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RESUMO

RODRIGUES, Valéria Vania, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Plasma sangiiineo com ou sem antibiotico em dietas para leitoes
desmamados aos 28 dias de idade. Orientador: Aloizio Soares Ferreira.

Dois experimentos foram conduzidos para avaliar diferentes sequéncias de niveis de
plasma sangiiineo nas dietas de leitdes desmamados aos 28 dias de idade. No
primeiro experimento, foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com seis
tratamentos e oito repeticdes de trés animais. No segundo experimento, utilizou-se
delineamento em blocos ao acaso com seis tratamentos e oito repeticoes de trés
animais cada. O peso inicial foi utilizado como critério para constitui¢do dos blocos.
Na primeira semana apds o desmame, os tratamentos consistiram em trés niveis de
plasma sangiiineo bovino (0,0; 2,5 e 5,0%). Na segunda semana, foram usados os
mesmos niveis de plasma, porém, combinados de forma a constituir as sequéncias
0,0 - 0,0%; 2,5 - 0,0%; 2,5 - 2,5%, 5,0 - 0,0%; 5,0 - 2,5% e 5,0 — 5,0%. Os dois
experimentos tiveram as mesmas sequéncias de niveis de plasma, sendo que no
primeiro experimento, as dietas foram isentas de antibiético. No experimento um, os
leitdes que receberam 2,5% de plasma na dieta, apresentaram maior peso final. O
maior nivel de plasma (5,0%), aumentou o ganho de peso e o consumo de racao dos
animais. Houve aumento na contagem linfocitdria e de hematdcrito dos leitdes que
receberam plasma na dieta. Os animais que receberam dietas com plasma sangiiineo
apresentaram maior numero de Bifidobacterium e Lactobacillus no c6lon proximal.
No experimento dois, o peso final, o ganho de peso e o consumo de racdo foram
maiores, nos animais que receberam o maior nivel de plasma na dieta. A populagcdo
bacteriana foi diminuida a medida que se aumentou o nivel do alimento. Conclui-se
que a sequéncia de plasma sangiiineo a ser usada em dietas sem antibidtico para

leitdes, nos periodos de 28 a 35 e 36 a 42 dias de idade, é de 2,5% na primeira

vi



semana, com retirada a partir dos 35 dias de idade e de 5,0% na primeira semana,
com retirada a partir dos 35 dias, quando se usa antibiético. Conclui-se, ainda que,

existe sinergismo do plasma sangiiineo com o antibi6tico.
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ABSTRACT
RODRIGUES, Valéria Vania, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2013.

Blood plasma with or without antibiotic in diets for piglets weaned at 28 days
old. Adviser: Aloizio Soares Ferreira.

Two experiments were conducted to evaluate different sequences of levels of blood
plasma in diets of pigs weaned at 28 days of age. In the first experiment, we used a
randomized completely design with six treatments and eight replications of three
animals. In the second experiment, we used a randomized block design with six
treatments and eight replicates of three animals each. The initial weight was used as a
criterion to form blocks. In the fisrt week after weaning, the treatments consisted of
three levels of bovine blood plasma (0.0; 2.5 and 5.0%). In the second week, were
used the same plasma levels, however, combined to form sequences 0.0 to 0.0%, 2.5
-0.0%, 2.5 - 2.5%, 5.0 - 0.0%; 5.0 - 2.5% and 5.0 - 5.0%. Both experiments had the
same sequences plasma levels, whereas in the first experiment, diets were free of
antibiotic. In the one experiment, the piglets received plasma diet 2.5% showed
higher final weight. The highest level of plasma (5.0%), increased weight gain and
feed intake of animals. In the second period, the plasma sequence 2.5 to 0.0%
influenced the higher final weight of piglets. There was increase in lymphocyte count
and hematocrit in piglets received plasma diet. Animals received blood plasma diet
presented higher number of Bifidobacterium and Lactobacillus in the proximal colon.
In the second experiment, the final weight, weight gain and feed intake were higher
in animals received the highest level of plasma in the diet. The bacterial population
was reduced to increased as the level of the food. It was concluded that the sequence
of blood plasma to be used in diets without antibiotic for piglets in periods of 28 to

35 and 36 to 42 days of age is 2.5% in the first week, whit removal after 35 days old
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and 5.0% in the first week, with removal after 35 days when using antibiotics. It

follows that, there is synergism of blood plasma with the antibiotic.
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO GERAL

Os leitdes, na primeira semana apds o desmame, tém reduzido a ingestdo de
alimentos o que tem resultado em perda de peso. Assim, nutricionistas e criadores de
suinos tém buscado utilizar ingredientes de alto valor bioldgico, que possam atuar na
preservacdo das microestruturas do tratogastrintestinal, na tentativa de aumentar a
ingestdo de racdo pelos leitdes e, consequentemente, melhorar a saide dos animais.

O plasma sangiiineo tem sido associado a protecdo imune através de sua fracdo
de imunoglobulina ou através da provavel acdo no impedimento da adesdo de
bactérias patog€nicas a mucosa gastrintestinal por meio da presenca de
glicoproteinas no alimento (Peace et al., 2011). Outro efeito, atribuido ao uso de
plasma sangiiineo nas dietas, estd relacionado ao aumento de colOnias de
Lactobacillus e Bifidobacterium, observado na mucosa intestinal de leitdes
desmamados (Bhandari et al., 2008).

O desenvolvimento de bactérias acidéfilas no intestino grosso dos animais, pode
levar a producgdo de 4cido latico e dcidos graxos voldteis, por conseguinte, podem
acidificar o célon, podendo provocar a inibicdo do crescimento de populacdes de
bactérias nocivas como E. coli, Clostridium sp. e Salmonella sp (Mathew et al.,
1993).

Os antibidticos t€m sido usados em dietas para leitdes na fase de creche,
independente da idade de desmame, com o intuito de melhorar a microestrutura
intestinal dos animais. Aliado a isso, tem-se constatado que a mucosa intestinal dos
leitdes pode ser modificada em funcdo do uso de plasma sangiiineo que pode levar a

diminui¢do da massa intestinal (Thomson et al., 1995), a redu¢do de inflamacdo da



mucosa (Jiang et al., 2000; Campbell et al., 2008), além do aumento da altura das
vilosidades devido aos processos de regeneracao. Estes efeitos do plasma sangiiineo,
provavelmente, sejam diferentes dependendo da idade de desmame dos animais,
visto que, tem-se observado, que leitdes desmamados aos 21 dias de idade t€m
apresentado maiores problemas de consumo de ragdo em relagdo a animais
desmamados aos 28 dias.

Assim, constata-se a importancia de se determinar as sequéncias de niveis de
plasma sangiiineo a ser usada nas dietas com ou sem antibidtico para leitdes na
creche, apés o desmame aos 28 dias, por meio de andlises de desempenho, perfil

hematolégico, bacteriano e microestrutura intestinal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importincia do plasma sangiiineo nas dietas de leitoes p6s-desmame

O plasma sangiiineo é um subproduto de frigorifico derivado do sangue
animal. A fracdo celular do sangue € separada por centrifuga¢do, com o uso de
anticoagulante, sendo posteriormente, concentrada por evaporagdo a vacuo, ou
filtragem por osmose reversa ou, ainda, ultrafiltragem. A secagem ¢ feita pela técnica
de spray, apds a qual, obtém-se o produto conhecido por plasma sangiiineo spray
dried, que apresenta uma coloracao amarronzada e textura em pé fino (Torrallardona,
2010).

O sangue do animal adquirido para fabricacdo do plasma spray dried tem
grande importancia devido a sua ag¢do imunoldgica, uma vez que € coletado de
diversos animais, que possuem anticorpos contra os patégenos com os quais tenham
tido contato durante toda a vida, nas diferentes granjas, inclusive por vacinagdes. Se
consider que cada lote de produto acabado produzido contém o plasma proveniente
de 40-50 mil animais, pode-se deduzir o amplo espectro de anticorpos contra
patégenos no produto final (Polo et al., 2010).

Além disso, por originar-se de um nimero elevado de animais, garante, por
um lado, o efeito de dilui¢do da possivel presenca de animais com alguma eventual
doenca cronica e que a homogeneidade do perfil de anticorpos contra patdgenos seja
constante entre os diferentes lotes de producdo, com um perfil de anticorpos
dindmico contra patdgenos emergentes nas diferentes granjas.

Neste sentido, o plasma, na nutri¢cdo animal, apresenta-se como um nutriente

de alto valor biolégico, que possui propriedades atuantes no sistema imunoldgico do



animal. Na Tabela 1 encontra-se a composi¢ao nutricional do plasma sangiiineo
segundo Rostagno et al. (2011).

Tabela 1 — Composi¢ao nutricional do plasma sangiiineo

Nutriente
Proteina Bruta (%) 71,89
Energia Digestivel (kcal/kg) 4050
Matéria Seca (%) 91,01
Lisina (%) 6,54
Metionina (%) 0,88
Metionina + Cistina (%) 3,03
Treonina (%) 4,41
Triptofano (%) 1,28
Arginina (%) 3,89
Glicina + Serina (%) 7,07
Valina (%) 4,90
Isoleucina(%) 2,26
Leucina (%) 6,99
Histidina (%) 2,16
Fenilalanina (%) 3,95
Fenilalanina + Tirosina (%) 7,04

Os nutrientes presentes em determinados alimentos t€m papel direto na
imunologia dos animais, pois atuam como substratos e co-fatores enzimaticos para
multiplicacdo celular durante a resposta imune e para sintese de anticorpos e outras
moléculas importantes no processo inflamatdério, como as citocinas. Dessa maneira, €
atribuido ao plasma, uma a¢@o imunolédgica benéficao ao animal (Gao et al., 2011).

O plasma contém entre 82 a 92% de proteina de alta qualidade e o resto da
matéria-seca € constituida de cinzas e compostos fibrosos, dos quais, a matéria
fibrosa, ndo parece ter nenhum efeito bioldgico. No entanto, a fracdo protéica do
plasma € composta por uma mistura complexa de proteina, contendo fibrinogénio,
imunoglobulina e albumina. As imunoglobulinas representam 22% das proteinas
plasmadticas, as quais ndo sao desnaturadas durante o processo de spray dried. Dentre

as globulinas (IgM, IgD, IgA e IgE), as imunoglobulinas de tipo G sdo as



predominantes e, de acordo com Lora Grafa et al. (2010), sdo imunoglobulinas que
podem melhorar a satde, a sobrevivéncia e o desempenho dos animais.

Sao duas as fontes de plasma que podemos encontrar no mercado, sendo as
de origem suina e bovina, ndo existindo variabilidade nutricional entre ambas. A
proteina bruta do plasma sangiiineo € considerada relevante (Torrallardona, 2010),
porém, se compararmos o conteiido de proteina do plasma ao da caseina, verificamos
menor conteido protéico no aditivo além de baixa digestibilidade ileal de
aminodcidos. Por outro lado, no que diz respeito ao conteido de aminodcidos
essenciais, o plasma € superior a proteina da soja. Em sua composi¢do, podemos
observar valores expressivos de lisina, triptofano e treonina, sendo deficiente em
isoleucina e, principalmente, metionina. De acordo com o NRC (1998), a metionina é
considerada o primeiro aminodcido limitante em dietas contendo quantidades
maiores que 6% de plasma. Dietas contendo plasma sangiiineo demandam maiores
quantidades de metionina para potencializar seus efeitos sobre o ganho de peso,
consumo de racdo e prevencdo de diarréias nos leitdes (Drits et al., 1993). Entretanto,
poucos sao os trabalhos na literatura que mostram o possivel efeito da metionina no
desempenho de animais recebendo plasma.

Os efeitos positivos do plasma observados no desempenho de leitdes
desmamados, pode estar relacionados a presenca de aminoédcidos como treonina,
acido glutamico e aspartico. Segundo Lora Grafia et al. (2010), as concentracdes
desses aminodcidos no aditivo sdo significativas, podendo ser a explicagdo para a
melhora observada no ganho de peso dos animais que recebem o alimento, uma vez
que, sdo aminoécidos envolvidos na regeneracao e defesa da mucosa intestinal.

A treonina além de estar envolvida na sintese de proteina do leite e da

musculatura, estd envolvida na digestdo e na imunidade dos suinos. Da mesma
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forma, € encontrada em grande quantidade na mucina intestinal, que sao
glicoproteinas, que compdem o muco, secrecao digestiva. Além disso, participa na
producdo de anticorpos, especialmente imunoglobulina G (Bisinoto et al., 2007),
imunoglobulina esta, mais presente no plasma.

Jiang et al. (2000) estudando a proteina do plasma sangiiineo em relagdao a
mucosa intestinal de leitdes pds-desmame, verificaram menor concentragio de uréia
plasmadtica nos leitdes que receberam plasma na dieta. Segundo os autores, houve um
aumento na efici€ncia de utilizagdo da proteina do plasma e isso contribuiu para o
aumento da utilizacdo do nitrogénio da dieta devido reducdo do catabolismo de
aminodcidos.

No entanto, Torrallardona et al. (2010), relataram que os aminodcidos
presentes no plasma nao podem explicar por si sé os efeitos positivos observados no
desempenho de leitdes na fase inicial, uma vez que, o valor nutritivo do plasma
sangiiineo é semelhante a de outras proteinas de alta qualidade.

Além da fracdo protéica de alto valor bioldgico do plasma, o alimento,
apresenta ainda, componentes funcionais como lipideos, fatores de crescimento,
peptideos biologicamente ativos (defensinas e transferrina), enzimas e outros
compostos de grande importancia para o tratogastrintestinal do animal (Campbell et
al., 2010).

Pierce et al. (2005) sugeriram que a insulina contida no plasma sangiiineo
pode regular o desenvolvimento gastrintestinal. Além disso, e de acordo com Rodas
et al. (1995), o plasma pode estimular a liberacio de maior quantidade de fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) na mucosa intestinal, melhorando assim,
o funcionamento e o crescimento gastrintestinais. As dietas contendo plasma

favorecem o desenvolvimento do intestino delgado incrementando a superficie das



vilosidades intestinais, com consequente aumento da func¢do absortiva e melhor
utilizac¢do de nutrientes (Lora Grafa et al., 2010).

Outra questdo relevante do plasma, € sobre sua influéncia na taxa de glicose.
Garriga et al. (2005) estudando plasma sangiiineo na dieta de ratos desafiados com
Staphylococcus aureus enterotoxigénico (SAE), concluiram que o alimento reduz os
efeitos negativos de SAE sobre o transporte de glicose na mucosa intestinal através
do aumento da expressdo de transportadores de glicose (SGLT-1) no intestino
delgado dos animais. A absor¢ao de glicose foi de 8-9% maior em ratos alimentados
com plasma, indicando melhor absor¢cdo dos nutrientes.

Este fato pode nos dar idéia de como o plasma pode ser um importante
alimento funcional na dieta de leitdes desmamados, uma vez que pode melhorar o
ganho de peso, o consumo de alimento e a eficiéncia alimentar de 25, 21 e 4%,
respectivamente (Coffey & Cromwell, 2001 e Corl et al., 2007). Além disso, mais
pesquisas devem ser realizadas a fim de avaliar, principalmente, a agdo do plasma
sangiiineo na atuacdo de hormdnios e sua influéncia na mucosa intestinal de leitdes

ap6s o desmame.

2.2. Atuacao do plasma sangiiineo no sistema imunoldgico

A funcao do sistema imune € a defesa do organismo contra os agentes infecciosos
ou substancias antigénicas ndo infecciosas, que podem despertar respostas imunes.

As respostas imunoldgicas compreendem mecanismos de defesa inespecificos e
especificos do organismo frente as substdncias antigénicas. Dentre as defesas
inespecificas podemos citar as enzimas digestivas, barreira epitelial, secrecdo
gastrica de 4cidos, motilidade intestinal, produ¢do de muco e a propria microbiota

autéctone, que exercem grande papel evitando respostas desnecessdrias do sistema



imune especifico. Ja a resposta imune especifica, pode ser dividida em mecanismos
inatos e adaptativos de defesa, sendo que a resposta geral € iniciada através da
secrecdo de uma ampla variedade de componentes mediadores, denominados
citocinas (Souza, 2012). As citocinas, por sua vez, ativam os componentes humorais,
denominados de anticorpos (células fagociticas) da resposta imune, além de alterar
diversos processos enddcrinos no organismo animal como liberacdo de
corticosterdides e tiroxina (Stahly, 1996).

Segundo Bachini et al. (2006), as citocinas podem ser divididas em citocinas
pré—inflamatérias tais como a IL-1, TNF-a, IL-6 e citocinas anti—inflamatérias como
a IL-10, IL-1RA (antagonista do receptor IL-1) e o IFN-Y que estimulam o fagécito
para a produgdo de enzimas liticas e outros produtos microbicidas do macréfago que
irdo destruir o microorganismo.

A IL-1 atua em nivel de sistema nervoso central e seus principais efeitos sao
anorexia, febre e letargia neuroenddcrina; enquanto que a IL-6 e o TNF-a atuam em
tecidos periféricos promovendo a lipdlise, protedlise e aumento da proteina de fase
aguda, dentre outros efeitos (Xavier et al., 2006). Neste sentido, os principais efeitos
negativos das citocinas estdo relacionados a diminuicdo do consumo de alimento,
aumento da degradacdo muscular, redu¢do na deposicdo protéica em nivel de
miusculo esquelético, aumento da sintese hepatica da proteina de fase aguda, aumento
da letargia, febre e mudanca no comportamento social dos animais (Pupa et al.,
2004).

Neste sentido, com a producao das citocinas apds ocorrer ativacao do sistema
imunoldgico, o organismo do animal tende a identificar os invasores neutralizando os
efeitos prejudiciais das moléculas isoladas e destruindo os microorganismos. Essa

capacidade € determinada pelos linfdcitos, populagdo leucocitdria mais importante da



resposta imune. De acordo com Burkey et al. (2009) a medula 6ssea e o timo
representam os 6rgaos linféides primarios, onde ocorre a produgdo e a maturagao dos
linfécitos B e T, respectivamente. J4 nos 6rgdos linféides secundérios (linfonodos,
baco e tecidos linféides associados as mucosas) ocorre, prioritariamente, a
estimulagdo das células linféides pelos antigenos.

Os linfécitos T estdo relacionados a imunidade mediada por células e pela
resposta a citocinas, a qual inclui hipersensibilidade tardia, defesa contra
microrganismos intracelulares, defesa contra neoplasias, entre outros. Por outro lado,
os linfécitos B estdo relacionados a produgao de anticorpos. Os anticorpos sdo a base
do processo de imunidade humoral e representam, sem divida, um dos mecanismos
mais eficientes de defesa do organismo animal, diante de um determinado antigeno.

Os anticorpos sao glicoproteinas sintetizadas pelos linfocitos B ja ativados
(células plasmaticas secretoras). Na espécie suina, foram descritas quatro classes de
imunoglobulinas - IgM, IgG, IgA e IgE - sendo as trés primeiras mais conhecidas e
importantes.

Virios pesquisadores constataram fortes correlacdes entre o sistema imune e
o estado nutricional do animal (Van de Ligt et al., 2002; Montagne et al., 2004; Yi et
al., 2005; Burkey et al., 2009; Fan et al., 2010 ).

Alguns nutrientes t€ém papel direto na imunologia do animal por servirem de
substrato e co-fatores enzimadticos para a multiplicacdo celular durante a resposta
imune (fagdcitos, linfdcitos) e para a sintese de moléculas efetoras (anticorpos, 6xido
nitrico, lizozimas) ou moléculas de comunicacdo (citocinas, mediadores
inflamatorios). Eles também podem ter um efeito indireto na resposta imune ao
modificarem as vias de comunicagdo intra e extra-celulares (citocinas) ou limitar

efeitos indesejaveis de moléculas efetoras ( Klasing et al., 1980).



O plasma sangiiineo tem mostrado efeitos positivos no sistema imune de
leitdes apos o desmame (Coffey & Cromwell 1995; Grinstead et al., 2000; Barbosa et
al., 2007; Gattas et al., 2008; Lora Graiia et al., 2010).

Os principais efeitos do plasma estdao justamente associados a protecao imune
através de sua fracdo de imunoglobulinas ou através do impedimento da adesao de
bactérias patogénicas a mucosa gastrintestinal do leitdo devido a presenca de
glicoproteinas (Nobllet et al., 1999). De acordo com Bosi et al. (2001), a grande
vantagem do plasma € ter em sua composi¢do uma expressiva fracdo de IgG ativa, o
que favorece alguma atividade positiva a nivel de Ilimen intestinal.
Semelhantemente, Pierce et al. (1995) e Weaver et al. (1995) afirmaram que as
imunoglobulinas presentes no plasma apresentam uma importante funcdo bioldgica
que influencia no desempenho do leitdo devido sua agdo local no intestino.

A presenca de globulinas no plasma pode proporcionar prote¢do contra
fatores de estresse intestinais, tornando o epitélio mais sauddvel e aumentando a
secrecdo de enzimas digestivas, melhorando assim, a digestao, absorcao e utilizacdo
dos nutrientes. O estresse oxidativo € um dos principais fatores que prejudicam a
integridade da barreira gastrointestinal, causando inflamacdes e infec¢des (Kaplan et
al., 2007). A adi¢ao de plasma na dieta de leitdes, possui capacidade antioxidante
sobre as células intestinais, indicado por meio de alteracdes de atividade das enzimas
antioxidantes e concentracdo de malondialdeido no soro e mucosa intestinal dos
animais, de acordo com trabalho conduzido por Gao et al. (2011).

Zanella et al. (2005) avaliaram o efeito do plasma associado a acidos
organicos na agua de beber dos leitdes sobre o perfil antioxidante do sangue dos
mesmos. A andlise de glutationa reduzida, mensurada através dos grupamentos tidis

ndo protéicos, apresentou aumento significativo nos leitdes que receberam plasma,
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resultando em aumento na capacidade antioxidante nos eritrcitos e melhor
conversdo alimentar dos animais.

Neste sentido, as globulinas do plasma parece ter uma importante atuacao nas
células intestinais (Morés et al., 2012), através de sua ac¢do sobre o sistema imune e
sobre as caracteristicas oxidativas nas células dos leitdes. Assim, a explicagdo para
tal fato, seria uma reducgao da super-estimulacdo da resposta inflamatoria.

Gao et al. (2011) estudando dietas com plasma sangiiineo para leitdes
desmamados aos 21 dias, verificaram uma reduc@o na expressao de citocinas (TNF-
a, IL-2 e IL-6) na mucosa de leitdes recebendo plasma em relagdo aos leitdes do
grupo controle.

Em trabalho semelhante, Pérez-Bosque et al. (2007) avaliaram o efeito da
suplementagdao de plasma nas dietas para ratos desafiados com Staphylococcus
aureus sobre a expressao de citocinas (TNF-a, IFN- Y'e IL-6) nas placas de Peyer e
GALT (linfécitos e mucosa da lamina prépria). Os autores concluiram que o plasma
reduziu a expressdo das citocinas e, consequentemente, ativacdo do sistema
imunolégico dos ratos. Estes resultados explicam o melhor transporte de nutrientes
observados. Além disso, a suplementacdo com plasma diminuiu a incidéncia de
Staphylococcus aureus através do aumento da secre¢do de IL-10 (anti-inflamatério).
Da mesma maneira, Maij6 et al. (2012) trabalhando com plasma na dieta de ratos
desafiados com lipopolissacarideos (LPS), verificaram redug¢do na expressdo de
citocinas pro-inflamatérias e aumento na expressdo da citocina anti-inflamatéria 1L-
10. Esta citocina atua positivamente por ser uma citocina de controle.

Em contrapartida, Touchette et al. (2002) observaram um aumento na
expressdo de citocinas (TNF-a, IFN-Y) no soro de suinos desafiados com LPS que

receberam plasma sangiiineo na dieta. Foi verificado um aumento de 150 vezes mais
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TNF-a em comparacdo com um aumento de 60 vezes dos animais controle. Para o
IFN-Y houve um aumento 110 vezes mais contra 16 vezes nos animais que nao
receberam plasma. Por outro lado, no baco e no timo de suinos alimentados com
plasma foi observado uma redug@o na expressao da citocina TNF-a e de outras como
IL-1 quando comparado aqueles que nao receberam o alimento. Da mesma forma, a
expressdo da IL-6 foi reduzida na glandula adrenal e no bagco dos animais
alimentados com plasma. De acordo com os autores o plasma na dieta fornece uma
prote¢ao imunoldgica maior aos leitdes desmamados em condicoes de desafio.

Outra importante atuagdo do plasma no organismo de leitdes, estd relacionada
a reducdo de linfécitos intraepiteliais e da densidade de laminas celulares no intestino
grosso resultante de uma menor inflamacao celular mediante (Nofrarias et al., 2006),
0 que permite, menor ativac¢ao do sistema imunolégico do animal.

Thomaz et al. (2009), trabalhando com plasma sangiiineo e ovo inteiro na
dieta de leitdes pos-desmame, verificaram que a utilizacdo de niveis crescentes de
plasma, em substitui¢do parcial a proteina bruta do leite em p6, promoveu redugao
linear na concentragdo de leucdcitos no sangue dos leitdes aos 27 dias de idade.
Segundo os autores, a redu¢do no nimero de leucocitos confirma o efeito do plasma
sobre a defesa humoral do organismo, indicando menor ativacdo do sistema imune.
Em contrapartida, Abreu et al. (2010), trabalhando com a inclusdo de glutamina,
nucleotideos e plasma sanguineo em dietas para leitdes desmamados aos 21 dias, ndo
verificaram influéncia do plasma sobre a contagem de leucdcitos e de linfdcitos,
assim como a densidade da mucosa intestinal também ndo foi afetada pelos
tratamentos.

O desmame estd associado a maior inflamacdo instestinal, o que leva a uma

resposta sist€émica pro-inflamatdéria e no aumento da densidade da lamina propria da
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mucosa intestinal dos leitdes (Zijlstra et al., 1999). Segundo estes autores, a inclusao
de plasma sangiiineo nas dietas faz com que os leitdes apresentem menor densidade
da mucosa, mostrando melhor defesa. Os principais mecanismos que promovem esta
acdo positiva do plasma na mucosa intestinal dos animais, estdo relacionados a
reducdo da interagdo antigeno-patégeno reduzindo a resposta inflamatdria
sistematicamente ou localmente. Além disso, o mecanismo de ac¢do do plasma na
dieta sobre o desempenho dos leitdes envolve a modulagdo do sistema imunolégico,
disponibilizando assim, mais energia para o crescimento, integridade da mucosa
intestinal e outras funcdes produtivas como crescimento, reproducdo e gestacao
(Campbell et al., 2008).

Quando ocorre uma ativagdo do sistema imunolégico, os animais sdo
desafiados o que pode limitar a disponibilidade de energia e proteina para o
crescimento além de causar altera¢ao da integridade da mucosa intestinal. Assim, em
situacdes desafiadoras aos animais, alguns nutrientes que seriam direcionados para o
crescimento, podem ser redirecionados para auxiliar a resposta do sistema imune do
hospedeiro contra o agente patogénico, principalmente na formacdo de moléculas e
mediadores envolvidos na resposta imune. Como o mais prejudicial aspecto do
estresse imunoldgico para o crescimento € a queda no consumo de alimento, torna-se
prudente manipular a formulacdo da racdo através da adicdo de ingredientes
moduladores do sistema imune, como € o caso do plasma.

Tem-se observado agdo positiva do plasma sangiiineo em dietas para leitdes
desmamados. A maioria deles, atribui a melhora no desempenho dos animais ao
maior consumo de ra¢do por meio da maior palatabilidade do alimento (Ermer et al.,
1994; Hansen et al., 1993, Pierce et al., 2005), sendo observada também melhora em

torno de 12,9% na conversao alimentar dos animais.
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Entretanto, Torrallardona et al. (2003) e Torrallardona e Sola- Oriol (2009)
sugeriram que o aumento no consumo de racdo observado nas dietas contendo
plasma sangiiineo nao estd relacionado a palatabilidade e sim a uma consequéncia do
efeito das dietas sobre a saide dos leitdes. Os macréfagos secretam citocinas em
resposta a estimulo de antigenos, e as citocinas por sua vez agem no cérebro
reduzindo a ingestdo de rac¢do. Portanto, o aumento no consumo de ra¢do em dietas
contendo plasma sangiiineo poderia ser devido a reducd@o na liberacdo das citocinas
pré-inflamatoérias visto que o plasma apresenta em sua composi¢do imunoglobulinas
ativas (Johnson, 1997; Jiang et al., 2000).

No entanto, embora as imunoglobulinas contribuam para os efeitos do plasma
sangiiineo, € provavel que outros compostos do plasma potencializam seu efeito

benéfico sobre o sistema imunolégico dos animais (Borg et al., 2002).

2.3. Microbiota intestinal de suinos

E bem conhecido que durante a primeira semana apés o desmame a ingestio de
alimentos pelos leitdes é muito baixa, o que pode ocasionar, a perda de peso. Aliado
a isso, existe também um desequilibrio intestinal fruto das grandes alteracdes pelo
qual o leitdo é submetido, além da maturidade fisioldgica, anatdmica e imunoldgica
ainda nao “consolidadas” (Silva et al., 1999).

A microflora do trato intestinal do suino é formada por grande ndmero de
microorganismos gram positivos € gram negativos e, segundo Mikellsen et al.
(2003), este complexo de microorganismos benéficos e patogénicos € essencial para
manter a estabilidade do sistema imunolégico dos suinos.

O intestino em equilibrio aporta uma complexa, densa, dinamica e diversificada

comunidade de microrganismos nao patogénicos (Nover & Huffnagel, 2004).
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Estima-se entre 500 a 1000 diferentes espécies bacterianas que colonizam o 6rgio de
um animal adulto com aproximadamente 1014 bactérias; isto corresponde a dez
vezes mais que o total de células de um animal. A composicdo da microbiota é
regularmente constante, mas este perfil pode ser alterado pela idade, tipo de dieta,
ambiente, estresse e utilizagao de medicamentos (Fuller, 1989).

Em um equilibrado microambiente, as espécies que predominam s3o:
Streptococcus,  Lactobacillus,  Bifidobacterium, Enterococcus, Eubacterium,
Fusobacterium, Peptostreptococcus, Enterobacter, Bacteroides e Porphyromona,
enquanto os numeros de E. coli e Clostridium sp. sdo mais baixos (Budino et al.,
2005; Pacsa et al., 2009). Dentre as espécies facultativas, a Lactobacillus e
Streptococcus sdo os géneros predominantes. Ja a microbiota do ceco e colon contém
quantidades similares de Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus, além de
Bacteridides e Eubacteriaceae, e quantidades varidveis de E. coli (Johnsson &
Conway, 1992).

Ao longo do tratogastrintestinal, as bactérias sdo distribuidas ao acaso, mas as
diferentes espécies e os niveis populacionais distribuem-se de acordo com as
caracteristicas especificas das regides do trato (Mackie et al., 1999). Esta
especificidade resulta de diferencas no pH, da presenca de enzimas digestivas e de
sais biliares que podem modificar o trato intestinal criando "micro ambientes" nos
quais a comunidade bacteriana serd divergente.

Quanto a localiza¢@o, a maior parte dos microorganismos sdo encontrados na
parte final do sistema digestivo dos suinos (Tabela 2). Algumas familias bacterianas
podem estar localizadas no préprio limen, mas estas geralmente, sdo mortas e
eliminadas. Algumas podem estar no muco; estas sdo a maior parte dos agentes

ativos, sendo 0 muco o seu ambiente nutritivo. Finalmente, algumas se aderem as
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células do intestino; representando alguns grupos patogénicos, apesar que, as
espécies de Lactobacillus que sdo benéficas, também possuem o comportamento de
se ligar a superficie do epitélio, além de serem exclusivas para determinado

hospedeiro, ndo colonizando outra espécie animal.

Tabela 2 — Comparagdo da microflora presente no estdbmago, no intestino delgado e

no intestino grosso de suinos (CFU log;¢/g)

Microorganismos Microflora ~ Microflora do intestino ~ Microflora do intestino

do delgado grosso
estomago
Proximal Caudal Ceco Coélon
Contagem total 5,5-9,5 5,5-8.5 5,5-9.5 8,5-9,5 8,0-10,0
Lactobacillus 5,0-9,0 5,5-8,5 6,0-9.5 8,0-9,5 7,5-9,5
Streptococcus 4,0-7,0 4,0-6,5 5,0-7,5 7.5 6,0-8,0
Bifidobacterium 4,5-6,5 4,0-5,5 5,5-7,5 5,0-8,0 5,5-8,5

Fonte: Adaptado de Vondruskova et al. (2010)

2.3.1. Efeito do plasma sangiiineo na microbiota intestinal de suinos

A Escherichia coli ¢ uma das mais importantes bactérias patogé€nicas que estao
associadas a doencas diarréicas em leitdes apdés o desmame e que s@o
consideravelmente diminuidas quando o plasma sangiiineo é adicionado as dietas.

Essas bactérias possuem filamentos de polimeros de proteina, curtos e retos
denominados fimbrias e aderem-se aos carboidratos da superficie da mucosa
intestinal. A aderéncia a mucosa € considerado requisito para sua permanéncia e
coloniza¢do no limen intestinal (Oyofo et al., 1989). Segundo Tsiloyiannis et al.
(2001) a presenga de E. coli no tratogastrintestinal dos leitdes, estd associada ao
aumento da mortalidade dos animais. Esses pesquisadores, constataram a presenca

delas nas fezes de leitdes mortos por diarréia severa, apds exames bacteriol6gicos.
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A diarréia em leitdes, pode levar a perda de peso, anorexia e até a morte,
principalmente, se o animal ndo for medicado. Idade de desmame, manejo
inadequado, alimentacdo com alto teor de nutrientes alergénicos e estresse, sao
alguns dos fatores que podem levar a distirbios gastrintestinais nos leitdes. Segundo
Jensen (1998), no intestino delgado de leitdes, os Lactobacillus, que sdo dominantes
antes do desmame, diminuem consideravelmente na primeira semana apds o
desmame enquanto o numero total de bactérias e a propor¢do de coliformes,
especialmente, E. coli aumentam. Este fato pode estar relacionado ao desmame por
ser um periodo de grandes mudancas e estresse para os leitdes.

O plasma sangiiineo tem sido utilizado em dietas para leitdes na creche com a
finalidade de diminuir a incidéncia dessas bactérias patogé€nicas no
tratogastrintestinal dos leitdes e, por conseguinte, aumentar a populacdo de bactérias
benéficas como a Lactobacillus e Bifidobacterium. Bactérias do 4acido latico
geneticamente modificadas tém sido usadas para inibir patdgenos intestinais como a
E. coli. Além disso, muitos dos seus efeitos sdo mediados pela regulacdo do sistema
imune, principalmente pelo controle do balangco das citocinas pré-inflamatdrias e
antiinflamatdrias.

Da mesma maneira, alguns componentes celulares das bifidobactérias agem
como imunomoduladores por meio do aumento de anticorpos, da atividade de
macréfagos, do ndmero de células killer, células T e interferon (Stefe et al., 2008).

Barbosa et al. (2012) avaliaram o efeito do plasma sangiiineo sobre as UFC g/ml
de E.coli em leitdes desmamados aos 21 dias de idade. Os autores verificaram
reducdo no nimero de coldnias de E.coli no intestino de animais que receberam

dietas com plasma em relagc@o ao grupo controle.
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A presenca de plasma nas dietas de leitdes apds o desmame, reduz enterotoxinas
causadas por E.coli devido a reducdo da inflamag¢do da mucosa, da expressdo de
citocinas pré-inflamatérias no intestino e da secre¢do de IgA salivar (Bosi et al.,
2004). Estes autores concluiram que o plasma sanguineo na dieta protege contra
infec¢do por E.coli K88, mantendo a integridade da mucosa, aumentando a defesa
imunoldgica especifica e reduzindo inflamacao intestinal.

Semelhantemente, Bhandari et al. (2008) ao avaliar a microbiota intestinal de
leitdes recebendo plasma, verificaram uma redugdo na expressdo da citocina
interferon (IFN- Y') pelos animas alimentados com o aditivo. Segundo os autores, a
dimimui¢do na concentragdao do IFN— Y pode estar relacionado a funcdo protetora
das glicoproteinas presentes no plasma que potencialmente inibiram a adesdo da
E.coli na mucosa intestinal dos animais, sendo eliminadas por competicio aos
receptores das glicoproteinas no intestino. Por este fato, verifica-se a relagdo entre a
menor ativacdo do sistema imunolégico dos animais e a presenca de glicoproteinas
no plasma favorecendo a eliminagdo de bactérias patogénicas. Além disso, foi
observado um aumento de Lactobacillus no célon de leitdes que receberam plasma
na dieta (Bhandari et al., 2008). Da mesma forma, Torrallardona et al. (2003)
verificaram um aumento significativo no nimero de Lactobacillus no intestino de
animais que receberam o aditivo.

As bactérias do género litico podem produzir compostos antimicrobianos contra
bactérias patogénicas podendo ter efeito sobre as fungdes intestinais, mucina e
interconversdao de sais biliares (Guo et al., 2006). A importancia do aumento de
bactérias laticas como Bacillus e Lactobacillus se deve ao fato delas usarem
mecanismos similares para transportar nutrientes através da parede celular

otimizando a absorcdo e digestdo dos alimentos. Além disso, 0s microrganismos
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benéficos competem por nutrientes e locais de ligagao no epitélio do trato intestinal,
produzindo metabdlitos como o 4cido latico e acido acético, capazes de reduzir
seletivamente o nimero de patégenos, além de, aumentar a resposta imune visto que
alguns géneros de bactérias intestinais como Lactobacillus e Bifidobacterium, estao
diretamente ligadas as respostas imunoldgicas (Ruiz, 1992).

Dessa maneira, a adi¢ao de plasma nas dietas de leitdes apds o desmame, pode
manter a estabilidade da microflora bacteriana e, por conseguinte, melhorar a

capacidade imunoldgica do animal frente a possiveis desafios sanitarios.

2.4. Sinergismo do plasma sangiiineo e antibidtico

Nos dltimos anos, pesquisas t€ém sido conduzidas a fim de avaliar a utiliza¢ao de
alimentos que promovam o crescimento das populacdes benéficas no organismo do
animal em detrimento, da diminui¢ao da populacdo de organismos patogénicos. Essa
busca tem como principal objetivo a substituicdo ao uso dos antibidticos nas racoes
animais.

A utilizag¢do de antibidticos como promotores de crescimento, na alimentacdo de
suinos, confere grande beneficio ao animal por promover maior ganho de peso e
melhor conversdo alimentar, além de reduzida mortalidade, devido o controle de
microrganismos patogénicos que colonizam o tratogastrintestinal. Pesquisadores
tém verificado que os efeitos positivos do antibidtico sdo aditivos aos obtidos com o
plasma, mas ndo se sabe ainda ao certo se existe ou ndo esse efeito somatorio entre
eles, ou seja, um efeito sinérgico.

O plasma sangiiineo pode reduzir a ativacdo do sistema imune e estes efeitos sao

acompanhados por diminuicdo na producdo de citocinas pré-inflamatérias. Efeitos
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semelhantes sao observados com a utiliza¢ao de antibiéticos. Um dos mecanismos de
acdo dos antibidticos estd relacionado a espessura da mucosa intestinal. Os
antimicrobianos mantém a espessura da parede intestinal mais fina, facilitando a
absor¢do e utilizagdo dos nutrientes pelos suinos. Da mesma maneira, a adicao de
plasma sangiiineo na dieta, € capaz de reduzir a massa intestinal dos leitdes
(Thomson et al., 1995).

Jiang et al. (2000), estudando o crescimento e reducdo da parede do intestino
delgado de leitdes desmamados com dietas contendo plasma sangiiineo, concluiram
que a suplementacdo com plasma reduziu a massa intestinal e a densidade entre as
vilosidades nas células da lamina propria e ainda melhorou a conversao e a eficiéncia
da proteina da dieta, através de uma redugdo da concentra¢do de uréia. Segundo os
autores, esses efeitos foram independentes da ingestdo de ra¢do, o que pode sugerir
um efeito bioldgico especifico da proteina plasmatica. Além disso, os pesquisadores
obsevaram redu¢do de inflamacdo local com consequente melhoria na absorcdo de
nutrientes. Da mesma forma, Thomson et al. (1995) observaram que a utiliza¢do do
plasma nas dietas diminui a parede intestinal dos leitdes, entretanto, 0s mecanismos
de acdo ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Um dos principais mecanismos de a¢do dos antimicrobianos, como promotores
de crescimento, estd relacionado ao controle de infec¢des subclinicas endémicas,
reduzindo o “custo metabdlico” da ativacdo cronica do sistema imune do animal.
Novamente, similaridade entre o antibidtico e o plasma, é observado. Os dois
produtos agem na mucosa intestinal do animal, diminuindo ou controlando a
incidéncia de microorganismos patogénicos fixados no epitélio intestinal que causam
patogenias e baixo desempenho. Assis Junior et al. (2009) ao avaliar o uso de plasma

sanguineo em dietas com antibidtico para leitdes, ndo constataram diferencas entre os
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tratamentos quanto ao indice de diarréia. Esses resultados nos leva a crer que o
plasma agiu de forma semelhante ao antibiético na reducdo de diarréia dos leitdes.

Entretanto, mesmo os dois produtos agindo de maneira semelhante, eles
apresentam mecanismos de acdo diferenciados (Bosi et al., 2004). Desse modo,
supde-se que a utilizacdo combinada de ambos poderia refletir em um somatério de
efeitos benéficos ao animal e como no Brasil alguns antibiéticos tem sido permitidos,
pesquisas tem sido desenvolvidas nao somente pela busca de alternativos ao uso de
antibiéticos mas também com o intuito de verificar algum possivel efeito sinérgico
entre eles.

Coffey & Cromwell (1995) observaram que os efeitos positivos do plasma
sangiiineo sdo aditivos aos obtidos com antibiticos, uma vez que possuem
mecanismos de acdo diferenciados. Torrallardona et al. (2002), Bosi et al. (2004) e
Formigoni (2012), observaram os mesmos resultados. As propriedades presentes no
plasma que melhoram o desempenho dos leitdes sd@o independentes e diferenciadas
das propriedades presentes nos antimicrobianos. Da mesma maneira, Lora Grana et
al. (2010) estudando o plasma sangiiineo como uma alternativa ao uso de antibiéticos
observaram que ele tem tido efeitos sobre o controle bacteriano, em especial de E.
coli no intestino delgado de leitdes, e ainda, em condi¢cdes de altos desafios aos
animais, € possivel que haja um efeito sinérgico entre eles.

Por outro lado, alguns trabalhos mostraram significativa interagdo entre o plasma
e o antibidtico (Torrallardona et al., 2003; Bikker et al, 2004.; Conde, 2005).
Segundo Torrallardona et al. (2003) a interacdo entre plasma e colistina, observado
para alguns pardmetros bacterioldgicos do estudo, sugere que os efeitos do
antibidtico ndo foram aditivos, e que poderia ser explicado por uma agdo principal

comum de ambos os produtos contra o desafio experimental com E. coli K99.
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Independente da sinergia entre os dois produtos em questdo, uma grande
vantagem do aditivo em relacao ao antimicrobiano, estd relacionado a diminui¢do do
nimero de bactérias totais que o antibidtico pode ocasionar, ou seja, o0
antimicrobiano diminui a incidéncia de bactérias patogénicas, entretanto, de bactérias
benéficas também. Collier et al. (2003) estudando respostas da microbiota suina com
o uso de antimicrobianos, observaram uma reducdo da populagdo bacteriana do ileo
de uma forma geral (Lactobacillus, Bacillus e Streptococcus). Os mesmos resultados
foram observados por Knarreborg et al. (2002) que através de andlise de Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) para contagem bacteriana, verificaram que
microorganismos como Lactobacillus estavam no grupo de bactérias mais
diminuidas da mucosa intestinal devido a administra¢do de antibidticos.

Neste sentido, varias sdo as hipéteses que favorecem a utilizacdo do plasma nas
racoes dos leitdes pds-desmame, e com a busca de alimentos alternativos aos
antibidticos, o plasma parece ser uma alternativa vidvel por apresentar efeitos bem
semelhantes aos antimicrobianos, ao qual, até o momento, apresenta-se como um

aditivo de grande resposta.

2.5. Atuacao do plasma sangiiineo nas microestruturas intestinais dos leitoes

O intestino delgado tem como unidade funcional as vilosidades, que sao
projecdes da mucosa revestidas por células epiteliais colunares com fungdo de
aumentar a area da superficie para a absor¢do dos nutrientes, chamadas de
enterdcitos. Os nutrientes alimentares, provindos dos processos digestivos, sao
absorvidos de maneira continua e extensa pelos enterdcitos, no intestino delgado.

Durante o periodo em que os animais estdao se alimentando basicamente do leite
materno, as vilosidades intestinais sdo largas e bem estruturadas, pois o leitdo utiliza
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os carboidratos do leite como fonte energética, principalmente a lactose, que tem
como funcdo manter a integridade da mucosa ao longo do intestino delgado,
assegurando, assim, eficiéncia na absor¢do dos nutrientes (Pluske et al., 1991).
Durante o desmame, devido a vérios fatores incomuns aos que 0s animais estavam
adaptados no periodo pré-desmame, pode ocorrer desordens grastrintestinais
ocasionando mudancas estruturais e funcionais no intestino delgado, encurtamento
das vilosidades e alongamento de criptas. A perda na altura das vilosidades resulta
em menos enterdcitos nas vilosidades, e provavelmente, em menor quantidade de
enzimas nas bordas em escova por vilosidade.

Neste sentido, as mudangas fisiologicas afetam a anatomia do intestino delgado
do leitdo, incluindo uma redu¢do do peso de mucosa na ordem de 20-30% (Lalles, et
al., 2007). Diminui¢ao da mucosa intestinal estd associada a redu¢do na capacidade
digestiva e absortiva do intestino delgado resultando em vilosidades desgastadas.

Por sua vez, as vilosidades desgastadas e as criptas aprofundadas apresentam
menor nimero de células absortivas e maior nimero de células secretoras. Além
disso, com a reduc¢do na absor¢do de carboidratos e aminodcidos, ocorre queda na
absor¢do de liquidos, sédio, potdssio e cloreto, podendo levar o animal a uma
diarréia osmoética (Nabuurs et al., 1993). Desse modo, todos estes efeitos negativos
na mucosa intestinal do animal provocam uma resposta imunolégica a nivel
abdominal, resultando na inflamacdo da mucosa (Li et al., 1990 e 1991). Esta reacdo
pode ser severa e pode reduzir o desempenho do animal por meio do aumento da
incidéncia de diarréia.

A utilizagdo de ingredientes de alto valor bioldgico, nas primeiras semanas de
vida dos leitdes, pode manter a integridade da mucosa intestinal através da reducao

ou auséncia de diarréa. De acordo com King et al. (2008), as imunoglobulinas e

23



albuminas presentes no plasma sangiiineo podem atuar como fatores de crescimento
da epiderme, contribuindo para redugdo da atrofia das vilosidades.

Torrallardona et al. (2003), Conde (2005) e Nofrarias et al. (2006) relataram que
a inclusdo de plasma sangiiineo na dieta de leitdes pds-desmame aumentou a altura
das vilosidades, especialmente nas duas primeiras semanas pds-desmame.

Bosi et al. (2004) estudando duas diferentes fontes protéicas (sendo uma delas
plasma sanguineo) em dietas com ou sem antibidtico para leitdes desafiados,
observaram que dietas com plasma mantiveram o jejuno dos animais sem ulceragao,
vasodilatacdo ou edema, quando comparado aos animais que receberam outra fonte
protéica. Segundo os autores, a integridade da barreira intestinal € fundamental para
o funcionamento adequado das células epiteliais e para evitar a adesdo de bactérias
patogénicas que poderiam levar a processos inflamatorios.

Maior altura de vilosidades no duodeno estd relacionada a maior absorcdo de
nutrientes. Formigoni (2012) comparou as vilosidades e criptas de leitdes recebendo
sequéncia de niveis de plasma sangiiineo nas dietas (0,0; 6,6; 6,3; 6,0; 3,3; 3,0%). A
autora observou maior altura de vilosidade no duodeno dos animais que receberam
dietas contendo 6,0% de plasma sangiiineo durante a primeira semana e 3,0% na
segunda semana. Contudo, ndo houve diferencas das varidveis analisadas no jejuno e
ileo dos animais.

Assim, vdarios sdo os trabalhos que verificaram uma relacdo positiva entre a
inclusdo de plasma sangiiineo na dieta de leitdes, com melhores parametros
absortivos (Jiang et al., 2000; Touchette et al., 2002; Yi et al., 2005). Entretanto,
comparando trabalhos na literatuta, essas respostas nao tem sido consistentes.

Zhao et al. (2007) verificaram somente uma tendéncia de maior altura de

vilosidades no duodeno dos animais que receberam dieta suplementada com plasma.
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Semelhantemente, Norfrarias et al. (2006) avaliando o efeito da inclusdo de 6% de
plasma na dieta de leitdes desmamados aos 18 dias, ndo observaram efeito sobre a
morfologia intestinal dos leitdes que receberam dietas contendo plasma sangiiineo.
Variacdes de resultados podem estar relacionadas a fatores como desafio
sanitario, nivel de plasma utilizado na dieta ou até mesmo nivel de substituicdo de
uma fonte protéica pelo plasma, uma vez que o nivel de plasma substituido, pode ser
insuficiente para assegurar a regeneracdo de vilosidades no intestino dos leitdes

(Barbosa et al., 2012).
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CAPITULO II

Plasma sangiiineo em dietas sem antibidtico para leitoes desmamados aos 28

dias de idade

O artigo foi formatado de acordo com as normas para publica¢do na revista
Journal Animal Science — JAS e adaptado para leitura de teses da Universidade
Federal de Vicosa

38



RESUMO: Objetivando-se avaliar a sequéncia de niveis de plasma sangiiineo em
dietas sem antibidtico para leitdes desmamados aos 28 dias de idade, foram
utilizados 144 animais distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso com Seis
tratamentos e oito repeticdes de trés animais. Os tratamentos consistiram na inclusdao
de sequéncias de niveis de plasma bovino nas dietas dos leitdes (0,0 - 0,0%; 2.5 -
0,0%; 2,5 - 2,5%, 5,0 - 0,0%; 5,0 - 2,5% e 5,0 — 5,0%) dos 28 aos 42 dias. Foram
efetuadas as trocas de racodes e de niveis de plasma aos 35 dias de idade. Dos 43 aos
49 dias, os animais receberam racdes convencionais de creche e em todo periodo
experimental, as dietas foram isentas de antibidtico. Os animais que receberam dietas
com 2,5% de plasma apresentaram maior peso final. O nivel de 5,0% de plasma
influenciou o ganho de peso e o consumo de racdo dos leitdes. A contagem
linfocitdria e de hematdcrito aumentou com a inclusdo do plasma na dieta. A
contagem leucocitdria diminuiu com a sequéncia de plasma 5,0 — 0,0%, nao diferindo
do tratamento controle. Os animais que receberam dietas com plasma sangiiineo
apresentaram maior numero de Bifidobacterium e Lactobacillus no célon proximal
em relacdo aos animais que receberam dieta controle. A sequéncia de plasma
sangiiineo a ser usada em dietas sem antibidtico para leitdes desmamados aos 28 dias

de idade, € de 2,5% na primeira semana com retirada a partir dos 35 dias.

Palavras chave: Bifidobacterium, imunidade, Lactobacillus, mucosa intestinal,

suino
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ABSTRACT: With the objective to evaluate the sequence of blood plasma levels in
diets without antibiotic for piglets weaned at 28 days old, were used 144 animals
distributed in randomized completely design with six treatments and eight
replications with three animals. The treatments consisted in the inclusion of
sequences bovine plasma levels in the diets of piglets (0.0 - 0.0, 2.5 - 0.0, 2.5 -2.5,
5.0 - 0.0, 5.0 - 2.5 and 5.0 - 5.0%) from 28 to 42 days. There were exchanges of
rations and plasma levels at 35 days of age. From 43 to 49 days, the animals received
conventional rations daycare and throughout the experimental period, the diets were
free of antibiotic. The animals received diets with 2.5% plasma showed higher final
weight. The level of 5.0% plasma influenced the weight gain and feed intake of
piglets. The lymphocyte count and hematocrit increased with dietary inclusion of
plasma. The leukocyte count decreased with the sequence of plasma from 5.0 to
0.0% and did not differ from the control treatment. Animals received diets containing
blood plasma showed higher number of Bifidobacterium and Lactobacillus in the
proximal colon compared to animals receiving control diet. The sequence of blood
plasma to be used in diets without antibiotic for piglets weaned at 28 days old, is

2.5% in the first week with removal after 35 days.

Key words: Bifidobacterium, immunity, Lactobacillus, intestinal mucosa, pig
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INTRODUCAO

Com o intuito de reduzir os problemas apdés o desmame, nutricionistas tém
buscado alimentos que apresentem adequado equilibrio entre digestibilidade,
palatabilidade e principalmente que atuem no tratogastrintestinal dos leitdes,
diminuindo a influéncia de microorganismos patogénicos causadores de distdrbios
intestinais e incidéncia de diarréias.

O plasma sangiiineo tem sido considerado fonte efetiva de proteina animal
para leitdes ap6s o desmame, em especial na primeira semana (Lora Grana et al.,
2010) ou ainda, nas duas primeiras semanas (Torrallardona et al., 2002). O melhor
desempenho dos animais alimentados com plasma, parece estar relacionado a
presenca de imunoglobulinas capazes de prevenir os danos causados por patdgenos a
parede intestinal, mantendo as caracteristicas digestivas e absortivas do intestino
(Coffey e Cromwell, 2001). Neste sentido, o plasma sangiiineo tem sido utilizado em
dietas para leitdes na creche por favorecer a manutencdo do estado sanitdrio do
animal, melhorar a defesa do organismo, por meio de menor ativagdo do sistema
imunolégico, e reduzir a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (Maijo et al.,
2012). Além disso, tém-se atribuido ao plasma sangiiineo, outros efeitos benéficos,
tais como, prote¢ao das vilosidades intestinais e redu¢do de colonizacdo bacteriana
patogénica no intestino delgado dos leitdes, concomitantemente, a0 aumento de
bactérias benéficas (Peace et al., 2011).

A acglo benéfica do plasma no aumento de bactérias gram positivas como a
Lactobacillus e Bifidobacterium na mucosa intestinal de leitdes, se traduz pelo
aumento de anticorpos, da atividade de macréfagos, do nimero de células T e de

interferon (Stefe et al., 2008).
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No entanto, a maioria dos trabalhos com sequéncias de plasma em dietas para
leitdes, foram conduzidos com animais desmamados aos 21 dias de idade ou mais
precoces. Além disso, existem questionamentos sobre o periodo de atuacdo do
plasma, indicando que os efeitos benéficos sobre o desempenho dos leitdes sdo, em
grande parte, restritos a primeira semana apés o desmame, havendo dividas sobre
qual nivel deve ser usado nas semanas seguintes, para leitdes desmamados aos 28
dias de idade.

Assim, torna-se necessdrio verificar qual a sequéncia de niveis de plasma
sangiiineo a ser incluida em ragdes sem antibidtico para leitdes desmamados aos 28

dias de idade, por meio de anédlises de desempenho, perfil hematoldgico e bacteriano.

1. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a marco de 2011 no
Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais, cujo municipio
estd localizado a uma latitude de 20° 45° 45” sul e longitude de 42° 52’ 04” oeste,
com altitude de 657 m.

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Vigosa, no qual, os cuidados e o uso dos leitdes foram realizados de
acordo com as normas para uso de animais em experimentos.

Foram utilizados 144 leitoes hibridos (machos castrados e fémeas - Landrace x
Large White) desmamados aos 28 dias de idade com peso 7,3 + 0,70 kg, distribuidos
em delineamento inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e oito repeticoes,

sendo trés animais por unidade experimental.
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Os tratamentos consistiram em trés niveis de plasma sangiiineo bovino por
periodo. No primeiro periodo pds-desmame (28 a 35 dias) os niveis de plasma
sangiiineo usados foram de 0,0%; 2,5% e 5,0% e os mesmos niveis foram usados no
segundo periodo (36 a 42 dias), porém, combinados de forma a constituir as
seqiiéncias de niveis de plasma sangiiineo (0,0 — 0,0%; 2,5 - 0,0%; 2,5 - 2,5%, 5,0 -
0,0%; 5,0 - 2,5% e 5,0 - 5,0%). Dos 43 aos 49 dias de idade, os leitdes de todos os
tratamentos receberam uma dieta convencinal de creche composta por milho, farelo
de soja, soro de leite em po, leite em pod integral, acucar, 6leo, fosfato bicélcico,
calcério, sal, premix de vitaminas, premix de minerais e aminodcidos. As dietas
usadas em todos os periodos foram elaboradas seguindo as necessidades nutricionais
de leitdes nas devidas fases estabelecidas por Rostagno et al. (2005) e foram isentas
de antibidtico. A composicao centesimal e calculada das dietas experimentais podem
ser visualizadas na Tabela 1.

Ao desmame, os leitdes foram pesados e transferidos para as creches, sendo
alojados em gaiolas metélicas com 1,60 m de comprimento x 1,0 m de largura,
suspensas a altura de 0,56 m do ch@o, com piso e laterais telados, dotadas de
comedouros semi-automaticos e bebedouros tipo chupeta, localizadas em prédio de
alvenaria com piso de concreto e teto de madeira rebaixado contendo campanulas
para aquecimento dos leitdes.

A temperatura no interior das creches foi verificada diariamente as 07:00h
usando termOmetro de maxima e minima colocados a 1,5 metros de altura. As
umidades relativas do ar foram verificadas as 07:00 e 17:00h a partir de informacdes
de temperaturas coletadas em termdmetro de bulbo seco e imido colocado no centro

da sala. Os animais foram pesados no inicio, aos sete, 14 e 21 dias de experimento.
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As varidveis de desempenho analisadas foram consumo de rag¢do, ganho de peso
dos animais e conversio alimentar.

Tabela 1 - Composi¢ao centesimal e calculada das dietas experimentais

Ingrediente Niveis de plasma (%) Racdo creche
0,0 2,5 5,0
Milho grao 56,900 56,900 56,900 56,780
Farelo de soja 20,000 20,000 20,000 27,900
Soja micronizada 4,000 4,000 4,000 0,000
Plasma sangiiineo 0,000 2,500 5,000 0,000
Leite integral p6 7,450 7,450 7,450 6,000
Soro de leite p6 3,000 3,000 3,000 2,000
Actcar 0,000 0,000 0,000 2,000
Oleo de soja 3,108 1,990 0,871 1,384
Fosfato bicalcico 1,539 1,479 1,420 1,595
Calcario 0,683 0,708 0,733 0,675
Sal 0,407 0,210 0,014 0,438
L-lisina HCI 0,594 0,389 0,184 0,500
DL-metionina 0,231 0,207 0,182 0,193
L-triptofano 0,059 0,029 0,000 0,038
L-treonina 0,237 0,134 0,030 0,186
L-Valina 0,181 0,038 0,000 0,111
L-Isoleucina 0,033 0,000 0,000 0,000
Supl. vitaminico' 0,100 0,100 0,100 0,100
Supl. mineral® 0,100 0,100 0,100 0,100
Antioxidante® 0,020 0,020 0,020 0,000
Inerte 1,359 0,746 0,000 0,000
Total 100,000 100,000 100,000 100,000
Composicio calculada
EM (kcal/kg) 3519 3518 3518 3325
Proteina bruta (%) 18,300 19,000 21,000 19,000
Lisina dig. (%) 1,330 1,330 1,330 1,330
Met.+ Cist. dig. (%) 0,745 0,745 0,745 0,745
Triptofano dig. (%) 0,246 0,246 0,246 0,246
Treonina dig. (%) 0,838 0,838 0,838 0,838
Valina dig. (%) 0,918 0,918 1,003 0,918
Isoleucina dig. (%) 0,732 0,753 0,805 0,732
Arginina dig. (%) 1,031 1,125 1,220 0,559
Leucina dig. (%) 1,475 1,643 1,811 1,330
P disponivel (%) 0,450 0,450 0,450 0,450
Calcio (%) 0,825 0,825 0,825 0,825
Sédio (%) 0,230 0,230 0,230 0,230
Lactose (%) 8,000 8,000 8,000 2,000

'Composicio por kg de ragio: 12000 UI de vit. A; 2250 UI de vit. D3; 27 mg de vit. E; 3 mg de vit. K;
2,25 mg de B1; 6 mg de B2; 2,25 mg de B6; 27 mcg de B12; 400 mcg de dcido fdlico; 150 mcg de
biotina; 22,5 mg de 4cido pantoténico; 45 mg de Niacina.

*Composicio por kg de racio: 112 g de Ca; 27 g P; 1820 mg de Fe; 2126 mg de Cu; 2049 mg de Zn;
836 mg de Mn; 29,5 mg de I, 8 mg de Se e 3,6 mg de Co.

Butylated hydroxytoluene (BHT)

44



Amostras de sangue foram coletadas nos dias 35 e 42 ap6s o desmame, para
andlises hematoldgicas. A coleta foi realizada via pun¢do da veia jugular externa, do
animal mais leve de cada unidade experimental. As amostras de sangue foram
coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA sdédico, para realizacdo do
eritrograma: hematdcrito ou volume globular, hemoglobinometria, concentracdo de
hemoglobina globular média, volume globular médio e hematimetria.

Para realizacdo da contagem leucocitdria global e diferencial, foram
realizados esfregacos sanguineos, com utiliza¢ao do corante pandtico. Para andlise de
hemograma, foi acondicionado 1 mL de sangue em frasco de vidro contendo anti-
coagulante EDTA sddico e, para avaliacdo de proteina total, foi acondicionado 1 mL
de sangue em frasco de vidro sem anti-coagulante.

Para avaliacdo da mucosa intestinal dos leitdes, foi utilizado um grupo
adicional de animais, com 24 leitdes hibridos (machos castrados e fémeas - Landrace
x Large White), desmamados aos 28 dias de idade, com peso 7,0 + 0,90 kg,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis
repeticoes, sendo cada leitdo considerado a unidade experimental. Os tratamentos
consistiram de trés niveis de plasma sangiiineo bovino 0,0%; 2,5% e 5,0% mais um
tratamento no qual os animais permaneceram lactentes até o dia do abate. O periodo
experimental teve duracdo de sete dias (dos 28 aos 35 dias de idade), sendo os
animais abatidos ao 35 dias de idade.

Amostras do conteido intestinal, da regido do cdlon proximal, foram
coletadas e armazenadas imediatamente (-20 °C) para realizagio da contagem
bacteriana de Bifidobacterium e Lactobacillus ssp pela técnica de Real Time
Polymerase Chain Reaction (PCR em Tempo Real). Para cada tratamento foi

realizado um “pool” das amostras de contetudo intestinal.
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Para extracdio do DNA, foi utilizado o Kit Tissue Nucleospin
(MachereyNagel, Diiren, Alemanha) para extrair o DNA a partir de 30 mg de
amostra de contetdo intestinal, congelada de acordo com as instrugdes do fabricante.
O DNA foi eluido em um volume final de 100 ul e armazenado a -20 °C até a sua
utilizacio. O DNA extraido foi verificado por NanoVue a 260 nm e
Spectrophotometer (GE Healthcare) a 280 nm e a qualidade foi determinada com
uma razao de 260/280 nm 6timo entre 1,7 e 2,0, sendo posteriormente, o rendimento
do DNA calculado.

Na sequéncia, foi realizada a quantificacdo bacteriana pela técnica de PCR
em Tempo Real (qQRT-PCR). As reacdes foram realizadas com 2x GoTaq® qPCR
Mix Master (Promega, Madison, WI, EUA), em um sistema de detec¢dao ABI Prism
7300 sequéncia (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), sob as condi¢des
apresentadas nas instrucdes do fabricante. Para a amplificacio do 244-bp e de
fragmentos 126-bp16S rDNA, foram seguidas as condicdes: 10 min a 95 °C, 40
ciclos de 15sa 95 °C e 1 min a 60 °C. Todas as misturas continham 5,0 ng de DNA
molde, um conjunto de iniciadores especificos (Tabela 2), num volume total de 20 ul
contendo 200 nM de cada um dos iniciadores para a frente e reverso. Posteriormente,
as curvas padrio foram obtidas para verificar a especificidade do fragmento
amplificado.

Tabela 2 - Informacao de primers utilizados na analise de PCR (qQRT-PCR) com base

em sequéncias de rDNA 16S

Bactéria Sequéncia do primer (5'-3") Amplificacdo Fonte
Delroisse et al.
Bifidobacterium spp. F- CGCGTCTGGTGTGAAAG 244 pb 2008

R- CCCCACATCCAGCATCCA
Delroisse et al.
Lactobacillus spp. F- GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 126 pb 2008
R-
GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC
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As curvas padrao foram construidas utilizando o DNA gendmico purificado
padrao de culturas puras de Bifidobacterum longum e Lactobacillus rhamnosus, nas
quais a concentracdo de DNA foi conhecida. Foi realizada uma série de dilui¢des de
dez vezes de DNA padrao, variando de 4,67 x 107 - 4,67 x 1013 cépias pl-1, a fim
de construir as curvas-padrao para ambos os conjuntos de DNA. Em sequéncia, foi
determinado o valor de CT (Cycle Threshold) que gerou uma curva padrio de
concentracdo versus DNA para todos os padrdes e determinou, por interpola¢do, a
concentracdo de DNA de amostras desconhecidas. A partir do declive da curva de
cada um, a eficiéncia de amplificacdo da PCR (E) foi calculada seguindo as
especificacdes de Rasmussen (2001). Todos os padrdes e amostras de conteido
intestinal foram analisados em triplicata. Para ambas as bactérias, que abrigam uma
unica cépia do gene 16S rDNA por célula, foi medido o valor de CT, que ¢é
diretamente proporcional ao log 16S rDNA ndmero de cépias do gene e,
consequentemente, logl0 nimero de células. Os dados foram analisados usando a
seqiiéncia de software Sistema de Deteccao de ABI.

Os dados de desempenho e hematolégicos foram submetidos a andlise de
variancia, utilizando-se o PROC GLM do pacote estatistico SAS. O teste de Dunnet a
5,0% foi utilizado a fim de se comparar os resultados do tratamento controle com os
demais tratamentos.

Para as amostras intestinais dos leitdes, foi realizada anélise descritiva, por

meio de comparagdo dos tratamentos com o controle.

2. RESULTADOS
A temperatura no interior das salas de creche, durante o periodo experimental,

manteve-se entre 26,5 + 1,21 °C (minima) e 28,0 + 1,10 °C (médxima). A temperatura
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de bulbo seco registrada foi de 29,0 + 1,33°C e a umidade relativa média de 75,0 +
1,98%. O indice de temperatura e umidade (ITU) calculado foi de 80,0 + 1,34.

Na primeira semana apos o desmame, foi observado efeito do plasma sangiiineo
no desempenho dos leitdes, exceto na conversdo alimentar (Tabela 3). Os animais
que receberam dietas com o nivel de 5,0% de plasma sangiiineo, apresentaram maior
peso final (P=0,014), consumo de ragcdo (P=0,019) e ganho de peso (P=0,024),
quando comparados aos animais que receberam rag¢ao controle. Da mesma forma, os
animais que receberam 2,5% de plasma sangiiineo na dieta, apresentaram maior peso

final (P=0,014) em relag¢do aos animais controle.

Tabela 3 — Peso inicial (PI), peso final (PF), consumo de ragdo médio didrio
(CRMD), ganho de peso médio didrio (GPMD) e conversao alimentar
(CA) de leitdes desmamados aos 28 dias de idade em funcdo das

seqiiéncias de niveis de plasma sangiiineo por periodo

Varidveis Sequéncias de niveis de plasma sangiiineo (%) CV (%)
0 a 7 dias 0,0 2,5 5,0

PI (kg) 7,3 7,3 7,3 0,85
PF(kg) 8,6a 8,9b 9,0b 3,68
CRMD (g/dia) 273a 309a 328b 13,98
GPMD (g/dia) 186a 228a 243b 21,26
CA 1,46 1,33 1,31 14,82
0 a 14 dias 0-0 25-0  25-25 5-0 5-25 5-5

PI (kg) 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,3 0,89
PF (kg) 10,8a 11,8b 10,9a 11,32 11,6a 11,3a 5,80
CRMD (g/dia) 359 419 353 402 419 391 13,60
GPMD (g/dia) 254 320 257 288 307 286 19,31
CA 1,43 1,33 1,34 1,38 1,40 1,33 11,54
0 a 21 dias

PF (kg) 14,5 15,3 14,6 14,9 15,3 15,4 5,26
CRMD (g/dia) 476 536 466 503 535 516 11,61
GPMD (g/dia) 343 380 347 360 380 385 10,10
CA 1,37 1,39 1,37 1,40 1,37 1,37 7,78

Meédias nas mesmas linhas seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste Dunnet a 5,0%
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No periodo de 0 a 14 dias de experimento, foi verificado maior peso final
(P=0,021) dos animais que receberam a sequéncia de 2,5 — 0,0% de plasma
sangiiineo na dieta. Entretanto, no periodo total de 0 a 21 dias de experimento, nao
foi verificado efeito da inclusdo de plasma nas dietas sobre o desempenho dos
animais. Aos 35 e 42 dias de vida dos leitdes, foram avaliadas as variaveis
hematoldgicas dos animais em funcdo dos trés niveis de plasma sangiiineo na dieta
(Tabela 4). Aos 35 dias, foi observado similaridade (P>0,05) da influéncia dos
diferentes niveis de plasma sangiiineo utilizados na dieta, sobre os seguintes
parametros hematoldgicos: proteina total, hematimetria, hemoglobinometria, volume
globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), contagem de
plaquetas, contagem global de leucdcitos, contagem de neutréfilos segmentados,
neutrofilos bastonetes, monocitos, eosinéfilos e basoéfilos. Entretanto, o hematdcrito
(Ht) e a contagem linfocitaria (Linf.), diferenciaram-se em relagdo aos tratamentos.
Os animais que receberam 2,5% de plasma na dieta, apresentaram maior contagem
de Ht (P=0,012) em relagcdo aos animais que receberam dieta controle. Além disso, a
contagem linfocitaria mostrou-se mais elevada (P=0,035) nos animais que receberam
os niveis de 2,5 e 5,0% de plasma, quando comparada aos animais controle.

Aos 42 dias de vida dos leitdes, observou-se efeito (P=0,021) da sequéncia de
niveis de plasma nas dietas dos leitdes, na contagem global de leucdcitos. As
sequéncias nutricionais 0,0 - 0,0% e 5,0 - 0,0%, proporcionaram as menores

contagens de leucdcitos.
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Tabela 4- Proteina total (Pt), hematimetria (Hm), hematdcrito (Ht), concentracdo de

hemoglobina globular média (CHGM), hemoglobina globular média

(HGM), plaquetas (PLAQ), leucécitos (LEU), linfécitos (LINF), neutréfilos

segmentados

(NEUSEQG),

bastonetes

(BAST),

monocitos

(MON),

eosinofilos (EOS) e basofilos (BAS) de leitdes desmamados aos 28 dias de

idade em funcao dos niveis de plasma sanguineo

Parametros Sequéncias de niveis de plasma sangiiineo (%)
. . CV (%)

Hematol6gicos
35 dias 0,0 2,5 5,0
Pt (g/1) 4.9 5,0 5,0 4,56
Hm(mm?) 7.2 7,0 7.3 4,54
Ht (%) 36,3a 39,5b 37,7a 8,10
CHGM (pg) 29,2 29,9 29,2 2,02
PLAQ (mm”) 594 554 665 9,14
LEU (mm’) 11250 12325 13483 18,55
LINF (ul) 4400a 5498b 6408b 22,39
NEUSEG (ul) 5258 5561 5974 6,82
BAST (%) 14,8 13,2 15,8 10,56
MON (%) 10,75 12,37 12,54 8,12
EOS (%) 7.4 7,2 6,2 4,98
BAS (%) 0,99 1,0 1,0 1,15
42 dias 0-0 25-0 25-25 5-0 5-25 5-5
Pt (g/1) 4.9 5.3 5,2 5.3 5.3 5,2 5,29
Hm(mm?) 7.2 7.3 7,6 7.2 7.3 7,0 3,26
Ht (%) 37,2 37,2 37,1 38,2 38,0 37,0 5,41
CHGM (pg) 29,5 29,8 29,8 29,4 29,2 29,8 3,54
PLAQ (mm°) 511 617 531 502 544 546 12,57
LEU (mm°) 12800a 18950b 14633b  12825a 14725b 13775b 19,77
LINF (ul) 6824 7446 7051 7416 7063 7483 19,21
NEUSEG(ul) 4849 5863 5791 4781 5491 5549 10,78
BAST (%) 19,2 18,6 20,8 17,3 20,6 20,9 9,54
MON (%) 11,5 10,8 9,5 11,1 11,6 9,5 6,58
EOS (%) 6.4 7,8 7,2 7,5 7,9 7,5 4,30
BAS (%) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,94

Meédias nas mesmas linhas seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste Dunnet a 5,0%

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios de Cycle Threshold (CT) e

o numero de copias de rDNA de acordo com os tratamentos. Os animais que

receberam dietas com plasma sangiiineo apresentaram maiores quantidades de
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Bifidobacterium e Lactobacillus no célon proximal em relacdo aos animais que

receberam dieta controle.

Tabela 5 — Estimativa do niimero de cépias de rDNA 16S por quantificagao absoluta

entre os diferentes tratamentos

Tratamento Bifidobacterium spp Lactobacillus spp
Avg Ct Cépias (ul™) Avg Ct Cépias (ul™)
Leite 28,22 3,76E+13 22,58 6,25E+13
Controle 29,00 6,77E+12 26,72 1,07E+12
2,5% 26,06 3,53E+14 21,37 1,02E+14
5,0% 27,49 1,19E+14 20,53 2,32E+14

3. DISCUSSAO

As médias das temperaturas registradas na creche mantiveram-se uniformes
e dentro dos limites aceitdveis como zona de conforto para leitdes desmamados mais
tardiamente (entre 26 e 28 °C), preconizado por Kummer et al. (2009). A umidade
relativa do ar mostrou-se dentro da faixa estabelecida por Carr et al. (1998) entre
50,0 - 75,0%, que segundo os autores, seria a faixa ideal de conforto e de auséncia de
riscos de enfermidades como diarréias.

Na primeira semana apdés o desmame, os diferentes niveis de plasma
sangiiineo influenciaram o desempenho dos animais. Os leitdes que receberam 5,0 e
2,5% de plasma na ragdo ganharam 4,6% e 3,5% mais peso, respectivamente, quando
comparados aos animais que nao receberam o alimento. Além disso, 0os animais que
receberam o nivel mais alto de plasma, consumiram 20% a mais de racdo e ganharam
30% mais peso por dia, em relacdo aos animais controle.

Possivelmente, a composicdo do plasma com proteina de alto valor

bioldgico e excelente digestibilidade, associada a auséncia de fatores antinutricionais,
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possibilitou aos leitdes um estado sanitario mais efetivo refletindo positivamente no
consumo de ragdo e, consequentemente, no ganho de peso.

Gattéas et al. (2008), avaliando niveis de plasma sangiiineo (0,0; 4,0; 6,0 e
8,0%) em dietas para leitdes desmamados aos 14 dias de idade, também verificaram
diferenca no consumo médio didrio de racdo entre os niveis de plasma sanguineo
durante o periodo de 0 a 14 dias apdés o desmame.

Aos 14 dias de experimento, os animais que receberam a sequéncia 2,5 —
0,0% de plasma, apresentaram maior peso final. Estes resultados podem estar
relacionados ao consumo de rac@o. O estresse causado aos leitdes no pds-desmame
leva, principalmente, ao baixo consumo ocasionando perda de peso e produtividade.
Dessa forma, a adicdo de plasma sangiiineo nas dietas pode melhorar o consumo
voluntdrio de alimento pelos leitdes, nos primeiros dias apds o desmame,
influenciando no peso final dos animais.

Van Dijk et al. (2001) e Lora Grafia et al. (2010) também verificaram efeitos
positivos da adi¢do de plasma sangiiineo sobre o consumo de ragdo. Pesquisas tém
mostrado que a utilizacdo do plasma nas ragdes, pode melhorar os parametros
produtivos e manter a saide dos animais. As imunoglobulinas encontradas no plasma
sanguineo sdo capazes de afetar a imunologia e a morfologia gastrintestinais dos
leitdes, de maneira positiva (Polo et al., 2010).

A contagem de linfécitos foi aumentada no soro de leitdes que recebeream
2,5 e 5,0% de plasma na dieta em relacdo aos animais controle, entretanto, ndo foi
observado linfocitose, visto que a contagem de linfécitos manteve-se dentro dos
padrdes esperados para a idade e espécie. As principais fungdes dos linfocitos estdo
relacionadas a atividade imunolégica (Mesquita Junior, 2010). Animais identificados

com aumento na contagem de linfécitos potencialmente apresentam maior
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capacidade de sintese de anticorpos, via linfécitos B, o que pode proporcionar maior
capacidade de resposta imune a antigenos. Provavelmente, no presente estudo, os
animais que receberam dietas com plasma sangiiineo tiveram melhor resposta
antigénica a possiveis desafios sanitdrios, via linfécitos B, resultando em melhor
desempenho.

Segundo Campbell et al. (2008), frente a um desafio, hé ativacdo do sistema
imunolégico do animal. Assim, qualquer estresse que o leitdo venha a sofrer, como
desmame, problemas digestivos, de manejo ou combinado, pode afetd-lo
negativamente do ponto de vista imunoldgico. Possivelmente, o estresse do
desmame, no presente estudo, pode ter estimulado a liberacdo de cortisol,
desencadeando producdo de linfécitos. Entretanto, animais que receberam o plasma
sangiiineo nas dietas tiveram, significativamente, alta producdo de linf6citos como
forma de protecdo e defesa imune do organismo. Animais que ndo recebem plasma
nas dietas sdo mais suceptiveis a menor respota imunoldgica frente a um desafio
(Coffey & Cromwell, 2001).

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos verificados por Jiang et al. (2000),
que, estudando plasma para leitdes pds-desmame, observaram maior quantidade de
leucécitos totais no sangue dos animais que receberam o alimento, sendo a maioria
linfécitos. De acordo com os autores, a maior quantidade de leucdcitos verificada no
sangue dos leitdes foi em respota a inflamacao da mucosa associada ao desmame.

Dessa maneira, o plasma sangiiineo pode melhorar a resposta imunoldgica
dos leitdes apds o desmame (Touchette et al., 1999). Bosi et al. (2004), trabalhando
com adi¢do de plasma em dietas para leitdes desafiados com cepas de Escherichia
coli K88, observaram diminuicdo da expressao de IL-8 e TNF-a e menor inflamacao

intestinal nos leitdes que receberam o alimento na dieta.
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Foi observado maior contagem de hematocrito (Ht) dos animais que
receberam 2,5% de plasma na dieta. O Ht € caracterizado pela percentagem ocupada
pelos glébulos vermelhos ou hemadcias no volume total de sangue. Os efeitos do
plasma sobre o Ht podem estar em fun¢do do consumo de &4gua, o qual estd
diretamente relacionado ao grau de desidratagdo dos animais. A alta concentracdo de
s6dio no plasma sangiiineo pode ser considerada um fator para alteracio do Ht,
quando os niveis desse mineral ndo € corrigido nas formulagdes. No entanto, os
niveis de sédio foram corrigidos na formulacio das dietas experimentais, o que nao
justificaria a alteracdo observada no hematdcrito. Resultados diferentes foram
encontrados por Figueiredo et al. (2003) e Thomaz et al. (2009), que, trabalhando
com diferentes fontes protéicas e plasma para leitdes, ndo verificaram efeito do
aditivo na contagem de hematdcrito.

Aos 42 dias de vida dos leitdes, observou-se influéncia dos niveis de plasma
na racdo sobre a contagem global de leucdcitos dos leitdes. O plano nutricional 5,0-
0,0% apresentou a menor contagem de leucdcitos, ndo diferindo do tratamento
controle (0,0-0,0%). Possivelmente, os animais nao apresentaram desafio sanitario
suficiente para que os efeitos do plasma fossem significativos. De acordo com Stahly
et al. (1994), os efeitos benéficos do plasma sdo mais pronunciados em condicoes de
producdo animal com alta exposicdo a patégenos.

Na primeira semana apds o desmame, devido ao alto nivel de estresse ao qual
os leitdes sdo submetidos, hd maior demanda de células de defesa do sistema
imunolégico do animal a fim de manter a estabilidade humoral do organismo
(Thomaz et al., 2009). O objetivo maior da resposta imune € acelerar o processo de
retorno a normalidade fisioldgica anterior a ativacdo antigénica (Machado & Fontes,

2005).
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Neste sentido, na segunda semana, possivelmente, os animais apresentaram-
se mais preparados imunologicamente para enfrentar os desafios sanitdrios. De
acordo com Stein et al. (1996), o desenvolvimento do sistema imunolégico dos
leitdes completa-se por volta do 35° dia de vida, o que explicaria a menor resposta do
plasma na imunidade dos leitdes apds a primeira semana pos-desmame. A andlise
hematolégica foi realizada aos 42 dias de idade do leitao e, provavelmente, os
animais ja estavam mais adaptados ao ambiente e as dietas.

Resultados diferentes foram encontrados por Thomaz et al. (2009), ao qual,
observaram que a utiliza¢do de niveis crescentes de plasma, em substitui¢do parcial a
proteina bruta do leite em p6, promoveu redugao linear da concentracido de leucécitos
e aumento linear do volume globular no sangue dos leitdes aos 27 dias de idade.
Segundo os autores, a redu¢do no nimero de leucocitos confirma o efeito do plasma
sobre a defesa humoral do organismo, indicando menor ativacdo do sistema imune
dos leitdes.

O plasma sangiiineo age como potente regulador da acdo de processos
inflamatérios que levam a ativacdo do sistema imunolégico do animal (Bosi et al.,
2004). Tal fato se d4 pela redu¢do da adesdo de microorganismos patogénicos a
mucosa intestinal devido a capacidade glicoprotéica do plasma em atuar como
enlance nas fimbrias de E. coli, diminuindo, assim, sua incidéncia populacional
(Peace et al., 2011).

Barbosa et al. (2012), estudando niveis de plasma sobre o desenvolvimento
bacteriano de leitdes recém-desmamados, observaram reducdo linear da incidéncia
de E.coli no conteudo intestinal dos animais a medida que houve aumento linear da

concentracdo de plasma na dieta. A maior incidéncia de bactérias benéficas, como
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Bifidobacterium e Lactobacullis, pode ser indicio de que bactérias patogéncias, como
E.coli, estao em menor propor¢do no tratogastrintestinal dos leitdes.

No presente estudo, os animais que foram alimentados com 5,0% de plasma
apresentaram maiores quantidades de Lactobacillus no c6lon. Da mesma forma, foi
observada maior incidéncia de Bifidobacterium no c6lon de leitdes recebendo 2,5%
de plasma, em relacdo ao tratamento controle. O desenvolvimento de bactérias como
Bifidobacterium e Lactobacillus, no intestino grosso dos animais, leva a produgao de
acido latico e dcidos graxos voldteis que promovem a acidificacdo do célon, que, por
sua vez, provoca inibicdo do crescimento das populacdes de bactérias nocivas como
E. coli, Clostridium sp. e Salmonella sp (Mathew et al., 1993).

Sabe-se que alguns componentes celulares das bifidobactérias agem como
imunomoduladores. Neste sentido, a adi¢do de plasma na dieta de leitdes, tem
mostrado essa capacidade imunoestimuladora, na qual, se traduz por aumento de
anticorpos, da atividade de macréfagos, do nimero de céluas T e de interferon (Stefe
et al., 2008). Além disso, bactérias do dcido latico, geneticamente modificadas, t€ém
sido comumente usadas para inibir patégenos intestinais, como E. coli (Martins et al.,
2006).

A microflora do tratogastrintestinal do suino é formada por grande nimero de
microorganismos gram positivos e gram negativos e, segundo Mikellsen et al.
(2003), este complexo de microorganismos benéficos e patogénicos € essencial para
manter a estabilidade do sistema imunoldgico dos suinos. O plasma sanguineo tem
sido utilizado em dietas para leitdes na creche, com a finalidade de diminuir a
incidéncia de bactérias patogé€nicas no tratogastrintestinal dos leitdes e, por
conseguinte, aumentar a populacdo de bactérias benéficas, como Bifidobacterium e

Lactobacillus.
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Torrallardona et al. (2003), estudando a acdo da colistina e do plasma
sanguineo em substituicio a farinha de peixe na racdo de leitdes, observaram
aumento significativo no ndmero de Lactobacillus nos animais que receberam
plasma. Resultados semelhantes foram observados por Bhandari et al. (2008), que
encontraram maior incidéncia de Lactobacillus no célon de leitdes recebendo plasma
sanguineo, quando comparados aos animais que receberam dieta controle positivo.

Dessa maneira, é observado um equilibrio da microflora intestinal de leitdes
alimentados com plasma, através da reducdo da populagdo patogé€nica, a0 mesmo
tempo em que ocorre aumento da incidéncia de coldnias benéficas, favorecendo o

crescimento do leitdo, apds o desmame.

4. CONCLUSAO
A sequéncia de plasma sangiiineo a ser usada em dietas sem antibidtico para
leitdes desmamados aos 28 dias de idade, € de 2,5% na primeira semana apds o

desmame, com retirada a partir dos 35 dias de idade.
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Capitulo 111

Plasma sangiiineo em dietas com antibiotico para leitoes desmamados aos 28

dias de idade

O artigo foi formatado de acordo com as normas para publica¢do na revista
Livestock Science e adaptado para leitura de teses da Universidade Federal de
Vicosa
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RESUMO: Visando-se determinar a seqiiéncia de niveis de plasma sangiiineo a ser
usada em dietas com antibidtico para leitdes desmamados aos 28 dias de idade,
foram utilizados 144 animais distribuidos em delineamento em blocos ao acaso com
seis tratamentos e oito repeticdes de trés animais. Os tratamentos consistiram na
inclusdo de seqiiéncias de niveis de plasma bovino nas dietas dos leitdes (0,0 — 0,0;
2,5-0,0; 2,5-25;50-0,0; 50 -2,5¢ 50— 5,0%) dos 28 aos 42 dias. Foram
efetuadas as trocas de racoes e de niveis de plasma aos 35 dias de idade. Dos 43 aos
49 dias os animais receberam racdo convencional de creche e durante todo o periodo
experimental, continha antibidtico nas dietas. Os animais que receberam ragdes
contendo niveis de 5,0% de plasma sangiiineo ganharam mais peso e tiveram maior
consumo de ragdo quando comparados aos animais que receberam dieta controle
(0,0%). A altura de vilosidades e a profundidade de cripta ndo foram influenciadas
pelos diferentes tratamentos, entretanto, a relacdo entre ambas foi mais elevada no
jejuno dos animais que permaneceram lactentes. A populacdo de Bifidobacterium e
Lactobacillus no c6lon proximal dos leitdes, foi diminuida com a inclusdo de plasma
na dieta. A seqii€éncia de plasma sangiiineo a ser usada em dietas com antibidtico
para leitdes desmamados aos 28 dias de idade, é de 5,0% na primeira semana com
retirada a partir dos 35 dias. Existe sinergismo do plasma sangiiineo com o

antibiotico.

Palavras chave: Antimicrobiano, Bifidobacterium, Lactobacillus, mucosa intestinal,

suino
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ABSTRACT: In order to determine the sequence of blood plasma levels to be used
in diets with antibiotic for piglets weaned at 28 days of age, were used 144 animals
distributed in randomized blocks design with six treatments and eight replications
with three animals per experimental unit. The treatments consisted in the inclusion of
sequences bovine plasma levels in the diets of piglets (0.0 - 0.0, 2.5 - 0.0, 2.5 - 2.5,
5.0 -0.0,5.0 - 2.5 and 5.0 - 5.0%) from 28 to 42 days. There were exchanges of
rations and plasma levels at 35 days of age. From 43 to 49 days, the animals received
conventional ration daycare and during whole experimental period, contained
antibiotic in the diets. The animals received rations containing 5.0% of blood plasma
gained more weight and had higher feed intake when compared to animals received
control diet (0.0%). The villi height and crypt depth were not affected by the
different treatments, however, the relation between both was higher in the jejunum of
animals that remained infants. The population of Bifidobacterium and Lactobacillus
in the proximal colon of piglets was reduced with the inclusion of plasma in the diet.
The sequence of blood plasma to be used in diets with antibiotic for piglets weaned
at 28 days old is 5.0% in the first week with removal after 35 days. There is

synergism of plasma with the antibiotic.

Keywords: Antimicrobial, Bifidobacterium, Lactobacillus, intestinal mucosa, pig
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1. INTRODUCAO

O desmame dos leitdes constitui em um momento critico dentro do sistema de
producdo de suinos devido a vdrios fatores causadores de estresse, que somados a
redu¢do do consumo voluntirio de alimento, podem provocar infec¢ido intestinal,
inflamacdo e atrofia de vilosidades. Este fato estd relacionado, principalmente, a
imaturidade do aparelho digestivo, do sistema imunoldgico, associado ao desmame
precoce do leitdo.

Neste sentido, tem sido demonstrado que leitdes desmamados aos 26 dias de
idade ou mais, sofrem menos estresse € consomem mais ragdo que animais
desmamados aos 21 dias ou menos (Oliveira Junior et al., 2008). Dessa forma, o
desmame aos 28 dias, associado a utilizacdo de ingredientes de alto valor bioldgico,
que atuem na preservacao das microestruturas do tratogastrintestinal dos animais,
pode resultar em maior ganho de peso e ingestdo de alimento.

O plasma sangiiineo tem sido considerado um alimento de efetiva acdo no
desempenho dos animais, visto que possui mecanismos capazes de reduzir a
incidéncia de bactérias patogénicas, em especial, a E. coli no intestino dos leitdes,
além de modular a funcdo imune nos tecidos linféides e placas de Peyer (Perez-
Bosque et al., 2007). Além disso, o plasma pode ser uma alternativa vidvel de
substituicdo aos antibidticos visto que € tdo eficaz como medicamento quanto o
antibidtico, e ainda, é mais eficiente do que os antibidticos na reducdo da expressao
de citocinas pré-inflamatérias (Bosi et al., 2004).

Os efeitos do plasma sangiiineo nas dietas de leitdes, podem ser aditivos aos
obtidos com os antibidticos visto que possuem mecanismos de agdo diferenciados
(Coffey & Cromwell, 1995). De acordo com Lora Grafia et al. (2010), as
propriedades presentes no plasma, que melhoram o desempenho dos leitdes, sdo
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independentes e diferenciadas das propriedades presentes nos antimicrobianos o que
pode resultar em um efeito somatdrio ou sinérgico entre eles.

Dessa forma, torna-se necessario verificar qual a seqiiéncia de niveis de plasma
sangiiineo a ser incluida em ra¢des com antibidtico para leitdes desmamados aos 28
dias de idade, por meio de andlises de desempenho, perfil bacteriano e microestrutura

intestinal.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no periodo de abril a maio de 2011 no Setor de
Suinocultura do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais, cujo municipio
estd localizado a uma latitude de 20° 45° 45” sul e longitude de 42° 52> 04” oeste,
com altitude de 657 m.

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Vigosa, no qual, os cuidados e o uso dos leitdes foram realizados de
acordo com as normas para uso de animais em experimentos.

Foram utilizados 144 leitées hibridos (machos castrados e fémeas - Landrace x
Large White) desmamados aos 28 dias de idade com peso 8,3 + 0,82 kg, distribuidos
em delineamento em blocos casualizados, com seis tratamentos e oito repeticoes,
sendo trés animais por unidade experimental. Os tratamentos consistiram em trés
niveis de plasma sangiiineo bovino por periodo. No primeiro periodo pds-desmame
(28 a 35 dias) os niveis de plasma sangiiineo usados foram de 0,0%; 2,5% e 5,0% e
os mesmos niveis foram usados no segundo periodo (36 a 42 dias), porém,
combinados de forma a constituir as seqiiéncias de niveis de plasma sangiiineo (0,0 —
0,0%; 2,5 - 0,0%; 2,5 - 2,5%, 5,0 - 0,0%; 5,0 - 2,5% e 5,0 - 5,0%). Dos 43 aos 49

dias de idade, os leitdes de todos os tratamentos receberam uma dieta convencinal de
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creche composta por milho, farelo de soja, soro de leite em pd, leite em pé integral,
acucar, Oleo, fosfato bicdlcico, calcdrio, sal, premix de vitaminas, premix de minerais
e aminodcidos. As dietas usadas em todos os periodos experimentais foram
elaboradas seguindo as necessidades nutricionais de leitdes nas devidas fases
estabelecidas por Rostagno et al. (2005), e continham antibidtico a base de tilosina.
A composi¢do centesimal e calculada das dietas experimentais podem ser
visualizadas na Tabela 1.

No desmame os leitdes foram pesados e transferidos para as creches, sendo
alojados em gaiolas metélicas com 1,60 m de comprimento x 1,0 m de largura,
suspensas a altura de 0,56 m do chdo, com piso e laterais telados, dotadas de
comedouros semi-automaticos e bebedouros tipo chupeta, localizadas em prédio de
alvenaria com piso de concreto e teto de madeira rebaixado contendo campanulas
para aquecimento dos leitdes.

A temperatura no interior das creches foi verificada diariamente as 07:00h
usando termdmetro de maxima e minima colocados a 1,5 metros de altura. As
umidades relativas do ar foram verificadas as 07:00 e 17:00h a partir de informagdes
de temperaturas coletadas em termdmetro de bulbo seco e imido colocado no centro
da sala.

Os animais foram pesados no inicio, aos sete, 14 e 21 dias de experimento. As
varidveis de desempenho analisadas foram consumo de ragdo, ganho de peso dos

animais e conversao alimentar.
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Tabela 1 - Composi¢ao centesimal e calculada das dietas experimentais

Ingrediente Niveis de plasma (%) Racdo creche
0,0 2,5 5,0
Milho grao 56,900 56,900 56,780 56,660
Farelo de soja 20,000 20,000 20,000 27,900
Soja micronizada 4,000 4,000 4,000 0,000
Plasma sangiiineo 0,000 2,500 5,000 0,000
Leite integral p6 7,450 7,450 7,450 6,000
Soro de leite p6 3,000 3,000 3,000 2,000
Actcar 0,000 0,000 0,000 2,000
Oleo de soja 3,108 1,990 0,871 1,384
Fosfato bicalcico 1,539 1,479 1,420 1,595
Calcério 0,683 0,708 0,733 0,675
Sal 0,407 0,210 0,014 0,438
L-lisina HCI 0,594 0,389 0,184 0,500
DL-metionina 0,231 0,207 0,182 0,193
L-triptofano 0,059 0,029 0,000 0,038
L-treonina 0,237 0,134 0,030 0,186
L-Valina 0,181 0,038 0,000 0,111
L-Isoleucina 0,033 0,000 0,000 0,000
Supl. vitaminico' 0,100 0,100 0,100 0,100
Supl. mineral® 0,100 0,100 0,100 0,100
Antibiético * 0,125 0,125 0,125 0,125
Antioxidante® 0,020 0,020 0,020 0,000
Inerte 1,234 0,621 0,000 0,000
Total 100,000 100,000 100,000 100,000
Composicao calculada
EM (kcal/kg) 3519 3518 3518 3325
Proteina bruta (%) 18,300 19,000 21,000 19,000
Lisina dig. (%) 1,330 1,330 1,330 1,330
Met.+ Cist. dig. (%) 0,745 0,745 0,745 0,745
Triptofano dig. (%) 0,246 0,246 0,246 0,246
Treonina dig. (%) 0,838 0,838 0,838 0,838
Valina dig. (%) 0,918 0,918 1,003 0,918
Isoleucina dig. (%) 0,732 0,753 0,805 0,732
Arginina dig. (%) 1,031 1,125 1,220 0,559
Leucina dig. (%) 1,475 1,643 1,811 1,330
P disponivel (%) 0,450 0,450 0,450 0,450
Calcio (%) 0,825 0,825 0,825 0,825
Sédio (%) 0,230 0,230 0,230 0,230
Lactose (%) 8,000 8,000 8,000 2,000

'Composigdo por kg de racdo: 12000 UI de vit. A; 2250 UI de vit. D3; 27 mg de vit. E; 3 mg de vit. K;
2,25 mg de B1; 6 mg de B2; 2,25 mg de B6; 27 mcg de B12; 400 mcg de acido félico; 150 mcg de

biotina; 22,5 mg de 4cido pantoténico; 45 mg de Niacina.

*Composicio por kg de ragdo: 112 g de Ca; 27 g P; 1820 mg de Fe; 2126 mg de Cu; 2049 mg de Zn;

836 mg de Mn; 29,5 mg de I, 8 mg de Se e 3,6 mg de Co.

3 . .
Tilosina

*Butylated hydroxytoluene (BHT)
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Para avaliagdo da microestrutura intestinal dos leitdes foi utilizado um grupo
adicional de animais, com 24 leitdes hibridos (machos castrados e fémeas - Landrace
x Large White), desmamados aos 28 dias de idade com peso 7,2 += 0,93 kg,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis
repeticoes, sendo cada leitdo considerado a unidade experimental. Os tratamentos
consistiram de trés niveis de plasma sangiiineo bovino 0,0%; 2,5% e 5,0% mais um
tratamento no qual os animais permaneceram lactentes até o dia do abate. O periodo
experimental teve duracdo de sete dias (dos 28 aos 35 dias de idade) sendo os
animais abatidos ao 35 dias de idade.

Amostras de 2,0 cm de comprimento foram retiradas nas regides
correspondentes a 4,0 e 50,0% do intestino delgado, que correspondem,
respectivamente, a regido do duodeno e jejuno. O material coletado foi enviado ao
Laboratério de Histologia do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade
Federal de Vicosa.

Os cortes histologicos foram lavados em solucdo fisioldgica, fixado em
BOUIN por 24 horas, desidratados em 4&lcool etilico, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. Em cada lamina foram colocadas duas seccdes com Spum de
espessura. As laminas foram colocadas novamente em solugdo 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 Optico com
ampliacdo de 10x acoplado ao analisador de imagem. Foram selecionadas e medidas
as alturas de 30 vilosidades e suas respectivas criptas, bem orientadas e seccionadas

longitudinalmente.
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No dia do abate foi realizado coleta do liquido intestinal dos leitdes na regido
do célon proximal, que foram imediatamente armazenados (-20°C) para realizagdo da
contagem bacteriana de Bifidobacterium e Lactobacillus ssp pela técnica de Real
Time Polymerase Chain Reaction (PCR em Tempo Real). Para cada tratamento foi
realizado um “pool” das amostras de contetddo intestinal.

Para extragio do DNA foi utilizado o Kit Tissue Nucleospin
(MachereyNagel, Diiren, Alemanha) para extrair o DNA a partir de 30 mg de
amostra de contetdo intestinal, congelada de acordo com as instrugdes do fabricante.
O DNA foi eluido em um volume final de 100 ul e armazenado a -20 °C até a sua
utilizacio. O DNA extraido foi verificado por NanoVue a 260 nm e
Spectrophotometer (GE Healthcare) a 280 nm e a qualidade foi determinada com
uma razao de 260/280 nm 6timo entre 1,7 e 2,0, sendo posteriormente, o rendimento
do DNA calculado.

Na sequéncia, foi realizada a quantificacdo bacteriana pela técnica de PCR
em Tempo Real (qQRT-PCR). As reacdes foram realizadas com 2x GoTaq® qPCR
Mix Master (Promega, Madison, WI, EUA), em um sistema de detec¢do ABI Prism
7300 sequéncia (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), sob as condi¢des
apresentadas nas instrucdes do fabricante. Para a amplificacio do 244-bp e de
fragmentos 126-bp16S rDNA, foram seguidas as condi¢des: 10 min a 95 °C, 40
ciclos de 15sa 95 °C e 1 min a 60 °C. Todas as misturas continham 5,0 ng de DNA
molde, um conjunto de iniciadores especificos (Tabela 2), num volume total de 20 ul
contendo 200 nM de cada um dos iniciadores para a frente e reverso. Posteriormente,
as curvas padrio foram obtidas para verificar a especificidade do fragmento

amplificado.
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Tabela 2 - Informacao de primers utilizados na anélise de PCR (qQRT-PCR) com base

em sequéncias de tDNA 16S

Bactéria Sequéncia do primer (5'-3") Amplificacdo Fonte
Delroisse et al.
Bifidobacterium spp. F- CGCGTCTGGTGTGAAAG 244 pb 2008

R- CCCCACATCCAGCATCCA
Delroisse et al.
Lactobacillus spp. F- GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 126 pb 2008
R-
GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC

As curvas padrao foram construidas utilizando o DNA gendmico purificado
padrao de culturas puras de Bifidobacterum longum e Lactobacillus rhamnosus, nas
quais a concentracdo de DNA foi conhecida. Foi realizada uma série de dilui¢des de
dez vezes de DNA padrao, variando de 4,67 x 107 - 4,67 x 1013 cépias pl-1, a fim
de construir as curvas-padrao para ambos os conjuntos de DNA. Em sequéncia, foi
determinado o valor de CT (Cycle Threshold) que gerou uma curva padrio de
concentracdo versus DNA para todos os padrdes e determinou, por interpolagdo, a
concentracdo de DNA de amostras desconhecidas. A partir do declive da curva de
cada um, a eficiéncia de amplificacdo da PCR (E) foi calculada seguindo as
especificacdes de Rasmussen (2001). Todos os padrdes e amostras de contetdo
intestinal foram analisados em triplicata. Para ambas as bactérias, que abrigam uma
unica cépia do gene 16S rDNA por célula, foi medido o valor de CT, que ¢é
diretamente proporcional ao log 16S rDNA ndmero de cépias do gene e,
consequentemente, logl0 nimero de células. Os dados foram analisados usando a
seqiiéncia de software Sistema de Deteccdo de ABI.

Os parametros de desempenho, de altura de vilosidades e profundidade de

cripta foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o PROC GLM do
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pacote estatistico SAS. O teste de Dunnet a 5,0% foi utilizado a fim de se comparar
os resultados do tratamento controle com os demais tratamentos.
Para as amostras intestinais dos leitdes, foi realizada andlise descritiva, por

meio de comparacao dos tratamentos com o controle.

3. RESULTADOS
Os valores das temperaturas maximas observados durante o periodo
experimental, foram de 27,5 + 1,4 °C e das temperaturas de minimas, foram de 23,0
+ 1,61 °C. A temperatura de bulbo seco registrada foi de 27,4 + 1,23 °C e a umidade
relativa média de 71,0 + 1,75%.

Foi observado efeito do plasma sangiiineo nas varidveis de desempenho, exceto
na conversdo alimentar, durante a primeira semana ap6s o desmame (Tabela 3). Os
animais que receberam dietas com o nivel de 5,0% de plasma sangiiineo
apresentaram maior peso final (P=0,034), consumo de ra¢ao (P=0,031) e ganho de
peso (P=0,016), quando comparados, aos animais que receberam rag¢ao controle.

Nos periodos de 0 a 14 dias e 0 a 21 dias de experimento, ndo foi verificado
efeito do plasma sangiiineo no desempenho, entretanto, os animais que receberam
niveis mais altos de plasma nas dietas consumiram, numericamente, 10,0% mais
racdo e ganharam 9,0% mais peso, em relacdo aos animais que ndo receberam o

alimento.
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Tabela 3 — Peso inicial (PI), peso final (PF), consumo de ragdo médio didrio

(CRMD), ganho de peso médio didrio (GPMD) e conversao alimentar

(CA) de leitdes desmamados aos 28 dias de idade em funcdo das

seqiiéncias de niveis de plasma sangiiineo por periodo

Variaveis Sequéncias de niveis de plasma sangiiineo (%) CV (%)
0 a 7 dias 0,0 2,5 5,0
PI (kg) 8,4 8,2 8,4 3,70
PF(kg) 9,8a 9,9a 10,5b 8,31
CRMD (g/dia) 280a 302a 370b 26,82
GPMD (g/dia) 205a 243a 307b 26,72
CA 1,38 1,24 1,21 21,13
0 a 14 dias 0-0 25-0 25-25 5-0 5-25 5-5
PI (kg) 8,4 8,4 8,1 8.4 8.4 8,4 3,70
PF (kg) 13,0 12,9 134 13,3 13,2 134 5,52
CRMD (g/dia) 435 436 443 464 460 475 13,84
GPMD (g/dia) 332 327 379 350 344 360 15,80
CA 1,33 1,33 1,16 1,34 1,33 1,31 15,92
0 a 21 dias
PF (kg) 17,1 17,2 17,2 17,8 17,8 18,1 6,80
CRMD (g/dia) 547 540 556 588 569 600 10,05
GPMD (g/dia) 418 421 434 448 443 460 11,39
CA 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 12,01

Meédias nas mesmas linhas seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste Dunnet a 5,0%

N3ao foi observada variacao entre os tratamentos na altura de vilosidades e na

profundidade de cripta, entretanto, a relacdo entre ambas apresentou-se mais elevada

(P=0,023) no jejuno de animais que permaneceram lactentes, quando se comparou a

de animais do grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 4 — Altura de vilosidades (AV) , profundidade de cripta (PC) e relagao altura
de vilosidades e profundidade de cripta (AV/PC) nos diferentes segmentos

do intestino delgado de leitdes em fun¢do dos diferentes tratamentos

Item Nivel de plasma sangiiineo (%)
Altura de vilosidades yum 0,0 2,5 5,0 Leite CV (%)
Duodeno 350 354 410 367 15,41
Jejuno 310 325 324 355 10,62
Profundidade de cripta um
Duodeno 209 220 241 227 14,51
Jejuno 208 208 227 196 12,19
Relagcdo AV/PC
Duodeno 1,79 1,71 1,79 1,73 15,16
Jejuno 1,48a 1,65a 1,55a 1,94b 12,56

Meédias nas mesmas linhas seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste Dunnet a 5,0%

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios de Cycle Threshold (CT) e
o nimero de copias de rDNA de acordo com os tratamentos. Os animais que nao
receberam plasma sangiiineo nas dietas apresentaram maiores quantidades de
Bifidobacterium e Lactobacillus no c6lon proximal, quando comparado aos animais

que receberam o alimento.

Tabela 5 — Estimativa do niimero de cépias de rtDNA 16S por quantificagdo absoluta

entre os diferentes tratamentos

Tratamento Bifidobacterium spp Lactobacillus spp
Avg Ct Copias (ul™") Avg Ct Cépias (ul™")
Leite 29,23 3,16E+13 27,60 2,52E+12
Controle 27,36 1,31E+14 2451 6,04E+12
2,5% 28,72 4,73E+13 27,07 5,79E+12
5,0% 29,28 3,23E+13 27,94 8,18E+11
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4. DISCUSSAO

As temperaturas médias maximas e minimas, bem como as umidades
relativas se mantiveram dentro da faixa da termoneutralidade para animais desta fase.
De acordo com Sampaio et al. (2004) a umidade relativa de 70,0% é considerada a
ideal para proporcionar conforto aos leitdes.

Na primeira semana ap6s o desmame, como o peso dos animais aumentou de
acordo com a elevacgao dos niveis de plasma sangiiineo na dieta, o ganho de peso dos
animais também apresentou a mesma influéncia. Estes resultados sdo similares
aqueles obtidos por Paz et al. (2011) que ao avaliarem leitdes recebendo plasma nas
dietas nas mesmas quantidades deste experimento, verificaram que o aumento dos
niveis do aditivo, melhorou o ganho de peso e a eficiéncia alimentar dos animais e,
além disso, aqueles que receberam 5,0% de inclusdo na dieta apresentaram menores
escores fecais.

Embora os trabalhos presentes na literatura mostrem uma variacdo nos
resultados a medida que os leitdes atingem as semanas subsequentes ao desmame, a
eficiéncia do plasma no desempenho dos leitdes na primeira semana apds o
desmame, pode ser observada na maioria deles. O periodo de desmame esta
associado a presenca de citocinas inflamatérias no intestino dos leitdes (Ma et al.,
2004 e Al Sadi e Ma, 2007). No entanto, o plasma apresenta capacidade de agir sobre
a inflamagdo sistémica intestinal suprimindo a expressdo de citocinas pro-
inflamatérias (Morés et al., 2012). Assim, a menor expressao das citocinas contribui
para o direcionamento dos nutrientes para produ¢do e ndo para a manuten¢cdo do
sistema imune ativado (Barbosa et al., 2012).

Os animais que receberam 5,0% de plasma nas dietas consumiram 24,5% a

mais de racdo comparado aos animais do grupo controle. Tém-se atribuido ao plasma
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sanguineo efeitos estimulantes na ingestdo de dietas (Campbell et al., 2004), com
consequente aumento no ganho de peso e melhora da conversao alimentar.

De acordo com Pierce et al. (2005), o ganho de peso dos animais esta
relacionado ao maior consumo de ragdo dos leitdes que por sua vez estd associado a
palatabilidade do plasma. Entretanto, Torrallardona et al. (2003) e Torrallardona e
Sola- Oriol (2009) sugeriram que o aumento no consumo de ra¢do observado para as
dietas contendo plasma sangiiineo, nao estd relacionado a palatabilidade, e sim, a
uma consequéncia do efeito das dietas sobre a satde dos leitdes.

O estresse ao qual o animal é submetido ao desmame afeta os processos
metabdlicos e o crescimento do leitdo, devido a interagao entre o sistema enddcrino e
sistema nervoso central, mediante a liberacdo de corticosterdides e tiroxina, os quais,
segundo Klasing et al. (1991), atuam na liberac@o de citocinas. As citocinas, por sua
vez, agem no cérebro reduzindo a ingestdo de ragdo. Dessa maneira, o aumento no
consumo de racdo em dietas contendo plasma sangiiineo estd relacionado a menor
carga antigénica, com melhor saide do animal.

Em sua composi¢do, o plasma sangiiineo possui compostos ativos, que atuam
nas microestruturas intestinais dos leitdes, favorecendo o desempenho. Entre eles
destacam-se fatores de crescimento, imunoglobulinas, enzimas, peptideos
biologicamente ativos, dentre outros (Moreto e Pérez-Bosque, 2009, Campbell et al.,
2010).

Gao et al. (2011), estudando os efeitos do plasma na morfologia intestinal e
citocinas de leitdes pds-desmame, observaram maiores niveis de insulina no soro dos
animais que receberam o aditivo na dieta. Segundo os autores, o melhor desempenho

dos animais pode estar ligado a secrecao hormonal. Da mesma maneira, Pierce et al.
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(2005) sugeriram que a insulina pode regular o desenvolvimento gastrintestinal
melhorando o desempenho de animais alimentados com plasma sangiiineo.

Durante o periodo total de 0 a 21 dias de experimento, o plasma ndo mostrou
efeito sobre o desempenho dos leitdes. Segundo Tucker et al. (2011) a capacidade do
plasma sangiiineo em melhorar o desempenho dos animais € mais pronunciada
durante a primeira semana pds-desmame, com efeitos residuais limitados sobre o
desempenho subsequente. Estes resultados estdo condizentes com a literatura
consultada, entretanto, se considerarmos o crescimento dos leitdes a longo prazo,
possivelmente, veremos maiores ganhos e melhores conversdes dos animais que
receberam plasma na fase inicial de producao.

Uma possivel explicagdo para este resultado, pode ter sido em fungdo do
provavel estabelecimento do sistema imunoldgico dos leitdes, ao qual, segundo Stein
(1996) atinge a maturidade com aproximadamente 35 dias de idade. Assim, a partir
dos 35 dias, a protecdo ativa dos leitdes contra desafios estabelecidos por patégenos
ndo parece ser mais limitante para o desempenho dos animais.

Foi possivel observar efeito sinérgico do plasma sanguineo com o antibidtico
sobre o desempenho dos animais. Os animais que receberam 5% de plasma na dieta
ganharam 33% mais peso e consumiram 24,5% mais ra¢do quando se comparou aos
animais do tratamento controle (0%). Este efeito somatério do plasma com o
antimicrobiano foi observado devido ambos os tratamentos (0 e 5%) apresentarem
antibidtico em sua composic¢do, assim, a presenca do plasma foi o diferencial na
potencializacdo do desempenho dos animais.

O plasma e o antibidtico agem na mucosa intestinal do animal, diminuindo ou
controlando a incidéncia de microorganismos patogénicos fixados no epitélio

intestinal que causam patogenias e baixo desempenho. Entretanto, mesmo os dois
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produtos agindo de maneira semelhante, eles apresentam mecanismos de agao
diferenciados (Bosi et al., 2004). De acordo com Lora Grafia et al. (2010), o plasma
sangiiineo apresenta-se como uma alternativa ao uso de antibidticos por possuir
efeitos sobre o controle bacteriano, em especial de E. coli, no intestino delgado de
leitdes, e ainda, € possivel de se observar um efeito sinérgico entre eles. Desse modo,
supde-se que a utilizacdo combinada de ambos pode refletir em um somatério de
efeitos benéficos ao animal.

Apesar da microestrutura intestinal nao ter sido influenciada pelos diferentes
niveis de plasma sangiiineo na dieta, a altura de vilosidades se manteve,
numericamente, mais elevada nos animais alimentados com 5,0% de plasma, quando
se comparou aos animais do tratamento controle.

Segundo Paz et al. (2011) o desmame em suinos provoca perturbacdes ao longo
da mucosa intestinal com inflamacdo local. No entanto, a fun¢do da barreira
intestinal pode ser modulada através de recursos nutricionais. O intestino delgado
tem como unidade funcional as vilosidades, que sdo projecdes da mucosa revestidas
por células epiteliais colunares com funcdo de aumentar a area da superficie para a
absor¢do dos nutrientes, chamadas de enterdcitos. A perda na altura das vilosidades
resulta em menos enterdcitos nas vilosidades, e provavelmente, em menor
quantidade de enzimas nas bordas em escova por vilosidade. Tal fato, leva a
dimimui¢do da capacidade absortiva pelo animal.

Dalto et al. (2013), estudando plasma nas dietas de leitdes pesados e leves,
verificaram que em todos os segmentos do intestino delgado avaliados, os animais
ndo suplementados com o alimento, apresentaram valores inferiores aos animais que

receberam o plasma na dieta.
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Uma provével explicagdo para os resultados deste trabalho, seria o curto
periodo em que os animais receberam o plasma nas dietas antes de serem abatidos.
Os leitdes foram alimentados durante sete dias com o alimento, o que pode nao ter
sido suficiente para uma atuacdo significativa do plasma sobre a regeneracdo das
microestruturas intestinais dos leitdes. Aliado a isso, os animais foram desmamados
mais tardiamente, o que também pode ter contribuido para o menor desgaste das
células epiteliais neste periodo levando a uma menor atuacdo local do plasma
sangiiineo.

As imunoglobulinas e albumina presentes no plasma podem atuar como
fatores de crescimento epidermal e, assim, podem contribuir para a reducido da
atrofia das vilosidades intestinais dos animais (King et al., 2008). Neste sentido,
mesmo havendo contradi¢ao de resultados, trabalhos envolvendo plasma sangiiineo
nas dietas para leitdes, mostram o aumento de vilosidades, concomitamente, a
dimimui¢do da profundidade de criptas (Conde, 2005; Nofrarias et al., 2006). Nesta
condicdo fisiolégica, o animal apresenta maior capacidade absortiva e
consequentemente maiores ganhos.

Barbosa et al. (2012) trabalhando com leitdes desmamados aos 35 dias de
idade recebendo niveis de plasma na dieta semelhantes aos usados neste
experimento, verificaram vilosidades mais altas em animais alimentados com 2,5 e
7,0% do aditivo. Semelhantemente, Formigoni (2012) observou maior altura de
vilosidade no duodeno de animais que receberam dietas contendo 6,0% de plasma
sangiiineo durante a primeira semana e 3,0% na segunda.

Os diferentes niveis de plasma ndo influenciaram a altura de vilosidades e a
profundidade de cripta, no entanto, a relacio de ambas foi maior nos animais que

permaneceram lactentes, em relagdo ao grupo controle. Este resultado foi previsivel,
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uma vez que, na fase pré-desmame, as vilosidades intestinais sdo altas e bem
estruturadas o que assegura a eficiéncia na absorcdao de nutrientes (Pluske et al.
1991).

Além de atuar sobre o desempenho, agir sobre a regeneracao das estruturas
intestinais e sobre a imunidade humoral do animal, pode-se inferir, de acordo com os
resultados de pesquisas, que o plasma também apresenta significativa atuacao sobre a
populacdo bacteriana intestinal, principalmente através da eliminacdo ou controle de
bactérias patogé€nicas como a E. coli (Bhandari et al., 2008, Lora Graiia et al., 2010,
Barbosa et al., 2012).

O tratogastrintestinal dos leitdes possui uma populacdo bacteriana que €
considerada “normal”, ou seja, residente no intestino, promovendo prote¢do contra
microorganismos patogé€nicos. Essas bactérias apresentam-se em menor nimero na
por¢ao cranial do intestino delgado e vao aumentando em dire¢do ao intestino grosso.
Bifidobacterium, Lactobacillus e organismos estritamente anaerébios sio numerosos
entre as bactérias do célon (Zlotowski et al., 2008).

Os resultados encontrados na mensuracdo da populagdo bacteriana no
conteddo intestinal dos leitdes, nao foram esperados, uma vez que os leitdes que
receberam plasma nas dietas apresentaram menores quantidades de Bifidobacterium
e Lactobacillus, quando comparados aos animais do grupo controle.

Nenhuma hipétese bioldgica foi encontrada para explicar por que os animais
que consumiram plasma apresentaram menor incidéncia de bactérias benéficas
quando comparado aqueles que receberam uma dieta basal, visto que, os animais de
todos os tratamentos tiveram as mesmas condi¢des experimentais. O uso de

antibitico estd associado a diminuicdo de bactérias patogé€nicas no
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tratogastrintestinal dos animais, entretanto, da mesma forma, pode reduzir a
incidéncia da populagdo benéfica (Collier et al., 2003).

Knarreborg et al. (2002), através de andlise de DGGE para contagem
bacteriana, verificaram que microorganismos como Lactobacillus estavam no grupo
de bactérias mais diminuidas da mucosa intestinal devido a administragdao de
antibidticos em dietas para suinos na fase inicial. Entretanto, no presente estudo
todas as dietas continham antibiético, o que nao justifica a acdo dos antimicrobianos

sobre a reducdo de Bifidobacterium e Lactobacillus no intestino grosso dos leitoes.

5. CONCLUSAO

A seqiiéncia de plasma sangiiineo a ser usada em dietas com antibidtico para
leitdes desmamados aos 28 dias, é de 5,0% na primeira semana pds-desmame, com
retirada a partir dos 35 dias. Existe sinergismo do plasma sangiiineo com o

antibidtico.
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CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que a sequéncia de plasma sangiiineo a ser usada em dietas sem
antibidtico para leitdes, nos periodos de 28 a 35 e 36 a 42 dias de idade, € de 2,5% na
primeira semana, com retirada a partir dos 35 dias de idade e de 5,0% na primeira
semana, com retirada a partir dos 35 dias, quando se usa antibidtico. Conclui-se,

ainda que, existe sinergismo do plasma sangiiineo com o antibiético.
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