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RESUMO

GOMES, Maykelly da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021. Efeito de
probiéticos e 6xido de zinco na satiide e morfologia intestinal de leitdes em fase de creche.
Orientador: Gabriel Cipriano Rocha. Coorientadores: Alysson Saraiva e Marcio de Souza
Duarte.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos probidticos B. amyloliquefaciens (B.Amy) e B.
subtilis (B.Sub) como alternativas ao 6xido de zinco (ZnO) para leitdes na fase de creche, sobre
o desempenho, morfologia intestinal e expressdo génica associada a integridade epitelial e
ativacdo do sistema imunoldgico. Foram utilizados 180 leitdes, desmamados aos 21 dias de
idade, com peso médio inicial de 6,2 + 0,85 kg distribuidos em delineamento em blocos
casualizados por peso inicial como controle local, com 9 repeticdes e 4 tratamentos: dieta
controle (Controle), controle + 2,0 g/kg de zinco (ZnO), Controle + 1,0 g/kg B.
amyloliquefaciens (B.Amy); e Controle + 1,0 g/lkg B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg B. subtilis
(B.Amy + B.Sub), por um periodo experimental de 41 dias (21 aos 62 dias de idade). Um animal
de cada unidade experimental foi abatido aos 42 dias de idade para coleta de amostras
intestinais. Nao foi observado efeito (P > 0,05) das dietas ZnO, B.Amy ou B.Amy + B.Sub
sobre o consumo de racdo médio didrio, ganho de peso médio didrio, conversdo alimentar e
peso médio nos trés periodos avaliados. Animais suplementados com ZnO apresentaram maior
relacdo vilo:cripta no ileo (P < 0,05) em comparagdo aos animais suplementados com B.Amy,
além disso, houve reducao no nimero de células apoptéticas no ileo (P < 0,05) e aumento da
proliferacdao dos enterdcitos no jejuno (P < 0,05), em comparagdo aos animais do tratamento
Controle. A suplementacdo dos diferentes probidticos tiveram efeito similar ao ZnO e superior
ao Controle (P < 0,05) no aumento da proliferacdo celular no jejuno. Neste mesmo tecido,
B.Amy + B.Sub apresentaram menor abundancia relativa de mRNA para o gene NF-kB (P =
0,05), quando comparado ao Controle. Conclui-se que a inclusdao dos probidticos B.Amy e
B.Sub, na dieta de leitdes, podem resultar no estimulo a integridade intestinal e na diminui¢ao

das respostas inflamatorias.

Palavras-chave: Probiéticos. Oxido de Zinco. Leitdes desmamados. Satide intestinal.



ABSTRACT

GOMES, Maykelly da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Effect of
probiotics and zinc oxide on health and intestinal morphology of nursery piglets. Adviser:
Gabriel Cipriano Rocha. Co-advisors: Alysson Saraiva and Marcio de Souza Duarte.

The aim of the present study was to evaluate the effects of probiotics B. amyloliquefaciens and
B. subtilis as alternatives to zinc oxide (ZnO) for weaned piglets on performance, intestinal
morphology and gene expression associated with epithelial integrity and activation of immune
system. One hundred and eighty piglets, weaned at 21 days of age, with 6.2 £ 0.85 kg of average
body weight were distributed in a randomized block design, according to body weight, with 9
replications and 4 treatments: diet without supplementation of zinc oxide and probiotics
(Control), Control + 2.0 g/kg zinc (ZnO), Control + 1.0 g/kg B. amyloliquefaciens (B.Amy);
and Control + 1.0 g/kg B. amyloliquefaciens + 0.5 g/kg B. subtilis (B.Amy + B.Sub). The trial
lasted for 41 days (21 to 62 days of age). One animal from each experimental unit was
slaughtered at 42 days of age to collect intestinal samples. There were no effects (P > 0.05) of
Zn0O, B.Amy or B.Amy + B.Sub diets on average daily feed intake, average daily weight gain,
feed conversion and average body weight in any of the three phases evaluated. Animals
supplemented with ZnO had higher villus:crypt ratio in the ileum (P < 0.05) compared to
animals supplemented with B.Amy, in addition, there was a reduction in number of apoptotic
cells in the ileum (P < 0.05) and an increase of enterocytes proliferation in the jejunum (P <
0.05) compared to control piglets. Supplementation of different probiotics had similar effect to
ZnO and superior to Control (P < 0.05) in increasing cell proliferation in the jejunum. In
addition, B.Amy + B.Sub diets presented lower mRNA relative abundance for NF-kB (P =
0.05) in the jejunum compared to Control. In conclusion, the inclusion of probiotics B.Amy and

B.Sub in the piglets’ diet, improves intestinal integrity and reduces inflammatory responses.

Keywords: Probiotics. Zinc oxide. Weaned piglets. Intestinal health.
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1 INTRODUCAO

O desmame precoce ¢ um evento desafiador na vida dos leitdes, que sdo submetidos a
novo ambiente, interagdo social e dieta, causando mudancas na fisiologia, na morfologia e na
microbiota gastrointestinal. Essas mudancas podem reduzir a fun¢do imunoldégica, a capacidade
digestiva e absortiva e aumentar a susceptibilidade a infecdes por patdégenos (Gresse et al.,
2017).

O uso de 6xido de zinco (ZnO) em niveis farmacoldgicos (1.000-3.000 mg/kg de racdo)
em dieta de leitdes desmamados tem sido amplamente difundido, em que observar-se os
beneficios da suplementacio sobre o desempenho (Hill et al., 2001; Case & Carlson, 2002) e
reducao da incidéncia de diarreia (Hu et al., 2012). A a¢do do ZnO se deve a redu¢do da adesao
bacteriana, modulagdo da citocinas anti-inflamatorias, a alteracdo da microbiota intestinal e a
melhoria da morfologia e da integridade intestinal (Roselli et al., 2003; Zhang e Guo, 2009;
Song et al., 2015). No entanto, a utilizacdo deste aditivo na produgdo de suinos tem sido
relacionada ao aumento da prevaléncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos
(Amachawadi et al., 2015; Slifierz et al., 2015) e a efeitos ambientais negativos (Jensen et al.,
2018), o que culminou na necessidade de busca por alternativas ao uso do ZnO.

Nesse contexto, os probidticos (microrganismos vivos) tornaram-se possiveis
alternativas ao ZnO uma vez que ao serem administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Dentre os possiveis mecanismos pelos
quais os probidticos podem beneficiar o ambiente intestinal destaca-se a modulacdo da
microbiota pela exclusdo competitiva por locais de adesdo e por substratos, reducdo de pH
luminal e producio de substincias com propriedades bactericidas ou bacteriostaticas, melhora
da digestibilidade de nutrientes pela atividade fermentativa, produ¢do de enzimas e vitaminas;
modulacdo das respostas imunoldgicas do hospedeiro e melhoria da morfologia e integridade
intestinal (Liao e Nyachoti, 2017; Wen et al., 2018; Barba-Vidal et al., 2019).

Diversas cepas do género Bacillus podem ser utilizadas como probidticos na dieta de
suinos. Larsen et al. (2013) investigaram in vitro 33 estirpes de Bacillus sendo que as
pertencentes as espécies B. amyloliquefaciens (B.Amy) e B. subtilis (B.Sub) se destacaram
quanto a inibi¢do de patégenos, esporulacao e produgao de biofilmes. Além disso, estas cepas,
tém demonstrado influenciar positivamente a colonizagdo por bactérias favordveis e a
manutencdo do microflora intestinal, resultando em melhor saude intestinal, capacidade
antioxidante e imunidade de leitdes desmamados (Hu et al., 2018; Tian et al., 2021; Li et al.,

2021).



Diante do exposto, a hipétese do presente estudo é de que os probidticos dietéticos
B.Amy e B.Sub representam uma alternativa a suplementacio de ZnO, resultando em melhora
no desempenho, na morfologia intestinal e na resposta imune de leitdes desmamados.

Desta forma, este trabalho foi realizado para avaliar o efeito dos probidticos B.Amy e
B.Sub como alternativas ao ZnO para leitdes na fase de creche, sobre o desempenho, morfologia
intestinal e expressdo génica associada a integridade epitelial e ativacdo do sistema

imunoldégico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e instalacoes

O experimento seguiu os principios éticos em pesquisa animal (CONCEA, 2016) e foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Produgio (CEUAP) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), protocolo n® 113/2019.

Cento e oitenta leitdes (AGPIC 415 x Camborough) fémeas e machos castrados,
desmamados aos 21 dias de idade, com peso médio inicial de 6,2 + 0,85 kg, foram utilizados
em um periodo experimental de 41 dias. Os animais foram alojados em baias suspensas de 1,70
x 1,20m, em galpdo comercial-experimental localizado em Oratérios-MG, Brasil. Cada baia
abrigou cinco leitdes com livre acesso a ragdo e dgua. As condicdes ambientais no interior do
galpao foram monitoradas diariamente através de termdmetro de maxima e minima, mantido

em uma baia vazia no centro galpdo, a meia altura do corpo dos animais.

2.2 Desenho experimental e dietas

Aos 21d, os leitdes foram distribuidos em delineamento em blocos casualizados por
peso inicial, em quatro dietas: dieta sem suplementacdo de 6xido de zinco e probidticos
(Controle), Controle + 2,0 g/kg de zinco (ZnO), Controle + 1,0 g/lkg B. amyloliquefaciens
(B.Amy) e Controle + 1,0 g/lkg B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg B. subtilis (B.Amy + B.Sub).
Probiéticos e ZnO foram adicionados em substitui¢do ao milho na dieta Controle.

Com relagdo as especificacoes dos produtos utilizados. O probidtico composto por
B.Amy possufa a garantia de contagem de esporos de no minimo 1 x 10° ufc/g. J4 o probidtico
composto por B.Sub, de no minimo 2 x 10'° ufc/g.

Foram utilizadas nove repeticdes para cada um dos grupos e trés periodos de
alimentagdo (21-31, 31-41 e 41-62 dias de idade). As dietas experimentais foram formuladas a

base de milho e farelo de soja, seguindo as recomendagdes propostas nas Tabelas Brasileiras
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de Aves e Suinos, para cada periodo (Rostagno et al., 2017). No dltimo periodo (41-62 dias de

idade) o ZnO nao foi adicionado a dieta ZnO.

2.3 Desempenho e abate

Ao longo do experimento, as ragdes foram pesadas antes do fornecimento e as sobras e
os desperdicios de ragdo foram coletados e pesados diariamente para determinar o consumo de
racdo médio didrio (CRD). Aos 21, 31, 41 e 62 dias de idade, os animais foram pesados
individualmente para calcular o ganho de peso médio didrio (GPD), a conversdo alimentar (CA)
e peso médio ao final de cada fase.

Aos 42 dias de idade, apds periodo de jejum de 12h, um animal de cada unidade
experimental, com peso mais proximo a média de sua respectiva unidade experimental, foi

insensibilizado por eletronarcose, seguido de sangria para coleta de amostras.

2.4 Coleta de amostras intestinais

Segmentos medindo 2,0 cm do intestino foram amostrados correspondendo ao jejuno
(por¢ao média do intestino) e ileo (a 5,0 cm anterior a jungdo ileo-cecal), de acordo com Yang
et al. (2014). Os cortes histoldgicos foram lavados em solugdo fisioldgica e fixados em solugdao
de paraformaldeido 4,0% por 24 horas a temperatura ambiente, e posteriormente transferidas
para etanol 70% e armazenadas até as andlises.

As amostras de jejuno e ileo destinadas a andlise de expressdo génica de citocinas e
proteinas de juncdo, foram lavados com soro fisiologico estéril, com auxilio de bisturi foram
coletadas cerca de dez subamostras de 0,25 cm?, alocadas em criotubos, congeladas

instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

2.5 Analise de morfologia intestinal

As amostras histolégicas foram cortadas transversalmente e desidratados em solucdes
de diferentes concentragdes de etanol, diafanizados em HistoChoice® e incluidos em
Paraplast® liquido a 65°C. Os cortes foram semi-seriados usando 1 a cada 10 cortes, a 5 um de
espessura, e corados com hematoxilina e eosina.

Para leituras morfoldgicas, foram fotografados cerca de 10 campos por animal em
microscopio optico (Olympus® BX50, Téquio, Japao) com objetiva de 4x, acoplado a camera
Biocam® 3,5 MP, utilizando o programa TSView 7.3.1.7. As imagens foram analisadas através

do programa ImageJ 1.50i; javal.6.0_20 (National Institutes of Health). Alturas de 20
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vilosidades e suas 20 criptas foram selecionadas e medidas. A relagdo vilo:cripta foi computada.

Todas as medidas foram feitas por um tnico individuo.

2.6 Contagem de células por imunofluorescéncia

Os cortes histolégicos dos segmentos do jejuno e ileo foram fixados em solucdo de
paraformaldeido, desidratados em solucdes de diferentes concentracdes de etanol, diafanizados
em HistoChoice® e incluidos em Paraplast® liquido, da mesma forma que as amostras
destinadas a avaliacdo morfoldgica. A recuperacio de antigeno foi realizada em tampao citrato
(pH 6,0) a 95°C por 3 min. Os cortes foram bloqueados com 2% de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma Aldrich) por 20 min, em seguida as 1aminas foram incubadas overnight a 4°C em
uma camara umida com anti-ki67, 1: 400 em BSA2% (Cell Signaling Technology, Cat # 9449)
para proliferacdo celular, anti-caspase-3, 1:400 em BSA2% (Cell Signaling Technology, Cat #
9664) para indicar apoptose celular e anti-CD79A, 1: 100 em BSA2% (Cell Signaling
Technology, Cat # 3351) para marcagdo de linfécitos B. Posteriormente, as se¢des foram
incubadas com anticorpos secunddrios por 1h em temperatura ambiente em camera umida
escura. Foram usados anticorpos IgG F(ab')2 anti-mouse (conjugado com Alexa Fluor 594)
(Cell Signaling Technology, Cat# 8890) para células em proliferacdo, anticorpo IgG F(ab')2
anti-rabbit (conjugado com Alexa Fluor 488) (Cell Signaling Technology, Cat # 8889) para
laminas marcadas para células apoptéticas e linfécitos B, 1: 500 em BSA2%. Ap6s cada etapa
de incubacdo, os cortes foram lavados com TBS1X. As laminas foram montadas com
ProLong® Gold Antifade Reagent com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular Probes,
Life Technologies).

Foram fotografados 10 campos/animal usando o microscopio de fluorescéncia invertido
EVOS M5000 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), com objetiva de 20x. Em seguida, as
imagens foram analisadas pelo programa ImageJ] 1.501; javal.6.0_20 (National Institutes of
Health). A 4rea marcada das imagens foi quantificada. O controle negativo foi conduzido
seguindo o protocolo descrito acima sem a etapa de incubac@o usando os anticorpos anti-ki67,

anti-caspase-3 e anti-CD79A.

2.7 Abundincia relativa de mRNA

A extragao de RNA total foi realizada usando TRIzol® (Invitrogen ™) seguindo as
instrucdes do fabricante. A concentragdo de RNA foi estimada por NanoDrop ™ Lite (Thermo
Fisher Scientific), e a integridade de RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

A sintese complementar de DNA foi realizada de acordo com o protocolo GoScript™ Reverse
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Transcription System (Promega Corporation). O desenho dos primers e respectivos codigos de
acesso do GenBank constam na Tabela 1. Os primers foram usados para PCR quantitativo de
transcri¢do reversa com GoTaq qPCR Master Mix (Promega) em QuantStudio® 3 (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Médias geométricas dos valores de Ct de B-actina e
B2M foram utilizadas para normalizar a expressao de genes alvo, para as amostras de jejuno e
ileo, respectivamente. A expressao relativa dos genes de interesse foi calculada de acordo com

o método 224 (Livak & Schmittgen, 2001).

2.8 Analise Estatistica

A baia foi considerada a unidade experimental para as andlises de desempenho. Um
animal de cada baia, abatido aos 41 dias de idade, foi considerado a unidade experimental para
as andlises de morfologia intestinal, expressdo génica e imunofluorescéncia. Os dados foram
analisados usando o seguinte modelo:

Yijk = p+ Ti + Bj + eijk

Onde Yijk € o valor da varidvel resposta observado no j-€simo bloco do i-ésimo nivel do
fator em teste; u € a média populacional dos valores da varidvel resposta; T € o efeito do i-
ésimo nivel do fator que esta sendo testado; B; é o efeito do j-ésimo bloco no valor observado
yii; € eijk é 0 erro experimental associado ao valor observado yij, assumindo eijk~(0,6¢2).

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS 9.4 (SAS Inst., Inc., Cary,
NC, EUA) licenciado pela Universidade Federal de Vicosa. A normalidade e a homogeneidade
dos residuos foram verificados a 5% de significancia antes das andlises finais, conforme
apropriado. Quando as pressuposi¢oes foram atendidas, os dados foram submetidos a analise
de varidncia pelo teste F a 5% de significancia. As médias foram comparadas pelo teste Tukey
e os efeitos foram considerados significativos quando P < 0,05. Realizou-se a investigacao de

outliers pela fung@o "Im" nos dados de expressao génica.

3 RESULTADOS

3.1 Desempenho
Nao houve efeito (P > 0,05) da suplementacdo de ZnO, B.Amy ou B.Amy + B.Sub sobre
CRD, GPD, CA e peso médio final nas trés fases avaliadas (Tabela 2). As temperaturas maxima
e minima dentro do galpao foram por periodo 30,6 + 1,34°C e 21,5 + 2,20°C, respectivamente.
Durante o periodo experimental foram retirados dois animais, no terceiro periodo, dos

41 aos 62 dias.
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3.2 Morfologia intestinal

No jejuno, a altura das vilosidades, a profundidade das criptas e as relagdes vilo:cripta
nao foram influenciadas (P > 0,05) pelas dietas (Tabela 3).

No ileo, a relagdo vilo:cripta dos animais alimentados com a dieta ZnO foi maior (P <
0,05) comparado aos leitdes que consumiram a dieta B.Amy. As dietas Controle ¢ B.Amy +
B.Sub proporcionaram resultados intermedidrios. Porém, nao houve efeito (P > 0,05) das dietas

na altura das vilosidades e na profundidade das criptas no ileo.

3.3 Contagem de células por imunofluorescéncia

No jejuno, os animais suplementados com ZnO e probidticos apresentaram maior (P <
0,05) numero de células em proliferacdo (células positivas para Ki67) comparado aos animais
alimentados com a dieta Controle (Figura 1). No entanto, ndo houve efeito (P > 0,05) das dietas
nas células apoptoéticas (células positivas para caspase-3) e linfocitos B (células positivas para
CD79A).

No ileo, houve reducio (P < 0,05) do nimero de marcacdes de células apoptdticas nos
animais alimentados com ZnO em relag@o aos animais do grupo Controle (Figura 1). Os grupos
B.Amy e B.Amy + B.Sub apresentaram resultados intermedidrios. No entanto, ndo houve efeito

(P > 0,05) das dietas nas cé€lulas proliferativas e nas células de linfécitos B.

3.4 Abundancia relativa de mRNA

No jejuno, a abundancia relativa de mRNA para o gene NF-kB dos animais alimentados
com B.Amy + B.Sub foi menor (P = 0,05) quando comparado a dieta Controle, e as dietas ZnO
e B.Amy proporcionaram resultados intermedidrios (Tabela 4). No entanto, a expressao de
mRNA do TNF-a, TGFB, MAPK, OCL e ZO1 nao diferiu (P > 0,05) entre os grupos.

No ileo, a abundancia relativa de mRNA para os genes TNF-a, TGFp, MAPK, NF-kB
e OCL nao foi influenciada (P > 0,05) pelas dietas.

4 DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a hipétese de que os probidticos dietéticos B.Amy e
B.Sub representam uma alternativa a suplementagdo de ZnO como promotor de crescimento,
resultando em melhora no desempenho, na morfologia intestinal e na resposta imune de leitdes

desmamados.
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Neste trabalho ndo foi observado efeito da suplementacdo de ZnO e dos probidticos
avaliados, no desempenho dos leitdes. Auséncia de diferenca significativa no desempenho de
suinos tem sido relatada em estudos que avaliaram o uso de probiédticos (Broom et al., 2006;
Becker et al., 2020). Os aditivos podem ter suas ag¢des influenciadas por diversos fatores, como
saude e idade dos animais, a digestibilidade dos ingredientes da ra¢dao, manejo, tipo de desafio,
bem como a dosagem utilizada (Liu et al., 2018).

O jejuno e ileo desempenham papel fundamental na digestdo, absor¢ado e transporte de
nutrientes. A funcdo absortiva estd diretamente relacionada a altura das vilosidades e,
consequentemente, a proliferacdo e apoptose dos enterdcitos no limen intestinal (Tang et al.,
2019, Wang et al., 2018). As caspases sdo os executores finais da apoptose em quase todos os
tipos de células, provocando a degradacdo dos componentes celulares e da cromatina. A
apoptose excessiva das células das vilosidades pode causar encurtamento das mesmas
(Ramachandran et al, 2000). Além disso, existe uma relacdo positiva entre a proliferacdo dos
enterdcitos e a altura das vilosidades (Wang et al., 2018; Valine et al., 2021).

No presente estudo o uso da dieta ZnO, comparado a dieta B.Amy, resultou em aumento
da relacdo vilo:cripta no ileo. Ademais, quando comparado ao Controle, o tratamento com ZnO
apresentou valor 15% superior para a relacdo vilo:cripta. O efeito da dieta ZnO na mucosa
também pode ser observado pela redu¢do da marcagdo de células em apoptose no ileo e pelo
aumento da proliferacdo dos enterdcitos no jejuno. Estes resultados sugerem uma estrutura de
mucosa mais favoravel para melhor digestibilidade de nutrientes e capacidade absortiva dos
animais.

O efeito benéfico dos probidticos sobre a mucosa intestinal pode ser observado pelo
aumento da proliferacdo celular, no jejuno, dos leitdes suplementados com B.Amy e B.Amy +
B.Sub em relacdo a dieta Controle. Park et al. (2016) sugeriram que bactérias comensais sao
importantes para a promog¢ao da proliferacdo e renovacao de células intestinais. Isso € devido,
em parte, pela contribuicdo para a producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (AGVs),
principalmente acetato, propionato e butirato (Park et al., 2016).

O butirato é uma fonte de energia primdria para os enterdcitos, apoiando a homeostase
intestinal por meio de a¢des anti-inflamatorias, reforcando seu papel no suporte a proliferacdo
de células epiteliais (Venegas et al., 2019; Martin-Gallausiaux et al., 2020). Além disso, t€ém
efeito inibitério sobre a atividade de histonas deacetilases, afetando a regulacdo génica da
proliferacdo celular, diferenciacdo e resposta inflamatoria (Venegas et al., 2019, Silva et al.,
2020). Além disso, os AGVs atuam como ligantes para os receptores acoplados a proteina G

(GPRs), como GPR41 e GPR43 (Park et al., 2016; Venegas et al., 2019). AGVs sdo conhecidos
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por ativar a sinalizag@o de proteinas quinases ativadas por mitogénio (ERK) através das GPRs,
promovendo a atividade proliferativa e turnover de células epiteliais intestinais por bactérias
comensais (Park et al., 2016).

Nossos achados s@o corroborados por trabalhos que utilizaram cepas de Bacillus na dieta
de leitdes desmamados e verificaram melhoria na expressdo de genes relacionados a
proliferacdo celular. Tang et al. (2019) demonstraram que a combinacdo de uma dieta com
baixos niveis de proteina com a suplementacdo de B.Sub, resultou no aumento da expressao
dos genes EGF, GLP-2 e IGF-1R na mucosa ileal, fatores de crescimento, proliferacdo e
diferenciagdo epitelial intestinal.

No presente estudo, apesar da auséncia de significancia para a marcacdo de células
apoptoticas nos grupos B.Amy e B.Amy + B.Sub, houve reducio de 35 e 38%, respectivamente,
em relacdo a dieta Controle no ileo. Li et al. (2018) observaram que a suplementacido de B.Amy
na dieta de leitdes desmamados com crescimento intrauterino retardado, atenuou o indice
apoptotico tanto no jejuno quanto no ileo. Outros estudos forneceram evidéncias de que os
probidticos atuam na prevenc¢do da apoptose epitelial por meio da melhoria no desenvolvimento
da mucosa (Fujiya et al., 2007; Ji et al., 2013; Hu et al., 2016).

O estresse causado pelo desmame provoca alteragdes fisioldgicas, frequentemente
acompanhados pelo aumento da ativacdo do sistema imune. Isso pode ser demonstrado pela
producdo de citocinas, moléculas que desempenham papel fundamental nas respostas
imunoldgicas e inflamatdrias no trato gastrointestinal (Hu et al., 2013). Além disso, as proteinas
de junc¢do sdo importantes na manutencdo da integridade intestinal e funcdo de barreira, sendo
que, sua expressao também ¢ afetada negativamente pelo desmame dos animais (Gresse et al.,
2017).

Trabalhos presentes na literatura relataram o beneficio do uso de B.sub sobre a funcao
da barreira intestinal e imunidade de leitdes desmamados (Kim et al., 2019; Tian et al., 2021),
e propuseram que os probidticos possuem a capacidade de suprimir o estado inflamatério
associado a transi¢do do desmame. Neste estudo, leitdes alimentados com B.Amy + B.Sub
apresentaram menor expressdo de mRNA do gene NF-kB no jejuno, em comparacdo ao
Controle.

As células intestinais expressam em sua superficie receptores toll-like (TLRs) que
reconhecem componentes estruturais de diferentes microrganismos (Roselli et al., 2017). No
estado nao inflamatdrio, o NF-kB ¢ mantido em sua forma citosélica inativa complexada com
a proteina inibitéria IkB. A ligacdo de patégenos a TLRs resulta na ativagdo do NF-kB, através

da fosforilacdo do seu inibidor, resultando em sua translocag¢do para o nicleo e na producao
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transcricional de citocinas pré-inflamatdrias, contribuindo assim para a defesa e inflamagdo do
hospedeiro (Petrof et al., 2004; Roselli et al., 2017).

Diao et al. (2014) demonstraram que o polissacarideo extracelular bioativo de Bacillus
sp. LBP32 suprimiu a ativacdo induzida, por lipopolissacarideo, de NF-kB em células de
macréfagos. Petrof et al., (2004) mostraram que os efeitos benéficos de uma formulagdao
probidtica na mucosa intestinal devido ao bloqueio da atividade de NF-xB, decorrente da
inibicao de proteassoma. Li et al. (2018) propuseram que entre os mecanismos pelos quais o
B.amy regula o estado inflamatério, estd a liberac@o de surfactina. A surfactina € uma composto
biologicamente ativo com atividades surfactantes, que pode ser produzida por vdrias espécies
de Bacillus. Park e Kim, (2009) indicaram que a surfactina inibe a ativacdo de NF-«B,
bloqueando sua translocacdo do citosol para o nucleo, em macréfagos peritoneais de

camundongos.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo fornecem evidéncias de que a inclusido dos
probidticos B.Amy e B.Sub na dieta de leitdes, estimulam a integridade intestinal e diminuem

a resposta inflamatoria.
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Tabela 1 Lista de primers utilizados na andlise da expressao génica relativa tecidual por PCR

de transcri¢do reversa quantitativa (RT-qPCR) em leitdes.

Tamanho,
Genes!  Nimero GenBank Sequéncia’ b
P
F:5"AGGACTCAGATCATCGTCTC3’

TNF-a X57321.1 234
R:5"CATACCCACTCTGCCATTG3’
F:5GGACCTTATCCTGAATGCCTT3’

TGF 1 NM_214015.1 133
R:5"TAGGTTACCACTGAGCCACAAT3’
F:5"CGGGAAAGTGAACGAGAAGS’

Occludin  NM_001163647.2 244
R:5"CCACTGCTGCTGTAATGAG3’
F:5"AAGCCCTAAGTTCAATCACAATCT3’

Z0-1 XM_003353439.2 130
R:5" ATCAAACTCAGGAGGCGGC3’

F: 5" GGAGCTTCTCAGCGTAATTC3”

MAPK XM_021095339.1 138
R: 5" CAGGAAATCCAGTGCTTCTC3”

F: 5"GAGGTGCATCTGACGTATTC3”

NF-kB NM_001048232.1 169
R: 5’AAGTTGCATGGCCTTCTC3’

F: 5"CTCTTCCATCGTGTCCTTCTAC3’

B-actin U07786.1 706
R: 5’"CCTCAGACTTGTCGATCTTCTG3’

F: 55TGAAAAACGGGGAGAAGATG3’
B2M NM_213978.1 189

R: 5’"GTGATGCCGGTTAGTGGTCT3’

I TNF-aq, fator de necrose tumoral alfa; TGF 1, fator de crescimento transformador-p1; ZO-

1, zdnula ocludens-1; MAPK-6, proteina quinase ativada por mitégeno; NF-kB, fator nuclear

kappa B; B2M, B-2-microglobulina.

2 F e R indicam Forward e Reverse, respectivamente.



Tabela 2 Efeito da suplementacdo de 6xido de zinco e probidticos sobre o desempenho de

leitdes desmamados.
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Dieta’
Item Controle ZnO B.Amy B.Amy EMP? P-valor
B.;ub
21a3ld
Peso médio inicial, kg 6,2 6,2 6,2 6,2 0,55 -
GPD, g 248 232 245 247 16,1 0,74
CRD, g 254 260 259 263 15,5 0,96
CA 1,03 1,12 1,06 1,07 0,03 0,21
Peso médio 31d, kg 8,7 8,54 8,67 8,68 0,69 0,79
2la4ld
GPD, g 355 320 341 347 16,9 0,12
CRD, g 412 386 416 411 18,3 0,70
CA 1,16 1,24 1,22 1,18 0,02 0,06
Peso médio 41d, kg 13,3 12,6 13,0 13,1 0,85 0,12
2l1a62d
GPD, g 521 505 508 529 19,9 0,29
CRD, g 738 728 731 758 33,9 0,54
CA 1,42 1,44 1,44 1,43 0,02 0,67
Peso médio 62d, kg 27,6 26,9 27,0 27,9 1,33 0,29

' As dietas experimentais foram obtidas pela adicdo de 2,0 g/kg de zinco (ZnO), 1 g/kg de B.

amyloliquefaciens (B.Amy) ou 1 g/kg de B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de B. subtilis (B.Am
yloliquef y glkg yloliquef glkg y

+ B.Sub) em substituicdo ao milho na dieta Controle. Na ultima fase (41-62 dias de idade) o

7ZnO nao foi adicionado a dieta ZnO.

2 Erro padrio da média.
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Tabela 3 Efeito da suplementacdo de 6xido de zinco e probidticos na morfologia intestinal de

leitdes 20 dias apds o desmame.

Dieta!
Item EPM?  P-valor
Controle ZnO  B.Amy Biﬁ glll}{)-'-

Jejuno

Altura de vilosidade, um 267 291 286 290 12,0 0,45
Profundidade de cripta, um 218 222 204 200 10,7 0,40
Relacao vilo:cripta 1,31 1,37 1,51 1,53 0,07 0,18
fleo

Altura de vilosidade, um 226 238 221 224 10,8 0,60
Profundidade de cripta, um 175 155 171 169 8,5 0,44
Relacdo vilo:cripta 1,40*% 1,652 1,38° 1,42% 0,08 0,02

' As dietas experimentais foram obtidas pela adicdo de 2,0 g/kg de zinco (ZnO), 1 g/kg de B.
amyloliquefaciens (B.Amy) ou 1 g/kg de B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de B. subtilis (B.Amy
+ B.Sub) em substituicao ao milho na dieta Controle.

2 Erro padrio da média.

%5 Médias seguidas por letras distintasdiferem entre si (P < 0,05) pelo teste Tukey.
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Tabela 4 Efeito da suplementacio de 6xido de zinco e probidticos na abundancia relativa de

mRNA de marcadores inflamatérios e proteinas de jung@o no jejuno e ileo de leitdes 20 dias

apos o desmame.

Dieta!
Item? EPM? P-valor
Controle ZnO B.Amy Bﬁ ;11 ){)+

Jejuno

TNFa 0,877 0,901 0,610 1,059 0,119 0,72
TGFpB 2,083 2,890 2,348 2,399 0,444 0,20
MAPK 0,267 0,260 0,290 0,305 0,174 0,85
NF-kB 1,059? 1,001 0,813% 0,608° 0,303 0,05
OCL 0,668 0,672 0,791 0,860 0,352 0,54
701 0,135 0,146 0,115 0,139 0,306 0,93
fleo

TNFa 0,335 0,396 0,217 0,252 0,233 0,56
TGFpB 1,401 1,100 1,479 1,162 0,220 0,84
MAPK 0,829 0,641 0,954 0,723 0,040 0,51
NF-«B 1,873 1,525 1,791 1,647 0,141 0,86
OCL 1,158 1,369 1,774 1,255 0,099 0,51

' As dietas experimentais foram obtidas pela adicdo de 2,0 g/kg de zinco (ZnO), 1 g/kg de B.

amyloliquefaciens (B.Amy) ou 1 g/kg de B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de B. subtilis (B.Amy

+ B.Sub) em substituicao ao milho na dieta Controle.

2 TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TGF B1, fator de crescimento transformador-p1; ZO-

1, zdnula ocludens-1; MAPK-6, proteina quinase ativada por mitégeno; NF-kB, fator nuclear

kappa B; B2M, B-2-microglobulina.

3 Erro padrio da média.

2.5 Médias seguidas por letras distintasdiferem entre si (P < 0,05) pelo teste Tukey.
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Figura 1 Efeito da suplementacdo de 6xido de zinco e de probidticos na marcagdo de células
Ki67 positivas (proliferacao celular), Caspase-3 (apoptose celular) e CD79A (linfécitos B) no
intestino delgado de leitdes, 20 dias apos o desmame. Controle = sem adi¢do de ZnO e
probidticos , ZnO = Controle + 2,0 g/kg de zinco, B.Amy = Controle + 1 g/kg de B.
amyloliquefaciens e B.Amy + B.Sub = Controle + 1 g/kg B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de
B. subtilis.
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ANEXOS

Controle ZnO B.Amy B.Amy + B.Sub

RFP (KI-67)

DAPI

Sobreposi¢do

Figura 2 Efeito da suplementacdo de ZnO e probidticos na marcagdo de células proliferativas
no intestino delgado de leitdes. Imagens representativas que mostram o reconhecimento de
células com base na intensidade de fluorescéncia do anticorpo na vilosidade e na cripta do
jejuno. Células positivas para Ki67 (fluorescéncia vermelha) e nucleos celulares corados com
DAPI. Ampliacdo de 20 x.

* Controle para dieta sem adicdo de ZnO e probidticos; ZnO para Controle mais 2,0 g/kg de
zinco; B.Amy para Controle mais 1 g/kg de B. amyloliquefaciens; e B.Amy + B.Sub para
Controle mais 1 g/lkg B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de B. subtilis.



Controle ZnO B.Amy B.Amy + B.Sub

DAPI GFP (Caspase)

Sobreposigdo

Figura 3 Efeito da suplementacdo de ZnO e probidticos na marcacdo de células apoptéticas no
intestino delgado de leitdes. Imagens representativas que mostram o reconhecimento de células
com base na intensidade de fluorescéncia do anticorpo na vilosidade e na cripta do ileo. Células
positivas para Caspase-3 (fluorescéncia verde) e nucleos celulares corados com DAPL
Ampliagdo de 20 x.

" Controle para dieta sem adicdo de ZnO e probidticos; ZnO para Controle mais 2,0 g/kg de
zinco; B.Amy para Controle mais 1 g/kg de B. amyloliquefaciens; e B.Amy + B.Sub para
Controle mais 1 g/lkg B. amyloliquefaciens + 0,5 g/kg de B. subtilis.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Probiotico como alternativa ao uso de éxido de zinco como
promotor de crescimento em dietas para suinos em fase de creche (21 aos 63 dias de idade)", protocolo n°
0113/2019, sob a responsabilidade de Gabriel Cipriano Rocha - que envolve a produgdo, manutengido e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da
experimentagdo animal (concea), e foi apreciado pela comissdo de ética no uso de animais de produgdo da
universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido de 16 de Setembro de 2019.

Finalidade: ( X )Pesquisa ( )Ensino

Vigéncia do Projeto: de 10 de Out. de 2019 a Novembro de 2020

Espécie/linhagem: Suino (Sus Domesticus) N° de animais:

Peso: 6 kg Idade: 21 dias Sexo: Macho/Fémea Origem: Setor de Suinocultura/DZO/UFV -
CNPJ/CPF: 25.944.455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entitled '"Probiotic as an alternative to the use of zinc oxide as growth
promoter for nursery pigs (21 to 63 days age)", protocol n® 0113/2019, under the responsibility of Gabriel
Cipriano Rocha - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
chordata, subphylum vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in accordance
with the law n°. 11.794, of October 8, 2008, Decree n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the
Brazilian National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics
Commission on the use of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting on Sep,
16th, 2019.

Fiality: (X )Research ( )Education

Duration of the Project: from Oct. 10th, 2019 to November 2020.

Species / strain: Pig (Sus Domesticus) N° of animals:

Weight: 6 kg Age: 21 days  Sex: Male/Female Source: Setor de Suinocultura/DZO/UFV - CNPJ/CPF:
25.944.455/0001-96
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