; acido folico - 400 mcg; biotina -
150 mcg; 4cido pantoténico - 22,5 mg; niacina - 45 mg; Se - 300 mcg.

% Contendo por Kg de ragdo: 112g Calcio (min.), 27,0g Fosforo (min.), 58,5g Sodio, 1.820 mg Ferro,
2.049mg zinco, 2.126mg cobre, 836mg Manganés, 29,5mg lodo, 485mg Fluor (max.), 8mg Selénio,
3,6mg Cobalto,.

* Tilosina

*BHT
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indice de Temperatura de Globo e Umidade (ITGU), conforme proposto por
Buffington et al., (1981).

Os dados de temperatura, bulbo seco e bulbo timido e globo negro foram
posteriormente convertidos no Indice de Temperatura de Globo ¢ Umidade (ITGU),
conforme proposto por Buffington et al., (1981).,

Para avaliacdo do desempenho, os animais foram pesados no inicio, aos 35 dias e
ao final do experimento (49 dias), e as sobras de ragdo foram coletadas diariamente e
pesadas quando os animais atingiram 35 e 49 dias, ao final de cada periodo,
determinando-se assim o consumo de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar.

Aos 49 dias de idade, um animal de cada unidade experimental, com peso mais
préximo do peso médio da baia, foi abatido. Amostras de 2 cm de comprimento foram
retiradas nas regides correspondentes a 4, 50 e 96% do intestino delgado, que
correspondem, respectivamente, a regido do duodeno, jejuno e ileo. O material coletado
foi enviado ao Laboratdrio de Histologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa. Os cortes histologicos foram lavados em solugdo
fisiologica, fixado em BOUIN por 24 horas, desidratados em alcool etilico, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina. Em cada lamina foram colocadas duas sec¢des com
Sum de espessura. As laminas foram colocadas novamente em solu¢do de xilol para
retirar o excesso de parafina e novamente hidratadas. Os corantes utilizados foram a
hematoxilina e a eosina. Depois de coradas, as 1aminas foram novamente desidratadas.
Para as leituras morfométricas, foi utilizado o microscopio optico OLYMPUS BX50
(aumento 40X) acoplado ao analisador de imagem "Image-Pro Plus 1.3.2" (1994).
Foram selecionadas e medidas as alturas de 30 vilosidades e suas respectivas 30 criptas,
bem orientadas e seccionadas longitudinalmente. A relacdo vilo:cripta também foi

computada.
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No dia do abate, amostras do conteudo intestinal dos animais na regido do célon
proximal foram coletadas em recipientes esterilizados e imediatamente congeladas. As
amostras foram posteriormente enviadas ao Laboratério de Microbiologia Industrial do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa. Foi realizada a
extragdo de DNA total da digesta utilizando-se protocolo de Lu et al., (2003), com
modificacdes feitas no Laboratério de Microbiologia Industrial do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa. Para amplificar a regido do gene
rDNA 16S, correspondente a Eubactéria total, foram utilizados os iniciadores
universais de Eubactérias, cujas seqiiéncias nucleotidicas sdo: “primer” 2 (Unibac):
5’ATTACCGCGGCTGCTGG3” e  “primer” 3  (GC-Clamp): 5’CGCCCG
CCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCA
G3’ (Muyzer et al.,, 1993). Para amplificar a regido do gene rDNA 16S que corresponde
ao género Lactobacillus spp. utilizou-se os iniciadores especificos para Lactobacillus
spp., cujas sequéncias sdo: CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCaLeaeeee
CGCCCCTTTAYGCGGAACAYYTRGGKGT e CCAAACATCACVCCRACTT. O
perfil genético da microbiota intestinal de suinos foi avaliado pela técnica de
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE (MUYZER et al.,, 1993).
Os dados obtidos com o auxilio do programa Bionumerics, versao 5.10, foram usados
para calcular o Indice de Diversidade Shannon-Weaver (H), Equitabilidade (E’),
Riqueza (R) e a Similaridade entre os tratamentos.

A varidvel R foi obtida com base em uma matriz binaria, na qual a auséncia da
banda de DNA correspondente a cada UTO era codificada como zero (0) e a presenca
como um (1). Para cada nivel de lactose, obteve-se a freqiiéncia de ocorréncia de cada
UTO pela contagem do niimero de presengas entre os tratamentos avaliados. O indice
H’ foi calculado com base na abundéncia, expressa como densidade 6tica da banda na

raia do gel, pela seguinte formula:
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H'= 2|<|3 (N log N — > nilog ni),emque:

N = densidade optica da raia, obtida pelo somatorio das densidades 6ticas das bandas da
raia;

ni = densidade optica de cada banda, na raia.

Para o calculo de E, empregou-se a seguinte férmula:
H'
logR

Os dados de desempenho e morfometria de mucosa intestinal foram submetidos a
analise de variancia e teste F, utilizando-se o programa SAEG (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas), desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa - MG

(UFV,1997).
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Resultados e Discussoes

A temperatura no interior da sala de creche durante o periodo experimental
manteve-se entre 26,3 + 1,49 °C (minima) e 30,0 = 1,12 °C (maxima temperatura de
bulbo seco média registrada foi de 26,1+2,6; 27,6+1,2 e 27,4+2.8, respectivamente para
os horarios de 8, 12 ¢ 17 horas. A umidade relativa média, nestes horarios foi de 68+81;
61£10,5 e 61 £ 9,3%, respectivamente. O indice de temperatura, de globo negro e
umidade (ITGU) realizadas as 8, 12 ¢ 17 horas foram de 77,7 + 1,6; 78,3 + 1,3 ¢ 78,4 +
1,6, respectivamente para estes horarios. Pelos valores de ITGU obtidos neste estudo e
considerando que segundo os relatos de Campos et al., (2008), indices de ITGU até 80
representam ambientes de conforto térmico para leitdes nesta fase, pode-se inferir que a
temperatura ambiente ndo foi um fator que interferiu nos resultados.

Nao foi observado efeito (P>0,05) da interacdo entre os niveis de lactose ¢ a
inclusdo de glutamina + &cido glutdmico sobre nenhum dos parametros avaliados.

O peso inicial (P1), o peso aos 35 dias (P35), o peso aos 49 dias (P49) dos animais
e os resultados de ganho de peso diario (GPD), consumo de ragdo didrio (CRD) e
conversao alimentar (CA) dos leitdes consumindo dietas suplementadas ou ndo com L-
glutamina + L-ac. glutdmico estdo apresentados na Tabela 3.

A inclusdo de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico também ndo influenciou (P>0,05)
o desempenho dos leitdes dos 21 aos 35 dias de idade.

Entretanto, em valores absolutos, a inclusdo de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico
nas racdes proporcionou um aumento de 4,6; 11,1 e 8% no P35, GPD e CRD dos
leitdes, respectivamente. Além disso, observou-se uma reducdo de 3,2% na CA com a

inclusdo de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico, ainda em valores absolutos.
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Tabela 3 — Efeito da inclusio de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico (A) sobre o
desempenho de leitdes desmamados aos 21 dias de idade, avaliados dos 21

aos 35 e dos 21 aos 49 dias de idade.

L-Glutamina + L-Ac. GlutAmico'

SGL? CGL’ CV (%)
21 — 35 dias
P21 6,11 6,21 1,41
P35 9,15 9,57 6,84
GPD 215 239 20,38
CRD 278 300 16,18
CA 1,30 1,26 8,72
SA’ CA’
21 — 49 dias
P21 6,11 6,21 1,41
P49 15,65° 16,76 7,34
GPD 341° 376 11,97
CRD 480 519 11,06
CA 1,41 1,38 5,99

As letras diferentes na linha diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

! Produto comercial contendo L-Glutamina + L-Acido Glutdmico (min. 95%);

2 Sem L-Glutamina + L-Ac. GlutAmico;

3 Com L-Glutamina + L-Ac. Glutamico.

Dos 21 aos 49 dias de idade, que representa o periodo total do experimento,
verificou-se efeito (P>0,05) da inclusdo de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico nas ragdes
sobre o peso aos 49 dias de idade e sobre o GPD dos leitdes, proporcionando um
aumento significativo de 7,1 e 10,2%, respectivamente, em relagdo aos animais que
receberam ragdes sem L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico. Pode—se observar também que,
em valores numéricos, houve um aumento de 8,1 no CRD dos leitdes, embora a CA
tenha sido reduzida apenas 2,1%.

O efeito benéfico da inclusdo de glutamina + acido glutdmico nas ragdes de
leitdes sobre o desempenho estdo de acordo com os resultados encontrados por Wu et
al., (1996) e Kitt et al., (2003).

Estudos com leitdes desmamados realizados por Wu et al., (1996) consideram que

a glutamina ¢ o aminoacido mais abundante presente no leite da porca, ¢ o principal
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combustivel para os enterocitos e ¢ um nutriente essencial para proliferacdo de
linfocitos no intestino, e afirmam que uma suplementa¢do de glutamina na primeira
semana apos o desmame tem como finalidade suprir a alta atividade metabolica dos
enterdcitos e das criptas intestinais, para sustentar a estrutura da parede intestinal, que é
a interface funcional entre o organismo e a digesta. Wu et al., (1996), avaliando 4 niveis
de suplementacdo de glutamina (0; 0,2; 0,6 e 1,0%) sobre o desempenho e a
morfometria da mucosa intestinal de leitdes desmamados, analisados na desmama, na
primeira e na segunda semanas subseqiientes, verificaram melhora (P>0,05) da
eficiéncia alimentar (Kg ganho:Kg rag¢do) dos animais dos 7 aos 14 dias apds a
desmama, da ordem de 25% em relacdo a eficiéncia alimentar dos animais que ndo
receberam rag¢do suplementada com glutamina, embora o GPD e o CRD nao tenham
sido significativamente afetados.

Kitt et al., (2003) testou o efeito da inclusdo de 5% de glutamina em dietas para
leitdes desmamados desafiados por LPS (E. coli Lipopolissacarideo). Os autores
relatam que a inje¢do de LPS provocou, além de diarréia, uma queda acentuada no
desempenho dos animais em comparagdo ao controle, o que ndo foi observado nos
animais alimentados com ragdo contendo glutamina.

Os resultados de altura de vilosidades (AV), profundidade de criptas (PC) e
relagdo vilo:cripta (RVC) dos diferentes segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do
intestino delgado dos leitdes alimentados com ragdes suplementadas ou ndo com
L-glutamina + L-4cido glutdmico estdo apresentados na Tabela 4.

A inclusdo de L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico (0,8% dos 21 aos 35 ¢ 0,6% dos
36 aos 49 dias) proporcionou (P>0,05) aumento da altura das vilosidades em todos os
trés segmentos do intestino delgado avaliados, que ficou 7,67; 24,1 e 6,6% maiores do

que os apresentados pelos animais que nio receberam L-Glutamina + L-Ac. Glutamico
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Tabela 4 - Efeito da inclusio de L-Glutamina + L-Ac. Glutimico (GL) sobre a
morfometria da mucosa intestinal de leitdes desmamados aos 21 dias de

idade, avaliados aos 49 dias de idade.

L-Glutamina + L-Ac. GlutAmico'

S/GL* C/GL’ CV (%)
Duodeno
AV 482b 519a 9,66
PC 217 219 12,03
RVC 2,30 2,35 9,21
Jejuno
AV 442b 488a 12,75
PC 190 198 13,62
RVC 2,32 2,49 11,81
ileo
AV 393b 419a 8,49
PC 171 172 14,47
RVC 2,31b 2,50a 11,47

As letras diferentes na linha diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F.

! Produto comercial contendo L-Glutamina + L-Acido Glutimico (min. 95%);

2 Sem L-Glutamina + L-Ac. Glutamico;

3 Com L-Glutamina + L-Ac. Glutamico.

na dieta, respectivamente no duodeno, jejuno e ileo. No entanto, a inclusdo de
L-Glutamina + L-Ac. Glutimico ndo afetou (P>0,05) a PC em nenhum dos segmentos
avaliados, cujos valores encontrados nos dois tratamentos foram muito proximos. A
RVC, que ¢ o resultado da divisdo entre a medida de altura de vilosidade e a medida de
sua respectiva cripta foi positivamente afetada (P>0,05) pela inclusdo de L-Glutamina +
L-Ac. Glutimico na dieta, evidentemente pelo aumento da AV. Os animais alimentados
com ragio contendo L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico em sua composi¢io apresentaram
RVC 2,1; 7,3 e 8,2% maiores (P>0,05) do que aqueles cujas ra¢des ndo continham L-
Glutamina + L-Ac. Glutamico, respectivamente no duodeno, jejuno e ileo.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Wu et al.,

1996 ¢ Yi et al., (2005).
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Evidenciando o efeito da glutamina sobre a altura das vilosidades intestinais de
leitdes apds a desmama, Wu et al., 1996 relatam que, além de melhora substancial do
desempenho dos animais, a inclusdo de 1,0% de glutamina em ragdes de leitdes foi
capaz de prevenir a atrofia da altura das vilosidades no jejuno, tanto na primenira
quanto na segunda semana apds a desmama.

Yi et al., (2005) comparou o efeito da inclusdo glutamina ou plasma em ragdes
para leitdes desmamados aos 17 dias de idade, desafiados por Escherichia coli e
verificou que tanto a inclusdo de 2% de glutamina quanto a inclusdo de 7% de plasma
aumentaram (P>0,01) das altura de vilosidades e a profundidade das criptas dos leitdes
em relagdo ao tratamento desafiado, embora a inclusdo de glutamina tenha
proporcionado melhor desempenho. Os autores atribuiram o efeito benéfico da
glutamina principalmente a preservagdo da estrutura da mucosa intestinal e a
manuten¢do da absorc¢ao de eletrolitos e homeostase intestinal, prevenindo a diarréia.

A nutricdo de leitdes € intimamente ligada ao sistema imune. Sabe-se que a
desmama precoce ¢ relacionada com imunossupressao, redu¢cdo do consumo voluntario
e suscetibilidade a distarbios intestinais. De acordo com Newsholme, (2001), o aumento
da demanda de glutamina em condi¢do de estresse faz aumentar a liberagdo de
glutamina pelo musculo, resultando em reducdo da concentragdo muscular deste
aminoacido e elevacdo das taxas de degradacdo de proteina, o que ndo se deseja em
animais em crescimento.

Trabalhando com leitdes desmamados infectados ou nao por E. coli,
Yoo et al, (1997) verificaram que a suplementacdo com glutamina foi capaz de manter a
concentragdo de glutamina no musculo, bem como as concentra¢des de linfocitos e
leucocitos. Entretanto, os autores ndo relatam efeito da suplementagdo com glutamina

sobre os animais ndo desafiados.
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A suplementacdo com glutamina pode ter, portanto, sua importancia atribuida
também a manutencdo de sua concentracdo extracelular, evitando que a glutamina
muscular seja mobilizada para atender a necessidade do sistema imunolégico.

De acordo com Karinch et al., (2001), infecgdes moderadas ou severas alteram de
forma marcante o fluxo de glutamina no organismo. A complexidade do metabolismo
da glutamina em diferentes condig¢des sanitarias de criagdo pode explicar porqué, em
nosso trabalho, mesmo nao sendo detectado efeito (P>0,05) da lactose sobre o
desempenho e morfometria da mucosa dos leitdes, a inclusdo de glutamina nas ragdes
proporcionou melhora significativa do GPD e da altura das vilosidades intestinais. De
maneira geral, os animais apresentaram boa satde, indicando um baixo desafio
sanitario. Nessas condi¢des, o intestino delgado ¢ o 6rgdo de maior captagdo de
glutamina no organismo, que ¢ fornecida principalmente pelo musculo
(Karinch et al., 2001), o que explicaria o aumento da altura das vilosidades e
conseqiiente aumento do GPD dos animais.

Em condigdes de resposta inflamatoria sistémica (Sepsis), como a indugao a
desafio imunoldgico observada nos trabalhos citados (Kitt et al., 2003; Yi et al., 2005 e
Yoo et al., 1997), o figado passa a ser o 6rgdo de maior captacdo da glutamina e
também o maior exportador deste aminoacido, que agora serdo destinados também para
a sintese de células do sistema imune, devido ao aumento providencial na produ¢do
destas células especificas (Karinch et al., 2001).

O efeito da glutamina e do 4acido glutamico, neste estudo, se mostrou evidente
mesmo que ndo tenha sido induzida qualquer resposta inflamatéria nos animais. Além
do baixo desafio sanitario refletido no baixo nimero de animais acometidos de diarréia
durante o experimento e boa saude global dos leitdes, a condicdo ambiental de desafio

sanitario normalmente encontrada na primeira semana ap6s a desmama precoce de
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leitdes foi atenuada pela sanitizacdo das salas pela inclusdo de plasma sanguineo e
antibidtico nas ra¢des experimentais.

Os resultados de Riqueza (R), Indice de Diversidade de Shannon (H’), e
Equitabilidade (E’) estdo apresentados na figura 1.

A Riqueza microbiana expressa em contagem de Unidades Taxondmica
Operacionais (UTO’s) representa quantitativamente a populacdo microbiana de um
determinado ambiente. Observou-se que o nivel de 4% de inclusdo de lactose nas
racdes proporcionou as maiores contagens de UTO’s, tanto nas ragdes ndo
suplementadas (29 UTO’s) quanto nas racdes suplementadas (27 UTO’s) com L-
glutamina + L-ac. glutdmico. Com relagdo a comunidade de Lactobacillus spp., nos
animais alimentados com ragdes sem glutamina + ac. glutimico o aumento do nivel de
lactose de 0 para 8% proporcionou aumento crescente a contagem de UTO’s.
Entretanto, o padrdo de resposta a inclusdo de L-glutamina + L-ac. glutamico para a
quantidade de Lactobacillus spp. ndo se manteve, sendo que o nivel com 4% de lactose
apresentou o menor valor de UTO (11).

De forma semelhante, o Indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’)
acompanhou os resultados de Riqueza. Considerando apenas a comunidade de
Eubactéria, o nivel de 4% apresentou os maiores valores de UTO’s, sendo verificados
H’ igual a 3,01 e 2,92, respectivamente para os animais alimentados com ra¢des nao
suplementadas quanto para os animais alimentados com ragdes suplementadas com
glutamina + ac. glutdmico. O aumento do nivel de lactose de 0 para 8% nas ragdes dos
animais que ndo receberam suplementagdo por glutamina proporcionou aumento do H’
de 2,09 para 3,34.

A Equitabilidade (E’) ¢ um indicativo da uniformidade na distribui¢do dos grupos
de microorganismos encontrados em um ambiente, evidenciando uma possivel

dominancia existente. Quanto maior a E’, maior o equilibrio entre as populagdes. Os
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Figura 1 - Riqueza (R), Indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’) e
Eqiiitabilidade (E) das comunidades bacterianas do conteudo intestinal de
leitdes alimentados com ragdes contendo niveis de lactose suplementadas
(+) ou ndo (-) com glutamina + Ac. Glutamico.
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resultados referentes a Eubactéria indicam de forma consistente que o nivel de 0% de
lactose proporcionou os menores valores de E’, tanto nas racdes ndo suplementadas
(1,98) quanto nas racdes suplementadas (2,01) com glutamina + ac. glutamico, o que
nos permite inferir sobre a provavel dominancia exercida por determinado
microorganismo em relagdo aos demais. Com relag@o aos grupos de Lactobacillus spp.,
verificou-se aumento da E’ quando se aumentou o nivel de lactose, tanto para os
animais ndo suplementados quanto suplementados, que foram, respectivamente, 2,22 e
2,18.

No que se refere a riqueza e diversidade da microbiota intestinal dos leitdes, muito
embora a associacdo da inclusdo de glutamina + ac. glutdmico com os niveis de 4 e 8%
de lactose ndo tenham acompanhado o mesmo padrdo de resposta dos animais
alimentados com ra¢do sem suplementacdo para Lactobacillus spp., ndo é possivel
afirmar que a inclusdo de glutamina + ac. glutdmico tenha influenciado a composi¢@o
desta microbiota

Os aminoacidos sintéticos L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico possuem alta
digestibilidade, sendo totalmente utilizados até a porcdo ileal do intestino delgado.
Stool et al., (1998) postulam que a glutamina ¢ toda degradada no intestino delgado, o
que ndo permitiria sua fermentagdo por bactérias no intestino grosso, onde foram
coletadas as amostras da digesta.

Os resultados sugerem, de forma geral, que a inclusdo de lactose tem efeito
benéfico sobre a microbiota, corroborando os resultados do Experimento e que a
suplementagdo com L-Glutamina + L-Ac. Glutdmico ndo exerce influéncia sobre a
microbiota. A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) ¢ apresentada na
Figura 2, mostrando os perfis de similaridade entre os tratamentos e contribuindo para a

consolida¢do da afirmac¢do acima.
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Figura 2. Dendrograma com Coef. Cofenético, Perfis eletroforéticos de DGGE
e Similaridade (%) de seqiiéncias do gene rDNA16S do contetido da
digesta do colon proximal de leitdes alimentados com dietas
contendo 0, 4,8 ¢ 12% de lactose para Eubactéria e Lactobacillus
spp..

Observou-se, para a comunidade de Eubactéria, uma alta similaridade entre os
tratamentos com os mesmos niveis de lactose (T1 e T2 = 0%; T3 e T4 = 4% e
T5 e T6 = 8% de lactose). A similaridade observada entre os tratamentos com 0 mesmo
nével de lactose foi de 68,0; 76,4 e 63,8, respectivamente para os niveis de 0, 4 e 8% de
lactose. Ainda foi possivel observar que os tratamentos com 0 e 4% de lactose, com ou
sem inclusio de L-Glutamina + L-Ac. Glutimico apresentaram entre si, uma
similaridade mediana, menor do que a verificada entre os tratamentos com o mesmo
nivel de lactose. A similaridade é um indicativo da semelhanca entre as comunidades
microbianas em microecossistemas, que no caso da digesta de animais ¢ influenciada
principalmente pela dieta.

Os resultados sugerem que o nivel de lactose exerce influéncia sobre a

comunidade bacteriana total no célon de leitdes, e ndo presenga de L-Glutamina + L-

Ac. Glutamico nas ragdes.
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Conclusédo

A adi¢do de Glutamina mais acido glutamico em racdes para leitdes desmamados
aos 21 dias de idade promovem melhoria do desempenho e da altura da morfometria da
mucosa intestinal dos leitdes, independentemente da adi¢@o de lactose.

O nivel de 8% de lactose promeveu melhora na composi¢do da microbiota

intestinal dos leitdes.
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